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Résume

La mucoviscidose est une maladie autosomique récessive mortelle provoquée par une
mutation du geéne Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR), codant pour la protéine du
méme nom. Cette derniére est un transporteur transmembranaire d’ions CI-. La plus fréquente de
ces mutations est la p.Phe508delCFTR (F508del). L’absence ou le dysfonctionnement de CFTR
sont associés a une inflammation et des infections chroniques, ainsi qu’a une bronchopathie
chronique obstructive, entrainant des I€sions au niveau des poumons et un déclin des fonctions
respiratoires.

Le pronostic des patients porteurs de la mutation F508del a récemment été grandement
amélioré grace a la mise au point de thérapies basées sur de petites molécules appelées modulateurs
de CFTR. Cependant, la réponse a ces traitements n’est pas homogeéne parmi les patients, et leur
mécanisme d’action n’est pas entierement compris. En particulier, nous ne disposons pas de
marqueur biologique ou clinique qui fasse consensus dont la variation permettrait de suivre la
réponse globale d’un patient aux traitements par modulateur, ou d’indiquer précocement le niveau
de réponse du patient a ces traitements. L’amélioration des fonctions respiratoires, qui €tait jusqu’a
présent prise comme référence, atteint ses limites lorsque 1’on considere de jeunes patients dont les
fonctions respiratoires sont encore bonnes : il est alors difficile de mesurer une amélioration, et on
ne peut alors que surveiller la vitesse de déclin de ces fonctions. Ceci n’est pas satisfaisant car on
souhaiterait évaluer la qualité de la réponse du patient a relativement court terme (en mois), pour
¢viter des traitements inutiles et proposer éventuellement des alternatives. Les limites sont par
ailleurs évidemment atteintes lorsqu’il s’agit de trés jeunes patients qui ne peuvent pas subir
d’épreuves respiratoires. Par ailleurs, il est important de caractériser d’éventuels bénéfices cliniques
ou biologiques autres, et d’étudier s’ils sont liés ou non a la réponse respiratoire. L’identification de
tels bénéfices permettrait éventuellement de définir de nouveaux marqueurs de la réponse au
traitement. L’objectif de cette thése a été de caractériser les réponses cliniques aux modulateurs, en
particulier chez les jeunes patients, ainsi que de mieux comprendre leurs mécanismes d’action au
niveau cellulaire.

Je me suis dans un premier temps intéress¢ a la caractérisation de la réponse clinique des
patients traités par une combinaison de ces modulateurs, dans 1’espoir de caractériser différents
profils de réponse clinique. Nous avons pu mettre en €vidence plusieurs profils, dont certains

indépendants des fonctions respiratoires. J’ai ensuite recherché de potentiels nouveaux
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biomarqueurs de réponse dans la sueur, car CFTR étant exprimé dans les glandes sudoripares, leur
fonctionnement est perturbé dans la mucoviscidose, et il était donc plausible que I’effet des
médicaments y soit détectable précocement.

Pour mieux comprendre le fonctionnement des modulateurs, j’ai réalis€ une étude
protéomique et transcriptomique sur des cellules épithéliales nasales de 10 patients porteurs de la
mutation F508del, traitées ou non avec les modulateurs. En particulier, 1’activité des mitochondries
est apparue fortement modifiée apres traitement, ce qui n’était pas connu. Nous avons donc pu
mettre en évidence I’effet du traitement sur les mitochondries, et I’importance de ces dernic¢res dans

la correction des défauts induits par le dysfonctionnement de CFTR dans la mucoviscidose.



Abstract

Cystic Fibrosis is a fatal autosomal recessive disease caused by a mutation in the Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR) gene, coding for the CFTR protein. CFTR is a
transmembrane transporter of Cl- ions. The most frequent of these mutations is p.Phe508delCFTR
(F508del). Absence or dysfunction of CFTR is associated with chronic inflammation and infections,
as well as chronic obstructive pulmonary disease, leading to lung damage and decline in lung
function.

The prognosis of patients with the F508del mutation has recently been greatly improved by
the development of therapies based on small molecules called CFTR modulators. However, the
response to these therapies is not homogeneous among patients, and their mechanism of action is
not fully understood. In particular, we do not have an universally accepted biological or clinical
marker whose variation would allow us to monitor a patient's overall response to modulator
treatments, or to give an early indication of the patient's level of response to these treatments. The
improvement in respiratory function, which has been used as a reference until now, reaches its
limits when considering young patients whose respiratory function is still good: it is then difficult to
measure an improvement, and one can only monitor the rate of decline of these functions. This is
not satisfactory because we would like to evaluate the quality of the patient's response in a
relatively short term (in months), to avoid unnecessary treatments and possibly propose alternatives.
The limits are obviously reached when it comes to very young patients who cannot undergo
respiratory tests. Furthermore, it is important to characterize possible clinical or biological benefits,
and to study whether or not they are related to the respiratory response. The identification of such
benefits would eventually lead to the definition of new markers of response to treatment. The
objective of this thesis was to characterize the clinical responses to modulators, particularly in
young patients, and to better understand their mechanisms of action at the cellular level.

I was first interested in characterizing the clinical response of patients treated with a
combination of these modulators, in the hope of characterizing different clinical response profiles.
We were able to identify several profiles, some of them being independent of respiratory functions.

I then looked for potential new biomarkers of response in sweat: as CFTR 1is expressed in
the sweat glands, whose function is disturbed in cystic fibrosis, it was plausible that the effect of

drugs could be detected early in the sweat of patients.
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To better understand the mechanism of action of the modulators, I performed a proteomic
and transcriptomic study on nasal epithelial cells from 10 patients with the F508del mutation,
treated or not with modulators. In particular, the activity of mitochondria appeared strongly
modified after treatment, which was not known prior to this analysis. We were thus able to highlight
the effect of the treatment on mitochondria, and the importance of the latter in the correction of the

defects induced by the dysfunction of CFTR in cystic fibrosis.
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CFLD : Cystic Fibrosis Liver Disease

CFRD : Cystic Fibrosis-related diabetes

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator

CQRE : controle de qualité¢ du RE

CRCM : centre de ressources et de compétences de la mucoviscidose
CVF : Capacité Vitale Forcée

DEM 25-75 : Débit Expiré Maximal entre les valeurs de 25 % et 75 % de la capacité vitale forcée
dNTP : désoxynucléoside triphosphate

domaine R : domaine Régulateur

EMA : European Medicines Agency

F508del : mutation p.Phe508delCFTR

FDA : Food and Drug Administration

FDR : Taux de Fausses Découvertes

GSEA : Gene Set Enrichment Analysis

HNE : cellules épithéliales nasales humaines

HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance

HTS : High throughput screening

IMC : Indice de Masse Corporelle

LC-MS : Chromatographie en phase liquide - spectrométrie de masse
LCI : Indice de clairance pulmonaire

MAR : Manquant de maniére aléatoire

MCAR : Manquant de maniére complétement aléatoire

MNAR : Manquant de maniére non aléatoire
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MSDI1 : Domaine d’extension membranaire 1
MSD?2 : Domaine d’extension membranaire 2
NBD1 : Domaine de liaison des nucléotides 1
NBD2 : Domaine de liaison des nucléotides 2
PC : Composante Principale

PCR : réaction en chaine par polymérase

PP : pourcentage prédit

RE : réticulum endoplasmique

RNA-seq : Sequencage ARN

S-Trap : suspension trap

SOID : syndrome d’obstruction intestinale distale
ST : Test de la Sueur

TIMS : Trapped Ion Mobility Spectrometry
TIR : trypsine immuno-réactive

MSD1 : domaine transmembranaire 1

MSD?2 : domaine transmembranaire 2

TOF : Time Of Flight

VEMS : Volume Expiré Maximal en une Seconde
VX-445 : Elexacaftor

VX-661 : Tezacaftor

VX-661/VX-770 : Symkevi

VX-770 : Ivacaftor
VX-770/VX-661/VX-445 : Trikafta
VX-770/VX-809 : Orkambi

VX-809 : Lumacaftor
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l. Introduction

1. La mucoviscidose

1.1 Population touchée

La Mucoviscidose (en anglais Cystic Fibrosis) est une maladie héréditaire autosomique
récessive provoquée par une mutation du gene Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR).
Il s’agit d’une maladie rare (NORD’s Rare Disease Database), ¢’est-a-dire d’une maladie touchant
moins de 200000 personnes aux Etats-Unis, ou ayant une prévalence inférieure a 5 pour 10000 en
Europe. On compte plus de 7000 maladies rares, touchant 30 millions de personnes aux Etats-Unis,
et le méme nombre en Europe. Parmi elles, la mucoviscidose est la plus fréquente des maladies
récessives dans la population caucasienne, avec un cas toutes les 3000 naissances environ (Walters
2007). La prévalence varie cependant entre les pays (Mehta 2010), et fortement entre les ethnies
(Walters 2007). Elle est par exemple de 1 pour 3000 parmi les Américains d’origine caucasienne, de
1 pour 4000 a 10000 parmi ceux d’origine latine, et de 1 pour 15000 a 20000 parmi ceux d’origine
africaine. La maladie est encore plus rare en Asie, la fréquence de cas de mucoviscidose étant de
seulement 1 pour 350000 au Japon (Yamashiro 1997).

En France, I’incidence varie selon les régions, de 1/2500 dans le nord-ouest a 1/10000 dans
le sud-est. On recensait 7376 patients en 2020, dont pres de 60 % d’adultes, alors que ces derniers
ne constituaient que 18 % des patients atteints de la mucoviscidose en 1992 (Registre Francgais de la
Mucoviscidose 2020). Ces chiffres témoignent de 1’amélioration drastique des prises en charge
qu'ont connu les patients au cours des deux derniéres décennies, liée au développement du
dépistage néo natal ainsi qu’a la mise au point de nouvelles thérapies. L’espérance de vie des
patients a énormément augmenté au cours du dernier si¢cle ; de moins de 5 ans dans les années 50,
elle est aujourd’hui de plus de 40 ans (Lopes-Pacheco 2016), et devrait encore augmenter grace aux
nouveaux traitements apparus dans les années 2010, comme le montre la Figure 1: la probabilite de
survie des patients nés apres 2000 est a tout age supérieure a celle des patients nés dans les années

1990.
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Figure 1: Probabilité de survie des patients (ordonnée) en fonction de leur age (abscisse). Chaque
courbe correspond a une période de date de naissance différente, entre 1992 et 2016.

(Registre Francais de la Mucoviscidose 2020)

1.2 Diagnostic de la maladie

Depuis 2002, un dépistage néonatal systématique est réalisé en France pour diagnostiquer la
mucoviscidose (Pollitt 1998). Le dépistage consiste a doser la trypsine immuno-réactive (TIR) dans
des gouttes de sang séchées du nouveau né. La TIR est une protéine surexprimée en cas d’anomalie
pancréatique, ce qui est le cas des personnes atteintes de mucoviscidose. La valeur mesurée est
considérée positive si supérieure a 65yg/L. Cependant ce marqueur n’est pas totalement spécifique
de cette maladie, et peut aussi sélectionner des enfants sains. Il est donc nécessaire de confirmer le
diagnostic par une recherche ADN des mutations CFTR les plus fréquentes (parmi 29 mutations)

(Registre Francais de la Mucoviscidose 2020).
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Trois cas de figure peuvent alors se présenter (Haute Autorité de Santé 2020) :

- deux mutations sont identifiées. Le nouveau-né et ses parents sont convoqués dans un centre
de ressources et de compétences de la mucoviscidose (CRCM) pour une confirmation du
diagnostic par la mise en place d’un test de la sueur.

- une seule mutation est identifiée. On réalise un test de la sueur comme précédemment. Si le
test est positif, ’enfant est diagnostiqué atteint de la maladie. A I'inverse, s’il est négatif,
I’enfant sera considéré hétérozygote et I’information transmise aux parents.

- aucune mutation n’est retrouvée, mais la TIR est trés élevée. Dans ce cas, on mesure a
nouveau la concentration de la TIR a 21 jours. Dans le cas ou elle serait toujours élevée (le
seuil est a 40 yg/L a 21 jours), un test de la sueur est réalisé.

La sueur des patients atteints par la mucoviscidose est trés concentrée en ions chlorure (Di
Sant’Agnese 1953). Le test de la sueur consiste a tirer avantage de ce fait pour diagnostiquer la
maladie en dosant les ions chlorure présents dans la sueur des enfants apres stimulation de la
sudation (Sermet 2010). Un test est considéré positif dés lors que la valeur dépasse 60mmol/L
(Shwachman 1981). Il est considéré « intermédiaire » si le résultat est compris entre 30 et 60mmol/
L. Dans un tel cas, il est difficile de conclure a un diagnostic clair et le test de la sueur doit étre
réalisé a nouveau. S’il reste intermédiaire, des examens complémentaires peuvent étre réalisés,
notamment en mesurant la différence de potentiel nasal trans-épithéliale in vivo. Cette différence de
potentiel vient d’un échange d’ions a travers 1I’épithélium et est donc modifiée dans le cas de la
mucoviscidose (Farrell 2008).

Si I’étude génétique n’est pas réalisée (notamment en cas de refus des parents) alors que la
TIR était anormalement élevée, le protocole est identique au cas ou aucune mutation n’est retrouvée
lors du test ADN.

D’autres signes cliniques permettent d’orienter le diagnostic de mucoviscidose, notamment :
une faible prise de poids, des selles grasses et abondantes, des difficultés a digérer, des toux

fréquentes ainsi que des fonctions respiratoires altérées (Davies 2007).

1.3 Symptémes

La mucoviscidose touche de multiples organes. Les atteintes les plus séveres sont situées au
niveau du foie, des intestins, du pancréas et des voies respiratoires (poumon principalement). Ce

sont les dérégulations dans ces derniéres qui sont le plus souvent responsables de la mort des
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patients, par insuffisance respiratoire. Mais 1’on note aussi des défauts au niveau de la peau et des

parties génitales (Figure 2).

Recurrent bacterial and fungal
infection, bronchiectasis,
pneumothorax, haemoptysis,
and respiratory failure

Chronic sinusitis
and nasal polyps

v, Exocrine pancreatic
Neonatal jaundice, ‘ insufficiency,

liver disease,
cirrhosis, and
biliary calculi

pancreatitis, and
cystic fibrosis-
related diabetes

Hypochloraemic
metabolic
alkalosis and

drEipetaar Urinary calculi

Meconium ileus,

malabsorption, and Congenital
distal intestinal bilateral absence of
obstruction syndrome ) the vas deferens

Figure 2 : Représentation des atteintes les plus courantes dans la mucoviscidose. Les atteintes
principales sont retrouvées au niveau du nez, des poumons, du foie, du pancréas, de la peau, des
intestins, et des parties génitales.

(Shteinberg 2021)

1.3.1 SYMPTOMES PULMONAIRES ET RESPIRATOIRES

Les symptomes les plus fréquents dans la mucoviscidose sont des atteintes chroniques des

voies respiratoires : obstructions bronchiques, inflammation et infections chroniques (Sly 2009).
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Dans les poumons, les mutations du géne CFTR perturbent la sécrétion d’ions chlorure. En
paralléle, une surabsorption de sodium est observée. Cela déshydrate le liquide de surface épithélial
(Matsui 1998), pourtant important pour les fonctions ciliaires et antibactériennes. Le mucus
s’épaissit, rendant plus difficile sa clairance, et favorisant le développement de bactéries en son sein
(Boucher 2007). Les poumons sont progressivement endommagés par ces contraintes et leurs
capacités fonctionnelles déclinent rapidement sans traitement, pour mener a des bronchectasies et
une faillite respiratoire.

Si I’inflammation et I’infection des voies respiratoires sont deux facteurs connus de la
mucoviscidose, il n’est toujours pas clairement établi lequel des deux précede 'autre. Si des
données semblent montrer que 1I’inflammation peut exister sans infection (Esther 2019), ’on sait
aussi que ces infections se développent chez les patients des leur plus jeune age (Lund-Palau 2016)

notamment par Staphylococcus aureus.

1.3.2 SYMPTOMES PANCREATIQUES

Environ 85% des enfants atteints de la mucoviscidose souffrent d’une insuffisance
pancréatique. Ce pourcentage est plus €levé chez les patients porteurs de mutations associées a des
formes plus séveres de la maladie (Singh 2017). Dans le pancréas, 1’absence de CFTR est liée a une
augmentation de la viscosit¢ du mucus, causant une accumulation d’enzymes du pancréas, elle-
méme a I’origine d’une obstruction progressive des canaux pancréatiques, de la formation de kystes
et de la dégradation de 1’organe (Castellani 2017). C’est d’ailleurs de ces caractéristiques que vient
le nom de la maladie en anglais : Cystic Fibrosis of the pancreas, pour fibrose kystique du pancréas.
Les enfants ayant une insuffisance pancréatique souffrent de plus d’un mauvais état nutritionnel et

d’une carence en vitamines A, D, E, K qui doivent étre apportées par des traitements.

1.3.3 SYMPTOMES INTESTINAUX

Les atteintes digestives sont présentes chez tous les patients, quelle que soit la mutation.
20% des patients souffrent d’un iléus méconial a la naissance. L’iléon terminal est obstrué¢ par du
méconium visqueux, pouvant entrainer dans les cas les plus graves une perforation de ce dernier, et
une septicémie (Sathe 2017). Il s’agit le plus souvent de la premiére manifestation de la
mucoviscidose chez les patients.

Chez les adultes, on note une incidence accrue des cas de reflux gastro-oesophagiens

(Demeyer 2016). 15% des patients souffrent aussi d’un syndrome d’obstruction intestinale distale
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(SOID), conséquence d’une obstruction de I’intestin par une accumulation de matériel visqueux.
Elle est similaire a I’iléus méconial du nouveau-né. Les patients ayant souffert d’un iléus méconial

sont d’ailleurs plus susceptibles d’avoir un SOID au cours de leur vie (Shteinberg 2021).

1.3.4 SYMPTOMES DU FOIE

La Cystic Fibrosis Liver Disease (CFLD) est la troisiéme cause de mortalit¢ chez les
patients atteints par la mucoviscidose (Toledano 2019). Elle est détectée dans environ 20% des
patients au cours de leur vie. Dans un fonctionnement normal, CFTR régule le flux de bile dans le
foie. Lorsque la protéine est dysfonctionnelle, la bile visqueuse cause des obstructions dans cet
organe, pouvant mener progressivement a de I’hypertension portale et a une cirrhose (Castellani
2017). L’évolution vers cette derniére est reportée dans 5 a 10% des patients au cours de leur

premiére décennie de vie (Debray 2011).

1.3.5 SYMPTOMES GENITAUX

Environ 95% des hommes atteints par la mucoviscidose sont infertiles du fait d’une agénésie
bilatérale congénitale des canaux déférents (de Souza 2018). IIs ne sont cependant pas stériles, car
la production de sperme reste normale dans les testicules pour la majorité des patients, qui peuvent
donc avoir des enfants par reproduction assistée (McCallum 2000).

Les femmes peuvent présenter une hypofertilit¢ du fait de I’hyperviscosité de la glaire

cervicale (Kotloff et al. 1992), mais une grossesse reste tout de méme possible.

1.3.6 SYMPTOMES DE LA PEAU

Des cas de kératodermie palmoplantaire aquagénique (KPA) ont été observés et toucheraient
environ 40% des patients (Tolland 2010, Gargon-Michel 2010). Ils se caractérisent par la formation
rapide d’cedémes ridés, épais et blanchatres au niveau des paumes des mains et des plantes des
pieds apres immersion dans de I’eau. Ils s’accompagnent de prurit et peuvent étre douloureux pour

le patient. La cause de ces symptdmes dans la mucoviscidose n’est pas encore comprise.

1.3.7 AUTRES SYMPTOMES

Environ 35% des adultes souffrent de diabetes appelés Cystic Fibrosis-related diabetes
(CFRD), qui peuvent étre de type 1 ou 2, et présenter différents niveaux de résistance a 1’insuline

(Olesen 2020).
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Les patients ont aussi plus de difficultés a prendre du poids que des personnes saines, et leur
masse osseuse est inférieure a indice de masse corporelle égal. Des manifestations osseuses (Cystic
Fibrosis Related Bone Disease) apparaissent chez 20 a 35% des patients du fait d’'une mauvaise

absorption de la vitamine D (Putman 2019).
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2. CFTR

2.1 Le géne CFTR

Le géne responsable de la mucoviscidose a été localis¢é en 1985 dans une région d’un
million de paires de bases sur le chromosome 7 (Tsui 1985). Si I’hypothése d’une maladie
monogénique apparaissait de plus en plus plus plausible a cette époque, elle n’était pas totalement
validée.

Quatre ans plus tard, en 1989, le géne CFTR fut identifi¢ par une stratégie de clonage
positionnel (Rommens 1989, Riordan 1989, Kerem 1989). Une carte physique de la région
pressentie pour contenir le géne responsable de la mucoviscidose a dans un premier temps été
réalisée par assemblage de clones, de courtes chaines d’ADN. Puis les zones de cette carte
contenant les génes ont été identifiées, avant finalement de comparer les séquences des genes entre
individus sains et patients pour déterminer sur le quel d’entre eux spécifiquement se situe la
mutation. Il a ainsi été déterminé que CFTR est un géne situé dans la région 7q31.2, long d’environ
190kb d’ADN génomique humain, transcrit en un ARNm de 6.2kb (Collins 1992). Il code pour la
protéine du méme nom, longue de 1480 acides aminés.

Le gene CFTR est principalement exprimé dans le pancréas, les intestins, les glandes
sudoripares (qui sécrétent la sueur) et 1’appareil respiratoire (The Human Protein Atlas). Dans les
poumons, il a longtemps été supposé que les cellules ciliées étaient responsables de la majorité de la
production de CFTR. Cependant, le développement du séquencage ARN (en anglais RNA
sequencing, RNA-seq) de cellules uniques ont permis de montrer que ces cellules ne produisaient
en réalité que de trés petites quantités de cette protéine. La production est en majorité assurée par
les cellules sécrétrices et basales. La protéine est aussi produite en grande quantité par les ionocytes,

mais ces derniers sont rares dans les épithéliums respiratoires (Okuda 2020).

2.2 La protéine CFTR

La protéine CFTR, de poids moléculaire de 168 KiloDaltons dans sa forme mature
(Estabrooks 2020), est constituée de 1480 acides aminés. Elle appartient a la famille des protéines
ABC (ATP-Binding Cassette), une grande famille de protéines réalisant le transport de substrats a
I’intérieur et a ’extérieur des cellules en hydrolysant I’Adénosine TriPhosphate (ATP). L’autre nom
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de la protéine CFTR est d’ailleurs ABCC7, pour ATP-Binding Cassette sub-family C member 7. Sa
forme fonctionnelle est localisée au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales, ou elle
fonctionne comme un canal ions chlorure.

Comme la plupart des protéines ABC, CFTR se compose de deux domaines
transmembranaires (MSD1 et MSD2, pour membrane spanning domain 1 et 2) et de deux domaines
de liaison a I’ATP dans le cytoplasme (NBD1 et NBD2, pour Nucleotide Binding Domain 1 et 2).
Elle se distingue cependant des autres protéines ABC par la présence d’un domaine de régulation
cytoplasmique (R, pour Regulatory), situé des résidus 580 a 831, qui sépare la partie MSD1-NBD1
de la partie MSD2-NBD2. De plus, contrairement a ses homologues qui sont pour la plupart des
transporteurs actifs, CFTR agit de maniére passive en formant un canal ionique transmembranaire

(Csanady 2018). La figure 3 résume la structure de CFTR.

MSD1 MSD2
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QQQOii

ATP
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Figure 3 : Représentation schématique de la protéine CFTR (Rogan 2011). CFTR possede 5
domaines : deux domaines transmembranaires (MDS1 et MSD2), qui traversent la membrane ; deux
domaines de liaison a I’ATP (NBD1 et NBD2), et un domaine régulatoire (R). CFTR agit comme

canal a ions chlorure ouvert lorsque des molécules d’ATP se lient aux sites NBD1 et NBD2.
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Chacun des domaines transmembranaires est formé de 6 hélices hydrophobes permettant la
formation du canal ions chlorure.

L’activation du canal ions chlorure de CFTR est dépendante de plusieurs ¢léments. Dans un
premier temps, le domaine cytoplasmique R doit étre phosphorylé par la protéine kinase A ou C
(PKA et PKC) (Picciotto 1992). Tant que le domaine R n’est pas phosphorylé, le canal reste fermé,
les étapes suivantes nécessaires a son ouverture ne pouvant pas avoir lieu (Bozoky 2013).

Dans un second temps, des molécules d’ATP viennent se lier aux sites NBD1 et NBD2
(Anderson 1991). Les deux régions forment un dimére, dont les zones d’interface sont les sites de
liaison de I’ATP (Lewis 2004). Les domaines NBD interagissants avec les quatre boucles
intracellulaires des MSD, la formation du dimeére entraine un changement de la conformation de ces
derniers et I'ouverture du canal. L’énergie de 1’hydrolyse de I’ATP permet la régulation de
I’ouverture et de la fermeture du canal (Akabas 2000). En particulier, I’hydrolyse de I’ATP sur le
site de liaison de NBD?2 entraine une fermeture rapide de ce dernier (Gadsby 2006).

La figure 4 résume le processus d’ouverture du canal ions chlorure.

Figure 4 : Schéma simplifi¢ du processus d’ouvrir du canal ions chlorure (Hwang 2009). Deux

conditions sont nécessaires a I’ouverture du canal : le domaine régulatoire (RD) doit étre
phosphorylé, et deux molécules d’ATP doivent se lier aux sites NBD1 et NBD2 pour que ces

derniers forment un dimére menant a un changement de conformation des MSD1 et MSD2.
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2.3 Biogénese de CFTR

La synthése de la protéine CFTR débute dans le noyau, par la transcription de I’ADN en
ARN messager (ARNm). Ce dernier rejoint ensuite les ribosomes cytosoliques pour débuter la
phase de traduction. La biogenése suit alors plusieurs étapes au niveau du RE (Pranke 2014).

Le domaine transmembranaire MSD1 est tout d’abord positionné dans la membrane du RE.
Le domaine NBD1 est ensuite synthétisé, et stabilisé par des protéines chaperones Hsp40 et Hsp70
en paralléle de la synthése du domaine R. Ce dernier, une fois synthétisé, interagit avec le domaine
N-terminal de la protéine, menant a la séparation d’une partie des protéines chaperones de CFTR.
C’est ensuite le site MSD2 qui est synthétisé¢, amené a la membrane du réticulum endoplasmique
(RE), et associ¢ a MSD1 pour former le complexe MSD1-MSD2, ce qui a aussi pour effet de
stabiliser le domaine NBD1-R et de séparer la plupart des protéines chaperones de ce complexe.
Enfin, le domaine NBD2 est synthétisé, et des repliements post-traductionnels sont effectués,
implicants des protéines chaperones HSP40, HSP70 et HSP90 (Farinha 2002), et la calnexine
(Okiyoneda 2008). Les peptides migrent ensuite vers 1’appareil de Golgi pour étre glycosylés et
ainsi former la protéine mature.

Durant la totalité de leur temps de résidence dans le RE, les peptides de CFTR sont sujets au
systtme de controle de qualit¢ du RE (CQRE). Le CQRE s’assure que seules les protéines
correctement repliées atteignent leur maturation et puissent migrer vers leur destination finale dans
la cellule. A I’inverse, les protéines mal repliées sont dirigées vers les voies de dégradation. Le role
du CQRE et des protéines associées n’est cependant pas totalement élucidé. Des données in vivo
suggerent une amélioration du repliement de CFTR grace aux protéines chaperones (Meacham
1999) alors que des données dans la levure suggérent 1’inverse (Youker 2004).

Le défaut de repliement entraine d’autres perturbations cellulaires, notamment un stress du
RE qui méne a I’activation de 1’Unfolded Protein Response, un processus qui ralentit la traduction
des protéines et favorise leur dégradation (Bartoszewski 2008).

Méme dans le cas d’absence de mutation dans le gene CFTR, une part non négligeable des
protéines n’atteignent pas I’appareil de Golgi, car elles sont préalablement ciblées par le mécanisme
de dégradation du RE (Ward 1994). Cette proportion semble cependant varier entre 0 et 80% en
fonction du type cellulaire (Varga 2004). A I’inverse, on peut retrouver une petite quantité de
protéines CFTR au niveau de la membrane pour certaines mutations de ce géne. C’est notamment le
cas pour la plus courante d’entre elles, p.Phe508delCFTR (F508del) (Sermet-Gaudelus 2002). Ces

observations montrent qu’il est possible de transporter une protéine mutée a la membrane, et
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justifient la recherche de traitements visant a I’amélioration de la maturation et du transport de cette
dernicre.

La figure 5 résume le processus de maturation de la protéine CFTR.

Secretory vesicle

Nucleus

Figure 5: Les différentes étapes de maturation de la protéine CFTR (Pranke 2014). Les différentes
parties de la protéine sont d’abord synthétisées séparément, puis stabilisées par des chaperones dans
le RE. Les peptides ainsi produits sont soumis au mécanisme de controle de qualité¢ du RE et
dégradés si considérés non conformes. Dans le cas contraire, ils migrent dans 1’appareil de Golgi
afin d’étre glycosylés pour former la protéine mature. Cette derniére migre ensuite jusqu’a la

membrane plasmique via des vésicules sécrétoires.
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2.4 Les classes de mutation

Une premiére classification des mutations du gene CFTR fut proposée dés 1993 par Welsh
(Welsh 1993), qui souhaitait les regrouper en fonction de leurs défauts biologiques. Une
classification en 6 groupes a plus tard été largement adoptée, séparant les mutations en fonction du
type de défaut moléculaire et de la sévérité des défauts cellulaires causés. Ces derniéres années, la
considération d’une septiéme classe de mutation a été¢ progressivement acceptée (Marson 2016).
Les sept classes de mutation sont décrites dans les sous sections suivantes et résumées dans la figure

6 a la fin de cette section.

2.4.1 CLASSE | : MUTATION MENANT A LABSENCE DE SYNTHESE DE LA PROTEINE MALGRE LA
PRODUCTION D’ARNM

Les mutations de classe 1 menent a la quasi absence de production de protéine CFTR. Elles
incluent les mutations non-sens (remplacement d’un codon codant pour un acide aminé par un
codon stop) et les mutations entrainant un décalage du cadre de lecture menant a I’apparition d’un
codon stop prématuré. Les ARNm transcrits a partir de ces génes mutés sont en grande majorité
dégradés avant la traduction, entrainant une absence quasi totale de protéine dans la cellule.

Cette classe inclut la mutation G542X, la deuxiéme plus fréquente dans le monde, affectant
5.5 % des patients atteints par la mucoviscidose (Alonso 2007).

Dans la classification précédente, cette classe incluait aussi les mutations menant a 1’absence

de production d’ARNm pour CFTR (aujourd’hui mutations de classe VII).

2.4.2 CLASSE Il : MUTATION AFFECTANT LA MATURATION DE LA PROTEINE CFTR

Cette classe inclut la mutation F508del, la plus fréquente des mutations de CFTR, touchant
83% des patients francais (registre Francais de la Mucoviscidose 2020)

Chez les patients porteurs de mutations de classe II, ’ARNm est entiérement produit et la
protéine synthétisée, cependant son repliement est défectueux. Ces défauts sont reconnus par des
protéines chaperones dans le RE, entrainant la rétention de la protéine dans ce dernier pour étre
dégradée. CFTR n’atteint donc pas la membrane plasmique, et ne peut pas jouer son role de canal
ionique.

Cette classe étant la plus fréquemment observée chez les patients, et entrainant des formes
graves de la maladies, c’est sur cette derniére que sont portés la plupart des efforts de recherche de

nouveaux traitements.
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2.4.3 CLASSE Il : MUTATION ENTRAINANT UN DEFAUT DE LA FONCTION CANAL CHLORURE DE
CFTR

Cette classe contient les mutations dites de « gating ». La protéine est produite et atteint la
membrane cellulaire. Elle n’est cependant pas en mesure d’ouvrir le canal ions chlorure. La
mutation la plus courante de cette classe est G551D, présente chez 2% des patients en France.

Ces mutations sont associées a des formes graves de la maladies (Bompadre 2007).
Cependant, les traitements visant les mutations de classe II sont aussi efficaces sur celles de classe

III.

2.4.4 CLASSE IV : MUTATION LIMITANT LA CONDUCTANCE DU CANAL CHLORURE DE CFTR

Pour cette classe de mutations la protéine atteint la membrane et parvient a jouer son rdle de
canal ions chlorure. Néanmoins la conductance de ce dernier est réduite, limitant le flux d’ions.

Ces mutations, dont la plus commune est R117H, présente chez 2% des patients en France,
sont associées a des formes moins séveres de la maladie, bien qu’entrainant I’infertilité des patients

homme (Yu 2016, de Nooijer 2011).

2.4.5 CLASSE V : MUTATION LIMITANT LA PRODUCTION DE LA PROTEINE CFTR

Dans cette classe I’ARNm produit est instable, réduisant fortement la quantité¢ de protéine
CFTR produite. Il s’agit principalement de mutations d’épissage ou induisant un saut d’exon.

Si la quantité de protéine CFTR produite est réduite, elle joue néanmoins correctement son
role de canal ions chlorure, et le flux d’ions est normal.

La mutation de classe V la plus courante est A455G, présente chez 0.6% des patients en

France. Elle est associée a une forme peu sévére de la maladie.

2.4.6 CLASSE VI : MUTATION MENANT A UNE PROTEINE CFTR INSTABLE A LA MEMBRANE

Pour cette mutation, la quantité de protéine produite est normale, et elle agit correctement en
tant que canal ions chlorure. Elle est cependant instable a la membrane, est recyclée prématurément
a partir de cette dernicre, et est dégradée dans les lysosomes (De Boeck 2020).

Il s’agit de la classe de mutations associée aux formes les moins séveres de la maladie.

2.4.7 CLASSE VII : MUTATION MENANT A LABSENCE DE PRODUCTION D’ARNM
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Les mutations de cette classe correspondent a des grands réarrangements de 1’ADN
entrainant I’absence de production d’ARNm pour CFTR.

Cette classe de mutation était auparavant incluse dans les mutations de classe I (aucune
protéine n’est produite), mais a été rajoutée pendant le développement des modulateurs de CFTR
pour mieux caractériser les effets de ces derniers.

Les mutations de cette classe correspondent aux formes de la maladie les plus difficiles a
traiter. Ni la protéine, ni I’ARNm, ne peuvent étre sauvés par des thérapies correctrices (Marson

2016). La mutation 1717-1G>A est présente chez 2% des patients en France.

cr arer Cr (dp (dF

Cr

Wild-type CFTR

Class | Class Il Class Il Class IV ClassV Class VI Class VIl
CFTR defect No protein No traffic Impaired Decreased Less protein Less stable No mRNA
gating conductance
Mutation Gly542X, Phe508del, Gly551Asp, Arg117His, Ala455Glu, . 120del23, dele2,3(21 kb),
examples Trp1282X Asn1303Lys, Ser549Arg, Arg334Trp, 3272-26A—G, rPhe508del 1717-1G—A
Ala561Glu Gly1349Asp Ala455Glu 3849+10 kg (=T

Corrective Rescue synthesis Rescue traffic Restore channel Restore channel Correct Promote Unrescuable
therapy activity activity splicing stability

Figure 6 : Description des 7 classes de mutation et des stratégies thérapeutiques associées. Pour
chaque classe de mutation, un schéma d’une cellule épithéliale met en évidence le défaut associé,
aussi décrit dans le tableau situ¢ en dessous, ainsi que les mutations les plus courantes.

(De Boeck 2020)
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3. Traitement par modulateurs

La mucoviscidose est causée par des mutations sur un seul géne : CFTR. Comme on a pu le
voir dans la section précédente, I’impact sur la protéine varie suivant la classe de la mutation. La
production peut étre inexistante ou réduite, et la fonction des protéines qui atteignent la membrane
plasmique peut étre altérée. Historiquement, les traitements pour la mucoviscidose ont tout d’abord
été symptomatiques : lutte contre les infections chroniques par antibiotiques, contre les
insuffisances pancréatiques par apport d’enzymes pancréatiques, contre la difficulté a prendre du
poids par un suivi diététique (Davies 2007). Ces dernieres années, la recherche dans la
mucoviscidose a changé d‘orientation pour se concentrer sur le développement de molécules,
appelées modulateurs, qui permettraient de restaurer la production de protéine CFTR et son
transport a la membrane, ainsi que d’améliorer son activité.

Le développement de ces traitements a été rendu possible par la meilleure compréhension
des différents défauts induits par les mutations du géne CFTR sur la protéine. Les molécules
développées sont ainsi réparties en deux fonctions principales, correspondant a ces défauts : les
correcteurs et les potentiateurs. Les correcteurs limitent la séquestration de la protéine dans le RE et
améliorent son transport a la membrane, tandis que les potentiateurs augmentent I’activité¢ du canal
ions chlorure. Depuis 2020, des amplificateurs, qui augmentent la production d’ARNm, et donc de
protéine CFTR, commencent aussi a étre testés en essais cliniques (Dukovski 2020).

Quel que soit le médicament développé, il doit ultimement étre testé en conditions réelles
sur des patients, et son efficacité doit &tre mesurée. Pour cela, il est nécessaire de déterminer un ou
plusieurs parameétres dont I’évolution témoignerait d’une amélioration de la vie des patients.

Dans ce chapitre nous décrirons dans un premier temps les parametres cliniques qui sont ou
ont été utilisés comme référence pour évaluer I’efficacité d’un traitement, puis nous nous
plongerons dans I’historique du développement des traitements par modulateurs, et terminerons en
évoquant les nouveaux challenges autour de la mesure clinique des effets des modulateurs

aujourd’hui.

3.1 Mesures en clinique pour évaluer 'effet des traitements

L’effet d’un traitement est mesuré par I’évolution d’un paramétre clinique d’intérét, défini

comme étant une variable dont 1’évolution permet de détecter un effet bénéfique pour les patients
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(Biomarkers Definitions Working Group 2001), en particulier en lien avec sa survie. Cependant,
dans I’optique de réaliser des essais cliniques de durée raisonnable (I’European Medicines Agency
-EMA- recommande un durée de 6 mois), I’amélioration de I’espérance de vie dans la
mucoviscidose a rendu obsolete le parametre de durée de survie des patients, pourtant mesure de
référence pour évaluer I’efficacité d’un traitement.

Une autre mesure doit donc étre utilisée. L'EMA (EMA 2009), comme la Food and Drug
Administration (FDA) (FDA 2009), recommandent le recours a 1’évaluation du Volume Expiré
Maximal en une Seconde (VEMS) ou d’autres parameétres respiratoires, incluant notamment la
Capacité Vitale Forcée (CVF) et le Débit Expiré Maximal entre les valeurs de 25 % et 75 % de la
capacité vitale forcée (DEM 25-75). Ces parametres respiratoires sont aujourd’hui les mesures de
référence utilisées dans les études cliniques de phase 111, derniére étape avant la mise sur le marché
d’un traitement, au cours desquelles on vérifie I’effet bénéfique de ce dernier pour les patients.
L’utilisation de ces parametres respiratoires est basée sur le lien fort et établi entre la valeur du
VEMS et la survie des patients (Corey 1997). Le VEMS est par ailleurs corrélé a la qualité de vie
ressentie des patients (Dill 2013).

Les VEMS, CVF et DEM 25-75 sont trois mesures des fonctions respiratoires réalisées lors
d’un test dit de spirométrie (Liou 2009). Ces trois mesures sont représentées sur la figure 7. Le
VEMS correspond a la quantité maximale d’air que peut exhaler un patient en une seconde, apres
une inspiration maximale. Le CVF correspond a la quantit¢ maximale d’air que peut exhaler un
patient, sans limite de temps, et sans reprendre sa respiration. Enfin, le DEM 25-75 correspond au
débit d’expulsion lorsque le patient a expulsé entre 25 et 75% de ’air qu’il est capable d’expulser
au total. Ces trois mesures sont obtenues en faisant souffler le patient dans un spirométre, dont sont
€quipés tous les centres dédiés a la mucoviscidose, et dont le protocole d’utilisation est standardisé
(Miller 2005), permettant une grande fiabilité dans les données obtenues. En revanche, les patients
doivent étre suffisamment 4gés pour pouvoir comprendre les instructions liées a 1’appareil et
’utiliser correctement. Bien que des études aient montré la possibilit¢ de réaliser des tests
spirométriques robustes chez des enfants de moins de 5 ans (Marostica 2002), il apparait que
seulement une partie des patients de ces ages en sont véritablement capables (Crenesse 2001). Les
valeurs de VEMS, CVF et DEM 25-75 sont ainsi difficiles a obtenir de maniére fiable pour des

patients de moins de 5 ans.

35



Volume (L)

Temps (sec)

Figure 7 : Visualisation d’un spirométre et représentation des VEMS, CVF et DEM 25-75. La
courbe représentée correspond au volume d’air dans les poumons (en ordonnée). Le temps est
donné en abscisse. Initialement, au repos, le volume d’air dans les poumons évolue peu. Le patient
réalise ensuite une inspiration maximale, puis une expiration maximale. Le volume d’air expulsé au
cours de la premicre seconde est le VEMS, et le volume d’air total expulsé est le CVF. Le DEM
25-75 est évalué en prenant le flux moyen entre 75% du volume d’air maximum dans les poumons

et 25% du volume d’air maximum dans les poumons.

D’autres méthodes de mesure des fonctions pulmonaires ont donc été¢ développées pour
récupérer cette information chez les patients plus jeunes. La Raised Volume Thoracic Compression
Technique existe depuis la fin des années 90 (The Joint American Thoracic Society/European
Respiratory Society Working Group on Infant Lung Function 2000). Elle consiste a gonfler les
poumons a une pression donnée pour imiter la capacité pulmonaire totale, puis a appliquer une
pression sur le torse a 1’aide d’un gilet gonflable pour forcer 1’exhalation. Plutét que le VEMS, qui
est réalisé sur une seconde, c’est le volume d’air maximal expiré sur une demie seconde qui est
mesuré, les patients plus jeunes ayant tendance a expulser plus vite 1’air des poumons.
Malheureusement, il est nécessaire d’avoir une cohorte de taille trés grande pour mesurer des
différences significatives entre patients atteints de la mucoviscidose et controles sains, bien que cela
reste possible (Davis 2010). I est donc trés improbable de mesurer un effet significatif d’un
traitement par cette méthode.

La méthode la plus prometteuse et la plus utilisée aujourd’hui comme alternative aux tests
spirométriques chez les jeunes patients est le Lung Clearance Index (LCI). Il consiste a faire

respirer au patient du dioxygeéne et a mesurer sa capacité a expulser le diazote contenu dans ses
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poumons. Plus précisément, on mesure le nombre de respirations nécessaires pour que la
concentration en diazote dans 1’air exhalé ne soit plus que de un quarantiéme de la concentration
initiale (80% dans 1’air ambiant) (Stanojevic 2021). Le gaz de dioxygéne pur se mélange facilement
au gaz des poumons chez des personnes saines, et I’expulsion du diazote est donc réalisée en peu de
respirations. A I’inverse, de petites obstructions des poumons, qui apparaissent des le plus jeune age
chez les patients atteints de la mucoviscidose, peuvent piéger une partie du gaz et limiter la capacité
de ce dernier a se mélanger. L’expulsion du diazote requiert donc plus d’expirations chez les
patients atteints de la mucoviscidose. Le mécanisme de mesure est représenté sur la figure 8.

Cette mesure est trés simple a réaliser chez de jeunes patients, car il suffit de placer le
dispositif au niveau de leur bouche et de les distraire pour qu’ils continuent de respirer normalement
(Robinson 2009). Elle posséde de plus plusieurs autres avantages sur le VEMS. En effet, le LCI
permet de distinguer les patients souffrant de la mucoviscidose de contrdles sains (Gustafsson 2003,
Lum 2007), et ce de maniere plus significative que le VEMS chez les patients de moins de 5 ans
(Aurora 2005). De plus, cette mesure est corrélée a des dommages visibles sur des scanners a haute

résolution, en particulier chez les plus jeunes enfants (Ramsey 2016).

Multiple Breath N, Washout

Wash-out Phase
100%
omeen il R

S —_ |

— Gas analyzer

Figure 8 : Mécanisme de mesure du LCI (Subbarao 2015). Un dispositif est placé sur la bouche de
I’enfant, et relié a une conduite dans laquelle circule du dioxygene pur. Un analyseur permet de

mesurer la composition de I’air expiré par 1’enfant.

Les scanners a haute résolution font par ailleurs partie des autres parametres considérés. Plus
précisément, ils sont utilisés afin de déceler des traces de défauts pulmonaires. Des radios sont
obtenues pendant une grande inspiration, puis pendant une expiration totale (Judge 2006). A chaque

image obtenue est ensuite associé un score prenant compte des différentes anomalies qui peuvent
37



exister dans les poumons et de leur niveau de sévérité (bronchecstasie, mucus, opacités, air pi€¢gé)
dans le but de normaliser les observations faites sur chaque image. Le score utilisé était initialement
celui de Bhalla (Bhalla 1991), mais d’autres méthodes ont été proposées, dont le CF-CT score, le
plus couramment utilis¢ aujourd’hui (Stick 2011). Cependant il a été montré que toutes ces
méthodes sont robustes, reproductibles, et corrélées aux fonctions pulmonaires (De Jong 2004).
Plusieurs études ont mis en lumiere I’intérét de ces scanners pour la prédiction des conditions
futures des patients. Il a notamment ét¢ montré que le score dans I’enfance était prédicteur des
valeurs de spirométric a 1’age adulte (Sanders 2011), et qu'un score élevé prédisait des
exacerbations pulmonaires (Sanders 2015) ainsi que des infections (Bortoluzzi 2014), et ce de
maniere plus précise que la mesure du VEMS. Cependant, la réalisation d’un scan est onéreuse.

Les traitements par modulateurs visant a corriger les défauts de CFTR, il est aussi possible
de mesurer leurs effets en évaluant directement le rétablissement de la fonction canal ions chlorure
de CFTR. Les parameétres associés sont généralement utilisés lors des études cliniques de phase 11,
lorsque 1’objectif est de démontrer que le traitement est fonctionnel, au sens ou il améliore la
fonction de CFTR en tant que canal (indépendamment d’un éventuel bénéfice clinique).

La mesure de la concentration en ions chlorure dans la sueur est la plus fréquemment
utilisée pour évaluer I’effet du traitement sur la fonction de CFTR. En effet, dans les glandes
sudoripares, 1’absence de canal ions chlorure médi¢ par CFTR limite la capacité des cellules a
réabsorber le chlorure et donc le sel, menant a la production d’une sueur plus salée que la normale
(Quinton 1983). Cette mesure permet d’ailleurs d’établir le diagnostic de la mucoviscidose chez les
nouveaux-nés, comme évoqué plus tot dans ce manuscrit. Le rétablissement du canal CFTR par le
traitement permet une réabsorption du surplus d’ions chlorure dans la sueur, réduisant sa teneur en
sel. La mesure de ce parametre n’est pas douloureuse, facile a réaliser, et peu coliteuse (Ramsey
2015).

L’amélioration des conditions de vie des patients peut aussi étre évaluée par la réduction du
nombre d’exacerbations pulmonaires, des événements menant a une chute rapide et conséquente des
fonctions pulmonaires, de maniére au moins partiellement irréversible. La résolution des
exacerbations pulmonaires étant généralement associée a la prescriptions d’antibiotiques (Wagener
2013), administrés en intraveineuse ou par voie orale, une mesure simple de I’efficacité d’un
traitement est donc le décompte de la quantité et de la durée d’antibiotiques prescrits sur une

période donnée apres initiation de celui-ci.
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3.2 Historique du développement des traitements par modulateurs

Au cours des années 2000 débute la recherche de molécules pouvant moduler la stabilité et
I’activité de CFTR par criblage haut débit (en anglais High throughput screening, HTS). Galietta et
al. proposent un test basé sur la fluorescence des 2001 (Galietta 2001). Des ions iodures sont ajoutés
au niveau de la membrane des cellules, et leur quantité est mesurée par une protéine sonde, une
yellow fluorescente protéine, sensible a ces ions. S’il est présent a la membrane, le canal CFTR est
maintenu ouvert par 1’ajout de forskoline, une protéine qui augmente I’AMP cyclique et donc
favorise 1’ouverture du canal (Hwang 1999). La cinétique de diminution de la fluorescence
correspond a la capacité d’absorption des ions chlorure par la cellule via le canal CFTR et donc a
I’activité du canal.

D’autres tests ont été proposés, tous visant a la mesure de I’activit¢é du canal CFTR
(Pedemonte 2005, Norez 2006, Carlile 2007)

Le HTS consiste a robotiser ces tests afin de pouvoir tester plusieurs milliers de molécules
par jour. Celles qui montrent un effet positif pour I’ouverture du canal sont conservées et
potentiellement modifiées chimiquement afin d’optimiser leur efficacité. Au début des années 2010,
I’entreprise Vertex identifie ainsi plusieurs molécules d’intérét pour la mucoviscidose, dont 4 ont

fait I’objet d’études cliniques poussées.

3.2.1 IVACAFTOR

Vertex souhaite tout d’abord développer des potentiateurs, c’est-a-dire des molécules
permettant d’améliorer la fonction de la protéine CFTR déja présente a la membrane. 228000
molécules ont été criblées par HTS, et les structures chimiques des touches ont ensuite été
optimisées, menant a I’identification du composé VX-770 (Ivacaftor) (figure 9) (Van Goor 2009).
Ce composé¢ était particulierement intéressant en raison de sa bonne spécificité et de sa capacité a
potentialiser plusieurs formes de CFTR. En particulier, le VX-770 augmente la sécrétion d’ions
chlorures médiée par CFTR, dans des cellules primaires et dans des lignées cellulaires, pour les
deux mutations les plus courantes que sont F508del et G551D. L’effet observé était plus important
pour les mutations de classe III (dont fait partie G551D) que pour celles de classe II (dont fait partie
F508del).

La molécule est entrée en phase d’essais cliniques pour les patients porteurs de la mutation

G551D sur au moins un alléle, dont les premiers résultats ont été publiés en 2010. L’étude portait
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sur une quarantaine de patients, et a montré une diminution significative de la concentration en ions
chlorure dans la sueur des patients. De plus, bien que I’amélioration n’¢€tait pas significative, une
tendance a I’amélioration des fonctions respiratoires fut observée (Accurso 2010). Cette étude fut
ensuite complétée par une seconde portant sur des patients aux mémes caractéristiques (Ramsey
2011), une troisieme portant sur des enfants de 6 a 11 ans porteurs de la mutation G551D (Davies
2013), et par une quatriéme sur des enfants (de plus de 6 ans) et adultes porteurs d’autres mutations
de classe III. Dans les trois cas, il fut mis en évidence une baisse de la concentration en ions
chlorure dans la sueur ainsi qu'une amélioration significative de la fonction respiratoire, mesurée
par 1’évolution du VEMS (voir section sur les paramétre cliniques mesurés). Enfin, I’efficacité du
VX-770 (combinée au VX-809, voir ci-apres) a ét€ montrée pour les patients porteurs d’au moins
une mutation de classe IV V ou VI (Rowe 2017). Néanmoins, 1’étude sur les patients homozygotes
pour la mutation F508del n’a pas permis de mettre en évidence une amélioration significative chez
ces patients (Flume 2012).

De maniére générale, les études cliniques sur VX-770 ont aussi permis de mettre en
¢vidence un effet bénéfique de la molécule pour le gain d’IMC, et pour la réduction des infections,
conséquences potentielles de I’amélioration de la fonction respiratoire. Néanmoins, pour toutes les
¢tudes citées, c’est toujours le VEMS qui est utilis¢ comme donnée de référence pour mesurer
I’efficacité du traitement.

L’utilisation du VX-770 dans le traitement de la mucoviscidose est autorisée depuis 2012
par la FDA aux Etat-Unis et par ’EMA en Europe. Initialement pour les adultes, 1’age de début de
traitement a progressivement baissé pour étre de 4 mois aujourd’hui, grace aux études cliniques
menées chez des patients de moins de 5 ans (Davies 2016) puis de moins d’un an (Davies 2021),
montrant une diminution de la concentration en ions chlorure dans la sueur, mais aussi une
amélioration des fonctions pancréatiques. Des fonctions anormales du foie ont été retrouvées chez
30% des enfants traités, mais ces effets sont réversibles (Davies 2016). L’utilisation de la molécule
est autorisée pour une liste de mutations de classe III et supérieure, contenant G551D. En 2021, la
FDA I’autorise pour 23 mutations de plus que ’EMA.

Depuis la mise sur le marché de la molécule, de nouvelles études ont été réalisées pour
¢tudier 1’évolution d’autres parametres cliniques d’intérét. Ont ainsi été démontrées une baisse
significative du niveau de colonisation par Pseudomonas aeruginosa (Heltsche 2012), par
Staphylococcus aureus et par Aspergillus (Frost 2019); une amélioration significative de I'IMC
(Borowitz 2016); ou encore une amélioration des conditions de vie telles que ressenties par le

patient (Quittner 2015), chez des patients porteurs de mutations de classe III ou supérieure.
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La plupart des études cliniques citées sont réalisées sur 24 semaines. Des études de suivi sur
de plus longues durées sont désormais réalisées pour mesurer 1’effet de la molécule a plus long
terme. De telles études ont été réalisées parallelement au Canada (Kawala 2021), au Royaume-Uni
(Mitchell 2021), en France (Hubert 2021) et aux USA (Guimbellot 2021) sur des patients ayant
débuté le traitement par VX-770 depuis plus de 2 ans. Ces ¢études ont montré que le traitement
continuait a étre bien toléré a long terme, et que les patients traités avaient moins d’infections et un
déclin plus lent de leurs fonctions respiratoires. En conséquence, les patients traités ont un meilleur
taux de survie et ont moins souvent besoin d’étre transplantés. Cependant, 1’évolution de la
concentration en ions chlorure dans la sueur apparaissait comme non corrélée a la fonction
respiratoire ou a ’IMC, posant la question de I’utilit¢ de cette mesure pour 1’évaluation de
I’efficacité du traitement, et de la nature précise des mécanismes biologiques responsables de
I’amélioration respiratoire.

En effet, le mécanisme d’action de VX770 n'est que partiellement connu. La potentialisation
de CFTR par la molécule serait dépendante de I’état de phosphorylation du canal, mais
indépendante de I’ATP puisque qu’elle est efficace sur des protéines dont le site NBD1 est muté, et

dans d’autres ou le site NBD2 est absent (Mutyam 2017).
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Figure 9 : Formule chimique du VX-770 (ivacaftor) (Bardin 2021)
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3.2.2 LUMACAFTOR

En parall¢le du développement de potentiateurs, Vertex a aussi souhaité développer des
correcteurs, 1.e. de petites molécules qui amélioreraient la maturation de CFTR jusqu’a son insertion
dans la membrane, en concentrant ses efforts sur la correction de la mutation F508del. De la méme
manicre que pour la caractérisation du VX-770, la méthode de détection de ces molécules incluait
un HTS, réalisé¢ sur 164000 molécules (Van Goor 2006). Cependant, contrairement au cas du
VX-770, les cellules ont été préincubées avec les molécules pendant 48h avant de réaliser la mesure
de I’activité du canal CFTR, pour laisser suffisamment de temps a CFTR pour étre synthétisé et
transporté a la membrane.

Les molécules étaient sélectionnées pour leur capacité a améliorer le processing de la
protéine CFTR F508del dans le RE et leur transfert jusque’a la membrane cellulaire. Pour cela, la
quantit¢ de protéine quittant 1’appareil de Golgi était mesurée par immunoblotting, en tirant
avantage de l’augmentation de la masse moléculaire de la protéine aprés sa glycolysation (de
135kDa a 180 kDa) (Cheng 1990). La quantité de protéine CFTR dans la cellule pouvait donc étre
mesurée dans ces deux états.

Plusieurs molécules d’intérét ont ét¢ identifiées a partir de cette étude. Cependant, cette
derniére avait ét¢ réalisée sur une lignée de thyroide de rat, et I’efficacité ainsi que la cytotoxicité
des molécules identifiées était tres variable en fonction du type cellulaire étudié (Pedemonte 2010).

Une optimisation de la structure chimique des molécules touches a donc été réalisée, menant
a la mise au point de VX-809 (Lumacaftor) (figure 10). L’administration de cette molécule dans une
lignées épithéliale humaine exprimant la protéine CFTR F508del (Human Epithelial Kidney 293,
HEK-293) a entrainé la multiplication par 6 de la quantit¢ de CFTR F508del qui quittait le RE (Van
Goor 2006). Pour vérifier I’hypothése d’une augmentation de la stabilit¢ de la protéine CFTR
F508del, une mesure du rythme de dégradation de la protéine aprés blocage de I’export des
protéines du RE vers le Golgi par la befreldin A (Takatsuki 2002) a été réalisée. Le rythme de
dégradation était plus lent en présence de VX-809, ce qui témoigne en faveur d’un réle positif du
VX-809 sur la stabilisation de la protéine dans le RE. Enfin, une vérification de I’amélioration de
I’activité canal ions chlorure liée a CFTR fut réalisée sur des cultures de cellules primaires de
I’épithélium de bronches de patients homozygotes pour la mutation F508del. Aprés 48h
d’incubation en présence de VX-809, les cellules traitées multipliaient par 8 la maturation de CFTR
et par 4 ’activité du canal ions chlorure par rapport aux cellules non traitées. Tous ces résultats ont
mené au lancement d’études cliniques sur des patients porteurs de mutations de classe I ou

supérieure.
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La tolérance et I’efficacit¢ du VX-809 ont été évaluées au cours d’une étude clinique
multicentrique chez des adultes homozygotes pour la mutation F508del (Clancy 2012). Une partie
des patients a recu un placebo afin de pouvoir mesurer 1’effet de VX-809 seul. Si I’étude a conclu a
la bonne tolérance du traitement chez les patients, aucune amélioration significative des fonctions
respiratoires n’a pu étre rapportée (évaluée par le VEMS). De méme, aucune augmentation de
I’activité¢ du canal ions chlorure de CFTR dans 1’épithélium nasal, mesurée par différence de
potentiel nasal (Rowe 2011), n’a pas pu étre mise en évidence. Pourtant, la concentration en ions
chlorure dans la sueur était significativement réduite par le traitement, ce qui suggere que
I’évolution de ce paramétre n’est pas corrélée a une amélioration clinique chez le patient.

Malgré une augmentation de la quantité de protéines qui migrent a la membrane, VX-809
seul ne semble ainsi pas suffire a rétablir la fonction de CFTR muté. Vertex a donc essayé
d’associer ce correcteur avec un potentiateur de la fonction de CFTR, afin d’étudier si la
combinaison de ces deux molécules permettait de rétablir un fonctionnement normal de CFTR (voir

section sur les combothérapies)
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Figure 10 : Formule chimique du VX-809 (lumacaftor) (Bardin 2021)

Le mécanisme d’action exact du VX-809 reste incompris. Plusieurs études ont été menées
pour tenter de comprendre ce mécanisme, et pointent vers des effets divers. VX-809 agirait sur la
stabilisation du repliement de la protéine en modifiant la conformation du site MSD1 (Ren 2013),
en se liant au site NBD1 (Hudson 2017), ou en améliorant les interactions entre les sites MSD1,
MSD2 et NBD1 (Laselva 2018). Il a par ailleurs ét¢ montré que 1’activité de VX-809 n’est pas
restreinte a CFTR, cette molécule pouvant corriger d’autres protéines mutées de la méme famille

que CFTR, notamment ABCB4, une protéine impliquée dans le transport de la bile (Liu 2019). Il est

43



donc possible que VX-809 interagisse avec d’autres protéines, menant a des effets sur la

physiopathologie de la mucoviscidose indépendamment de la correction de CFTR.

3.2.3 TEZACAFTOR

Vertex a constaté¢ que le traitement par VX-809 dans les cellules épithéliales humaines
entrainait 1’activation de I’enzyme CYP3A, qui métabolise les petites molécules étrangéres a
I’organisme telles que le VX-809 (Schneider 2018). De méme, la molécule semble interagir
facilement avec d‘autres médicaments, et notamment interférer avec VX-770, limitant 1’effet
résultant de leur interaction (les données associées ont été conservées par I’entreprise et ne sont pas
publiées). En prenant ces limitations en considération, I’entreprise a synthétis¢ le VX-661
(Tezacaftor) (figure 11), un correcteur de seconde génération dont la structure est trés similaire a
celle du VX-809. Contrairement a ce dernier, il n’active pas les enzymes CYP3A4, et peut donc
théoriquement rester actif plus longtemps dans le RE (Donaldson 2018) .

De¢s la premiere étude clinique, VX-661 a été testé seul et en association avec un correcteur,
VX-770 (Donaldson 2018), chez des patient homozygotes pour la mutation F508del et chez des
patients hétérozygotes F508del/G551D. S’agissant d’une étude de phase II, 1’objectif était de
montrer que le traitement agissait effectivement sur la fonction de CFTR. La mesure de référence
pour cette étude a donc été I’évolution de la concentration en ions chlorure dans la sueur des
patients, qui est liée a I’ouverture du canal ions chlorure de CFTR (Rowe 2007). Mais I’intérét de
cette mesure reste débattu : le cas du VX-770 avait déja montré que la concentration en ions
chlorure dans la sueur n’est pas nécessairement corrélée a 1’évolution des fonctions respiratoires et
donc a I’amélioration des conditions de vie des patients (Fidler 2017). L’évolution du VEMS était
aussi mesurée dans I’étude, mais prise en compte secondairement.

Plusieurs concentrations de molécule ont été testées. Une baisse significative de la
concentration en ions chlorure dans la sueur ainsi qu’une hausse significative du VEMS ont été mis
en évidence pour les concentrations les plus élevées de VX-661 seul et pour la combinaison
VX-661/VX-770 chez les patients F508del homozygotes, suggérant un effet bénéfique de VX-661.
La meilleure amélioration pour ces deux parameétres a €t€ obtenue par la combinaison VX-661/
VX-770.

Les patients hétérozygotes F508del/G551D étaient déja sous traitement par VX-770 lors de
I’étude, et ce traitement n’a pas €té interrompu. C’est donc la combinaison VX-661/VX-770 qui a
été testée chez ces patients, montrant des améliorations significatives dans les deux parameétres

étudiés.
44



A la lumiére de ces résultats, les efforts pour le développement de traitements impliquant
VX-661 se sont concentrés sur les combothérapies (voir section suivante).
VX-661 ayant été synthétisé en optimisant le VX-809 (Donaldson 2018), son mode d’action

sur CFTR est supposément similaire a celui de cette dernicre, et n’est donc pas totalement connu.
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Figure 11 : Formule chimique du VX-661 (tezacaftor) (Bardin 2021)

3.2.4 ELEXACAFTOR

Pour le développement d’une 3eme génération de correcteurs, Vertex a recherché des
molécules qui auraient un effet positif sur le repliement de CFTR et qui agiraient de manicre
synergique avec d’autres correcteurs déja existants. Un HTS a donc été réalisé en effectuant les tests
in vitro sur des cellules bronchiques humaines, avec les molécules testées seules d’une part, et en
combinaison avec VX-661 et VX-770 d’autre part pour tester un effet synergique. Deux molécules
d’intérét ont été retenues a partir de ce screening : le VX-659 (bamocaftor) (Davies 2018) et le

VX-445 (elexacaftor) (Keating 2018), dont la formule chimique est représentée sur la figure 12.
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Figure 12 : Formule chimique du VX-445 (Elexacaftor) (Bardin 2021)

3.3 L’essor des combothérapies

VX-770, en tant que potentiateur, est le seul modulateur de Vertex ayant été utilisé en
clinique sans étre associé¢ a d’autres molécules. Il est commercialisé depuis 2012 en Europe sous le
nom Kalydeco (site de ’EMA). Cependant, comme expliqué dans la section précédente, son
utilisation n’est autorisée que pour des mutations de classe III et supérieure.

Pour les mutations de classe II, dont F508del, la plus fréquente dans la mucoviscidose, les
études se sont axées sur le développement de combothérapies impliquant simultanément un ou
plusieurs correcteurs du repliement de CFTR et un potentiateur de 1’activité de la protéine a la

membrane.

3.3.1 LUMACAFTOR/IVACAFTOR (ORKAMBI)

Une premicre étude de phase II fut menée pour la combinaison VX-809/VX-661 sur des
patients de plus de 18 ans homozygotes et hétérozygotes F508del, basée sur la mesure de
I’évolution du VEMS et de la concentration en ions chlorure dans la sueur (Boyle 2014). Si
I’amélioration du VEMS n’était pas significative pour les patients hétérozygotes, I’étude a mis en
évidence une baisse significative de la concentration en ions chlorure dans la sueur ainsi qu’une

hausse 1égere mais significative du VEMS chez les patients homozygotes traités. Ces résultats
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encourageants ont justifi¢ la réalisation d’une étude de phase III sur les patients homozygotes
F508del (Wainwright 2015). Dans cette étude portant sur des patients de 12 ans et plus, le
traitement était associé a une hausse significative du VEMS (donc des fonctions respiratoires) et de
I’IMC, ainsi qu’a une baisse des infections pulmonaires et des hospitalisations.

Ces résultats ont mené a I’acceptation pour mise sur le marché de la combinaison VX-770/
VX-809 par la FDA en juillet 2015 et par ’EMA en novembre 2015, ces deux entités autorisant
I’utilisation de cette combothérapie pour le traitement des patients de 12 ans et plus homozygotes
pour la mutation F508del.

Les effets du traitement a plus long terme ont ét¢ mesurés sur les patients de I’étude de
phase III (Konstan 2017). Alors que le suivi initial était de 6 mois, ce nouveau suivi a été réalisé
jusqu’a deux ans apres le début du traitement. Il a mis en évidence le retour d’un déclin des
fonctions respiratoires (mesurées par le VEMS). Cependant ce déclin s’effectuait a une vitesse 40%
plus lente que chez les patients non traités. De plus, les patients traités continuaient a améliorer leur
IMC, et étaient moins sujets aux infections et aux hospitalisation que ceux sans traitement. Ainsi, la
combinaison VX-770/VX-809 apparaissait comme étant toujours bénéfique aux patients apres deux
ans.

Deux autres études ont ensuite ét¢é menées pour évaluer I’effet de cette combothérapie sur
les patients plus jeunes, agés de 6 a 11 ans (Ratjen 2017, Milla 2017). Elles n’ont pas permis de
mettre en évidence une amélioration significative du VEMS, ce qui peut en partie s’expliquer par
une valeur déja proche de la normale en moyenne chez les patients avant le début du traitement. En
revanche, elles ont montré une baisse significative de la concentration en ions chlorure, une hausse
de I'IMC, et une hausse du LCI (une autre méthode de mesure des fonctions pulmonaires, voir
section sur les parameétres cliniques). Ces données ont mené a 1’élargissement de I’autorisation de
traitement aux patients de 6 ans et plus en 2018, puis de 2 ans et plus en 2019 (Roda 2022).

L’¢évolution de la concentration en ions chlorure dans la sueur lors du traitement par la
combinaison VX-770/VX-809 apparait comme n’étant corrélée ni aux fonctions pulmonaires, ni a
I’IMC (Sagel 2021, Bui 2021).

Dans chacune des études décrites précédemment, les patients dont les fonctions respiratoires
¢taient tres faibles avant de débuter le traitement étaient exclus. Leur cas fut considéré dans une
¢tude distincte, montrant que pour ces patients, le traitement restait sir si les doses étaient réduites,
et qu’il menait a une réduction de la durée de recours aux antibiotiques et du nombre
d’hospitalisations. En revanche, le VEMS ne s’améliorait pas chez ces patients. Ces données

suggerent que les patients répondent différemment au traitement suivant la valeur de leurs
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parametres cliniques a I’initiation du traitement. Les résultats des études de phase III semblent aller
dans le méme sens : les effets du traitement ont été évalués séparément sur différents sous-groupes
définis par leur niveau de fonction pulmonaire au début du traitement (c’est-a-dire séparés par
tranche de valeur de VEMS). Si tous les sous-groupes ont effectivement connu une amélioration
significative de ces fonctions, leur niveau d’évolution n’était pas le méme : les patients aux
fonctions les plus détériorées connaissaient une amélioration moins importante de leur VEMS
(Elborn 2016).

Certains effets bénéfiques non liés aux fonctions respiratoires peuvent aussi apparaitre chez
certains patients pour lesquels le traitement n’améliore pas le VEMS. Il a notamment ét¢ montré
que les patients trait€s recouraient moins aux antibiotiques méme si leur VEMS n’augmentait pas
(McColley 2019). Par ailleurs, la valeur de VEMS au début du traitement joue sur la capacité de ce
dernier a I’améliorer. Lorsque la valeur de départ est proche de la normale, on ne mesure pas
d’amélioration significative des fonctions pulmonaires (Sagel 2021).

On note cependant que pour les patients homozygotes F508del pour lesquels le traitement
mene a une augmentation du VEMS, cette derniére reste moins importante que chez les patients
pouvant étre traités par le VX-770 seul. Il apparait en réalité que le VX-770 limite I’effet correcteur
du VX-809 (Cholon 2014). De plus, I’activation du CYP3A4 par le VX-809 limite I’effet du

traitement (Schneider 2018).

3.3.2 TEZACAFTOR/IVACAFTOR (SYMKEVI)

Face aux effets certes bénéfiques mais limités de la combinaison VX-770/VX-809, le
correcteur VX-809 a été remplacé par le VX-661, qui n’interagit pas avec le VX-770, et n’active
pas CYP3A4 (Schneider 2018).

Les essais cliniques sur des patients de 12 ans et plus, homozygotes pour la mutation
F508del, ont montré des effets bénéfiques au niveau des fonctions pulmonaires (mesuré par le
VEMS) et au niveau de la durée de recours aux antibiotiques (Taylor-Cousar 2017), mais ces
améliorations n’étaient pas supérieures a celles observées chez les patients traités par la
combinaison VX-770/VX-809.

En revanche, contrairement a la combinaison VX-770/VX-809, des effets bénéfiques ont
aussi été¢ mesurés chez les patients de 12 ans et plus hétérozygotes possédant un allele F508del et un
allele correspondant a une mutation de la classe III ou supérieure. En particulier, une baisse
significative de la concentration en ions chlorure dans la sueur a été rapportée, ainsi qu’une

amélioration significative du VEMS, supérieure a celle atteinte avec le VX-770 seul (Rowe 2017).
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Basé sur ces données, le traitement a été¢ autorisé par la FDA et par ’EMA en 2018, pour les
patients de 12 ans et plus hétérozygotes possédant un allele F508del et un allele correspondant a une
mutation de classe III ou supérieure. L’autorisation a rapidement été ¢largie aux patients de plus de
6 ans apres la parution d’une étude montrant I’efficacité du traitement a cet age via la diminution de
la concentration en ions chlorure dans la sueur et malgré I’absence d’amélioration en VEMS
(Walker 2019). Elle sera complétée par la suite par une seconde étude (Davies 2021) utilisant le LCI
comme mesure de la fonction pulmonaire et montrant une amélioration significative de ce
parametre clinique.

De maniére intéressante, I’environnement des patients peut aussi jouer un role sur 1’effet des
traitements. Ainsi, la combinaison VX-661/VX-770 est bien moins efficace chez les patients
exposés aux fumées de cigarettes (Baker 2021).

En 2021, des études cliniques étaient toujours en cours pour montrer 1’effet du traitement
chez les patients de moins de 6 ans, et ainsi étendre 1’autorisation de mise sur le marché de la

combinaison VX-661/VX-770 a ces ages.

3.3.3 TRIPLE COMBINAISON VX-770/VX-661/VX-445 (TRIKAFTA)

Une avancée thérapeutique majeure a eu lieu dans la mucoviscidose avec le développement
de la trithérapie VX-770/VX-661/VX-445. Elle est trés récente puisque 1’autorisation de mise sur le
marché a été donnée en 2019 par la FDA et en 2020 par ’EMA.

Dans un premier temps, le VX-659 et le VX-445 ont été retenus pour étre testés en
combinaison avec les VX-770 et VX-445. Deux études cliniques de phase II ont donc été réalisées
en parallele pour mesurer 1’effet des combinaisons VX-770/VX-661/VX-659 (Davies 2018) et
VX-770/VX-661/VX-445 (Keating 2018), sur des patients homozygotes pour la mutation F508del
et sur des patients hétérozygotes F508del porteurs d’une mutation de classe I (pour lesquels aucun
traitement n’existait alors). Les résultats ont été impressionnants, avec notamment une baisse
significative de la concentration en ions chlorure dans la sueur dans les deux cas, mais aussi et
surtout une amélioration trés importante des fonctions respiratoires, mesurée par le VEMS, a un
niveau plus important que toutes les autres thérapies évoquées précédemment. De maniere encore
plus impressionnante, sur les patients homozygotes pour la mutation F508del qui recevaient déja la
combinaison VX-770/VX-661 avant de tester la triple combinaison, cette derniére a permis
d’encore augmenter de maniére significative les fonctions respiratoires.

Seul le VX-445 a été considéré pour les études suivantes, celui-ci ayant montré un effet

légérement supérieur au VX-659. Les résultats démontrés en phase II ont trés vite été confirmés,
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d’une part pour les patients homozygotes pour la mutation F508del (Heijerman 2019), et d’autre
part pour les patients hétérozygotes F508del porteurs d’une mutation de classe I (Middleton 2019),
agés de 12 ans et plus. Dans les deux cas, le traitement était associé a une augmentation tres
importante du VEMS, une amélioration de la qualité de vie des patients telle que ressentie par ces
derniers (mesurée par un questionnaire), une baisse du recours aux antibiotiques et une baisse de la
concentration en ions chlorure dans la sueur. Dans le cas des patients hétérozygotes, 1’effet du
traitement était mesuré en comparant des patients traités et non traités. En revanche, au moment de
I’étude, tous les patients homozygotes F508del ¢taient déja traités par une combinaison de
modulateurs (VX-770/VX-809 ou VX-661/VX-770). Pour ce cas, I’effet a donc été mesuré en
comparant des patients traités avec VX-661/VX-770 a d’autres qui arrétaient le traitement VX-661/
VX-770 pour débuter celui basé sur la triple combinaison.

A la lumiére de ces résultats, la triple combinaison VX-770/VX-661/VX-445 a été autorisée
par la FDA fin 2019, et par ’EMA en 2020, pour les patients de 12 ans et plus homozygotes ou
hétérozygotes pour la mutation F508del (Roda 2022)

Récemment, une derniere étude a été réalisée sur des patients homozygotes ou hétérozygotes
F508del agés de 6-11 ans pour évaluer 1’effet de la triple combinaison dans cette tranche d’age
(Zemanick 2021). Etant donné qu’une partie des patients étudiés pourraient étre traités avec d’autres
combinaisons (les homozygotes F508del notamment), il n’y a pas eu de comparaison a un groupe
non traité dans cette étude, et I’évolution des différents paramétres étudiés a donc été mesurée de
manicre absolue. Les résultats montrent que le traitement est sir, ainsi qu’une amélioration
significative du VEMS, du LCI, de la concentration en ions chlorure dans la sueur et de ’IMC. Ils
pourraient servir de base pour un élargissement de 1’autorisation de mise sur le marché de la triple

combinaison pour les patients de moins de 12 ans.

3.3.4 DEVELOPPEMENT D’AUTRES MODULATEURS

Vertex développe d’autres potentiateurs, avec 1’objectif que ces derniers soient plus stables
que le VX-770, ce qui permettait d’augmenter 1’espacement entre deux prises du médicament chez
le patient. Vertex a ainsi développé le VX-561, actuellement a I’étude quand combiné aux VX-445
et VX-661, ou au VX-659 et VX-661 (Bardin 2021). En parall¢le, ’entreprise continue de
rechercher de nouveaux correcteurs.

Une autre entreprise, Galapagos NV, a lancé sa propre pipeline de recherche de correcteurs
et potentiateurs de CFTR. Ont ainsi ét¢é notamment développés les potentiateurs ABBV-974,

ABBV-2451, et ABBV-3067, et les correcteurs ABBV-2222, ABBV-2737 et ABBV-3221. L’effet de
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ces différents modulateurs utilisés seuls ou en association est actuellement 1’objet d’études
cliniques. Des premiers résultats ont déja montré un effet positif de I’ABBV-974 chez des patients
avec une mutation de classe III, a un niveau similaire a celui du VX-770 (Davies 2019). De méme,
’utilisation de VX-770 avec I’ABBV-2222 sur des patients homozygotes pour la mutation F508del
montre un effet limité mais positif sur les fonctions pulmonaires (Bell 2019). Enfin, I’administration
d’ABBV-2737 chez des patients homozygotes F508del déja traités par la combinaison VX-770/
VX-809 a permis d’augmenter encore la réduction en concentration d’ions chlorure dans la sueur, et
d’améliorer 1égérement leurs fonctions pulmonaires (van Koningsbruggen-Rietschel 2020).
Néanmoins, si de nombreuses recherches sont en cours dans le domaine des modulateurs de
CFTR, la triple combinaison VX-770/VX-661/VX-445 reste aujourd’hui la référence des
traitements contre la mucoviscidose. Aujourd’hui, Vertex et AbbVie sont les deux entreprises

majeures poursuivant la recherche dans ce domaine.

3.4 Nouveaux défis pour la détection de bénéfices cliniques

Comme on a pu le voir dans les sections précédentes, le processus de mise sur le marché
pour les modulateurs est toujours sensiblement le méme. Il débute par une vérification de I’effet
bénéfique de la ou des molécules d’intérét sur 1’augmentation de 1’activité de CFTR dans des
cultures cellulaires (lignées puis primaires). Une étude clinique de phase II est ensuite menée sur
des patients adultes (ou au minimum de plus de 12 ans) en évaluant I’évolution de la concentration
en ions chlorure dans la sueur et du VEMS. La mesure de ce second parametre a par ailleurs
progressivement pris le pas sur celle de la concentration en ions chlorure de la sueur a mesure que
des études démontraient 1’absence de corrélation entre cette valeur et la qualité de vie des patients,
notamment dans le cas du VX-770 (Durmowicz 2013, Barry 2014), mais aussi pour VX-770/
VX-809 (Masson 2019). Ainsi, pour les études qui ont mené a la mise sur le marché de VX-661/
VX-770 et de VX-770/VX-661/VX-445, la valeur du test de la sueur était toujours mesurée, mais
n’¢tait plus le parametre clinique d’intérét principal (Taylor-Cousar 2017, Heijerman 2019). Dans
un troisiéme temps, une étude de phase III est réalisée, prenant systématiquement le VEMS comme
parametres clinique d’intérét principal. La mesure d’une amélioration significative pour ce
paramétre (combinée a la confirmation de la stireté du produit pour le patient) meéne a la délivrance

d’une autorisation de mise sur le marché par la FDA et 'EMA.
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De nouvelles études sont alors réalisées pour ¢élargir 1’autorisation de mise sur le marché a
des patients plus jeunes, jusqu’a 6 ans dans un premier temps. Cependant les patients de ces ages
ayant un VEMS plus proche de la normale, il devient plus délicat de démontrer une amélioration
significatives dans ce paramétre. Ce fut notamment le cas pour les études sur les combinaisons
VX-770/VX-809 (Ratjen 2017) et VX-770/VX-661 (Ratjen 2017), pour lesquelles le VEMS
n’augmentait pas. Ont été alors étudiées les évolutions de la concentration en ions chlorure dans la
sueur des patients, de ’'IMC, et du LCI.

Enfin, dans certains cas, les études sont élargies aux enfants de moins de 6 ans. Ce fut
notamment le cas pour le VX-770 seul (Davies 2016). Le VEMS ¢étant normal chez ces enfants,
d’autres mesures sont prises en référence, notamment le gain d’IMC, le LCI, et la baisse de la
concentration en ions chlorure dans la sueur.

Ainsi, si le VEMS reste la mesure de référence pour étudier 1’effet d’un traitement, il semble
aujourd’hui atteindre ses limites. D une part, il n’est pas utile dans le cas d’essais cliniques sur de
jeunes enfants. D’autre part, les avancées spectaculaires permises par la triple combinaison
VX-770/VX-661/VX-445 notamment retardent le déclin des fonctions respiratoires chez les
patients, rendant difficile la mise en évidence de gain supérieurs par de potentiels traitements futurs,
ou imposant de travailler avec une cohorte initiale de taille bien plus conséquente (Stanojevic
2016). La définition de nouveaux paramétres d’intérét apparait donc nécessaire pour pouvoir
continuer a améliorer les traitements dans la mucoviscidose.

Ces problématiques sont évoquées depuis 2012 et le début de 1’¢élargissement des essais
cliniques du VX-770 sur les enfants de moins de 6 ans (Davies 2013). Le constat initial est que bien
que les fonctions respiratoires restent normales durant les premiéres années de vie des patients, des
symptomes sont décelables dés les premiers mois de vie. Des infections pulmonaires par bactéries
sont décelables dés le deuxiéme mois chez certains enfants (Stafler 2011), et des parametres
inflammatoires (neutrophile elastase, interleukines notamment) sont sur exprimés avant 6 mois
(Khan 1995). Un traitement débuté suffisamment tot pourrait permettre de traiter ces problémes
avant qu’ils n’évoluent vers des dommages irréversibles. Il est donc nécessaire de trouver de
nouveaux parameétres cliniques d’intérét qui pourraient évoluer significativement en réponse a un
traitement des les premiers mois de vie.

Les recherches se portent notamment sur la mesure de paramétres gastro-entérologiques
(Bodewes 2016). Les dommages liés au pancréas débutent en effet in utero (Abu-El-Haija 2012)
bien que leur origine reste incomprise, et la détérioration se poursuit durant 1’enfance (O’Sullivan

2013). L’efficacité¢ d’un traitement pourrait donc se mesurer des la naissance sur le pancréas. Lors
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des essais du VX-770 sur les patients de moins de 2 ans porteurs d’une mutation de classe III
(Rosenfeld 2018), des marqueurs de la fonction pancréatique (elastase-1 et TRI) ont ainsi été
mesurés dans les selles pour évaluer un potentiel effet bénéfique, et une amélioration significative a
¢té mise en évidence.

Cependant, une amélioration pancréatique n’est pas nécessairement liée a un bienfait au
niveau respiratoire, et une mesure efficace des dysfonctionnements pulmonaires reste nécessaire. En
effet, bien que les patients restent asymptomatiques pendant leurs premiéres années de vie, la
dégradation de leurs poumons débute des la naissance par une obstruction progressive des petites
voies respiratoires (Tiddens 2010). Plusieurs études ont mis en avant I’utilité du recours au scanner
pour visualiser ces petits dysfonctionnements, en particulier les bronchecstasies et 1’obstruction des
voies respiratoires. Les défauts peuvent étre détectés chez des patients qui sont encore
asymptomatiques (Stick 2009), et les évolutions des scores associés au scanner semblent étre liés a
des défauts pulmonaires différents de ceux mesurés par la spirométrie. En effet, chez des patients
non traités par des modulateurs, le déclin des scores de scanner est plus rapide et plus fréquent que
celui du VEMS (De Jong 2005). De plus, le scanner apparait supérieur au VEMS pour la détection
de détériorations pulmonaires a trés jeune age. De Jong et al. ont ainsi montré que chez des enfants
le score de scanner diminuait en deux ans alors que leur VEMS restait stable, voire augmentait (de
Jong 2004).

Malheureusement, la réalisation de scanners est colteuse, 1’opération est lourde pour le
patient puisqu’il est nécessaire de procéder a une anesthésie générale (pour s’assurer d’une
respiration artificielle constante et controlée), les radiations limitent les possibilités de réalisation de
scanner a un par an au plus, ’analyse prend du temps et demande le recours a des experts, et les
appareils permettant de les réaliser ne sont pas disponibles dans tous les CRCM (Stick 2013).

Le LCI s’est progressivement développé comme mesure alternative pour évaluer 1’état des
poumons chez les trés jeunes patients (Stanojevic 2016). Mais ce dernier présente aussi des
limitations. Si la variabilité associé¢e a cette mesure est tres faible chez les personnes saines, elle est
au contraire trés €¢levée chez les patients atteints de la mucoviscidose (Jensen 2013), et une taille de
cohorte conséquente est donc nécessaire pour mesurer une améliorer significative de ce parametre.

De plus cette variabilité¢ dépend de la gravité de la maladie (Lum 2013), ce qui suggére de
séparer les patients en plusieurs niveaux de sévérit¢ avant d’utiliser ce paramétre dans une étude
clinique. En particulier, le LCI serait plus intéressant pour des cohortes de jeunes patients dont les
fonctions pulmonaires sont encore correctes que chez des patients plus agés possédant des capacités

respiratoires plus limitées.
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Le LCI et le VEMS semblent aussi mettre en valeur différents aspects de la perte de
fonctions respiratoires et de la réponse a un traitement. Ainsi, si le traitement d’exacerbations
pulmonaires par des antibiotiques est associ¢ a une hausse significative a la fois du VEMS et du
LCI de manicre globale, les réponses selon ces deux parameétres sont trés hétérogenes et ne sont pas
corrélées entre elles (Sonneveld 2015). De plus, le niveau de réponse aux antibiotiques dépend ici
aussi de I’état du patient avant I’exacerbation pulmonaire, suggérant la encore de séparer les
patients en plusieurs niveaux de sévérité au préalable.

La mesure de la concentration en ions chlorure dans la sueur présente elle aussi une
limitation de taille : la variabilité inter patients est trés grande selon ce parametre, et son évolution
n’est corrélée a aucun parametre respiratoire (Fidler 2017). Elle ne semble donc pas permettre de

refléter I’effet d’un traitement pour les patients.

3.5 La recherche d’un score de réponse aux traitements

Il apparait de la section précédente qu’aucun paramétre clinique ne permet de refléter
globalement la maladie et son évolution. Le fait de ne se concentrer que sur les gains en spirométrie
présente le risque de passer a coté d’autres bénéfices pour le patient. Ce constat a suscité des
réactions des 2011 (Stick 2011), alors qu’un modulateur prometteur, le Denufosol, venait d’échouer
en phase III, ne parvenant pas a démontrer une amélioration en VEMS ou en CVF (Ratjen 2012).
Le constat était alors le suivant : I’administration de modulateurs pourrait étre la plus efficace des
les premiers mois de vie, avant que les premieres bronchectasies causant des dommages
irréversibles aux poumons ne surviennent. Mais il est impossible de mesurer un effet a cet age en
prenant en compte seulement les résultats spirométriques. Des outils de visualisation des défauts
pulmonaires alternatifs ont été proposés, comme le scanner ou le LCI, mais ces derniers ne sont pas
parfaits, comme on a pu le noter précédemment. Partant de ce constat, des études ont tenté de
développer un score unique, combinaison de plusieurs paramétres cliniques, permettant d’évaluer le
mieux possible I’effet d’un traitement par modulateurs sur les conditions de vie des patients.

Le CF-ABLE score a été propos¢ en 2013 (McCarthy 2013). Il fut développé a partir de
I’é¢tude de 1’évolution de plusieurs parameétres cliniques chez 49 patients atteints de la
mucoviscidose entre 2004 et 2010, d’age moyen 20 ans au début du suivi, dont 13 sont décédés ou
ont été transplantés au cours du suivi. Les paramétres considérés étaient I’insuffisance pancréatique,

la présence ou non d’un diabete, la colonisation par Pseudomonas aeruginosa ou Staphylococcus
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aureus, la mutation de CFTR, le VEMS, I'IMC, la densit¢ minérale osseuse, le nombre
d’exacerbations, c’est-a-dire dire le nombre d’hospitalisations dues a une augmentation de
I’intensité¢ des symptomes, et l'dge. Les auteurs ont recherché la meilleure combinaison de ces
parametres qui permettrait de prédire un résultat négatif pour le patient, a savoir le déceés ou une
transplantation. Ils ont ainsi développé un score basé pour moiti¢ sur le VEMS, et complété de
manicre équivalente par I’age, I'IMC et le nombre d’exacerbations. Plus le score est élevé et plus
les patients ont une forte probabilité d’avoir un résultat négatif (les patients avec un score de 5 ou
plus ont 26% de chances d’avoir un tel résultat dans les 4 ans qui suivent la mesure).

En 2017, un autre score, basé sur 1’étude du registre frangais de données cliniques de 8000
patients diagnostiqués avec la mucoviscidose entre 1992 et 2015 (Ellis 2015), a été proposé (Nkam
2017). L’objectif était similaire a celui du CF-ABLE score, a savoir associer a chaque patient une
probabilité de décés ou de transplantation dans les trois prochaines années a partir de ses données
cliniques. On retrouve aussi de nombreuses similitudes avec le CF-ABLE score, le VEMS comptant
pour un tiers du score total, et I'IMC ainsi que le nombre d’exacerbations (mesuré par le nombre
d’hospitalisations et de cures d’antibiotiques par an) sont aussi pris en compte. A ces mesures sont
enfin ajoutés I’administration ou non de corticostéroides, et le niveau de colonisation par
Burkholderia cepacia. Comme pour le CF-ABLE, plus le score est ¢levé et plus les patients ont de
fortes probabilités d’avoir un résultat négatif (les patients avec un score de 5 ou plus ont 50% de
chances d’avoir un tel résultat dans les 3 ans qui suivent la mesure). Ce score a ensuite été appliqué
a des cohortes de patients des Etats-Unis (Ramos 2022) et du Royaume-Uni (Frost 2021).
Malheureusement les bénéfices se sont avérés limités. La prédiction était bonne sur la cohorte
américaine, mais pas supérieure a I’utilisation du VEMS seul. Sur la cohorte du Royaume-Uni, la
prédiction était bien moins bonne que sur la cohorte francaise. Cela semble montrer que les
parametres a considérer différent en fonction des cohortes, et qu’un score global ne pourrait étre
obtenu qu’a partir d’une étude prenant en compte des patients de plusieurs pays.

Les deux scores décrits précédemment sont construits en tant que combinaison de plusieurs
parametres cliniques. Lors de leur validation, ils ont montré étre de meilleurs prédicateurs du déces
ou de la transplantation des patients que chacune de leurs composantes considérées
individuellement, ce qui semble confirmer I’aspect multidimensionnel des paramétres a prendre en
compte pour caractériser I’évolution de la maladie et donc la nécessité de ne pas se concentrer sur
un seul critére. Malheurecusement, ces deux scores sont aussi difficilement utilisables dans le

contexte de la mesure de 1’effet des modulateurs. Ces derniers réduisant trés fortement le nombre de
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déces ou de transplantations des patients a court terme, un score évaluant la probabilité qu’un tel
événement survienne ne semble pas adapté.

Plutdt que de prédire ces événements, une autre étude s’est concentrée sur la prédiction des
exacerbations pulmonaires, qui sont associées a un déclin irréversible des conditions de vie des
patients (Andrinopoulou 2020). Les parametres considérés étaient le VEMS, 'IMC, la mutation de
CFTR, l’insuffisance pancréatique, et la colonisation par Staphylococcus aureus ou Pseudomonas
aeruginosa. Cependant aucune combinaison de ces parameétres ne s’est révélée plus efficace pour
prédire les exacerbations pulmonaires que le VEMS seul.

Dans cette thése nous avons privilégié une autre approche. Jusqu’ici, toutes les études se
concentraient sur la recherche d’un score global, qui permettrait d’évaluer une réponse au niveau
global pour une cohorte donnée. A I’inverse, nous avons recherché s’il était possible de déterminer
des sous-cohortes de patients qui évolueraient de maniére similaire selon certains parameétres
cliniques. Pour cela, nous avons repris les paramétres les plus couramment mesurés pour €valuer
I’effet d’un traitement par modulateur et évoqués précédemment (2 I’exception du LCI dont
I’utilisation n’est pas encore généralisée a tous les CRCM, au contraire des tests spirométriques),
dans le but de mettre en lumiére plusieurs profils de réponse associés a des combinaisons
différentes de certains parametres cliniques (premiere partie de résultats de cette thése). Une seule
autre ¢tude s’est intéressée de maniere similaire a I’hétérogénéité de la réponse a des traitements
dans le cas de bronchecstasies (Sibila 2021). S’intéressant aux évolutions comparées des valeurs de
VEMS, du nombre d’exacerbations et du score de qualit¢ de vie donné par les patients. Cette
derniére a montré une absence de corrélation entre 1’évolution de ces trois paramétres et surtout une
trés grande hétérogénéité dans la réponse a ces parameétres au sein de la cohorte étudiée, suggérant
I’existence de plusieurs sous-groupes réagissant différemment au traitement et supportant donc

notre approche.
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4. Approches omiques et intérét dans la mucoviscidose

Au cours des 20 dernieres années, grace notamment a 1’amélioration de la puissance de
calcul des ordinateurs, 1’acquisition et 1’analyse de données dites « omiques » s’est grandement
simplifiée et a été de plus en plus utilisée pour étudier le fonctionnement de diverses maladies. Les
données omiques donnent de précieuses informations sur les €léments qui permettent aux cellules
étudiées de fonctionner.

L’analyse génomique décrit ’ADN présent dans les cellules, quand 1’analyse
transcriptomique ¢étudie leur ARN (de différents types suivant 1’analyse effectuée), 1’analyse
protéomique s’intéresse aux protéines et 1’analyse métabolomique au métabolites produits suite a la
dégradation de protéines ou d’autres molécules. Chacune de ces méthodes ajoute un niveau de
complexité et est complémentaire des autres.

L’utilisation de ces méthodes dans le cadre de la mucoviscidose pourrait permettre de mettre
en lumicre 1’origine de certains symptomes et potentiellement de mener a la découverte de
nouveaux traitements. En particulier, la protéomique et la transcriptomique apparaissent
particulierement intéressants pour comprendre les dysfonctionnements cellulaires induits par les

mutations de CFTR, et les potentielles corrections apportées par les modulateurs.

4.1 L’analyse protéomique

L’¢tude de I’ADN et de ’ARN permet déja une bonne caractérisation des cellules et des

différences qui peuvent exister entre celles de différents individus, mais les modifications post
traductionnelles complexifient encore cette diversité. Ainsi, a partir des 20000 geénes répertoriés
chez I’homme par analyse génomiques (Lander 2001), on estime que 1’on peut obtenir plusieurs
millions de protéines et formes protéiques différentes (Aebersold 2018). L’épissage alternatif
notamment, c’est-a-dire la possibilité¢ de produire des ARNm différents a partir d’'un méme ADN,
explique en partie le grand nombre de protéines qui peuvent étre produites.
Le proteome (la liste des protéines) est complexe et varie en fonction des cellules. Les protéines
agissent en synergie avec d’autres dans le but d’accomplir des fonctions biologiques, et des
dysfonctionnements sur une protéine peuvent donc mener a une dérégulation de nombreuses autres,
elles mémes étant a I’origine de modifications dans le phénotype cellulaire.

Dans le cadre de la mucoviscidose, si I’on connait le géne, CFTR, et les mutations a

I’origine de la maladie, notre compréhension des phénotypes qui en résultent est encore trés limitée.
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Les études protéomiques ont ainsi pour but de mettre en lumiere 1’effet du dysfonctionnement de
CFTR sur le fonctionnement de la cellule, mais aussi de mieux comprendre les différentes étapes
menant & la maturation de CFTR et les protéines impliquées dans ce processus, ainsi que de
déterminer quelles protéines interagissent avec CFTR lors de la réalisation de sa fonction canal ions
chlorure. Mais 1’analyse protéomique pourrait aussi s’avérer utile pour mieux comprendre 1’effet
des modulateurs, non seulement sur CFTR, mais aussi potentiellement sur d’autres protéines
dérégulées par le dysfonctionnement de CFTR et dont la correction pourrait mener a des effets
bénéfiques pour les patients. De telles protéines pourraient alors étre ciblées par d’autres molécules
plus spécifiques, et donc étre a I’origine de nouveaux traitements dans la mucoviscidose.

La méthode la plus couramment utilisée aujourd’hui pour la réalisation d’analyses
protéomiques est la spectrométrie de masse couplée a une chromatographie en phase liquide (LC-
MS pour Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) de lysats protéiques issus de la digestion des
protéines par des protéases. C’est I’analyse dite bottom up (Zhang 2013).

Dans cette partie nous étudierons dans un premier temps le principe de fonctionnement de
I’analyse bottom-up, puis nous verrons quelles avancées dans la compréhension de la maladie ont
¢té permises par la protéomique, avant d’évoquer son utilité pour le futur de la recherche contre la

mucoviscidose.

4.1.1 LANALYSE BOTTOM-UP

De nombreuses étapes sont nécessaires avant d’obtenir une liste de protéines exprimées dans
un échantillon. Les cellules sont d’abord lysées, et les protéines extraites. Ces derniéres sont ensuite
digérées par des enzymes qui les coupent en peptides. Ceux-ci sont ensuite analysés et quantifiés

par LC-MS. Enfin, les données de sortie du LC-MS sont analysées informatiquement.

Lyse cellulaire

Durant cette étape, la membrane des cellules est détruite pour que les protéines puissent étre
extraites. Ceci peut étre réalisé mécaniquement ou chimiquement. Un exemple de lyse mécanique
est I’utilisation d’un moulin a billes (Islam 2017), qui consiste a agiter rapidement de petites billes
de verre avec les cellules, for¢ant 1’ouverture des membranes lors des collisions entre billes et
cellules (Chisti 1986). Des méthodes de sonication ont aussi €ét€ proposées, consistant a rompre les
membranes cellulaires en utilisant des ultrasons (Marentis 2005). Les approches chimiques

impliquent 1’utilisation de détergent pour dissoudre les membranes cellulaires (Zhang 2017). Le
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plus souvent, les deux méthodes, mécanique et chimique, sont utilisées conjointement pour

améliorer ’efficacité de la lyse (Feist 2015).

Digestion enzymatique

Durant cette étape, les protéines sont séparées en peptides, plus petits, qui pourront étres
analysés en LC-MS. Cette étape est donc importante, une mauvaise séparation entrainant des
erreurs de mesure lors des phases suivantes.

Cette digestion est généralement réalisée par la trypsine, une enzyme qui coupe les protéines
au niveau des lysines et des arginines (Vandermarliere 2013). Cela permet d’obtenir des peptides de
taille 500 a 3000Da, idéale pour ’analyse par LC-MS. Cependant I’utilisation de la trypsine reste
imparfaite car une faible proportion des peptides générés sont trop longs ou trop courts pour
I’analyse LC-MS. D’autres enzymes sont donc testées en complément de la trypsine pour ces cas
particuliers (Giansanti 2016).

La digestion peut étre réalisée en solution, en gel, ou sur filtre. La digestion en solution
consiste en la dénaturation des protéines (désorganisation spatiale sans rupture des liaisons) qui
facilite la digestion par la trypsine (ou une autre enzyme). Cette méthode présente 1’avantage d’étre
rapide mais n’est pas la plus efficace en ce qui concerne le rendement.

La digestion en gel utilise, comme son nom I’indique, un gel permettant de séparer les
protéines selon leurs masse moléculaire. Les protéines sont d’abord concentrées en haut du gel, puis
chargées négativement, celles les plus lourdes devenant les plus chargées. Un courant est alors
appliqué pour faire migrer les protéines, les plus lourdes se déplagant le plus loin. Les protéines sont
ensuite digérées par la trypsine sur le gel directement.

La digestion sur filtre consiste a utiliser des cartouches pour retenir les protéines et ainsi
réaliser les étapes de lyse et de digestion successivement. Une de ces méthodes est le Suspension
Trap (S-Trap), développé par Protifi (protifi.com). Les protéines sont dans un premier temps lysées
et dénaturées, puis placées dans une cartouche ou elles sont digérées plusieurs fois, ce qui permet
une meilleure digestion avec une perte minimale de matériel grace a la cartouche qui retient les
protéines. Enfin, les peptides sont récupérés par centrifugation. Cette méthode est relativement

récente (2014) mais de plus en plus utilisée.

Chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse
Une fois les protéines digérées en peptides, la phase de quantification peut débuter.

Néanmoins, si la phase de digestion a permis de réduire la taille de protéines de sorte a ce qu’elles
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soient analysables en spectrométrie de masse, de nombreux peptides ont désormais des masses tres
proches, ce qui peut mener a un brouillage du signal et empécher la détection d’une partie d’entre
eux. Pour cette raison, les peptides sont dans un premier temps séparés au cours d’une phase de
chromatographie en phase liquide. Les peptides sont placés dans une solution avec un gradient
croissant de solvant organique qui circule a un débit contr6lé. De cette maniére, les peptides les plus
hydrophiles migrent le plus rapidement, tandis qu’a I’inverse, ceux les plus hydrophobes migrent
plus tardivement, lorsque la quantité de solvant organique devient plus importante.

Une fois les peptides séparés, ils arrivent a I’entrée du spectrométre de masse ou ils sont tout
d’abord ionisés. Il existe de nombreuses techniques pour réaliser la spectrométrie de masse. Ici nous
n’évoquerons que les méthodes utilisées pour réaliser I’analyse des données protéomiques au cours
de ma these, le Trapped Ion Mobility Spectrometry (TIMS) (Ridgeway 2018) et le Time Of Flight
(TOF), utilisés par le timsTOF Pro MS (Bruker Daltonics, Germany).

Le TIMS permet d’ajouter une dimension d’analyse supplémentaire en plus de
I’hydrophobicité et de la masse, en se basant sur le concept d’ion mobility. La mobilit¢é d’un ion
dépend de sa masse, charge et forme. Deux ions de méme masse mais de formes différentes
interagiront différemment avec d’autres particules : 1’ion le plus repli¢ interagira le moins, et aura
donc une mobilité plus importante. Dans le TIMS, dans un premier temps un flux de gaz pousse les
ions tandis qu'un champ électrique croissant les ralentit. Ces derniers se stabilisent au niveau ou les
deux forces sont €gales. Ainsi, les ions avec la mobilité la plus petite sont les plus avancés dans le
dispositif (ils sont plus facilement poussés par le flux de gaz). Dans un second temps le champ
¢lectrique est progressivement baissé, ce qui permet aux ions d’avancer séquentiellement dans le

dispositif. La figure 13 résume ce fonctionnement.

60



%17 =
2| 1 capillary exit = -— E
717! exit

mmtunnel funnel

deflection plate

Skimmer 1

- .

transmit / (1) AccumuLATE

block (2) TrRAP
block = (

Figure 13 : Fonctionnement du TIMS. Haut : Les ions entrent dans un tunnel, poussés par un flux de

gaz constant (Vg), et sont ralentis par un champ ¢électrique E dont I’intensité augmente avec la
distance parcourue. Bas : Dans un premier temps, dans 1’état accumulation (accumulate), les ions
entrent dans le tunnel et se stabilisent en fonction de leur mobilité. Dans un second temps, 1’entrée

d’autres ions est empéchée en imposant un fort champ ¢électrique en entrée (état trap). Dans un

troisiéme temps, I’intensité du champ électrique est progressivement diminuée, libérant les ions

successivement suivant leur mobilité (état elute).

Ils sont ensuite accélérés avec des énergies égales pour traverser une tube sous vide, au bout
duquel se situe un détecteur. Les peptides les plus légers sont les plus rapides, et sont donc détectés
en premier. De leur temps de trajet est déduit leur ratio masse / charge (m/z), et du nombre de

peptides détectés simultanément est déduite I’intensité (analyse TOF).

Acquisition des données

Les données brutes délivrées par le spectrométre de masse sont analysées informatiquement
afin d’identifier les protéines présentes et de les quantifier.

Un logiciel spécialisé réalise informatiquement une digestion des protéines issues d’une
base de données sélectionnée au préalable, en se rapprochant le plus possible des conditions de

I’expérience, notamment en sélectionnant I’enzyme utilisée lors de la digestion des échantillons.
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Les résultats obtenus informatiquement sont ensuite comparés a ceux issus de I’expérience afin
d’identifier les peptides, puis a partir de ces derniers, les protéines.

De nombreux logiciels ont été développés dans ce but. En 2017, Verheggen et al (Verheggen
2017) ont publi¢ une liste détaillant les outils disponibles, et en dénombraient prés de 40.

Tous les logiciels ont besoin des informations suivantes pour fonctionner : une base de
données de protéines a partir de laquelle réaliser la digestion, le nom de ’enzyme utilisée pour la
digestion, le nombre maximum de lieux de clivages qui peuvent étre manqués par I’enzyme lors de
la digestion d’une protéine, les modifications d’amino acides attendues du fait du pré-traitement des
protéines, le niveau de charge attendu sur les peptides. Ces informations sont nécessaires afin de
réaliser une digestion informatique la plus proche possible de celle qui a réellement lieu
expérimentalement.

Afin de limiter au maximum les erreurs d’association entre les protéines informatiques et
expérimentales, une approche par leurre a été¢ développée (Elias 2007, Wang 2009, Navarro 2009).
Au sein de la base de données de protéines, des leurres sont générés en créant des séquences
d’acides aminés qui n’existent pas réellement. Puis les recherches d’identification sont réalisées par
le logiciel en testant aussi les protéines leurres. Cela permet d’associer a chaque protéine
expérimentale un taux de fausse découverte (FDR, pour False Discovery Rate), correspondant au
taux de séquences associées a cette derni¢re provenant de leurres. Une FDR de moins de 1% est

généralement prise comme critére dans les revues scientifiques.

4.1.2 PROTEOMIQUE DANS LA MUCOVISCIDOSE

Les premiéres études protéomiques dans la mucoviscidose se sont concentrées sur CFTR, et
plus particulierement sur la recherche des protéines interagissant directement avec cette dernicre,
dans I’espoir de mieux comprendre le fonctionnement de CFTR au niveau cellulaire dans le cadre
d’un réseau protéique. Par ailleurs, de telles études peuvent aussi permettre d’en apprendre
davantage sur le mécanisme de repliement de CFTR et de transport de la protéine jusqu’a la
membrane. La premicre étude protéomique visant a définir les interactants des protéines CFTR a été
réalisée en 2006 (Wang 2006) : Wang et al. ont étudié I’interactome de CFTR non muté sur des
lignées cellulaires pulmonaires et intestinales (BHK, Calu-3, HT29 et T84). Cette étude a ainsi
permis de mettre en évidence 167 protéines interagissant avec CFTR. L'interactome de CFTR muté
pour la mutation F508del a aussi été analysé dans cette étude sur la lignée cellulaire BHK. 11 s’agit

de la premiere étude protéomique différentielle dans le cadre de la mucoviscidose, comparant les
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interactomes de CFTR muté et non muté. Etant donné que la protéine F508del-CFTR présente une
altération de son repliement et de son transport a la membrane plasmique, 'analyse diftérentielle
des interactants de CFTR a permis de mettre en évidence les voies qui sont activées différemment
lorsque quun CFTR correctement ou incorrectement replié¢ est transporté. Wang et al. ont ainsi
constaté que la protéine CFTR, qu'elle soit mutée ou non, a de fortes interactions avec un ensemble
de protéines chaperonnes et cochaperones, des protéines dont la fonction est d’assister d’autres
protéines dans leur stabilisation et leur maturation. En particulier, les cochaperones Hsp90
apparaissent comme trés importantes pour le repliement de CFTR en jouant sur la stabilit¢ du
repliement de cette derniére dans le RE. L'étude a ainsi révélé que l'interaction de la cochaperone
Hsp90 Ahal est différente pour CFTR non muté et pour CFTR F508del. La désactivation d’Hsp90
Ahal a de plus mené a une augmentation de l'activit¢ de CFTR F508del a la membrane plasmique,
suggérant que cette protéine joue un réle dans la dégradation de CFTR muté, et qu’elle pourrait
potentiellement étre une cible intéressante dans le cadre de la mucoviscidose. Il est par ailleurs
intéressant de noter que l'incubation des cellules & 30°C permet d’augmenter la quantité de CFTR
F508del qui atteint la membrane des cellules. A température réduite, la voie de repliement de
F508del semble étre plus stabilisée. La conclusion de cette étude est donc que I’activité des
chaperonnes peut étre ajustée pour augmenter ou pour diminuer le repliement de CFTR F508del
avant son transport a la membrane plasmique. Ainsi, l'activit¢ des chaperonnes peut &tre un
mécanisme régulant le repliement pour la sortie du RE.

En 2015, une autre étude a identifié un ensemble d'interacteurs de CFTR F508del (Pankow
2015), en particulier ceux qui déclenchent potentiellement le phénotype de la maladie. L’analyse a
été réalisée sur des lignées cellulaires épithéliales bronchiques immortalisées HBE140-, exprimant
CFTR non muté, et CFBE410-, exprimant CFTR F508del. La comparaison des interactomes a mis
en évidence un tres haut niveau de similarité, avec plus de 85% d’identité (368 protéines
interagissent a la fois avec CFTR muté et non muté). En outre, 208 et 62 protéines supplémentaires
ont été mises en évidence comme interagissant exclusivement avec CFTR F508del et CFTR non
muté respectivement. Parmi les interacteurs spécifiques de CFTR F508del, on retrouve les
chaperones mises en évidence par Wang et al. (notamment Hsp90) ainsi que des protéines connues
pour étre impliquées dans la dégradation de CFTR, comme AMFR, STUB1 et VCP. De manicre
intéressante, 1'étude a également mis en évidence un ensemble de protéines déja connues pour €tre
impliquées dans la voie de dégradation associée au RE des protéines mal repliées, mais qui
n’avaient encore jamais été associées directement a la mucoviscidose. L’étude s’est aussi intéressée

aux effets de différents mécanismes de sauvetage de CFTR F508del sur son interactome,
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notamment l'incubation des cellules a une température basse (26-30°C). Le changement de
température a considérablement modifi¢ l'interactome de CFTR F508del (plus de 65% des
interactants protéiques ont ét¢ modifiés). Les protéines modifiées peuvent étre divisées en trois
classes : les protéines impliquées dans la dégradation (appartenant notamment a la voie de
dégradation associée au RE, et a 1'élimination des protéines de la membrane plasmique) ; les
protéines impliquées dans le traitement du repliement (telles que Hsp90 et les protéines régulées par
le glucose) ; et les protéines impliquées dans le traitement de ' ARN (telles que PABPC1, impliquée
dans le métabolisme de ' ARNm).

En 2018, une étude du groupe de Carlos Farinha (Farinha 2018) s'est intéressée plus
particuliérement a la régulation de la rétention de F508del-CFTR dans le RE, controlée par le
systeme de controle de qualité du RE. Les auteurs ont ainsi identifié¢ les protéines qui interagissent
spécifiquement avec CFTR au niveau de motifs importants pour les points de contréle du RE. En
particulier, ils se sont intéressés au motif arginine-framed tripeptide, utilisé par la cellule comme un
signal négatif pour retenir les protéines non repliées dans le RE (Roxo-Rosa 2006), et au motif di-
acide, nécessaire pour I’exportation de la protéine hors du RE (Farinha 2013). L'état de repliement
de CFTR a un impact sur I'exposition de ces motifs, responsables soit de la rétention de CFTR dans
le RE (et de sa dégradation ultérieure par le protéasome), soit de la sortie de CFTR du RE. Parmi les
protéines interagissant fortement avec CFTR, les auteurs ont identifi¢ des composants généraux des
mécanismes de repliement et de protéostase, tels que des GEF pour le trafic, ou des GTPases
comme CDC42BPG ou ARHGEF1, ce qui soutient I'idée que la reconnaissance de tels motifs est un
mécanisme d'évaluation du repliement. Cette étude a ainsi été la premiére a introduire le concept
selon lequel l'interactome de CFTR est bien plus fagonné par 1'état de repliement de la protéine
(évalué par sa capacité a sortir du RE et a atteindre la membrane plasmique) que par sa localisation
subcellulaire.

En 2019, Matos et al. (Matos 2019) ont réalisé la premiére étude de l'interactome de CFTR
au niveau de la membrane plasmique. En utilisant une lignée de cellules bronchiques immortalisées
modifiées (Botelho 2015), ils ont développé un protocole permettant de capturer sélectivement
l'interactome de CFTR a la membrane plasmique. IIs ont ainsi étudié les interactomes de CFTR non
muté et de CFTR F508del aprés traitement pharmacologique afin de trouver des différences dans les
interactants de CFTR au niveau de la membrane plasmique. Leur étude a ainsi mis en évidence 22
protéines impliquées dans des complexes protéiques macromoléculaires localisés soit dans la
membrane plasmique, soit dans le cytoplasme. Parmi elles, la calpaine-1, une protéine appartenant

aux complexes NHERF1-ezrine est apparue particulicrement intéressante du fait de son implication
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connue dans la mucoviscidose. En effet, la calpaine-1 est une protéine dont I'inhibition a favorisé le
sauvetage du F508del-CFTR dans les cellules du sang périphérique de patients atteints par la
mucoviscidose (Averna 2011). Les résultats de Matos et al. ont révélé le role de la calpaine-1 en tant
qu'interactant exclusif de CFTR F508del qui réduit la stabilité de ce dernier dans la membrane
plasmique. Plus important encore, leur ¢tude a ¢galement confirmé que la régulation négative de la
calpaine 1 ou son inhibition chimique améliorent considérablement le sauvetage fonctionnel du
CFTR F508del dans les cellules des voies respiratoires.

La protéomique est également largement utilisée pour étudier les modifications post-
traductionnelles. Dans le cadre de la mucoviscidose, 1’étude de ces modifications dans les protéines
mutantes par rapport aux protéines non mutées aide a comprendre le fonctionnement des mutants, et
pourrait permettre le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. En 2019, Pankow et al.
ont étudié comment certaines modifications post-traductionnelles (Pankow 2019) telles que la
phosphorylation et la méthylation régulent le renouvellement de CFTR. Pour cela, ils ont vérifié si
des modifications post-traductionnelles différentes étaient causées par les mutations de CFTR, et si
ces différences étaient impliquées dans le sauvetage de CFTR aprés traitement. Il s'agit de la seule
¢tude dans laquelle les modifications post-traductionnelles ont été mises en avant comme étant des
régulateurs clés du trafic et de la biogénese de CFTR. Dans un premier temps, les auteurs ont
analysé ces modifications dans des lignées cellulaires 16HBE, exprimant CFTR non muté, et
CFBE41o-, exprimant CFTR F508del, et sont ainsi parvenus a identifier 37 sites de modifications
post-traductionnelles (20 phosphorylations, 6 méthylations et 11 ubiquitinations). Certaines de ces
modifications post-traductionnelles n'avaient jamais été rapportées auparavant, comme les sites de
méthylation, prédominants dans le cas de CFTR non muté et les sites d'ubiquitination,
principalement détectés dans le cas de CFTR F508del. Ils ont ensuite quantifié certaines des
modifications post-traductionnelles ainsi détectées, révélant une réduction de la méthylation de trois
acides aminés (Lys442, Lys584 et Arg751) et une réduction de la phosphorylation de trois autres
(Thr421, Ser422 et Serd27), dans le cas de CFTR F508del par rapport a CFTR non muté. En outre,
les auteurs ont quantifié¢ 1'abondance de la phosphorylation chez quatre mutants de CFTR : G551D,
R117H, N1303K et F508del. Leurs études ont montré que la quantité de phosphorylation dans les
mutants G551D et R117H (ayant une activité de canal ionique défectueuse sans effets sur la
biogénese) était comparable a la quantité de phosphorylation dans le cas de CFTR non muté. Au
contraire, la phosphorylation de Thr421 et Ser427 était drastiquement réduite pour les mutations
N1303K et F508del (toutes deux associées a une maturation défectueuse), suggérant que ces sites

de phosphorylation sont cruciaux pour la biogene¢se de CFTR.
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Cette ¢tude est la premiere a souligner le role essentiel des modifications post-
traductionnelles dans le repliement des protéines et le contréle de la qualité au cours de la
maturation de CFTR.

Les études protéomiques peuvent aussi €tre réalisées au niveau général de la cellule, en
réalisant un inventaire des protéines présentes et de leurs quantités respectives. Actuellement, la
technologie permet la quantification fiable de plusieurs milliers de protéines en une seule analyse
(O’Connell 2018). Dans de telles études, les analyses comparatives sont réalisées en comparant les
niveaux d’expression des protéines détectées dans les différentes conditions considérées. L’idée
derriere ces analyses est que les protéines sont les effecteurs ultimes de la plupart des processus
cellulaires, et les protéines exprimées différemment pourraient donc révéler la physiopathologie de
la maladie. Tres peu d’études ont été menées pour établir un profil d'expression des protéines dans
les tissus respiratoires dans la mucoviscidose. En 2006, Frischer et al. ont réalis¢ un profil
d'expression protéique global en analysant les biopsies bronchiques de neuf patients atteints par la
mucoviscidose, et les ont comparés avec ceux de huit sujets témoins (Frischer 2006). Plus de 300
protéines ont ainsi ¢été identifiées comme étant différentiellement exprimées dans les tissus
bronchiques des individus atteints par la mucoviscidose par rapports aux contrdles sains. Parmi
elles, des protéines impliquées dans l'inflammation, dans I’infection, et dans la réponse au stress
cellulaire, ont été détectées. En 2018, en utilisant une approche similaire sur les lignées cellulaires
CFBE4lo- et 16HBE14, Puglia et al. ont identifié 15 protéines significativement dérégulées dans le
cas de la présence de la mutation F508del (Puglia 2018). Cependant ces études utilisent des
méthodes d’analyse ne détectant que les protéines les plus fortement exprimées dans la cellule.

En 2014, le groupe de Rauniyar a ét¢ le premier a essayer d’augmenter le nombre de
protéines détectées lors d’une analyse (Rauniyar 2014). Ils ont ainsi analysé le protéome de
CFBE41o- (cellules contenant CFTR F508del) en comparaison avec celui de lignées cellulaires
16HBE140-. Le changement de technique d’analyse leur a permis d'étudier en profondeur le
protéome, obtenant des informations sur des milliers de protéines possiblement importantes, soit
pour comprendre le mécanisme moléculaire de la maladie, soit comme nouveaux marqueurs
moléculaires. La groupe a ainsi identifi¢ 349 protéines exprimées de manicre différentielle (218
régulées a la hausse dans le cas de CFTR muté et 131 a la baisse), dont certaines appartiennent a des
processus biologiques directement liés a la mucoviscidose, tels que la réponse aux protéines non
repliées, la régulation de la protéolyse, le repliement des protéines et 1’endocytose. Cependant, la

limite principale de cette étude a été 1’utilisation de lignées cellulaires, plus ¢loignées de la réalité
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du fonctionnement cellulaire chez un patients que ne le sont des cellules primaires provenant des
patients directement.

Ainsi, une étape supplémentaire dans la compréhension de 1'impact des mutations de CFTR
sur le protéome des cellules bronchiques a été rendue possible par l'utilisation de cellules
épithéliales bronchiques humaines primaires qui reflétent directement la physiopathologie de la
mucoviscidose, et notamment l'hétérogénéité des patients. Braccia et al. (Braccia 2019) ont pu
identifier 154 protéines dérégulées dans la mucovisidose (94 régulées a la hausse dans le cas de la
mucoviscidose et 60 régulées a la baisse), y compris des interactants connus de CFTR, mais aussi
des protéines dont le lien avec la mucoviscidose n'était pas connu auparavant.

Les différentes études protéomiques réalisées dans le cadre de la mucoviscidose ont montré
qu’elles permettaient de mieux comprendre le fonctionnement de CFTR et son mécanisme de
maturation, ainsi que de mettre en évidence de nouvelles cibles d’intérét pour améliorer le niveau
d’activation de CFTR muté. Cependant, a notre connaissance, aucune ¢tude ne s’est intéressé aux
effets des modulateurs de CFTR sur le profil protéomique de cellules respiratoires de patients
atteints par la mucoviscidose. De plus, la grande majorité¢ des études s’est concentrée uniquement
sur la mutation F508del, laissant de coté toutes les mutations de classes I. Enfin, les rares analyses
protéomiques globales n’ont pas étudié¢ les différences d’expression au niveau des voies de
signalisation, ce qui pourrait pourtant permettre d’obtenir une vue plus globale du fonctionnement
des cellules contenant CFTR muté.

La protéomique apparait donc comme un outil trés intéressant, dont le plein potentiel n’a pas
encore €té exploité dans la mucoviscidose. Son utilisation pour analyser des patients traités par
modulateurs pourrait pourrait permettre de mieux comprendre le fonctionnement de ces derniers, et
potentiellement de mettre en évidence de nouveaux bio marqueurs d’intérét dans cette maladie.

L’¢tude 2 de ce manuscrit est consacrée a I’analyse protéomique de la sueur de patients
atteints par la mucoviscidose. L’étude 3 contient quant a elle une analyse de cellules respiratoires de
patients porteurs de mutations de classes I ou II, traités ou non par modulateurs, dans I’objectif de

comprendre 1’effet de ces derniers sur la cellule.
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4.2 ’analyse transcriptomique

4.2.1 REALISATION PRATIQUE

La premicre étape d'une expérience RNA-seq est I'extraction et la purification de I'ARN. Les
ARN sont d'abord séparés des ADN et des protéines. L’ARN total ainsi extrait contient aussi des
ARN ribosomiques et des ARN de transfert qui ne sont généralement pas pertinents pour la
recherche de l'expression des genes. Par conséquent, dans le cas ou la question biologique ne
concerne que les ARNm, une étape de purification est réalisée en tirant avantage de la réaction de
polyadénylation qui n’a lieu que pour ces derniers. Les ARNm viennent se fixer sur des queues
poly(A) et sont ainsi retenus.

Apres extraction et purification, les ARN sont fragmentés, et ces derniers sont ensuite
soumis a une transcription inverse en ADN complémentaire (ADNc) double brin. Enfin, les ADNc
ainsi produits sont amplifiés par PCR pour renforcer le signal final que 1’on obtiendra.

Pour le séquencage Illumina, qui est la méthode la plus couramment utilisée aujourd’hui en
transcriptomique mais aussi la méthode utilisée pour les études qui seront décrites dans ce
manuscrit, les ADNc amplifiés sont liés a de courts oligonucléotides complémentaires des
séquences adaptatrices elles mémes fixées a une plaque, puis séquencés avec du désoxynucléoside
triphosphate (ANTP) marqué par fluorescence, de maniére progressive. Apres 'ajout d'un dNTP, le
marqueur fluorescent agit comme un terminateur et empéche ainsi I'ajout d'autres dNTP. Ensuite,
une image est prise pour capturer les signaux de fluorescence et en déduire quels dNTP ont été
ajoutés. Le marqueur fluorescent est ensuite clivé pour ajouter une autre couche de dNTP.

Cette ¢étape de séquengage introduit de nombreuses erreurs. La terminaison par les
marqueurs fluorescents n'est pas parfaite. Il n'est pas rare que plus d'un dNTP soit ajouté au cours
d'une seule étape. L'appariement lui-méme n'est pas parfait non plus. Ainsi, chaque image
fluorescente contient du bruit. Cependant, comme les ADNc sont amplifiés avant le séquencage,
cette erreur est largement réduite puisque chaque dNTP est déduit a partir de la moyenne des
signaux obtenus. De cette fagon également, un score de séquencage peut tre évalué et enregistré
pour chaque base (en regardant si le NTP varie d’un ADNc a un autre), ce qui permet de réaliser un
filtrage informatique en aval.

Le séquencage Illumina peut étre effectué¢ selon deux modes différents : le séquengage a
extrémité unique ou le séquengage a extrémité appariée, indiquant la ou les extrémités a partir

desquels I’ARNCc est séquencé.
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La technique RNA-seq peut étre appliquée a des échantillons de tissus comprenant de
nombreuses cellules, ou a des cellules individuelles. Dans le premier cas, la RNA-seq séquence un
mélange de cellules de chaque échantillon, tandis que la RNA-seq unicellulaire récemment
développée applique des techniques de séparation cellulaire pour capturer et séquencer I'ARN dans
des cellules individuelles (Stark 2019). Cependant, si les cotts d’utilisation de la premiere méthode
ont diminu¢ de maniére drastique au cours de la derniére décennie, ce n’est pas le cas de 1’analyse
ayant recours a la seconde méthode. Pour cette raison, nous nous sommes concentrés sur des
analyses RNA-seq multicellulaires au cours de cette thése.

La conception expérimentale est essentielle avant toute expérience RNA-seq. Un point
important est que si les échantillons sont traités en plusieurs lots, 1I’expérience doit limiter au
maximum les disparités systématiques entre lots. Cela signifie notamment que chaque lot doit
contenir toutes les conditions expérimentales. Cette précaution permet par la suite de fournir les
informations nécessaires aux méthodes de calcul en aval pour réduire ces différences artéfactuelles

entre les lots.

4.2.2 TRANSCRIPTOMIQUE DANS LA MUCOVISCIDOSE

De manicre similaire a la protéomique, la recherche dans la mucoviscidose se focalisant
essentiellement sur CFTR et ses interactions directes, peu d’études transcriptomiques ont été
réalisées afin d’étudier le mécanisme global des cellules.

Le premier profilage transcriptomique de cultures primaires différenciées d'épithéliums des
voies respiratoires humaines provenant de donneurs homozygotes pour la mutation F508del a été
réalisé par Zabner et al. en 2005 (Zabner 2005) en utilisant la méthode des puces a ADN pour la
sélection et la rétention des ARNs a analyser. Dans cette méthode, la premicre étape consiste a
piéger les ARNs sur une plaque. Sur les 22 000 geénes représentés sur la puce utilisée dans 1’étude,
18 ont été observés comme étant significativement sur exprimés dans la mucoviscidose, tandis que
6 ¢étaient sous exprimés. Le cotransporteur KCI KCC4 a été identifi¢é comme étant élevé dans la
mucoviscidose, et a donc €té considéré en tant que candidat pour des études supplémentaires. Il est
intéressant de noter que ce profilage a conclu que le niveau de 'ARNm de CFTR n'était pas
significativement différent dans les cellules homozygotes pour la mutation F508del par rapport aux
cellules de patients sains. De plus, aucune différence notable n’a été¢ observée en comparant les

patients masculins et ceux féminins.
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Par la suite, I’une des premicres études transcriptomiques utilisant 1'épithélium nasal de
sujets atteints par la mucoviscidose a ¢été¢ réalisée par Wright et al. (Wright 2006). Dans cette
derniére, les auteurs ont comparé des patients homozygotes pour la mutation F508del et fortement
touchés au niveau pulmonaire a d’autres porteurs des mémes mutations mais ne présentant des
symptomes pulmonaires que tres légers (mesuré par le VEMS). En parallele, les patients
homozygotes pour la mutation F508del ont également ét¢ comparés a des controles sains. Une
différence d’expression significative a ¢té¢ observée chez les patients présentant une maladie
pulmonaire séveére pour 569 génes. En particulier, les génes impliqués dans l'ubiquitination des
protéines, l'activit¢ oxydoréductase mitochondriale, et le métabolisme des lipides, étaient
significativement enrichis. Parmi les génes sous exprimés chez les patients séveres, on trouve
DUOX2, un producteur clé de peroxyde d'hydrogéne pour la défense de la muqueuse des voies
respiratoires, et la calréticuline, une chaperonne du RE impliquée dans le métabolisme des
protéines.

La réaction en chaine par polymérase avec rétrotranscription (RT-PCR) réalisée dans cette
¢tude n'a cependant pas révélé de différences significatives dans les niveaux d’expression
transcriptomiques de CFTR entre les patients homozygotes pour la mutation F508del et les
contrdles sains, ce qui est en accord avec les résultats de Zabner et al.

En 2013, Clarke et ses collégues ont réalisé une étude par puces a ADN du génome entier de
cellules épithéliales nasales primaires provenant d'homozygotes F508del et de contrdles sains, et ont
comparé leurs résultats avec les autres études transcriptomiques déja menées dans la mucoviscidose
(Clarke 2013). Dans leur profil d'expression, les génes impliqués dans la prolifération cellulaire
¢taient significativement sur-exprimés dans la mucoviscidose, tandis que les génes liés aux cils
cellulaires étaient sous-exprimés. En raison de la grande variabilité des profils d'expression génique
entre les études, la méta-analyse comparant cette étude a cinq autres expériences de puces a ARN (y
compris les études de Zabner et de Wright décrites précédemment) n’a mis en avant que trés peu de
genes dérégulés communs a au moins trois expériences. Toutefois, lorsque les auteurs ont comparé
les résultats de leurs puces a ADN a ceux de la puce d’Ogilvie (Ogilvie 2011), I’étude la plus
récente au moment des analyses de Clarke, ils ont observé 21 génes communs sur-exprimés et 9
genes communs sous-exprimés. De maniére intéressante, un nombre important de ces génes étaient
impliqués dans l'inflammation et la défense, notamment les transcrits CXCR4, FOS, S100AS,
S100A9 et SERPINA3, tous régulés a la hausse.

Polineni et al. ont réalisé¢ la plus grande analyse transcriptomique menée sur des patients

atteints par la mucoviscidose. Il ont ainsi séquencé I'ARN des cellules de la muqueuse nasale de 134
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sujets atteints par la mucoviscidose, dont le génotype et la gravité de la maladie variaient (Polineni
2018). L'analyse des voies d'expression des génes a mis en évidence la corrélation positive entre la
gravité de la maladie et l'infection virale, la signalisation inflammatoire, le métabolisme des lipides,
la fonction des macrophages et l'immunit¢ innée. Plusieurs geénes du complexe majeur
d’histocompatibilité ont fortement contribué aux voies enrichie. Les auteurs ont conclu que les
genes de ce complexe pourraient servir de cibles dans le cadre de la mucoviscidose.

Une autre étude transcriptomique comparant les leucocytes du sang périphérique de sujets
atteints par la mucoviscidose et présentant une maladie pulmonaire 1égére ou sévere a été réalisée
par Kormann et al (Kormann 2017). L’analyse a permis d’identifier les génes de la réponse a
l'interféron de type I, ainsi que les protéines de la tige ribosomique, comme étant sur-exprimés chez
les patients avec une maladie pulmonaire 1égére. Ces génes apparaissent donc comme de potentiels
modificateurs de la maladie pulmonaire dans la mucoviscidose et pourraient avoir des implications
en tant que potentiels nouveaux biomarqueurs ou en tant que nouvelles cibles.

La baisse des couts de réalisation d’analyses transcriptomiques a permis une augmentation
du nombre d’études réalisées dans ce domaine ces derniéres années. En 2020, Ling et ses collegues
(Ling 2020) ont ainsi étudié le transcriptome de cellules primaires épithéliales provenant de 7
patients homozygotes pour la mutation F508del et de 5 contrdles sains, en les infectant ou non avec
le rhinovirus. Ils ont ainsi pu constater que les malades de la mucoviscidose et les contrdles sains
présentaient des réponses similaires a I’infection, mais que la réponse a I’infection était plus
complexe chez les cellules provenant des patients que chez les contrdles sains, avec plusieurs voies
biologiques surreprésentées, telles que la signalisation des cytokines et les voies du métabolisme.

La méme année, Saint-Criq et son équipe (Saint-Criq 2020) se sont intéressés a 1’influence
du milieu de culture sur le profil transcriptomique des cellules de patients atteints par la
mucoviscidose, et notamment sur son importance sur la réponse aux modulateurs. Ils concluent que
le milieu de culture joue un role prépondérant sur la différentiation et sur le profil d’expression
transcriptomique, mettant ainsi en avant I’importance d’avoir un milieu de culture homogene lors de
la réalisation d’une étude trancriptomique pour la mucoviscidose.

Enfin, en 2021, Rehman et al. (Rehman 2021) ont étudié I'effet de 1’ajout de marqueurs pro
inflammatoires sur le transcriptome de cellules de patients atteints par la mucoviscidose. Les
données analysées ont mis en lumiere une corrélation positive entre ’'inflammation des voies
respiratoires et I’amélioration des fonctions pulmonaires dues aux modulateurs de CFTR : I’effet
des modulateurs était en effet plus important dans les cellules exposées a des marqueurs pro

inflammatoires.
71



Les différentes études évoquées dans cette section témoignent de ['utilité des analyses
transcriptomiques dans le cadre de la mucoviscidose. Elles permettent non seulement de mettre en
lumiére le fonctionnement et les interactions de CFTR muté ou non au sein des cellules épithéliales
en réponse a différentes stimuli d’intérét (signal pro inflammatoire, infection...), mais elles
identifient aussi de nouvelles cibles potentielles d’intérét dont ’activation ou 1’inhibition pourrait
mener a une amélioration des conditions de vie des patients atteints par la mucoviscidose. Pourtant,
a notre connaissance, aucune étude ne s’est encore intéressée a ’effet des modulateurs sur le profil
transcriptomique des cellules épithéliales de patients atteints par la mucoviscidose (seule 1’équipe
de Saint-Criq s’y est intéressée a la marge dans son étude sur les milieux de culture). De telles
¢tudes permettraient de mieux comprendre le mécanisme d’action de ces derniers, et
potentiellement de mettre en évidence des génes/protéines différents de CFTR ciblés par les
modulateurs. Dans cet objectif, j’ai réalis¢ au cours de ma thése une analyse transcriptomique de
cellules provenant de patients porteurs de mutations de classe II, traitées ou non avec des
modulateurs de CFTR (étude 3 de ce manuscrit).

Un autre point important soulevé par ces études est la grande hétérogénéité des résultats
obtenus lorsque I’analyse porte sur I’expression des genes, malgré des conditions de départ
similaires. En revanche, ces mémes résultats apparaissent beaucoup plus proches a travers les
différentes études lorsqu’ils sont analysés au niveau des voies de signalisation (au niveau de
groupes de genes). Néanmoins, au dela de la méthode GSEA (pour Gene Set Enrichment Analysis),
utilisée par la plupart des études évoquées précédemment, peu de techniques existent pour réaliser
une telle analyse par voies. Au cours de cette thése, je me suis donc intéressé au développement
d’un nouvel outil dédié a I’analyse de groupements de génes dans des analyses omiques, basé sur
I’analyse en composantes principales (ACP), appelé¢ rRoma. Afin de comprendre I’intérét et le
fonctionnement de cet algorithme, qui sera développé dans la section résultats de ce manuscrit, il est
dans un premier temps nécessaire de comprendre le concept d’ACP. Celui-ci est expliqué dans la
section méthodes et algorithmes suivante, aux cotés d’autres algorithmes et concepts d’intérét que

j’ai été amenés a utiliser au cours de ma these.
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5. Méthodes et algorithmes employés

5.1 L’Analyse en Composantes Principales

L’analyse de données, quelle que soit la nature de ces derniéres, demande bien souvent un
processus de simplification de leur représentation afin d’en extraire des informations interprétables.
Je me suis retrouvé face a cette nécessité par deux fois au cours de ma thése, pour deux
problématique tres différentes.

Lors de mon analyse de I’évolution des parametres cliniques en réponse au traitement par
modulateurs (étude 1), il était nécessairement de pouvoir visualiser facilement et identifier les
interdépendances des 6 paramétres pris en compte. En paralléle, le coeur de la problématique lors
du développement de 1’algorithme rRoma (€étude 4) consistait a simplifier au maximum
I’information complexe contenue dans les niveaux d’expression de différents génes aux fonctions
similaires ou appartenant aux mémes voies de signalisation.

La base mathématique pour résoudre ces deux problématiques a été¢ la méme. J’ai utilisé des
variations de la méthode d’ACP (Pearson 1901, Hotelling 1933). Il s’agit d’'une méthode permettant
de réduire la dimension des données (donc, le nombre de parameétres considérés) en conservant le
maximum d’information possible, et de mettre en évidence les relations entre les différents
parametres pris en compte dans I’étude.

Dans cette section, j’explique en détail le fonctionnement de la méthode ACP, dans un
premier temps au moyen d’une approche simplifiée pour les non mathématiciens, et dans un second
temps d’un point de vue mathématique. Ces explications permettront de mieux comprendre les

analyses conduites dans les études 1 et 4 de ce manuscrit.

5.1.1 EXPLICATION POUR LES NON MATHEMATICIENS

Cas simple de deux dimensions
Dans un premier temps, considérons une cohorte de patients qui serait décrite par deux
parametres cliniques. La cohorte est notre jeu de données, et comme il n’y a que deux parametres,

les patients peuvent étre représentés par des points dans un espace de deux dimensions, ¢’est-a-dire
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un plan (I’horizontale représentant le premier parameétres clinique, et la verticale le second) (figure
14, panel de gauche)

Dans une ACP, deux combinaisons des 2 parameétres initiaux sont employées, appelées
composantes principales 1 et 2 (PC1 et PC2), et les données sont représentées selon ces nouveaux
parameétres correspondant a de nouveaux axes horizontaux et verticaux. Les composantes PC1 et
PC2 sont calculées de telle sorte que les données soient le plus dispersées possibles le long de 1’axe
PC1, la variance entre les points étant beaucoup plus faible selon 1’axe PC2.

On peut alors utiliser cette nouvelle représentation pour réduire la dimension de nos
données. Si I’on décidait de représenter des points de données le long d’une droite unique tout en
conservant le plus de variance possible, alors la meilleure droite correspondrait a I’axe de la PC1.
On perdrait certes 1’information (de la variance) liée a la PC2, mais cette derniére est par
construction beaucoup plus faible.

Cet exemple reste limité : passer de 2 dimension a une seule n’est pas d’une grande utilité
puisque I’on peut trés bien visualiser les informations en 2 dimensions. Mais il permet de poser les
concepts pour les cas plus complexes pour lesquels plus de paramétres sont pris en compte, et donc

pour lesquels le nombre de dimensions de départ est plus grand.
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Figure 14 : Visualisation de I’effet de I’ACP dans un cas a deux dimensions. Gauche : nuage de
points initial. La PC1 est y est représentée en rouge et capture le maximum de variance de la
distribution. La PC2 est représentée en bleu. Milieu : Représentation du nuage de points dans

I’espace des deux premicres composantes. Droite : Cercle de participation des dimensions initiales

aux composantes principales
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Cas de 3 dimensions

Pour mieux comprendre I’importance de 1’ACP, placons-nous désormais dans le cas a trois
dimensions, le plus simple pour lequel la réduction de dimension est utile. Reprenons I’exemple
précédent, en ajoutant un troisiéme paramétre pour décrire les patients. Ces derniers doivent donc
désormais €tres représentés par des points projetés dans un espace a trois dimension, plus
difficilement lisible (figure 15 gauche).

Dans ce cas, ’ACP fonctionne de la méme maniére qu’en deux dimensions. On oriente
I’espace (on le « fait tourner ») en définissant trois nouvelles directions perpendiculaires les unes
aux autres (les PC1, PC2 et PC3), de sorte a ce que la variance le long de la premiere direction (la
PC1) soit la plus grande possible, puis que la variance restante soit la plus grande possible le long
de la PC2, la PC3 capturant la variance restante non prise en compte dans les PC1 et PC2.

Dans cette nouvelle représentation, la plus grande partie de la dispersion des points est
visible le long des PC1 et PC2. Pour simplifier la représentation, on peut alors représenter les
données en 2 dimensions, i.e. dans le plan défini par PC1 et PC2, en minimisant I’information que
I’on ne prend pas en compte, c’est-a-dire celle portée par PC3 (figure 15 droite). Le pourcentage de
la variance totale (donc de I’information totale) conservé par chaque PC est aussi indiqué. Ainsi,
dans notre exemple, on a réalis¢ une réduction de dimension, de 3 a 2, en ne perdant que 15% de
I’information présente initialement dans nos données.

Mais I’ACP permet aussi de déterminer quels paramétres de départ sont les plus importants
pour expliquer la variance présente dans les données, et si les patients se répartissent de manicre
similaire selon certains parametres (c’est-a-dire si les parameétres sont corrélés entre eux). Les PCs
sont en fait obtenues en réalisant une combinaison linéaire des parametres initiaux utilis€és pour
décrire les données. Un parametre jouant un réle important dans une PC aura un coefficient élevé, a
I’inverse il sera trés faible si le parametre ne contribue que faiblement a cette composante. Ces
coefficients témoignent donc aussi de la corrélation des paramétres avec les PCs : si plusieurs
parametres ont des coefficients élevés pour la méme PC, cela signifie qu’il sont corrélés a cette PC,
et donc entre eux.

L’information sur la participation des parametres aux différentes PCs peut étre visualisée
dans I’espace de ces dernicres, par des fléches représentant les paramétres de départ : plus une
fleche est alignée avec une PC, plus elle contribue de maniére importante a cette dernieére (son
coefficient pour cette composante est grand). Ainsi, dans notre exemple, on peut voir que les

parametres x et y participent de maniere similaire et importante a la PC1, alors que le paramétre z
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participe a la PC2. Les parametres x et y sont donc corrélés, ils portaient une information

redondante synthétisée par la PC1.

- 0
PC 1 (52.43%)

Figure 15 : Visualisation de I’ACP dans le cas d’une réduction de dimension de 3 a 2 composantes.
Gauche : Représentation initiale du nuage de points. Droite : Nuage de points projeté dans I’espace
des deux premicres composantes principales, et cercle de participation des dimensions initiales a ces
dernicres.

Cas de plus de dimensions

L’ ACP est généralement appliquée a des cas plus complexes pour lesquels les patients sont
décrits par un plus grand nombre n de parametres. On définit alors n nouvelles composantes,
nommeées PC1 a PCn, toute perpendiculaires les unes aux autres. Elles sont organisées de sorte a ce
que les points soient le plus dispersés possible le long de la PC1, puis le long de la PC2, et ainsi de
suite jusque’a la PCn, qui explique le moins de variance. Dans ces cas complexes, I’ACP permet
donc de grandement simplifier I’information, par exemple en ne conservant que les deux premicres
PCs pour pouvoir facilement visualiser les données sur un plan. De maniere plus générale, la
réduction de dimension facilite I’interprétation des données et aide a en tirer des conclusions. De
plus, comme pour le cas a trois dimensions, on peut déterminer quels parameétres initiaux sont le
plus impliqués dans la constructions des premiéres PCs et sont donc les plus intéressants pour
I’é¢tude. Enfin, on peut déterminer quelles corrélations existent entre les différents parameétres de
départ : des paramétres participant fortement a la méme PC sont corrélés, alors qu’a I’inverse deux

paramétres qui ne contribuent jamais a la méme PC ne le sont pas.
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5.1.2 DETAILS MATHEMATIQUES DE L'ACP

On définit un dataset constitué de n individus, décrits par p variables numériques, que 1’on
représente par une matrice X de taille n X p. Dans cette matrice, la i éme colonne correspond au
vecteur x; des observations de la variable i. L’ACP doit déterminer quelle combinaison linéaire des

x; est associée au maximum de variance, c’est-a-dire trouver a tel que var(Xa) soit maximal, avec
p

a=aa,...,a,etXa = Zaixi.
i=1
Dans un tel cas, on a var(Xa) = a’ Ca, ou C est la matrice de variance covariance de X.
Pour s’assurer que ce probléme de maximisation ait une solution, il faut ajouter une condition sur a.

Taq =1.

La condition la plus simple est d’imposer que ||a|| = 1. Alors a
On peut alors utiliser la méthode du multiplicateur de Lagrange pour trouver le maximum
(Astaiza-Gomez 2020). On définit L le lagrangien tel que L(x, 1) = x'Cx — A(xTx — 1). Si a est un

maximum de var(Xa) avec ||a|| = 1, alors il existe 4, tel que L admette une différentielle nulle en

(a, ).

En particulier, pour touti € {1,...,p}:
oL da’
— =2——-=Ca =21y4;
aui aui

da’ e : o ‘
Or —C correspond a la i éme ligne de C. Ces contraintes sont donc équivalentes a :
u;

Ca = Aya

a est donc un vecteur propre de C, et 4, la valeur propre associée. De plus :
var(Xa) = a'Ca = lga’a = Ay||a|| = A,

Le maximum est donc atteint lorsque 4, est la plus grande valeur propre de C. Ainsi, la
projection associée au maximum de variance correspond au vecteur propre de la matrice de variance
covariance associ¢ a la plus grande valeur propre de cette derniére. C’est la premicére composante
principale (Jolliffe 2016).

Les composantes suivantes sont obtenues de manicres similaires en tant que vecteurs
propres associés aux valeurs propres suivantes de la matrice de variance-covariance.

La trace de la matrice de variance covariance est égale a la somme des variances de tous les
parametres initiaux. Or elle est aussi égale a la somme de ses valeurs propres, donc a la somme des

variances de la projection du nuage de point dans chaque composante principale. Grace a cette
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propriété, il est possible de savoir quelle proportion de la variance totale est expliquée par chaque

composante. Si I’on note g, la proportion de variance expliquée par la composante i, alors on a :
A

1

P
24

J

q;, =

Ou {4;,...,4,} sont les valeurs propres de la matrice de variance covariance de X,

organisées en ordre décroissant.

5.2 L’algorithme de clustering k-means

Au cours de ma these, j’ai été amené a séparer des échantillons en plusieurs groupes avec
des caractéristiques similaires. Pour cela, j’ai utilisé la méthode dite de k-means clustering.

Nos échantillons peuvent étre représentés par des points dans un espace de dimension k (par
exemple le nombre de caractéristiques prises en compte dans nos échantillons). On définit dans un
premier temps un nombre fixe de centroides, des points placés aléatoirement dans cet espace. Un
processus itératif débute alors :

- Chaque échantillon est associé au centroide dont il est le plus proche

- La position des centroides est recalculée comme étant la position moyenne des échantillons
qui lui sont reliés

Ces deux étapes se répetent jusqu’a convergence (i.e les centroides ne se déplacent
quasiment plus). Les échantillons reliés au méme centroide sont alors considérés comme

appartenant au méme cluster.

5.3 Tests statistiques utilisés

Si les tests statistiques utilisés en biologie pour comparer des résultats entre deux groupes
sont le plus souvent des tests T de Student (éventuellement appariés si les échantillons comparés
proviennent des mémes individus, mais sont prélevés a des instants différents), ces derniers
présentent deux limitations majeures. D’une part, une hypothé¢se forte est la normalité¢ de la
distribution des données étudiées. Or il m’est arrivé de travailler avec des données ne respectant pas

cette condition. D’autre part, lorsque de nombreux tests sont réalisés sur les mémes échantillons, ils
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est attendu que certains d’entre eux témoignent d’une différence significative en réalité inexistante.

Afin de prendre en compte ce biais, il est nécessaire de réaliser une correction pour tests multiples.

5.3.1 CAS OU L'HYPOTHESE DE NORMALITE N’EST PAS VERIFIEE

Dans les cas ou I’hypothése de normalité n’était pas vérifiée, le test qui a été employé est
celui dit des rangs signés de Wilcoxon. Il s’agit d’une alternative non paramétrique au test de
Student pour des échantillons appariés. L’hypothése nulle est I’égalité des médianes entre les deux
groupes.

On mesure pour chaque sujet de I’étude la différence entre la premicre et la deuxieme
mesure, puis les patients sont ordonnés par ordre croissant de la valeur absolue de cette différence,
associant ainsi un rang a chaque patient. De méme, a chaque patient est associ¢ un signe, selon que
la différence est négative ou positive. Les rangs sont ainsi « signés ». Ces rangs signés sont
sommeés, et I’hypothése nulle est rejetée si la somme est trop ¢loignée de zéro.

Ce test se basant sur les rangs, il peut étre employé sans vérification des conditions de

normalité.

5.3.2 CAS DE TESTS MULTIPLES

On utilise généralement 0.05 comme limite a un test statistique pour déterminer si une
différence est significative ou non. Cela signifie que I’on accepte un taux d’erreur de 5%. Ainsi,
pour 100 tests statistiques différents réalisés a partir des mémes échantillons et significatifs, en
moyenne 5 sont en réalité des faux positifs. Des corrections pour tests multiples doivent ainsi étre
appliquées afin de limiter au maximum ces erreurs.

Ici sera décrite la correction de Benjamini-Hochberg, utilisée dans ce manuscrit, mais
d’autres méthodes existent, notamment basées sur des permutations multiples du jeu de données
initial.

La procédure de Benjamini-Hochberg consiste dans un premier temps a ordonner les
différents tests réalisés par ordre croissant de p-values, et ainsi a leur associer un rang j. En notant
nbp le nombre de tests réalisés au total, les p-values de chaque test sont alors modifiées par la
formule suivante : pBenjaminiHochberg = min(p *nbplj,1)

On appellera en général g-value cette p-value ainsi modifiée, qui prend en compte la
multiplicité des tests effectués, et on appliquera la méme limite de 0.05 a partir de cette g-value

pour définir si un test est effectivement significatif.
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Il. Obijectifs de la these

Ce travail de these a eu pour objectif de mieux comprendre les effets des modulateurs de
CFTR selon deux aspects : d’un coté, en s’intéressant a la réponse clinique des patients a ces
molécules, et de ’autre, en étudiant I’effet de ces modulateurs a 1’échelle cellulaire, en s’intéressant
plus particulierement a un biofluide, la sueur, et a des cellules épithéliales des voies respiratoires,
particuliérement affectées dans la mucoviscidose.

Nous avons privilégié des approches innovantes pour ces deux volets du travail de thése.
Ainsi, au niveau clinique, nous avons travaillé plus particuli¢rement sur la caractérisation de
I’hétérogénéité de la réponse aux traitements. En ce qui concerne les analyses omiques, nous avons
réalisé la premicre étude protéomique de la sueur dans la mucoviscidose, et nous avons étudié les
effets de la trithérapie sur des cellules respiratoires de patients porteurs de mutations de classe II,
mais aussi de patients porteurs de mutations de classe 1. Enfin, pour réaliser ces études, nous avons
utilisé un nouvel outil informatique que nous avons développé, dédié a I’analyse de voies dans les
¢tudes omiques, a partir d’une premicre version publiée en 2016 (Martignetti 2016).

Ce travail de thése a donc traité des questions suivantes :

1. Peut-on caractériser I’hétérogénéité de la réponse clinique
aux modulateurs de CFTR ?

Tous les patients ne répondent pas de la méme maniere a des traitements par modulateurs.

- Peut-on réduire la réponse clinique dans la mucoviscidose a I’évaluation d’un seul
parametre ?

- A P'inverse, peut-on mettre en évidence plusieurs profils de réponse a un traitement par
modulateurs ? Quels seraient les parametres d’intérét dans ces groupes ?

- Les paramétres d’intérét peuvent-ils varier avec 1’age des patients ?
La premiére étude décrite dans ce manuscrit tente de répondre a ces questions. La collecte des

données provenant des patients a été réalisée par des collaborateurs, puis j’ai participé a

I’intégralité des analyses réalisées dans cette étude.
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2. Peut-on mieux comprendre le mécanisme d’action des
modulateurs de CFTR a travers I’étude de la sueur ?

La sueur est un biofluide fondamental dans la mucoviscidose, a 1’origine du diagnostic de la
maladie. Nous avons réalisé une analyse protéomique poussée pour obtenir de nouvelles
informations sur la maladie :

- Peut-on expliquer certains symptomes de la mucoviscidose grace a ’analyse protéomique
de la sueur ?

- Les modulateurs de CFTR ont-ils des effets visibles dans la sueur ?

- La sueur pourrait-elle contenir de nouveaux biomarqueurs caractéristiques de 1’effet d’un
traitement par modulateurs ?

Ces questions correspondent a la deuxiéme étude de ce manuscrit. Les données ont été collectées et
analysées au spectrometre de masse par des collaborateurs, puis j’ai réalisé I’intégralité des analyses

informatiques de cette ¢tude.

3. Peut-on mieux comprendre le mécanisme d’action des
modulateurs de CFTR a travers I’étude de cellules épithéliales
respiratoire ?

La trithérapie VX-770/VX-661/VX-445 a drastiquement amélioré les conditions de vie des
patients atteints par la mucoviscidose. Pourtant son mécanisme d’action dans les cellules
respiratoires n’est pas totalement compris. Ses effets sur les patients porteurs de mutations de
classes I, ne produisant pas CFTR, n’ont pas non plus été évalués :

- Quelles sont les mécanismes d’action de la trithérapie VX-770/VX-661/VX-445 dans les
cellules épithéliales respiratoires ?

- Certains mécanismes de correction pourraient-ils étre indépendants de CFTR ? Les
modulateurs de CFTR pourraient-ils alors étre utilisés chez les patients porteurs de mutations de
classe I ?

Ces questions seront décrites dans la troisiéme partie de la section des résultats. Pour cette
étude, j’ai participé a la culture des cellule et a I’extraction de I’ARN et des protéines. L’obtention
des données brutes par RNA-seq et par spectrométrie de masse a €té réalisée par des collaborateurs,

puis j’ai réalisé I’intégralité des analyses informatiques a partir de ces dernieres.
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4. Quels outils utiliser lorsqu’une analyse gene par gene est
insuffisante ?

Le nombre limité de patients dans les études protéomiques et transcriptomiques meéne a un
faible nombre de génes d’intérét détectés. Une approche permettant de contourner cette limitation
est ’analyse de groupes de geénes. Cependant de nouveaux outils permettant de prendre en compte
les comportement opposés au sein d’un méme groupe de géne doivent étre développés :

- Comment réaliser une analyse efficace par groupes de génes ?

- Comment considérer des groupes de geénes comportant a la fois des activateurs et des
inhibiteurs d’une méme voie ?

Un package R a ¢été¢ développé dans 1’optique de résoudre ces problématique et sera décrit
dans la partie quatre des résultats. Nous nous sommes basés sur un programme préexistant écrit en

Java, et j’ai participé a I’'intégralité des étapes d’amélioration de celui-ci.
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lll. Résultats

1. Analyse de la réponse clinique aux traitements par
modulateurs de CFTR

L’article associé a cette section est publi¢ dans Pediatric Pulmonology et donné en annexe

de ce manuscrit.

1.1 Introduction

Etant donnée 1’efficacité des modulateurs de CFTR, de plus en plus d’enfants vont étre
amenés a bénéficier de ces traitements. Comme évoqué en introduction de cette thése, il est attendu
que ces médicaments, s’ils sont pris par les patients dés leur plus jeune age, pourraient au minimum
ralentir I’évolution de la maladie chez ces derniers (Accurso 2018). Néanmoins, les effets de ces
modulateurs de CFTR deviennent de plus en plus difficiles a évaluer a mesure que la recherche dans
le domaine progresse. L’évaluation de ces effets s’avere particulierement délicate chez les enfants,
dont la plupart ne présentent que des symptomes légers de la mucoviscidose, voire sont
asymptomatiques pour les plus jeunes d’entre eux (Stanojevic 2016). Pour tenter de pallier ce
probléme, de plus en plus de paramétres sont pris en considération, mais leur mesure requiert
souvent des matériels qui ne sont pas disponibles dans tous les centres médicaux, rendant difficile
une standardisation du suivi de ces parameétres. Citons notamment 1’exemple du LCI, dont la mesure
semble étre indicative de symptomes chez les trés jeunes patients atteints par la mucoviscidose, et
qui s’améliorerait avec I’administration de modulateurs de CFTR efficaces, t¢émoignant donc d’un
bénéfice chez les jeunes patients (Ratjen 2018). Malheureusement, cette mesure requiert du matériel
complexe, ainsi qu’une expertise associée, qui ne sont pas disponibles dans tous les centres
médicaux.

En parallele, les parametres mesurés en routine en clinique montrent eux aussi aujourd’hui
leurs limites. Si chez des patients adultes dont les fonctions respiratoires sont déja détériorées,
I’évolution des paramétres respiratoires, notamment le VEMS, le CVF et le DEM 25-75, permet de
mettre en évidence un effet bénéfique des traitements par modulateurs pour ces patients (Sagel
2021, Burgel 2020, Corey 1997), I'utilité de ces mesures apparait beaucoup plus limitée chez les
enfants, qui présentent le plus souvent des valeurs de parameétres respiratoires normales pour leur

age. Le méme constat peut étre dressé¢ pour la mesure de I'IMC, ou encore pour la quantité
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d’antibiotiques administrés. Enfin, plusieurs études ont montré que la mesure de 1’évolution de la
concentration en ions chlorure dans la sueur des patients n’était pas corrélée a une amélioration
clinique (Barry 2014, Durmowicz 2019, Masson 2019).

La question de la mise en place d’un score simple, évaluable facilement a partir de mesures
standardisées et réalisables dans tout centre clinique, dont 1’évolution serait associée a un effet
bénéfique des modulateurs de CFTR pour le patient, et ce, quel que soit 1’age de ce dernier, n’a
donc toujours pas été résolue.

Dans cette thése nous avons privilégié une approche nouvelle. Jusqu’a présent les études se
concentraient sur la recherche d’un score global, qui permettrait d’évaluer une réponse au niveau
global pour une cohorte donnée. En particulier, la plupart des études cliniques évaluent les effets
d’un traitement a partir de 1’évolution moyenne d’un parametre donné dans la cohorte, sans prendre
en compte la potentielle hétérogénéité de cette dernicre. A I’inverse, vous avons recherché s’il était
possible de déterminer des sous-cohortes de patients qui évolueraient de maniere similaire selon
certains paramétres cliniques. Dans notre étude, partant du principe que les parameétres décrits
précédemment ne devraient pas €tre considérés de maniére indépendante puisqu’ils reflétent tous
des conséquences du dysfonctionnement de CFTR dans différents tissus, nous souhaitions
notamment mettre en lumiere plusieurs profils de réponse, associés a des combinaisons différentes
de ces paramétres cliniques. Une seule autre étude s’est intéressée de mani€re similaire a
I’hétérogénéité de la réponse a des traitements dans le cas de bronchecstasies (Sibila 2021), en
¢tudiant les évolutions des valeurs de VEMS, du nombre d’exacerbations et du score de qualité¢ de
vie évalué par les patients. Cette derniére a montré une absence de corrélation entre 1’évolution de
ces trois parametres, et surtout une trés grande hétérogénéité dans 1’évolution de ces parametres au
sein de la cohorte étudiée, suggérant I’existence de plusieurs sous-groupes réagissant différemment
au traitement, et supportant donc notre approche.

En plus de déterminer des sous cohortes de patients, nous avons utilisé une approche
mathématique appelée ACP, décrite en introduction de cette thése et a nouveau évoquée bri¢vement
ci-apres, permettant de mettre en évidence d’éventuelles redondances dans 1’évolution des différents
paramétres évalués, et donc de ne conserver que ceux les plus importants pour la mise en évidence
d’une réponse clinique aux modulateurs. De plus, I’ACP permet de déterminer quelle combinaison
de paramétres explique la plus de variabilit¢é dans les données, et donc, dans notre cas, de
caractériser la variabilité des types de réponse au traitement.

Nous nous sommes ainsi concentrés sur une cohorte d’enfants de plus de 6 ans traités avec

la thérapie double VX-770/VX-809, suivis dans plusieurs centres pédiatriques, en France et en
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Italie. Nous avons pris en considération 6 paramétres couramment mesurés chez les patients traités
par modulateurs de CFTR et évoqués précédemment : VEMS, CVF, DEM25-75, IMC, nombre de
jours d’antibiotiques, et concentration en ions chlorure dans la sueur, dont nous avons mesuré
I’évolution durant les 6 premiers mois du traitement. A partir de ces mesures, nous avons identifié
par ACP des parametres indépendants permettant de caractériser la variabilité dans la réponse au
traitement selon ces parametres. L’ACP a aussi été utilisée comme méthode de réduction de
dimension, avant de réaliser un groupement par la méthode k-means (décrite en introduction et a
nouveau briévement ci-apreés), permettant la détermination de groupes de réponse au traitement, a
partir du nombre minimal de PCs permettant d’expliquer deux tiers de la variance totale de

I’échantillon.

1.2 Matériels et méthodes

1.2.1 DESCRIPTION DES DONNEES

L’étude a été menée en tant qu’analyse rétrospective de données collectées durant le suivi de
patients pédiatriques. Ces derniers étaient agés de 6 a 18 ans, homozygotes pour la mutation
F508del, traités avec la combo-thérapie VX-770/VX-809, et étaient suivis dans 1’un des quatre
centres suivants : I’HOpital Necker Enfants Malades a Paris, les Hospices Civils de Lyon, le Centre
Hospitalier Universitaire de Nantes, ou 1I’Ospedale pediatrico Bambino Gesu de Rome. Les patients
¢taient enrolés avant de débuter le traitement par VX-770/VX-809 puis évalués a 6 mois selon les
pratiques standardisées recommandées, assurant 1’homogénéité des méthodes de mesure. Les 3
paramétres permettant d’évaluer les fonctions pulmonaires, et évoqués précédemment (VEMS,
CVF, DEM25-75), ainsi que I'IMC, le nombre de jours d’antibiotiques dans les 6 derniers mois
pour traiter les exacerbations pulmonaires a la fois en intraveineuse et par voie orale (ATB), et la
concentration en ions chlorure dans la sueur (ST, pour Test de la Sueur), ont été mesurés au début
du traitement (MO) et 6 mois plus tard (M6). Nous avons ainsi mesur¢ le changement dans ces
parametres entre MO et M6, générant 6 nouvelles valeurs : AppVEMS, AppCVE, AppDEM.s.s,
AIMC, AATB, AST ou “A” signifie “Variation en absolue entre la référence et 6 mois de
traitements”. “pp” signifie “pourcentage prédit” et permet de normaliser les mesures par rapport a
I’age. Les mesures respiratoires ne sont ainsi pas données en valeur absolue, mais en pourcentage

par rapport a la valeur moyenne des mesures obtenues pour les parameétres considérés chez des
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enfants sains de méme age. De méme, 'IMC n’est pas donné en valeur absolue, mais en z-score,
une méthode permettant de normaliser la mesure par rapport a 1’age et le sexe du patient (une valeur
de 0 signifie que I’enfant est exactement dans la moyenne d’IMC des enfants de méme age et de
méme sexe).

Tous les enfants ont été enrolés entre 2017 et 2020, et tous les enfants enr6lés ont été

conservés dans I’étude.

1.2.2 UTILISATION DE L’ACP

Comme évoqué en introduction, nous avons au cours de cette étude utilis¢é I’ACP pour
décrire les données de notre étude (Jolliffe 1986). De cette maniere, 6 nouvelles variables, les PC1 a
PC6, ont été calculées comme combinaison linéaire des 6 parameétres définis ci-dessus et
caractérisant initialement les patients. Ces nouvelles variables sont indépendantes et organisées de
sorte que le pourcentage de la variance totale de I’échantillon capturé par les directions
correspondantes décroisse de la PC1 a la PC6. En particulier, la PC1 correspond a la direction selon
laquelle les patients sont le plus dispersés (voir 1I’explication détaillée sur I’ACP en introduction de
cette thése pour plus de détails).

Les PCs étant des combinaisons linéaires des paramétres initiaux, leurs coefficients associés
permettent de déterminer lesquels participent le plus aux différentes PCs, et donc a la variabilité de
I’échantillon. Ces coefficients sont contenus dans des matrices dites de « poids » : plus le poids d’un
parametre initial est élevé dans une PC, plus il contribue a cette dernicre, et donc a la variance de
I’échantillon selon la direction correspondante. Les poids peuvent aussi étre assimilés a une forme
de corrélation. Ainsi, des parameétres initiaux associés a des poids élevés dans la méme PC sont
corrélés, tandis qu’a I’inverse, des paramétres initiaux ayant des poids faibles dans la méme PC sont
essentiellement indépendants.

Les parametres avec des poids élevé dans les premieres PCs sont les plus importants pour
séparer les patients selon leur réponse au traitement, a I’inverse des derniéres PCs qui ne
contiennent au contraire que peu, voire pas d’information, et peuvent donc étre ignorées pour
simplifier ’information globale et faciliter I’analyse et ’interprétation des résultats. Ainsi, dans
notre étude, nous nous sommes concentrés sur le minimum de PCs nécessaires pour expliquer au
minimum deux tiers de la variance globale de I’échantillon, permettant notamment de simplifier les

représentations graphiques associées.
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Afin de supprimer un biais dans le calcul de I’ACP vers les paramétres ayant des valeurs de
base plus ¢€levées, et donc des variations plus grandes, toutes les données ont ¢t¢ normalisées avant
de réaliser I’ACP. De méme, I'ACP ne pouvant pas fonctionner si le jeu de données considéré
contient des données manquantes, une imputation de données a aussi été réalisée au préalable (la

méthode détaillée sera décrite par la suite).

1.2.3 GROUPEMENT DES PATIENTS

Le groupement des patients a été réalisé apres I’ACP, a partir des PCs expliquant le plus de
variance uniquement. La méthode utilisée a été le groupement par K-means clustering (Lloyd
1957), qui permet de séparer les patients dans des groupes de variances égale, facilement
descriptibles a partir des parametres initiaux. Le nombre optimal de groupes a été¢ déterminé par la
méthode du C-index (Hubert 1976). Une fois obtenus, les groupes ont été comparés entre eux a
I’aide des 6 paramétres initiaux, afin de mieux caractériser les profils de réponse associés a chaque

groupe.

1.2.4 ANALYSES STATISTIQUES

Toutes les analyses ont été réalisées avec R (Ihaka 1996). Lors de réalisation de tests
statistiques, une p-value inférieure a 0.05 était considérée comme statistiquement significative. Ces
derniers n’étaient par ailleurs pas des tests paramétriques, étant donné¢ que le présupposé de
normalité des données ne pouvait pas étre vérifié pour tous les paramétres. Les comparaisons entre
patients, ainsi que les comparaisons entre groupes, ont donc été réalisées via des tests de rangs
signés de Wilcoxon. Lorsque nécessaire (comparaison de valeurs de parametres chez un méme
patient a MO et a M6 notamment), des tests appariés ont été réalisés. Les corrélations entre variables
ont quant a elles été réalisées par des tests de corrélation de Spearman. Enfin, des corrections de
Benjamini-Hochberg ont été appliquées lorsque nécessaire pour prendre en compte 1’effet des tests

multiples.

1.2.5 IMPUTATION DES VALEURS MANQUANTES

51 données étaient manquantes sur la totalité de la cohorte. Bien que cela représentait moins
de 4% des données totales, retirer tous les patients dont au moins une des valeurs était manquante

aurait entrainé le retrait de 38% d’entre eux. Un algorithme d’imputation de données, MissForest
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(Stekhoven 2012) a donc été utilisé. Il se présente sous la forme d’un package R et est basé sur un
processus itératif a partir d’un modele de random forest. Plusieurs autres algorithmes ont aussi été
testés, notamment une imputation par PCA, par la méthode MICE, ou aléatoirement, mais
MissForest était celui menant a la plus petite erreur de reconstruction.

Afin de s’assurer que les analyses ACP réalisées apres imputation restaient statistiquement
valables, deux méthodes différentes de ré-échantillonage aléatoire ont été utilisées (Efron 1994),
selon les recommandations dans le contexte d’imputations multiples pour I'ACP (Josse 2011). La
premiére permettait de s’assurer que la petite taille de la cohorte (seulement 112 patients) n’avait
pas d’impact sur I'ACP, tandis que la seconde permettait de confirmer la robustesse de I'ACP au
processus d’imputation de valeurs manquantes.

Dans un premier temps, nous avons retiré 20% des patients de la cohorte avant de réaliser

I'ACP sur les données restantes. Ce processus a été répété 100 fois afin de créer la figure 16 :
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Figure 16 : Robustesse de I'ACP vis-a-vis de la taille de la cohorte. Chaque point coloré correspond
a l'extrémité du vecteur correspondant pour un rééchantillonnage donné. La distribution des points
décrit comment la taille et I'orientation de chaque parameétre varie du fait du rééchantillonage dans

le plan (PC1,PC2). Des points situés pres de I'extrémité de la fleche correspondante sont

caractéristiques d'une ACP robuste.
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Dans cette figure, chaque point correspond a la participation d’un paramétre pour une
itération donnée, dans les deux premieres composantes de I’ ACP. Chaque parametre est donc décrit
par 100 points, ainsi que par une fléche dont la pointe correspond a la participation du parameétre
dans les deux premieres composantes, dans le cas ou toutes les données sont conservées. La
distribution des points pour chaque parameétre décrit la variabilité du processus d’ACP du fait de la
petite taille de la cohorte. Des points situés proches de la pointe de la fleche leur correspondant sont
caractéristiques d’une ACP robuste, ce qui est effectivement le cas dans la figure.

Dans un second temps, 20% des données ont été retirées de maniere aléatoire, sans retirer
totalement des patients de la cohorte, avant de procéder a I’imputation de ces derniéres, puis a la

réalisation de I’ACP. Ce processus a lui aussi été répété 100 fois afin de créer la figure 17 :
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Figure 17 : Robustesse de I’ACP vis-a-vis de I’imputation des données manquantes. Chaque point
coloré correspond a l'extrémité du vecteur correspondant pour une réimputation donnée. La
distribution des points décrit comment la taille et I'orientation de chaque parametre varie du fait des
réimputations dans le plan (PC1,PC2). Des points situés pres de 1'extrémité de la fleche

correspondante sont caractéristiques d'une ACP robuste.
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L’interprétation de cette figure est la méme que la précédente. Ici aussi, les points restent
proches de la pointe de la fleche correspondante, ce qui témoigne de la robustesse de ’ACP a la
présence de valeurs manquantes imputées par MissForest.

Ces deux analyses, considérées ensemble, démontrent que ni la petite taille de la cohorte, ni
la variabilité induite par I’imputation de valeurs manquantes présentes dans le jeu de données

original n’ont d’influence sur I’interprétation de I’ ACP réalisée a partir de ces données.

1.3 Résultats

1.3.1 CARACTERISTIQUES DE LA COHORTE

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés a la cohorte de patients dans son
ensemble, sans réaliser d’ACP ni de groupement. Toutes les caractéristiques de ces 112 patients
homozygotes pour la mutation F508del sont présentes dans le tableau en annexe 1. Les patients
n’ont que de tres légers symptomes pulmonaires, comme le montre la valeur moyenne du ppVEMS
a 87% a MO au niveau global. De maniére similaire, la plupart des patients présentent un statut
nutritionnel normal avec notamment un Z-score d’IMC moyen de seulement -0.6 a MO.

Néanmoins, les 24 patients agés de 6 a 12 ans apparaissent comme ayant un statut
respiratoire significativement meilleur que celui des 88 patients agés de 12 a 18 ans, comme le
montre un ppVEMS et un ppDEM.sss significativement plus élevés (p <10e-3 et p=0.01
respectivement). A partir de ce constat, et pour pouvoir étudier plus spécifiquement le cas d’une
cohorte sans symptomes respiratoires, nous avons étudié les 6-12 ans séparément des 12-18 ans.

De maniére générale, on constate dans les deux cohortes une amélioration significative de
I’IMC et du ST apres 6 mois de traitement par VX-770/VX-809. A I’inverse, ni le ppVEMS, ni le
ppDEM.s.5, n’évoluent de maniere significative en 6 mois.

Notons aussi que de nombreuses valeurs étaient manquantes : 42 dans la cohorte des 12-18
ans (4.0% des données) et 9 dans celle des 6-12 ans (3.1% des données), la plupart étant liées au ST.
Retirer tous les patients présentant au moins une valeur manquante aurait mené a la suppression de
43 patients avant de pouvoir réaliser I’analyse ACP. Une imputation des valeurs manquantes a donc
été¢ réalisée au préalable, telle que décrite précédemment. Cette derniére n’a pas changé
I’interprétation de nos données a 1’échelle de la cohorte globale, et plusieurs analyses de robustesse

de I’imputation ont été réalisées, témoignant de son utilité.
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1.3.2 ANALYSE DES DONNEES DES PATIENTS AGES DE 12 A 18 ANS

Nous nous sommes ensuite concentrés sur les données de patients dgés de 12 a 18 ans.
L’analyse ACP a déterminé 6 PCs, notées PC1 a PC6. La quantité de variance expliquée par chaque
composante est décrite dans la table en annexe 2, tandis que la table des poids est détaillée dans la
table en annexe 3. Comme expliqué précédemment, nous n’avons retenu que les 3 premieres PCs
dans nos analyses (PC1 PC2, PC3), car elles permettaient a elles seules de résumer plus de 70% de
la variance totale de notre échantillon (avec respectivement 38%, 19% et 17% de la variance totale
expliquée).

La figure 18 représente la participation des parametres cliniques dans les trois premicres
composantes de I’ACP, sous la forme d’un cercle de corrélation. A gauche, les PC1 et PC2 sont
représentées, tandis qu’a droite, ce sont les PC2 et PC3. Dans cette figure, chaque parameétre est
représenté par une fleche dont 1’abscisse et I’ordonnée de la pointe correspondent a leur corrélation
avec les PCs correspondantes. De plus, le pourcentage de variance de 1’échantillon expliqué par

chaque PC est représenté le long de 1’axe correspondant.
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Figure 18 : Cercle de corrélation entre les parametres cliniques et les trois premiéres composantes
de ’ACP pour les patients de 12-18 ans. (A) Représentation graphique des PC1 et PC2. (B)
Représentation graphique des PC2 et PC3. Chaque parametre est représenté par un vecteur dont
l'abscisse et I'ordonnée marquent sa corrélation avec les composantes de I'ACP. Le % de la variance

globale expliquée par chaque PC est indiqué au niveau des labels.

L’¢tude de cette figure, ainsi que de la table en annexe 2, montre que 1’évolution des trois
paramétres respiratoires (AppVEMS, AppCVF, AppDEM.s;s) sont les contributeurs les plus
importants a la PC1. Cependant, les valeurs de poids similaires pour ces trois parametres dans la
PC1 témoignent de la corrélation entre ces derniers, et donc de la redondance des informations
qu’ils portent. La méme étude des poids montre que le AST est aussi corrélé a la PCI1, mais a un
degré moindre, ce qui est aussi visible dans la figure précédente pour laquelle la fleche de AST est
moins bien alignée avec I’axe de la PC1 que celles des trois parameétres respiratoires.

Ces poids montrent que le AATB et le AIMC sont tous les deux fortement corrélés a la PC2.
De plus, comme attendu, ces deux parametres pointent dans des directions opposées dans la figure
précédente : lorsque I'IMC d’un patient augmente, la quantit¢ d’antibiotiques prescrits pour ce
dernier au cours des 6 derniers mois a tendance a diminuer. Enfin, le AST et le AATB sont les deux
contributeurs les plus importants a la PC3.

Un groupement a ensuite €té réalis€ pour déterminer différents profils de réponse au
traitement par VX-770/VX-809. Le critére de C index a permis de déterminer que le nombre idéal

de groupes était de 4 dans notre étude. Les figures suivantes montrent la répartition des patients au
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sein des différents groupes dans 1’espace généré par les 2 premicres (figure 19) et les 3 premicres

(figure 20) composantes de I’ACP, ainsi que la distribution des parametres pour chaque groupe
(figure 21).
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Figure 19 : Projection des patients de 12-18 ans dans 1’espace PC1-PC2. Chaque point correspond a
un patient et chaque couleur correspond a un groupe (cluster). Les coordonnées de chaque patient

ont été obtenues par combinaison linéaire des parametres contribuant aux PCs.
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Figure 20 : Projection des patients de 12-18 ans dans ’espace PC1-PC2-PC3. Chaque point
correspond a un patient et chaque couleur correspond a un groupe (cluster). Les coordonnées de

chaque patient ont été obtenues par combinaison linéaire des parametres contribuant aux PCs.
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Figure 21 : Distribution des paramétres dans les 4 groupes (clusters) pour les patients de 12-18 ans.
Les valeurs pour les PC1, PC2 et PC3 ont été obtenues en par combinaison linéaire des parameétres

contribuant aux PCs.
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La table en annexe 4 montre les valeurs de la figure 21 sous forme de tableau, et compare les

groupes selon les paramétres cliniques pris en compte au cours de cette étude.
On note ainsi que les groupes 1 et 4 se caractérisent par 1’évolution de leurs parameétres
respiratoires. En particulier, le groupe 1 se caractérise par une amélioration des trois parameétres
AppVEMS, AppCVF et AppDEM.s»s. L’amélioration du VEMS est ainsi significativement plus
importante pour les patients appartenant au groupe 1 que pour tous les autres groupes (amélioration
de ce paramétre de 21 points en moyenne). A I’inverse, la diminution de ce méme paramétre est
significativement plus importante au sein du groupe 4 que dans tout autre groupe (baisse de 10
points en moyenne). Un pattern similaire est observable pour les parametres CVF et DEM.s.s, mais
a un degré moindre que pour le VEMS. En particulier, on note que le AppDEM.s:sn’est pas
significativement supérieur dans le groupe 1 par rapport aux groupes 2 et 3. La combinaison des 3
parametres respiratoires est résumée dans le parametre PC1 de la figure 21. Ce dernier ne permet
pas d’améliorer la séparation entre les groupes, ce qui soutient I’idée que ces parametres portent des
informations redondantes. De maniere intéressante, les patients du groupe 1 présentent un ppCVF
significativement plus faible que celui de tous les autres groupes au moment du début du traitement,
ainsi qu’un ppVEMS plus faible que celui des patients du groupe 4. En outre, les patients du groupe
1 présentent la plus petite baisse de ST (baisse de seulement 1.6 en moyenne).

Les patients des groupes 2 et 3 présentent des évolutions intermédiaires en termes de
fonctions respiratoires, et se différencient particulierement par leurs évolutions en ATB, en IMC et
en ST. Les patients du groupe 2 présentent ainsi la plus grande baisse en ATB, tandis que ceux dans
le groupe 3 ont la plus baisse importante en ST, et, au contraire de tous les autres groupes, voient
leur IMC baisser en moyenne. Notons aussi que les patients du groupe 3 présentent un ST
significativement plus élevé que celui de n’importe quel autre groupe au moment du début du

traitement.

1.3.3 ANALYSE DES DONNEES DES PATIENTS AGES DE 6 A 12 ANS

Pour le cas de la cohorte des patients agés de moins de 12 ans, comme le montre la table en
annexe 5, les deux premicres composantes de I'ACP résument a elles seules plus de 66% de la
variance totale de la cohorte. Nous nous sommes donc concentrés sur les deux premiéres PCs pour
I’analyse de ces données. De plus, étant donné le faible nombre de patients (24), nous n’avons pas

réalisé de groupement.
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De maniére similaire a ce que 1’on a pu observer chez les patients agés de 12 a 18 ans, la
PCI1 est essentiellement corrélée aux trois parametres respiratoires, comme le montrent la table en
annexe 5 ainsi que la figure 22 suivante, représentant un cercle de corrélation similaire a ceux

établis pour les patients de 12 a 18 ans :
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Figure 22 : Cercle de corrélation entre les parametres cliniques et les deux premiéres composantes
de I’ACP pour les patients de 6-12 ans. Chaque paramétre est représenté par un vecteur dont
l'abscisse et I'ordonnée marquent sa corrélation avec les composantes de I'ACP. Le % de la variance

globale expliquée par chaque PC est indiqué au niveau des labels.

Les poids correspondants sont détaillés dans la table en annexe 6. On note que les 3
paramétres respiratoires restent trés corrélés entre eux et portent donc eux aussi des informations
redondantes. Cependant, contrairement a la cohorte des patients de plus de 12 ans, ici, le AIMC est

aussi un contributeur important a la PC1. Enfin, les AST et AATB sont les deux contributeurs

principaux a la PC2.

1.4 Discussion des résultats

Cette étude visait a caractériser I’hétérogénéité de la réponse a VX-770/VX-809 chez des

patients homozygotes pour la mutation F508del, et a déterminer différents profils de réponse a ce
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traitement. Pour cela nous avons utilis¢ des méthodes mathématiques basées sur I'ACP pour
identifier des variables non redondantes, le groupement par k-means pour caractériser des groupes
de réponses, et un algorithme de random forest pour imputer les données manquantes.

Cette étude a également mis en lumicre la maniére donc les paramétres étudiés évoluent les
uns par rapport aux autres sur une période de six mois a partir du début du traitement, mettant ainsi
en évidence différents types de réponse a ce dernier.

De maniére intéressante, le parametre nutritionnel, évalué¢ dans notre étude par la mesure de
I'IMC, est apparu comme étant important pour caractériser la réponse chez les patients agés de 6 a
12 ans, alors que ce n’était pas le cas dans la cohorte des 12-18 ans.

Compte tenu de l'efficacité des modulateurs de CFTR, de plus en plus d'enfants vont
bénéficier de ces thérapies dans les années a venir, notamment car si elles sont mises en ceuvre
assez tot dans la vie des patients, elles pourraient ralentir 1'évolution de la maladie (Accurso 2018).
Cependant, le fait que les enfants présentent des symptomes treés légers, voire soient
asymptomatiques, rend 1'évaluation dans des études en vie réelle tres difficile (Stanojevic 2016).
Comme expliqué précédemment, des paramétres tels que le LCI sont actuellement testés pour
déterminer s’ils peuvent témoigner de la réponse a un traitement (Ratjen 2018). Cependant, la
mesure de ces nouveaux parameétres est complexe et ne peut pas étre réalisée dans tous les centres.
Nous avons cherché a savoir si les différents parameétres mesurés de maniére routiniere et
standardisée dans tous les centres européens permettaient de déterminer différents types de réponse.
Contrairement aux études déja menées ou l'effet d'un traitement était évalué en terme de réponse
moyenne sur la cohorte entiére, nous nous sommes concentrés sur I'hétérogénéité de la réponse dans
le cadre d’un suivi en vie réelle. Nous avons utilisé I'ACP pour réduire nos 6 paramétres d’étude a
un plus petit nombre de composantes principales, et ce, sans perdre trop d’information, avant de
réaliser un groupement. Nous avons en outre évalué¢ la redondance entre nos parametres d’étude
pour déterminer un ensemble minimal de paramétres nécessaires dans 1’optique d’évaluer la réponse
des patients pédiatriques aux traitements par modulateurs. Par conséquent, notre analyse differe de
celles effectuées habituellement puisque nous souhaitons déterminer quels parameétres varient de
manicre similaire en réponse a un traitement. Nous avons non seulement évalué¢ quels facteurs
¢taient impliqués dans 1'hétérogénéité de la réponse au sein de la cohorte, mais nous avons
¢galement cherché a trouver quelle combinaison de parameétres permettait d’expliquer le plus de
variabilité les données cliniques considérées. De plus, grace au groupement, nous avons pu définir
différents profils de réponse. A notre connaissance, une seule autre étude s'est intéressée a

I'hétérogénéité de la réponse a un traitement chez des patients atteints de bronchectasie, et a
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¢galement conclu que la réponse était trés hétérogene (Sibila 2021). Ces observations renforcent la
nécessité de comprendre comment de multiples facteurs participent a une réponse a un traitement.

I est important de noter que la méthodologie que nous proposons dans cette étude peut étre
appliquée a d'autres ¢études. En particulier, suite a l'avénement de la trithérapie pour traiter les
patients atteints par la mucoviscidose (Zemanick 2021), il serait intéressant d'appliquer cette
méthodologie a une cohorte de patients traités par VX-770/VX-661/VX-445.

La principale limite de notre étude est le petit nombre de patients. Nous avons donc vérifié
la solidité statistique de nos résultats par une approche de ré-échantillonage aléatoire, en évaluant
comment les résultats de I’ACP auraient changé aprés la suppression d'une partie de nos données.
En outre, il y avait des données manquantes dans notre cohorte. Bien que seuls quelques résultats
manquaient (environ 4 %), ignorer les patients avec des données manquantes aurait conduit a
écarter environ 38 % des patients, ce qui est inadmissible dans des cohortes déja petites. Nous avons
donc mis en ceuvre une méthode d'imputation des données manquantes, et avons évalué¢ si les
résultats de I'ACP pouvaient changer du fait d’erreurs potentielles lors de I’imputation de ces
données. Nous avons ainsi pu vérifier que les résultats de I’ACP étaient stables a la fois vis-a-vis du
ré-échantillonnage et des potentielles erreurs d’imputation, comme décrit en détail dans la partie
« imputation des valeurs manquantes » de cette section.

Une autre limite est l'absence de suivi au-dela de 6 mois. Bien que cette période soit
similaire a celle utilisée dans les études cliniques (Ratjen 2017, Walker 2019) et permette de mettre
en évidence une hétérogénéité significative dans la réponse au traitement, l'effet possible a long
terme du traitement et 'hétérogénéité a long terme ne peuvent pas tre évalués par cette seule étude.

Le groupement des patients a permis de mettre en évidence deux niveaux de réponse dans la
cohorte des 12-18 ans. Premicrement, et méme si elle n'était pas significative au niveau de
I'échantillon entier, I'évolution du VEMS a permis de caractériser les " bons répondeurs respiratoires
" avec une amélioration significative (le groupe 1), les " mauvais répondeurs respiratoires " avec
une détérioration significative (le groupe 4) et les groupes avec un changement minimal, c’est-a-
dire qui reste dans le cadre de la variabilité intrinséque a ce test respiratoire (Cooper 1990). Cela
montre que 1'évolution du VEMS est d'une importance cruciale pour discriminer la réponse des
patients pédiatriques agés de 12 a 18 ans traités par VX-770/VX-809. En outre, ni le AppCVF, ni le
AppDEM.;.»s, n’ont amélioré la caractérisation de ces groupes, ce qui suggere qu'ils sont redondants
avec le AppVEMS et n'apportent pas d'informations supplémentaires. Il est intéressant de noter que
les patients du groupe 1 (ceux qui se sont le plus améliorés) avaient le plus mauvais ppVEMS au

début du traitement, de méme qu’un ppCVF significativement plus faible que celui des autres
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groupes. Cela suggere que dans une population pédiatrique, les patients ayant des paramétres de
fonctions respiratoires plus faibles, et en particulier un VEMS plus faible, ont un potentiel
d'amélioration plus élevé. Ceci est soutenu par des données similaires chez les adolescents, qui ont
montré une amélioration du VEMS chez ceux dont le VEMS de départ était le plus faible
(Wainwright 2015), alors qu’aucune amélioration du VEMS n'a ét¢ détectée chez des patients dont
le VEMS était normal (Sagel 2021, Milla 2017). Dans 1'ensemble, 1'évolution du VEMS dans cette
cohorte souligne l'importance de considérer des sous-groupes de patients. En effet, la prise en
compte de 1'évolution moyenne du VEMS au niveau de I'échantillon global uniquement aurait
conduit a la conclusion qu'il n'y a pas d'amélioration significative. Au contraire, l'analyse des sous-
groupes met en évidence une amélioration significative dans des sous-populations spécifiques de la
cohorte et souligne 1'hétérogénéité de la réponse au traitement. Les patients qui ont le plus bénéficié
du traitement sont ceux qui présentaient un ppCVF significativement plus faible au début du
traitement par rapport a tout autre groupe, et un ppVEMS significativement plus faible par rapport
au groupe 4.

Pour caractériser davantage la réponse des patients n'ayant pas de changement significatif en
VEMS (groupes 2 et 3), un deuxieme niveau de caractérisation de la réponse a été défini par la PC2
et comprend I’évolution du ST, de I'IMC et des ATB. Le groupe 2 était ainsi caractérisé par une
augmentation de 1MC et une diminution de la consommation d'ATB (donc par moins
d'exacerbations pulmonaires). Cela met en évidence un profil spécifique de patients présentant une
amélioration concomitante de leur état nutritionnel et de leur niveau d’infection, et ce malgré un
changement minime du ppVEMS. L’importance de la mesure du nombre de jours d’antibiotiques en
tant que facteur indépendant caractéristique de la réponse a un traitement dans les cohortes
pédiatriques avait également ét¢ mise en évidence dans d'autres cohortes avec des patients
présentant un ppVEMS normal au début du traitement (Burgel 2020, Stick 2008, Britto 2002). Cette
diminution du recours aux antibiotiques peut refléter une amélioration du niveau d’inflammation
pulmonaire et de 1'immunité innée, basée sur une amélioration de 1'activité antimicrobienne et de la
fonction des cellules immunitaires (Khan 2019, Geitani 2020). Cela souligne par ailleurs le bénéfice
potentiel de ces thérapies, méme chez les patients dont la fonction pulmonaire est normale. Cet
aspect est crucial dans la population pédiatrique qui présente une maladie sans symptomes
apparents dans une perspective de soins préventifs.

De maniére similaire aux résultats obtenus dans notre cohorte, une amélioration significative
de I'IMC a déja été rapportée chez des enfants de 12 a 18 ans traités par VX-770/VX-809 (Sagel

2021, Burgel 2020, Wainwright 2015). Cela peut refléter non seulement une augmentation de
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I'apport calorique, mais aussi une amélioration du statut pancréatique, et peut-&tre un effet
systémique d'un anabolisme accru dii a une diminution de I’état inflammatoire (Barry 2014). De
maniére inattendue, nous avons également identifi¢ un groupe de patients dont I'IMC s'est aggravé
(groupe 3). Nous n'avons pas d'explication claire a ce sujet, mais le fait que ces patients n'aient
présenté aucune amélioration du VEMS ou des ATB montre que le traitement par modulateurs n’a
pas du tout amélioré la condition de ces patients sur le plan clinique. Il est intéressant de noter que
ces patients sont aussi ceux associés a la diminution de ST la plus importante, alors qu’a I’inverse,
les patients présentant la meilleure amélioration respiratoire sont aussi ceux ayant la baisse de ST la
plus faible. Cela démontre que, méme si la concentration en ions chlorure dans la sueur diminue au
niveau de la cohorte globale, son évolution n'est pas indicative dun bénéfice clinique au niveau
individuel dans la population pédiatrique. Ceci est en accord avec des études antérieures chez les
adultes montrant que la concentration en ions chlorure dans la sueur diminue en réponse au
traitement avec des modulateurs de CFTR, mais sans qu'il n'y ait de corrélation avec 1'évolution du
ppVEMS (Barry 2014, Durmowicz 2013, Masson 2019). Par ailleurs, les patients du groupe s’étant
le plus amélioré d’un point de vue du ST présentaient une valeur de ce parameétre significativement
plus ¢€levée que dans tout autre groupe a MO, et il est donc possible qu'ils aient eu une plus grande
marge d'amélioration pour ce parametre.

La cohorte des 6-12 ans a été analysée séparément, car les patients de cette derniére avaient
une fonction respiratoire significativement meilleure que celle des enfants de 12-18 ans au début du
traitement. Dans cette cohorte plus jeune, le ppVEMS ne s'est pas amélioré de maniére significative,
comme cela a déja été rapporté dans des études menées avec le VX-770/VX-809 et le VX-661/
VX-770 dans un groupe d'age similaire (6-11 ans) (Ratjen 2017, Walker 2019, Milla 2017). Mais de
manicre plus importante, le profil de 'ACP dans cette cohorte était différent de celui de la cohorte
des 12-18 ans : la PC1 était non seulement corrélée a la variation du VEMS, mais aussi a celle de
I'IMC. Cela montre que dans cet échantillon plus jeune avec une fonction respiratoire normale,
I'IMC capte une partie de la réponse et constitue un parametre important. Ceci est indirectement
confirmé par le fait que dans la plupart des études menées dans ce groupe d'age, I'IMC est
systématiquement amélioré, contrairement au VEMS (Ratjen 2017, Davies 2013). L'évolution de
I'IMC est généralement considérée comme un endpoint secondaire. Ici, nous montrons que
I'évolution de I'IMC est un critére important chez les jeunes patients pour distinguer les répondeurs

des non-répondeurs.
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1.5 Conclusion de I’étude

Dans cette étude, nous proposons un cadre mathématique global adapté aux études de la vie
réelle qui pourrait €tre transposé a d’autres traitements actuels.

Dans le cas de la combinaison VX-770/VX-809 chez des enfants de 6-18 ans, il a permis de
montrer que les variations du VEMS, de I'IMC et du nombre de jours d’ATB expliquent la majeure
partie de I'hétérogénéité de la réponse des enfants. En particulier, 'MC revét une importance toute
particuliere dans 1'hétérogénéité de la réponse chez les enfants de 6 & 12 ans dont la fonction
respiratoire est normale. Nous montrons aussi que les améliorations de la fonction pulmonaire, de
I'IMC, de la fréquence des exacerbations et du ST sont dissociées chez les enfants atteints par la
mucoviscidose.

Neéanmoins, cette €¢tude souligne également I’impossibilité d’établir un score unique clair,
qui serait 1i¢ a des facteurs biologiques et qui permettrait d’établir clairement 1’efficacité ou non
d’un traitement chez les patients atteints de mucoviscidose, ou tout du moins les parameétres
cliniques mesurés en routine apparaissent comme insuffisants pour atteindre cet objectif. Il est donc
toujours nécessaire de rechercher des facteurs de réponse clairs, facilement mesurables, et dont
I’évolution en réponse a un traitement par modulateurs serait homogene chez tous les patients
porteurs des mémes mutations. Dans cette optique, 1’étude des composants de la sueur apparait
comme un élément intéressant : facilement collectable, elle n’a cependant été que peu étudiée. Dans
ma seconde étude, je me suis donc intéressé a I’étude de la protéomique de la sueur de patients

traités par modulateurs.
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2. Analyse protéomique de la sueur de patients

Larticle associé a cette section est publi¢ dans Skin Health and Disease et donné en annexe

de ce manuscrit.

2.1 Introduction

L’une des caractéristiques de la mucoviscidose est une concentration ¢levée d’ions chlorures
dans la sueur en raison de 1'absence d’une protéine CFTR fonctionnelle dans les glandes sudoripares
(Elborn 2016). Malgré cette particularité, la sueur de patients atteints par la mucoviscidose n’a
encore jamais €té prise en considération pour des études omiques. Pourtant, une telle étude pourrait
présenter un intérét double.

D’une part, une analyse poussée de la protéomique de la sueur de patients atteints par la
mucoviscidose, et traités par modulateurs, comparée a celle de patients non traités, pourrait mettre
en évidence des biomarqueurs d’intérét dont 1’évolution au cours du traitement serait associée a
différents aspects de la réponse du patient a ces traitements. S’il est possible d’identifier de tels
biomarqueurs dans la sueur, ils pourraient étre utilisés comme 1’un des parametres de référence pour
évaluer ’efficacité de nouveaux traitements lors d’essais cliniques.

D’autre part, une telle analyse différentielle entre des patients atteints par la mucoviscidose
et des controles sains pourrait permettre de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie, en
particulier au niveau de la peau. En effet, les patients atteints par la mucoviscidose présentent une
KPA, caractérisée par un plissement important de la peau qui apparait rapidement aprés une breve
immersion dans I'eau, et associée a des sensations de picotement et de douleur (Alexopoulos 2021).
L’importance de ce symptome est sirement sous-estimée, alors que la KPA est observée chez 41 a
84 % des patients atteints de mucoviscidose suivant les études. Ce symptdme reste peu étudié, ce
qui peut expliquer cet intervalle important (Arkin 2012, Berk 2009).

La physiopathologie de la KPA et le lien de cette derniére avec la dérégulation de CFTR ne
sont pas encore totalement élucidés. Des études récentes ont montré que ce symptome était diminué
par les modulateurs de CFTR chez les patients atteints par la mucoviscidose, ce qui €tablit un lien
entre la KPA et la dérégulation de CFTR (Jacobi 2022).

Afin de rechercher de nouveaux biomarqueurs d’intérét d’une part, mais d’autre part afin de
mieux comprendre la physiopathologie de la KPA chez les patients atteints par la mucoviscidose,

nous avons effectué une analyse approfondie du protéome de la sueur de patients atteints par la
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maladie, traités ou non par des modulateurs de CFTR, et nous les avons comparés a celui de
personnes saines. Dans un premier temps, les traitements considérés n’incluaient pas la récente
trithérapie VX-770/VX-661/VX-445. Les résultats associés a cette trithérapie seront présentés a la

fin du chapitre.

2.2 Matériels et méthodes

2.2.1 CARACTERISATION DES PATIENTS

Pour cette étude nous avons initialement recruté 78 personnes, comprenant 25 patients
atteints par la mucoviscidose et non traités par modulateurs, 25 patients traités par différents
modulateurs de CFTR, 16 individus sains porteurs d’une mutation a I’origine de la mucoviscidose
et d’un alleéle non muté (appelés hétérozygotes par la suite), et 12 individus sains sans alléle muté.
Le génotype des patients a été classé selon le mécanisme génétique du variant (classe 1 : non-sens,
délétion ou épissage sévere ; classe 2 : mauvais repliement ; classe 3 : défaut d'activation ; classe 4 :
défaut de conductance ; classe 5 : épissage avec fonction résiduelle. Se reporter a 1’introduction de
ce manuscrit pour plus de détails sur les classes de mutations). Tous les participants ont au préalable
signé un formulaire de consentement éclairé pour que leur sueur soit collectée et analysée.

L'état clinique des patients lors de leur visite d’inclusion a été évalué¢ par la mesure des
parametres cliniques habituels évoqués dans la section précédente, incluant notamment une
¢valuation du statut pancréatique, et du VEMS, exprimé en pourcentage prédit (ppVEMS). La
microbiologie des crachats a aussi été évaluée afin de s’assurer qu’aucun patient n’était surinfecté
au moment du prélévement. L’induction de sueur a été réalisée par iontophorese de pilocarpine,
selon la méthode décrite dans la littérature (Sermet Gaudelus 2021). La sueur a ensuite été recueillie
a I'aide du Macroduct Wescor (ELITech, Puteaux, France) et la concentration en ions chlorure a été
¢valuée par colorimétrie (chloridometre 926S Sherwood, Servilab, Le Mans, France). L'analyse
protéomique a ensuite été réalisée a partir de vingt microlitres de I’échantillon de sueur collecté.

Nous nous sommes concentrés sur les 25 patients atteints par la mucoviscidose et non traités
au moment du prélévement, agés en moyenne de 9,1 ans, tous porteurs de deux mutations de CFTR
causant la mucoviscidose (11 homozygotes F508del; 7 hétérozygotes porteurs de F508del ; 7
porteurs de mutations non-sens, d'épissage ou de grandes délétions). La table en annexe 7 récapitule

la liste de ces patients.
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Le patient 13 était porteur d’une mutation faux-sens rare, p.Phel191Val (F191V), ainsi que de
F508del et présentait une concentration normale en ions chlorure dans la sueur avec seulement 22
mmol/L. Cependant, le taux de sécrétion de sueur f-adrénergique était dans la gamme de celui des
patients atteints par la mucoviscidose, ce qui laisse a penser que ce génotype est associé¢ a une
activité réduite de CFTR (Nguyen-Khoa 2022).

Le patient 20 portait la mutation d'épissage 2789+5G>A, connue pour étre associée a la
production de transcrits normalement €épissés, mais en quantité réduite (Duguépéroux 2005).

Aucun de ces patients n’était sous traitement au moment du prélévement de leur sueur. Trois
patients (patients 13, 20, 25) ne présentaient pas de défaut au niveau pancréatique. Les patients 2, 3
et 21 présentaient une colonisation chronique de leurs expectorations par Pseudomonas.aeruginosa
ou Alcaligenes.spp et étaient traités par antibiotiques inhalés.

Les 12 individus sains sans alleles muté (notés WT dans la table 5) avaient un 4ge moyen de
12,5 ans et une concentration normale en ions chlorure dans leur sueur.

Nous avons en outre enr6lé 16 individus sains hétérozygotes, et 25 patients atteints par la
mucoviscidose et sous traitement par des modulateurs de CFTR au moment du prélévement. 3
I’étaient par VX-770 (respectivement depuis 1.5, 2.5 et 5 ans) et 22 par VX-770/VX-809, mais avec

des durées de traitement tres variables (de 4 mois a 4 ans).

2.2.2 PREPARATION DES ECHANTILLONS EN VUE D’UNE ANALYSE PAR SPECTROMETRIE DE
MASSE

Pour chaque échantillon, 20 ul de sueur collectés sont traités dans une micro-colonne S-Trap
dont le fonctionnement a été¢ brievement expliqué en introduction de ce manuscrit. Au préalable, les
protéines sont séparées selon leur masse moléculaire par migration dans un gel comprenant 1’agent
dénaturant sodium dodecyl sulfate (SDS), puis réduites et alkylées a température ambiante. Les
mélanges ont ensuite été chargés sur les colonnes S-Trap. Six étapes de lavage sont effectuées pour
¢liminer le SDS, puis les échantillons sont digérés avec de la trypsine (a environ 50°C). Enfin, aprés
¢lution, les peptides sont séchés sous vide puis resuspendus dans de I'eau de qualit¢ HPLC (pour
high performance liquid chromatography, de 1’eau adaptée a une analyse en chromatographie en
phase liquide) avant analyse par chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse. La
concentration en peptides des échantillons obtenus est déterminée en utilisant un Nanodrop 2000 de
Labtech France, outil dédi¢ a la réalisation de cette mesure a partir de quelques microlitres d’un

échantillon.
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2.2.3 ANALYSE CHROMATOGRAPHIE/SPECTROMETRIE DE MASSE

Pour chaque échantillon, 400ng de peptides ont été¢ injectés sur un systétme HPLC
(chromatographie liquide a haute performance) nanoelute (Bruker Daltonics, Allemagne) couplé a
un spectrometre de masse timsTOF Pro (Bruker Daltonics, Allemagne). La séparation des peptides
par ¢élution sur la colonne d’HPLC est réalisée avec un gradient croissant de solvant organique.
Ainsi, les peptides les plus hydrophiles migrent le plus rapidement, tandis que les plus hydrophobes
sont ¢lués plus tardivement, lorsque la teneur en solvant organique devient plus élevée. Les données
de spectrométrie de masse sont acquises par la méthode dite parallel accumulation serial
fragmentation, permettant d’analyser plusieurs protéines a la fois et donc d’accroitre la quantité

d’information obtenue par rapport a une acquisition séquentielle standard.

2.2.4 ANALYSE DES DONNEES

Le spectrometre de masse délivre pour chaque échantillon des données brutes comprenant
pour chaque peptique la valeur m/z (ratio masse sur charge), I’intensité, et le temps de rétention
dans la colonne de chromatographie en phase liquide (liée au caractére hydrophile ou hydrophobe
du peptide). A partir de bases de données de protéines, des logiciels dédiés identifient alors les
peptides et les protéines associées qui étaient présents dans 1’échantillon. Dans notre cas, nous
avons utilis¢ le logiciel MaxQuant, et recherché les protéines avec le moteur de recherche
Andromeda dans la base de données UniProtKB/Swiss-Prot Homo sapiens (un peu plus de 20000
entrées répertoriées). Nous avons imposé un grand niveau de précision pour 1’identification, en
autorisant une erreur de masse mesurée par le spectrométre pour chaque peptide de seulement
3ppm. De plus, seuls les peptides d’au moins 7 acides aminés de long ont été considérés. Pour
prendre en compte les effets de modifications chimiques des protéines en amont de leur analyse par
spectrométrie (réduction et alkylation), la carbamidométhylation des cystéines, I’oxydation des
méthionines, ainsi que ’acétylation N-terminale ont été prises en compte en tant que modifications
possibles lors de la recherche dans la base de données de protéines. En outre, les peptides associés a
des contaminants connus (qui seraient issus d’un des agents chimiques utilisés lors de la préparation
des échantillons) ont été retirés de I’analyse.

Les défauts d’hydrolyse par la trypsine ont aussi été pris en compte. La trypsine est une
peptidase qui hydrolyse les liaisons peptidiques au niveau d’une lysine ou d’une arginine. Pour tenir

compte du fait qu’un certain nombre de ces liaisons n’aient éventuellement pas été rompues lors de
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la digestion de nos échantillons, nous avons étendu la recherche aux peptides incluant jusqu’a deux
sites Lys-Arg non hydrolysés.

Enfin, nous n’avons considéré que les protéines associées a au moins deux peptides
identifiés dans notre échantillon.

L’algorithme Maxquant calcule alors des scores associés a chaque protéine a partir des
données brutes et des parameétres spécifiés, ainsi que des p values (Cox 2008). Nous avons utilisé
ces dernicres pour fixer un taux de fausse découverte (FDR) au niveau des protéines et des peptides
al%.

Les protéines conservées ont été quantifiées selon l'algorithme de MaxQuant fournissant une
mesure d’intensité normalisée sur I’ensemble des échantillons considérés. Une seconde phase de
filtrage consiste ensuite a ne conserver que les protéines présentes dans au minimum 70% des
échantillons d’un méme groupe.

La matrice de données ainsi obtenue contenait encore de nombreuses données manquantes.
Ces derniéres ont été imputées a 'aide du logiciel Prostar.

Les analyses statistiques ont ensuite été effectuées en R. Les données dans les conditions
patients atteints par la mucoviscidose et contrdles sains ont été comparées par le test t de Student.
Des corrections de Benjamini-Hochberg ont été appliquées pour tenir compte des tests multiples.
Une p value aprés correction inférieure a 0,01, et associée a un log2 fold change supérieur a 0,5 a

¢té considérée comme statistiquement significative.

2.3 Résultats

La concentration en protéines se situait entre 0,25 et 0,70 microgrammes par microlitre de
sueur, sans différence notable entre les patients atteints de mucoviscidose, les controles sains et les
hétérozygotes. Apres les différentes étapes de filtrages évoquées dans la section précédente, 991
protéines ont €té retenues pour l'analyse.

Une premicre analyse par ACP (figure 23) a permis de mettre en évidence une grande
hétérogénéité des patients traités par modulateurs. Alors qu’une partie d’entre eux semblait se
rapprocher du profil de patients sains, d’autres sont au contraire apparus plus proches des patients
non traités. A I’inverse, les groupes constitués par les contréles hétérozygotes, les patients non

traités et les controles sains apparaissaient comme étant bien distincts.
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Figure 23 : Composantes 1 et 2 de 1’analyse par ACP des données protéomiques des 78 patients de
I’étude protéomique. Les ellipses correspondent aux groupes obtenus en utilisant 1’algorithme k-
means et définissent les groupes 1, 2 et 3. Si les patients HZ, CFNT et S semblent bien se séparer

selon la méthode k-means, les patients CFT se répartissent dans les différents groupes. CFNT :

patients non traités; CFT : patients traités ; HZ : hétérozygotes ; S : controles sains.

La trop grande diversité dans les traitements et dans leur durée rendait difficile analyse et
interprétation des données issues des patients traités. Ces derniers ont donc été abandonnés de
I’étude.

Les patients hétérozygotes sont apparus trés proches des contrdles sains : seules 15 protéines
¢taient différentiellement exprimées entre les deux groupes. Pour cette raison, le groupe des
hétérozygotes n’a pas non plus été analys¢ davantage.

L’¢tude s’est donc concentrée sur les patients non traités et les contrdles sains. 57 protéines
sont apparues comme ¢tant différentiellement exprimées entre ces deux groupes : 25 étaient sur-
exprimées dans la sueur des patients porteurs de la mucoviscidose, tandis que 32 étaient a I’inverse
sous-exprimeées.

Ces 57 protéines sont listées dans 1’annexe 8, tandis que la figure 24 représente les résultats

de I’analyse différentielle sous la forme d’un graphique en volcan. Une analyse hiérarchique, dont
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les résultats sont exposés sur la figure 25, a confirmé que ces protéines séparaient clairement les

patients atteints par la mucoviscidose des contrdles sains.
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Figure 24 : Graphique en volcan des protéines différentiellement exprimées entre les patients
atteints de mucoviscidose (a droite) et les individus sains (2 gauche). Des seuils de 0,5 pour le log2
Fold Change (FC) en abscisse, et de 0,01 pour les q values (p values aprés correction pour tests
multiples, exprimées en log10) en ordonnée, sont utilisés pour la significativité et représentés en
rouge. Les protéines différentiellement exprimées sont représentées en couleur (protéases : vert ;
protéines pro-inflammatoires : orange ; transglutaminases : violet ; protéines antioxydantes : rose ;

autres : bleu).
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Figure 25 : Heatmap des protéines différentiellement exprimées entre les patients atteints par la
mucoviscidose (CF) et les contrdles sains (WT). Le dendrogramme (en haut de la figure) est
présenté au-dessus des informations sur le statut génétique (mutation), la gravité (Most Severe :
ppVEMS < 50 %, et colonisation chronique des expectorations par P.aeruginosa ou Alcaligenes spp)
et le sexe des individus. L'age des patients (en années) est présenté apres le numéro leur

correspondant

Le profil du prottome de la sueur des patients homozygotes F508del n'était pas
significativement différent de celui des doubles hétérozygotes F508del (patients CF F508del sur un
alléle, et un autre allele muté), ni de celui des patients présentant d'autres génotypes, comme le
montre le dendrogramme de la figure précédente. En outre, les patients porteurs de deux mutations
de classe 1 avaient un profil similaire a celui des porteurs d'au moins une mutation de classe 2. Ni

l'age, ni le sexe n'ont influencé la séparation des patients. La sévérité de la maladie, caractérisée par
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un ppVEMS inférieur a 50%, et/ou la colonisation chronique par Pseudomonas.aeruginosa ou
Alcaligenes, n'ont pas non plus modifi¢ le profil prot€éomique. Nous avons donc effectué une
analyse statistique sur l'ensemble de la cohorte des patients atteints par la mucoviscidose et non
traités afin d'accroitre la puissance statistique de nos résultats.

Le protéome de la sueur des patients atteints par la mucoviscidose était caractéris€¢ par une
augmentation du niveau des (i) protéases (Kallikrein 7 et 13, Phospholipase B domain containing 1,
Cathepsin A L2 et B, Lysosomal Pro-X carboxypeptidase, neuraminidase) ; (ii) protéines pro-
inflammatoires (Annexin A2, Chitinase-3-like protein 1) ; (iii) cytochrome c ; (iv)
Transglutaminases 3 et 5 ; et (v) Toll-interacting protein (TOLLIP). La surpression de cette derniére
chez les patients atteints par la mucoviscidose contrastait avec la baisse d’expression de 1'Elastase 2,
une protéase épidermique, de FAM129B, une protéine antioxydante, et de la Desmoglein-3. Enfin,
deux protéines connues pour interagir directement avec CFTR étaient sous-exprimées (Sodium-

hydrogen antiporter 3 regulator 1, NHERF1, et Solute Carrier Family 6 Member 14, SLC6A14).

2.4 Discussion de 1’étude

Cette ¢tude est a notre connaissance la premiére a s’intéresser au protéome de la sueur de
patients atteints par la mucoviscidose. Nous avons pu réaliser une analyse poussée sur pres de 1000
protéines a partir de seulement 20ul de sueur, et ce, grace a un protocole optimisé impliquant
I’acquisition de données par chromatographie en phase liquide suivie d’une analyse par un
spectrometre de masse a haute résolution. A notre connaissance, au moment de la rédaction de ce
manuscrit, une couverture protéomique d'une profondeur similaire n'a été rapportée que dans deux
¢tudes précédentes, menées chez des adultes en bonne santé et utilisant des volumes de sueur plus
importants. Yu et al ont effectué une analyse sur des échantillons de 10 ml collectés a partir de tissus
absorbants placés a différents endroits du corps apres un exercice puis combinés (Yu 2017), tandis
que Burat et al ont utilisé un volume moyen de 70 microlitres de sueur (Burat 2021). Par ailleurs,
aucune de ces deux études ne s’intéressait a la mucoviscidose.

Dans notre cas, nous n’avons utilisé¢ que 20 microlitres de 1'échantillon collecté par le test de
la sueur. Or, environ 50 microlitres de sueur sont collectés habituellement lors d’un test de la sueur,
dont 20 microlitres environ sont utilisés pour I'évaluation de la concentration en ions chlorure dans

celle-ci. Nos résultats démontrent ainsi que la quantité de sueur restante peut &tre utilisée de
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maniere fiable pour la protéomique de la sueur, y compris chez les nourrissons agés d'un mois
seulement.

Un grand nombre de protéines que nous retrouvons dans notre étude, notamment des
protéases ainsi que leurs inhibiteurs respectifs, mais aussi des peptides antimicrobiens et des
effecteurs de 1''mmunité innée de la peau, ont déja été retrouvées dans la sueur de sujets sains
(Csosz 2015, Harshman 2018, Katchman 2018) ou dans des maladies spécifiques comme la
schizophrénie ou la tuberculose (Raiszadeh 2012, Adewole 2016). La détection d'autres protéines
telles que des protéines du cytosquelette ou des protéines impliquées dans le stress oxydatif, dans la
réponse aux protéines non repliées, dans le stress du réticulum endoplasmique, dans le protéasome,
ou encore dans les voies du métabolisme, souligne la diversité de la biologie de la sueur (Baechle
2006, Murakami 2002, Park 2011, Schittek 2001). Bien que certaines études rapportent une
corrélation entre la concentration dans le sang et dans la sueur pour certains biomarqueurs
spécifiques tels que le glucose (Moyer 2012), la littérature montre des résultats plus mitigés pour
d'autres (Baker 2019) et la corrélation entre la concentration dans le sang et dans la sueur n’a pour
I’instant été évaluée que pour peu de protéines.

De manicre similaire a ce qui avait ét¢ montré dans les études précédentes, nous n'avons pas
constaté de forte influence du sexe ou de 1'dge, méme chez les bébés de 1 mois. Nous n'avons pas
non plus observé d'influence de la gravité de la maladie en fonction de la génétique ou du profil de
la maladie pulmonaire, méme si le nombre trés limité de patients atteints d'une forme grave de la
maladie dans notre cohorte empéche toute conclusion définitive.

Nos résultats apportent un éclairage supplémentaire sur la physiologie de la sueur en
montrant un déséquilibre entre 1'activité protéolytique et pro-inflammatoire de ce biofluide chez les
patients atteints par la mucoviscidose. Un certain nombre de protéases apparaissent surexprimées,
notamment les kallikréines 7 et 13. Ces protéases a sérine spécifiques de 1'épiderme activent une
cascade protéolytique, générant une inflammation cutanée et finalement une altération de la barriére
physique de la peau, comme cela a déja été signalé dans le syndrome de Netherton ou dans le cas de
I’eczéma (Kasparek 2017). L'annexine A2 forme un complexe avec le SI00A10 impliqué dans une
grande variété de processus physiopathologiques, y compris l'activation de l'inflammation induite
par les métalloprotéases (Dallacasagrande 2020). D'autres régulateurs de l'immunité innée sont
¢galement significativement surexprimés, tels que la Chitinase-3 (CHI3L1) et TOLLIP. La CHI3L1
refléte 1'induction des lymphocytes T auxiliaires, l'inflammation induite par 1'lL-13 et 'activation

des macrophages (Kwak 2019). Il est intéressant de noter que cette protéine est ¢galement ¢élevée
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dans les expectorations et le sérum des patients souffrants de mucoviscidose et ayant des
symptomes pulmonaires avancés (Leonardi 2016).

TOLLIP est un intermédiaire dans la voie de signalisation de l'interleukine (IL)-1 impliquée
dans l'inflammation médiée par les récepteurs Toll-like. Cette protéine déclenche la signalisation du
facteur nucléaire (NF)-kB qui est pro inflammatoire (Burns 2000). Toutes ces cascades de
signalisation pro-inflammatoires peuvent étre associées a un état oxydatif accru, comme le montre
I'augmentation de la concentration en cytochrome C, une protéine mitochondriale impliquée dans le
transport des électrons et dans la phosphorylation oxydative. Ce phénoméne est par ailleurs
potentiellement accru par la diminution de la protéine antioxydante FAM129B6 (Cheng 2019).

Nos résultats semblent aussi révéler un défaut de l'intégrité¢ de la barriere cutanée chez les
patients atteints par la mucoviscidose. En effet, la sous expression de 1'élastase 2 devrait diminuer la
quantité de filaggrine clivée, une protéine qui joue un role clé dans l'intégrité¢ de la barriere cutanée
¢pidermique (Bonnart 2010, Sandilands 2009). Des études ont ainsi montré que l'absence de
filaggrine prédisposait a l'ichtyose vulgaire (la peau devient séche et rugueuse) et a 1’eczéma
(Palmer 2006, Weidinger 2006). La sous-expression de la desmogléine 3, un composant des
desmosomes, accentue potentiellement le défaut de barriere cutanée en diminuant la jonction
cellule-cellule (Bonné 2003). Enfin, la surexpression des transglutaminases pourrait perturber la
formation de la couche externe de 1'épiderme en altérant la réticulation des kératines et des protéines
structurelles (Rongioletti 2012).

Tous les défauts évoqués précédemment peuvent entrainer une altération de la fonction de
barriére cutanée, et ainsi mener a une augmentation de la teneur en eau de la peau lorsque cette
derniére y est immergée, ce qui constitue I'une des principales caractéristiques observées dans la
KPA (Seidler 2009). En effet, bien que la pathogénie de la KPA ne soit pas entiérement comprise,
on suppose qu'elle est liée a des modifications de la teneur en eau de la couche cornée (Rongioletti
2012). 11 a déja été observé que la restauration de la fonction CFTR par VX-770 améliore les
symptomes de la KPA, ce qui fournit des preuves cliniques que ce symptome est li¢ a un
dysfonctionnement de CFTR (Jacobi 2022).

De facon intéressante, dans notre ensemble de données, nous montrons également la sous-
expression de 2 protéines connues pour moduler I'expression et la fonction de CFTR a la membrane
apicale : NHERF, une protéine connue pour ancrer CFTR a la membrane, et SLC26A14, un
transporteur d'acides aminés impliqué dans l'activité du canal F508del-CFTR (Seidler 2009, Ruffin
2020).
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Dans l'ensemble, nos résultats, basés sur une évaluation protéomique approfondie,
fournissent des preuves d'une activité protéolytique et pro-inflammatoire déséquilibrée de la sueur
dans la mucoviscidose, ainsi que d'une altération des voies de signalisation impliquées dans
lI'intégrité de la barriere cutanée épidermique. Ces observations spécifiques a la mucoviscidose
fournissent de nouvelles informations sur la physiopathologie de la KPA et sur la biologie de CFTR.
Nous espérons qu’elles pourront étre utilisées dans le cadre de la médecine personnalisée pour la
mucoviscidose.

Cependant, si notre étude s’est révélée trés intéressante dans la compréhension de la
physiopathologie de la maladie, en particulier au niveau de la peau, elle s’est en revanche montrée
décevante dans la recherche de biomarqueurs dont I’évolution permettrait d’évaluer 1’efficacité¢ d’un
traitement par les modulateurs de CFTR. Les patients traités par des thérapies constituées d’un ou
de deux modulateurs présentaient en effet un profil trés variable, et étaient donc difficilement

analysables.

2.5 Cas de I’analyse de la trithérapie

Initialement, nous souhaitions aussi étudier I’effet de la trithérapie VX-770/VX-661/VX-445
sur le protéome de la sueur. Pour cela, la sueur de 10 patients supplémentaires, tous ¢€ligibles au
traitement par la trithérapie, avait été prélevée par deux fois : tout d’abord avant le début du
traitement, puis un mois apres le début de ce dernier. Néanmoins, chez ces patients, et pour une
raison que nous ignorons, le nombre de protéines détectées suite a I'analyse par chromatographie en
phase liquide couplée a une spectrométrie de masse était de manicre générale bien moins important
dans les échantillons prélevés un mois apres le début du traitement que dans ceux obtenus pré

traitement, comme le souligne la figure 26 ci-apres.
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Figure 26 : Nombre de protéines détectées pour les 10 patients traités par la trithérapie. Les barres

o

o

o

bleues correspondent aux échantillons prélevés avant traitement, et les barres orange correspondent
a ceux obtenus apres un mois de traitement. L’ordre des patients est le méme pour les deux couleurs

de barre (la premiére barre bleue et la premiere barre orange correspondent au méme patient)

Plusieurs hypothéses ont été envisagées pour expliquer ce phénomene. Nous avons
notamment vérifi¢ que la quantité de sueur collectée chez ces patients était sensiblement la méme
dans les deux prélévements effectués, ce qui était effectivement le cas. La plus faible quantité de
protéines détectées ne pouvait donc pas s'expliquer par une quantité de matériel initial plus faible.

Malgré ces limitations, nous avons essayé d'utiliser ces données dans l'espoir de trouver des
effets caractéristiques de la trithérapie. Le jeu de données étudié comportait de nombreuses données
manquantes, et il était donc nécessaire d'étre trés prudent lors de I'imputation de ces dernieres.

Les jeux de données en protéomique sont trés sujets au probleme des données manquantes,
c’est-a-dire associées a des intensités trés faibles. Certaines de ces données manquantes
correspondent a des protéines non détectées techniquement mais qui sont en fait exprimées a des
niveaux significatifs dans les échantillons, que 1’on peut appeler des « zéros techniques ». D’autres

données manquantes correspondent a des protéines qui sont effectivement exprimées a de trés

faibles niveaux dans les échantillons, et que 1’on peut appeler de « zéros biologiques ». Plusieurs
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outils ont ét¢ développés dans le but de distinguer ces deux situations. Ainsi, les données de
protéomique ne peuvent pas €tre considérées comme étant "Missing a random" (MAR) ni "Missing
Completely at Random" (MCAR), mais sont au contraire le plus souvent "Missing Not At Random"
(MNAR). Cela signifie que la probabilité qu'une donnée soit manquante n'est pas la méme pour tous
les geénes et tous les échantillons. L'enjeu des logiciels d'imputation de données manquantes en
protéomique est donc de déterminer, parmi les données manquantes, celles qui sont des zéros
techniques, et celles qui sont des zéros biologiques.

Plusieurs études ont analysé I'impact du choix de la méthode d'imputation sur les résultats
obtenus lors d'une analyse différentielle en protéomique (Liu 2020, Jin 2021). Liu et al. concluent
que le choix de la méthode d'imputation n'influe que faiblement sur les résultats si la préparation a
été correctement effectuée, et montrent notamment qu'une simple imputation systématique des
données manquantes par des valeurs faibles (inférieures au minimum des données présentes) donne
des résultats satisfaisants. Bien que ce choix de méthode d’imputation ne fasse pas 1’'unanimité, Jin
et al. recommandent a I’inverse d’utiliser une méthode essayant de séparer les données MAR/
MCAR des données MNAR, le fait que la méthode d’imputation ait un impact limité¢ sur les
résultats n’est pas remis en cause.

Dans le cadre de notre étude avec la trithérapie, nous avons souhaité vérifi¢ 'effet de cette
imputation sur I’interprétation des résultats. Nous avons utilis¢ deux méthodes distinctes proposées
par deux logiciels, Prostar (Wieczorek 2017) et Perseus (Tyanova 2018).

L'imputation proposée par Prostar se rapproche des recommandations de Jin et al. Par
ailleurs, c'est cette méthode d'imputation que nous avions choisi d'utiliser dans la premiére partie de
notre étude. Elle consiste a rechercher quelles données sont MAR, et les quelles sont MNAR, avant
de réaliser deux imputations différentes.

Les échantillons sont tout d’abord séparés en groupes, selon 1’analyse différentielle qui doit
étre effectuée. Dans notre cas, la séparation a été réalisée entre les échantillons prélevés avant
traitement et ceux obtenus 1 mois apres le début de celui-ci. Puis, pour chaque protéine détectée
dans au moins un des échantillons (et aprés les différentes régles de filtrages expliquées dans la
premigére partie de cette étude), on vérifie si elle est totalement manquante dans un des groupes. On
considere alors dans un tel cas qu’il s’agit de données MNAR : si une protéine n’est jamais détectée
dans un groupe, cela signifie qu’elle n’était effectivement présente qu’en quantité¢ minimale dans les
¢chantillons qui le composent. A I’inverse, si la protéine est détectée dans au moins 1’un des

¢chantillons de chaque groupe, alors on considére les données manquantes pour cette protéine
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comme MAR : si une protéine a été détectée dans certains des échantillons d’un groupe, alors elle
aurait di 1’étre pour tous les échantillons de ce méme groupe.

Les données MNAR sont ensuite simplement imputées avec la valeur minimale présente
dans le jeu de données. Les données MAR sont quant a elles imputées selon un modéle linéaire, a
partir des protéines dont le profil d’expression est le plus proche de celui de la protéine pour
laquelle I’imputation est réalisée.

L'imputation proposée par Perseus est beaucoup plus simple et se rapproche des
recommandations de Jin et al.. Toute valeur manquante est considérée comme MAR et est imputée
avec une valeur tirée a partir d’une Gaussienne dont la moyenne est inférieure au minimum des
expressions détectées pour la protéine dont on réalise I’imputation de données.

Deux problemes majeurs se sont posés dans le cadre de notre étude sur les patients traités
par la trithérapie. Nous avions décidé dans un premier temps d’utiliser la méme méthode d’analyse
que dans lors de notre étude comparative entre les patients non traités atteints par la mucoviscidose
et les contrdles sains. Nous réalisions un test t de Student (apparié ici, puisqu’il s’agit des mémes
patients avant et aprés début du traitement), puis nous prenions en compte I’aspect tests multiples en
réalisant une correction de Benjamini Hochberg, nous donnant une q value. Cependant, apres cette
correction, seules 7 protéines présentaient une q value inférieure a 0.05 dans le cas d’une imputation
des valeurs manquantes via Prostar, et aucune dans le cas d’une imputation par Perseus. Il était
impossible de tirer des conclusions de cette analyse dans de telles conditions.

Il a donc été¢ décidé de changer la méthode de correction pour tests multiples, et de
privilégier une méthode proposée par le logiciel Perseus. De cette manicre il a été possible de
relever plus de 30 protéines différentiellement exprimées entre les patients pré et post début du
traitement. La méthode proposée par Perseus se base sur des réassignations multiples aléatoires des
groupes associés a chaque échantillon de I’étude. Le nombre de geénes ainsi trouvés « par chance »
comme étant significatifs est comparé au nombre de génes trouvés dans 1’étude initiale et utilisé
comme métrique d’ajustement des p values.

Néanmoins, nous nous sommes retrouvés confrontés a un second probléme. Il est apparu que
le choix de la méthode d’imputation influait grandement sur les résultats obtenus lors de 1’analyse

différentielle, comme le montre la figure suivante (figure 27) :
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Figure 27 : nombre de protéines détectées lors d’une analyse différentielle a partir des échantillons
de 10 patients avant et apres le début du traitement par la trithérapie, en fonction de la méthode

d’imputation utilisée.

Seules un tiers des protéines détectées comme étant différentiellement exprimées en utilisant
la méthode d’imputation de Perseus 1’étaient aussi en utilisant la méthode d’imputation Prostar.
Cela ne représentait par ailleurs qu’un cinquiéme des protéines relevées en utilisant cette méthode.

Les 10 protéines retrouvées dans les deux cas avaient peu de lien entre elles, et étaient en
outre trés difficilement interprétables. Ainsi, parmi les protéines les plus différentiellement
exprimées, on retrouvait SET, une chaperone d’histones, la nucleoline, impliquée dans la synthese
et la maturation des ribosomes, ou encore FUCA1, impliquée dans la dégradation de glycoprotéines
et de glycolipides contenant du fucose.

Comme on peut le constater sur la figure 26, pour 4 des patients la différence de protéines
détectées entre 1’échantillon pré traitement et celui post traitement était faible. Nous avons donc
essay¢ de reprendre les mémes analyses a partir de ces 4 patients uniquement. Malheureusement, le
trop faible nombre d’individus considérés a mené a I’impossibilité de détecter la moindre protéine
différentiellement exprimée.

Les échantillons ont alors été repassés une seconde fois dans I’ensemble chromatographie en
phase liquide suivi du spectromeétre de masse. Malheureusement les données obtenues sont restées
trés similaires a celle de la premicre série d’analyse, a la fois en termes d’expression et de nombre

de protéines détectées.
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L’analyse de la protéomique de patients traités par la trithérapie est donc restée sans

conclusions claires.

2.6 Conclusion

Cette étude a permis de mettre en avant des pistes sur 1’origine de la KPA chez les patients
atteints par la mucoviscidose, et en ce sens elle est importante pour mieux comprendre la maladie.
En revanche, les limitations techniques ne nous ont pas permis de pousser notre étude dans le cas de
patients traités, que ce soit par des monothérapies telles que VX-770, des bithérapies telles que
VX-770/VX-809, ou la trithérapie VX-770/VX-661/VX-445. Pour ce dernier cas, des analyses plus
poussées sont encore nécessaires afin de déterminer précisément les causes de ces limitations. Il est
par ailleurs possible que la plus petite quantité de protéines détectées chez les patients traités par la
trithérapie, qui a mené aux difficultés techniques rencontrées, soit en réalité associée a un effet
particulier du traitement.

Si I’analyse protéomique de la sueur s’est révélée €tre un relatif échec dans notre recherche
de biomarquers pour évaluer I’effet de la trithérapie, nous n’avons pas abandonné notre recherche
en ce sens et avons décidé de concentrer nos efforts sur ’appareil respiratoire, qui contient les
principaux organes affectés dans la mucoviscidose. Nous avons ainsi repris notre logique d’analyse
différentielle en protéomique entre des contrdles sains, des patients non traités et des patients traités,
que nous avons cette fois-ci appliqué au cas de cellules provenant du nez des patients. Ce fut 1’objet

de I’étude décrite dans la partie suivante.
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3. Analyse multi-omique de cellules primaire de patients, évaluation
des effets de traitements par modulateurs

Les résultats associés a cette sections n’ont pas encore été¢ publiés au moment de la rédaction de ce

manuscrit.

3.1 Introduction :

L’étude précédente a mis en évidence I’intérét d’utiliser des approches omiques dans la
mucoviscidose afin de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie. Elle n’a
malheureusement pas permis d’apporter des informations supplémentaires sur les traitements par
modulateurs, mais cela était essentiellement di a des limitations techniques du fait de ’analyse d’un
biofluide, la sueur. En pratique, les études omiques sont le plus souvent réalisées a partir de matériel
génétique provenant de cellules de patients.

Dans le cadre de la mucoviscidose, la maladie est associée a une bronchopathie muco-
obstructive ainsi qu'a des infections et a des inflammations chroniques, conduisant progressivement
a des lésions pulmonaires et a un déclin de la fonction respiratoire. Ainsi, 1’étude précise du contenu
des cellules épithéliales des voies respiratoires apparait comme particulierement intéressante pour la
mucoviscidose.

Les récentes avancées dans la thérapie de la mucoviscidose avec une combinaison de 3
modulateurs de CFTR (VX-770/VX-661/VX-445) ont considérablement amélioré le pronostic des
patients porteurs de la mutation F508del. Cependant, le mécanisme d'action exact de la trithérapie
reste incomplétement compris. La comparaison en protéomique et en transcriptomique de cellules
de patients traités avec celles de patients non traités par ces modulateurs pourrait améliorer notre
compréhension de leur mécanisme d’action, et potentiellement mettre en évidence des protéines
ciblées différentes de CFTR, dont le ciblage spécifique par des molécules optimisées pour ces
protéines pourrait s’avérer bénéfique pour les patients.

De plus, si la trithérapie est une avancée significative pour les patients porteurs de mutations
de classe II ou supérieure, ses effets sont beaucoup plus limités chez les patients porteurs de
mutations de classes I. Cependant, aucune étude n’a a ce jour étudié I’effet de la trithérapie chez de
tels patients via une approche omique. Une telle analyse pourrait mettre en évidence un potentiel

effet des modulateurs indépendant de CFTR, ouvrant la voie a la recherche de nouveaux traitements
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ouverts aux patients porteurs de mutations de classe I, et pouvant par ailleurs élargir 1’arsenal
thérapeutique disponible pour les patients porteurs de mutations de classe II ou supérieure.

Dans la présente étude, nous avons dans un premier temps analysé 1'effet de la combinaison
VX-770/VX-661/VX-445 au niveau transcriptomique et protéomique sur les cellules épithéliales
nasales humaines primaires (HNE) de 10 enfants atteints par la mucoviscidose et homozygotes pour
la mutation F508del. Dans un second temps nous avons réalisé¢ la méme étude a partir de cellules
HNE provenant de 5 patients homozygotes pour la mutation G542X exprimant donc une protéine
tronquée, et 4 autres patients porteurs de mutations de classe I. Les cellules HNE ont été
différenciées en un épithélium pseudo-stratifi¢ dans des conditions d'interface air-liquide sur des
filtres microporeux et traitées pendant 48 heures avec du VX-770/VX-661/VX-445 ou un véhicule
(DMSO).

Bien que les échantillons aient montré une grande variabilité inter-patients globale dans les
données transcriptomiques et protéomiques, témoignant essentiellement du fait que les fonds
génétiques de ces patients sont différents, le traitement avec le VX-770/VX-661/VX-445 a induit
une expression différentielle de 37 protéines et 268 genes chez les patients homozygotes pour la
mutation F508del. Bien qu'il y ait eu peu de chevauchement en termes de genes individuels et de
protéines, l'analyse des voies dans les études transcriptomiques et protéomiques a montré des
résultats cohérents.

De maniére inattendue, les principales voies régulées a la hausse par le VX-770/VX-661/
VX-445 impliquaient les fonctions mitochondriales : cycle de l'acide tricarboxylique, béta-
oxydation des acides gras et phosphorylation oxydative. Ces résultats suggerent une modification
du métabolisme mitochondrial induite par le traitement et qui pourrait étre bénéfique aux patients
atteints par la mucoviscidose. De maniere encore plus intéressante, la méme tendance est apparue
chez les patients porteurs de mutations de classe I, suggérant que ce mécanisme ciblé par les

modulateurs et potentiellement bénéfique pour les patients est indépendant de CFTR.

3.2 Matériels et méthodes

3.2.1 PATIENTS DE ’ETUDE

L’étude s’est décomposée en deux parties. Dans un premier temps, nous avons pris en

considération les cellules provenant de 10 patients homozygotes pour la mutation F508del et réalisé
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des analyses en transcriptomique et en protéomique. Afin de limiter au maximum les variations qui
ne seraient pas liées aux traitements, tous les patients avaient des ages similaires au moment du
traitement (entre 8 et 10 ans), et ’équilibre homme/femme était respecté avec 5 garcons et 5 filles.
Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a des échantillons provenant de 9
patients porteurs de mutation de classe I, dont 5 étaient homozygotes pour la mutation G542X, la
plus courante des mutations de cette classe, et nous avons réalis¢ une analyse protéomique
uniquement. Nous avons traités ou non les cellules avec la trithérapie VX-770/VX-661/VX-445 afin
d’évaluer I’effet de ces traitements sur des €pithéliums de patients. Tous les individus considérés

¢taient agés entre 8 et 12 ans, et 5 des 9 patients étaient des garcons.

3.2.2 CULTURE CELLULAIRE

Si les cellules épithéliales bronchiques sont les plus représentatives de la maladie, leur
difficulté d’acces les rend difficilement utilisables en pratique: il est nécessaire d’extraire une
portion du poumon des patients. Notre choix s’est donc porté sur 1’analyse de cellules épithéliales
nasales, beaucoup plus faciles d’acces et dont le prélévement n’est associ€¢ qu’a une gene tres légere
pour le patient. De plus, le fonctionnement des cellules épithéliales nasales est proche de celui des
cellules épithéliales bronchiques, et peut donc bien refléter les dysfonctionnements présents dans les

poumons de patients atteints par la mucoviscidose.

Brossage nasal

Les cellules de patients sont obtenues par brossage nasal. Celui-ci est effectué en s’assurant
au préalable que le patient ne présente pas d'infection aigué.

Apres s’étre mouché, la muqueuse des deux narines du patient est anesthésiée a l'aide de
mailles de coton imbibées de xylocaine. La paroi médiane des deux narines est ensuite brossée
délicatement a 1'aide d'une brosse a cytologie. Enfin, la brosse est trempée dans un tube contenant
un milieu de ringage, et agitée doucement pour détacher les cellules. Le méme processus est répété
dans la deuxieme narine.

Une fois toutes les cellules détachées, des antibiotiques (Pénicilline, Streptomycine,
Tazocilline, Amphotéricine B et Colimycine) sont ajoutés au milieu de rincage afin de limiter au
maximum le développement de pathogenes qui auraient pu étre prélevés avec les cellules. En cas de
présence d’une infection pulmonaire chez certains des patients, la quantité d’antibiotiques utilisés

pour ces derniers est augmentée.
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Isolement des HNE

Les cellules dans le milieu de ringage sont placées dans un tube pour étre centrifugées. Elles
sont ensuite récupérées et remises en suspension dans de la trypsine afin de les dissocier. Aprés une
dizaine de minutes (temps nécessaire a la dissociation des cellules par la trypsine), la réaction est
arrétée par un ajout de milieu de culture, puis les cellules sont a nouveau centrifugées pour retirer la
trypsine.

Elles sont ensuite re-suspendues dans un milieu d'amplification et ensemencées dans une
fiole de 25 cm?2 recouverte de collagéne (permettant aux cellules d’adhérer sur la flasque). Cette
dernicre est ensuite placée dans un incubateur a 37 °C et 5 % de CO2 afin de reproduire les
conditions physiologiques du corps humain.

Le milieu est remplacé chaque jour jusqu’a ce que les cellules atteignent 80 a 90 % de
confluence (i.e remplissent 80 a 90% de la flasque), ce qui prend en général entre 3 et 10 jours, en

fonction de la densité initiale de cellules.

Amplification et passage des cellules HNE

Lorsque les cellules atteignent 80 a 90% de confluence, le milieu de culture est retiré et les
cellules sont lavées avec du PBS (afin de s’assurer que la trypsine puisse faire effet par la suite).
Puis de la trypsine est ajoutée dans la flasque et laissée pendant une dizaine de minutes afin de
dissocier les cellules. Ces dernieres sont ensuite décollées de la surface de la flasque en tapotant
fermement sur celle-ci.

La réaction enzymatique est arrétée par ajout de milieu de culture, puis la trypsine est retirée
par centrifugation. Les cellules sont alors re-suspendues dans du milieu de culture et placées dans
plusieurs flasques de taille supérieure (dont le nombre dépend de la quantité de cellules obtenues) et

recouvertes de collageéne.

Cryoconservation des cellules épithéliales nasales primaires

Le méme processus de culture est répété dans les nouvelles flasque en changeant le milieu
de culture tous les deux jours. Une fois que les cellules ont atteint 80 a 90% de confluence, elles
sont a nouveau extraites des flasques avec la méthode décrite précédemment.

Les cellules sont alors comptées, puis re-suspendues dans un milieu de congélation, avant

d’étre congelées en les amenant progressivement a une température de -80°C.
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Décongélation des cellules congelées

Les cellules sont retirées de leur lieu de stockage et rapidement amenées a 37°C en les
plongeant dans un bain-marie. Une fois a bonne température, le milieu de congélation est retiré par
centrifugation et remplacé par du milieu d’amplification, puis les cellules sont a nouveau placées
dans des flasques afin de reprendre leur développement. Une nouvelle phase d’expansion cellulaire

s’effectue alors, de maniere similaire a ce qui a été décrit précédemment.

Différenciation des cellules épithéliales nasales humaines a l'interface air-liquide

Les cellules cultivées en flasques ne sont pas différenciées. Or nous souhaitons réaliser une
analyse a partir de cellules qui soient les plus proches possibles de celles présentes au niveau d’un
¢épithélium respiratoire dans le corps humain. Une phase de différenciation est donc nécessaire afin
de recréer un épithélium en culture.

Cette différentiation est réalisée sur de petits filtres poreux (surface de 0,33 cm2). Dans un
premier temps, 330 000 cellules sont ensemencées sur chaque filtre en présence de milieu de culture
a la fois au niveau apical et basal.

Le milieu de culture reste présent pendant trois jours au niveau apical, empéchant la
différentiation des cellules mais permettant a ces derni¢res d’adhérer au filtre et de continuer a se
développer jusqu’a le recouvrir en totalité.

Apres trois jours, le milieu apical est aspiré, et les cellules sont cultivées a I’interface air-
liquide (présence de milieu en basal, mais d’air en apical) afin d’imiter le comportement d’un
véritable épithélium.

Les cellules sont alors différenciées pendant trois semaines en renouvelant le milieu basal

tous les deux a trois jours.

Traitements par modulateurs de CFTR

A partir de 48 heures avant I’extraction des cellules pour analyse, le milieu de culture basal
est modifi¢ afin qu’il contienne des modulateurs de CFTR. Dans notre étude, nous nous sommes
concentrés sur I’effet de la trithérapie VX-445/VX-661/VX-809. Afin d’imiter des conditions
réelles de traitement chez le patient, nous avons utilis¢ VX-445 et VX-661 a une concentration
finale de 3 puM, et VX-770 a 100 nM, que nous avons dissouts dans du DMSO. Le milieu est

renouvelé apres 48h.
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Afin d’obtenir des échantillons contrdles, un second milieu basal contenant la méme
quantit¢ de DMSO que dans le milieu correcteur, mais sans les modulateurs, a été préparé. Celui-ci
a été utilisé pour la moitié des filtres, devenant ainsi les échantillons controles.

Le processus complet de culture est résumé dans la figure 28.

Nasal Brushing
Primary nasal epithelial
cells

: Conditional reprogramming and
== amplification

Pseudostratified Air-liquid interface differentiation

Epithelium
3 weeks
312 8 /A

A ..
Y kel

+ CFTR modulators for 48h:
- VX-445 + XV-661 + VX-770
or
) 2
25 00, omso

Transaipiome Proteome

Figure 28 : Résumé du processus de culture cellulaire. Des cellules primaires sont récoltées au cours
d’un frottis nasal puis mises en cultures sur flasques. Elles sont ensuite différentiées en un
épithélium et traitées ou non par la trithérapie, puis une analyse de leur protéome et de leur

transcriptome est réalisée.
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Extraction de ’ARN

Pour chaque patient, 12 filtres étaient consacrés a I’analyse ARN : 6 contenaient des cellules
traitées par modulateurs et 6 des cellules traitées uniquement au DMSO.

Dans un premier temps, les cellules de chaque filtre sont lysées et homogénéisées dans ImL
de réactif TRI1zol™, une solution chimique séparant I’ARN de I’ADN et des protéines.

0,2 mL de chloroforme pour 1 mL de TRIzol™ sont ajoutés, puis mélangés soigneusement
en agitant les tubes, puis une centrifugation a lieu, menant a I’apparition de 3 phases : une phase
inférieure rouge de phénol-chloroforme, organique, qui contient les protéines, une interphase
contenant I’ADN, et une phase supérieure aqueuse incolore contenant I’ARN. La phase supérieure
est alors pipetée et transférée dans un nouveau tube.

Les ARN totaux sont par la suite isolés a l'aide du kit RNeasy (QIAGEN) comprenant une
¢tape de traitement par la DNAse (afin de s’assurer qu’aucun brin d’ADN n’a été extrait par erreur).
La qualit¢ de I'ARN est évaluée par ¢€lectrophorese capillaire en utilisant les réactifs High
Sensitivity RNA avec le Fragment Analyzer (Agilent Technologies) et la concentration de ' ARN est
mesurée en utilisant a la fois la spectrophométrie avec le Xpose (Trinean) et I'électrophorése
capillaire du Fragment Analyzer. Tous les échantillons ont présenté une trés bonne pureté ainsi que
des concentrations suffisantes pour analyse (au dela de 20 nanogrammes d’ARN par microlitre de
solution). Les scores RIN étaient en effet tous supérieurs a 9, alors qu’ils sont considérés comme

acceptables a partir de 8.

3.2.3 ANALYSE RNA-SEQ

Les librairies RNA-seq ont été préparées a partir de 500 ng d'ARN total en utilisant le kit
Universal Plus mRNA-Seq (Nugen-Tecan) comme recommandé par le fabricant. Avec ce kit, des
bibliotheques RNA-seq a brins peuvent étre préparées a partir de 10 ng a 1pg d'ARN total.

Une description détaillée de ce processus est donnée en introduction. En bref, les ARNm ont
¢té capturés avec des billes magnétiques polyA+ a partir de 'ARN total. Les ARNm ont été
fragmentés chimiquement. Un ADNc simple brin et un second brin ont été produits, puis ligaturés a
des adaptateurs compatibles. Les ADNc produits ont été¢ amplifiés par PCR aprés un test initial
visant a évaluer le nombre approprié¢ de cycles de PCR a appliquer a chaque échantillon.

Les librairies RNA-seq ainsi obtenues ont été séquencées sur un NovaSeq6000 d’Illumina.

Un total d'environ 50 millions de paires de séquences a été produit par librairies.
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Etant donné que 1’étude des patients homozygotes pour la mutation F508del comportait 10
individus, soit 60 échantillons (3 réplicats pour les conditions traitées et non traitées), la fabrication
des banques du projet a été coupée en 2 séries de banques, car seuls 48 échantillons pouvaient étre
traités en parallele au maximum. Cette séparation en deux séries pouvait entrainer des effets de
batch dont il a fallu tenir compte lors de 1’analyse informatique. Plusieurs contrdles ont en outre été
réalisés sur les deux séries afin de réduire au maximum les disparités de quantités de données
produites entre échantillons.

Pour chaque librairie RNA-seq générée, la qualité du séquengage a d'abord été évaluée avec
FASTQC. Les fichiers FASTQ ont ensuite été¢ alignés sur le génome de référence HG38 (Genome
Reference Consortium Human Build 38) en utilisant 1'aligneur STAR (Dobin 2013). STAR a
¢galement été utilisé pour générer la matrice de comptage, en comptant les lectures par geéne et par
¢chantillon.

Nous avons utilis¢ Limma (Ritchie 2015) pour effectuer l'analyse différentielle. Les génes
faiblement exprimés ont d'abord été filtrés a l'aide de la fonction filterByExpr de la librairie R
edgeR (Robinson 2010). En bref, le filtrage conserve les génes dont le nombre par million est
supérieur a 10 dans au moins la moitié¢ des échantillons (c'est-a-dire au moins la taille d'un groupe).
Les données ont ensuite été normalisées (Robinson 2010) en utilisant la fonction calcNormFactors
de edgeR. L'hétéroscédasticité a été supprimée des données a I'aide de la fonction Voom de Limma.
Enfin, un mode¢le lin€aire a ¢été ajusté pour comparer les échantillons traités et non traités tout en
tenant compte des échantillons appariés (c’est-a-dire des échantillons provenant d’un méme

patient), des réplicats techniques et de I'effet de batch.

3.2.4 ANALYSE PROTEOMIQUE

Pour la protéomique, les données ont été analysées avec MaxQuant version 2.0.1.0 et
recherchées avec le moteur de recherche Andromeda dans la base de données UniProtKB Homo
sapiens (version 02-2021, 20396 entrées). La déviation de masse a été fixée a 3 ppm, et deux sites
de clivage manqués ont été autorisés. La carbamidométhylation (Cys) a été définie comme une
modification fixe, tandis que 1'oxydation (Met) et I'acétylation N-terminale ont été¢ définies comme
des modifications variables. Les taux de fausse découverte au niveau des protéines et des peptides
ont ét¢ fixés a 1%. Les protéines ont été quantifiées selon l'algorithme MaxQuant en utilisant des
mesures d’intensités; la quantification des protéines a été obtenue en utilisant au moins 2 peptides

par protéine. Pour plus de détail sur le processus d’analyse en spectrométriec de masse et
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chromatographie en phase liquide, se référer a la partie précédente et a la section introductive de ce
manuscrit.

Dans le cas des patients homozygotes pour la mutation F508del, le protocole d'extraction
ayant été différent pour les deux premiers échantillons, un nombre moins important de protéines ont
¢té détectées dans ceux-ci par rapport au reste des échantillons analysés. Par conséquent, ces deux
échantillons ont été retirés de I'étude protéomique. Le filtrage et l'imputation des données ont été
effectués a l'aide du logiciel Prostar (Wieczorek 2017). Les données ont ét¢ imputées a l'aide de
l'algorithme des moindres carrés structurés pour les valeurs partiellement observées et de
I’algorithme DetQuantile pour les données manquantes dans une condition entiére (de maniere
similaire a ce qui a été décrit dans la section précédente). Les protéines ont €té retenues si elles
¢taient détectées dans au moins 70 % des échantillons d’un groupe de l'analyse (c'est-a-dire 5
¢chantillons sur 8 dans un groupe dans le cas des patients porteurs de la mutation F508del). Les
analyses statistiques ont été effectuées avec R. Les données ont été comparées par le test de Student

pairé lorsque nécessaire.

3.2.5 ANALYSE INFORMATIQUE

Dans les études transcriptomiques et protéomiques, des corrections de Benjamini-Hochberg
ont ét¢ appliquées pour tenir compte des tests multiples. Pour I'analyse de 1'expression différentielle
des génes, une valeur q <0,05 associée a une variation absolue du fold change > 1,1 a été considérée
comme statistiquement significative. Pour I'analyse des voies, une valeur q < 0,05 a été considérée
comme significative en transcriptomique, et une valeur q < 0,01 a été considérée comme
significative en protéomique.

L'analyse des voies a ¢été réalisée a I'aide de la librairie R FGSEA (Korotkevich 2016). Plus
de 1000 voies ont été testées, y compris les bases de données de voies Hallmark (Liberzon 2015),
PID (Schaefer 2009), Ingenuity Pathways Analysis (Krdmer 2014) et Dorothea (Garcia-Alonso
2019).

FGSEA est une version accélérée de I’algorithme GSEA (Gene Set Enrichment Analysis).
Ce dernier permet, comme son nom 1’indique, d’analyser I’expression de groupements de génes.
Dans une analyse donnée, les génes sont tri€s par ordre croissant de p values, et le rang moyen des
genes d'un méme groupement est utilisé afin de calculer une p value a 1’échelle du groupement.

Afin de compléter I’analyse par approche GSEA, une seconde analyse de voies a été réalisée

a l’aide de I’algorithme rRoma, dont les détails sont exposés dans la section suivante. Pour rRoma,
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les analyses ont ét¢ menées a partir de la base de données Hallmark, détaillée dans la section

suivante.

3.3 Résultats

A partir des 8 individus conservés pour le cas des patients homozygotes pour la mutation
F508del, 5742 protéines ont été considérées dans l'analyse protéomique. 37 protéines ont été
trouvées différentiellement exprimées entre les échantillons VX-770/VX-661/VX-445 et DMSO
(Tableau 9 en annexe), dont 34 étaient plus abondantes dans le cas VX-770/VX-661/VX-445. En
termes de voies, 34 voies ont été trouvées différentiellement exprimées, dont 17 étaient plus
abondantes dans le cas VX-770/VX-661/VX-445. Les voies les plus significatives comprenaient les
voies liées aux mitochondries et au cycle de Krebs.

16701 génes ont été considérés dans l'analyse transcriptomique. 208 ont été trouvés
différentiellement exprimés. 136 étaient plus abondants dans VX-770/VX-661/VX-445, tandis que
72 étaient plus abondants dans le cas contrdle avec le DMSO. En termes de voies, 52 voies ont été
trouvées différentiellement exprimées, dont 24 étaient régulées a la hausse avec VX-770/VX-661/
VX-445. Les voies comprenaient la réponse a l'interféron Alpha et a l'interféron Gamma, Statl et
Stat2, la phosphorylation oxydative, le métabolisme des acides gras, le dysfonctionnement
mitochondrial et le cycle de Krebs. De maniére surprenante, les voies de 1'interféron ont été régulées
a la hausse par le VX-770/VX-661/VX-445.

Seuls 2 genes ont été trouveés différentiellement exprimés dans les deux études (CPTIA,
EPS8L1). Cependant, 1’analyse par voies avec GSEA s’est révélée étre beaucoup plus intéressante,
de nombreuses voies étaient partagées par les deux études, notamment la phosphorylation
oxydative, le métabolisme des acides gras et le dysfonctionnement mitochondrial (Figure 29).
L’analyse avec rRoma a confirmé ces premiers résultats, mettant aussi en avant des voies

mitochondriales (résultats détaillés en annexe 10).
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Transcriptomic Proteomic

PATHWAY | pvalue [ Effectof CFTR PATHWAY pvalue | Effectof CFTR
OXIDATIVE PHOSPHORYLATION upregulation [OXIDATIVE PHOSPHORYLATION 2,54E-44 upregulation
FATTY ACID METABOLISM 2,67E-27 upregulation
IADIPOGENESIS 8,42E-18 upregulation
[TCA Cycle 3,38E-08 upregulation
PEROXISOME 1,41E-07 upregulation
Eﬂm_m LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function | 3,48E-06 upregulation
|Valine Degradation 1,08E-05 upregulation
IMITOTIC SPINDLE 6,87E-05 downregulation
mm |Superpathway of Cholesterol Biosynthesis 2,63E-04 upregulation
IXENOBIOTIC METABOLISM 2,76E-04 upregulation
ISignaling by Rho Family GTPases 8,34E-04 downregulation
|Stearate Biosynthesis 8,34E-04 upregulation
JARF PATHWAY 4,28E-03 downregulation BILE ACID METABOLISM 9,68E-04 upregulation
CA CYCLE 6,76E-03 upregulation FOXP1 9,88E-04 downregulation
Graft-versus-Host Disease Signaling 6,90E-03 upregulation INTEGRIN1 PATHWAY 1,42E-03 downregulation
P53 PATHWAY 7,04E-03 downregulation MEF2A 1,52E-03 downregulation
IXENOBIOTIC METABOLISM 7,72E-03 upregulation [TEAD1 1,83E-03 downregulation
ERBB1 PATHWAY 1,11E-02 downregulation |G2M CHECKPOINT 2,03E-03 downregulation
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function 1,25E-02 upregulation IGRHL2 2,30E-03 downregulation
BACH1 1,26E-02 upregulation POUSF1 2,83E-03 downregulation
INCOA3 1,36E-02 upregulation MTORC1 SIGNALING 4,31E-03 upregulation
ISMAD4 2,13E-02 downregulation

6,73E-03 upregulation
| 6,73E-03 | downregulation |

KLF5 2,42E-02 downregulation lycolysis

[Leukocyte Extravasation Signaling

I:I Mitochondria-related pathways

- Pathways known to be dysregulated in CF

Figure 29 : Liste des voies différentiellement exprimées en transcriptomique et en protéomique chez
les patients homozygotes pour la mutation F508del selon qu’ils soient ou non traités par VX-770/
VX-661/VX-445. Rouge : Voies déja connues comme étant dérégulées dans la mucoviscidose.

Vert : voies liées aux mitochondries.

Dans le cas de 1’étude des patients porteurs de mutations de classe I, seule une analyse en
protéomique a été réalisée. 8751 protéines ont ainsi été détectées et conservées. Les patients
homozygotes pour la mutation G542X ont dans un premier temps été considérés séparément des
patients porteurs d’autres mutations de classe I. Cependant le trop faible nombre d’individus n’a pas
permis de mettre en évidence des protéines ou des voies de signalisation spécifiques a ces sous-
groupes vis-a-vis du traitement par modulateurs. Dans un second temps les 9 patients ont été
considérés ensemble. Seulement 7 protéines ont été détectées comme étant différentiellement
exprimées entre les cellules traitées au DMSO et celles traitées par la triple combinaison (SUOX,
OSBPLS5, MIPEP, CYP51A1, VWA, DAP3, SOATI), mais 18 voies sont apparues
différentiellement exprimés apres analyse par f{GSEA, les voies les plus significatives comprenant
la encore de maniere intéressante les voies liées aux mitochondries et au cycle de Krebs. rRoma
confirme ces observations, I’algorithme mettant en lumiére plusieurs voies liées aux mitochondries.
De maniére intéressante, 1’analyse rRoma montre aussi que ces voies sont plus corrigées par les

modulateurs chez les patients porteurs de la mutation G542X que chez les patients porteurs d’autres
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mutations de classe 1. Le détail des voies obtenues via f{GSEA et rRoma est présenté figure 29 et en

annexe 10.

3.4 Discussion

Nos résultats révelent un role important des modulateurs de CFTR dans la correction des
voies mitochondriales, ce qui est mis en avant a la fois en transcriptomique et en protéomique, et ce
au moyen de différents outils d’analyse, ce qui indique une robustesse de ces résultats. De maniére
intéressante, cette correction est retrouvée a la fois chez les patients porteurs de mutations de classe
IT et chez ceux porteurs de mutations de classe I, laissant supposer que cet effet de correction serait
indépendant de CFTR.

Or, les mitochondries jouent un rdéle clé dans les cellules, notamment dans 1’apoptose,
I’homéostasie du calcium et la production d’espece réactives de 1’oxygeéne (Duchen 2004, Murphy
2009, Murphy 2009), mais aussi et surtout pour la production d’énergie pour la cellule en
produisant I’ ATP.

La mitochondrie est un organite semi-autonome doté¢ d'un génome propre (Scarpulla 2008).
C’est a I'intérieur de la mitochondrie qu’ont lieu les réactions enzymatiques du cycle de Krebs, de
la production du NADH et du FADH2 qui agissent comme porteurs d'électrons vers les complexes
de la chaine respiratoire (elle aussi présente dans la mitochondrie), a la consommation d’oxygene
permettant de récupérer 1’énergie provenant des molécules a haute énergie issues de 1’alimentation
pour produire de I’ATP. Tout défaut dans le flux énergétique altere I'homéostasie mitochondriale et
induit des conditions pathologiques. En effet, 1’énergie extraite au niveau des mitochondries au
cours du cycle de Krebs permet non seulement de fournir a la cellule de I’ATP nouvellement
synthétisé, mais elle est aussi une caractéristique cruciale des mitochondries saines (Mitchell 1961),
¢tant la force motrice d'autres processus mitochondriaux, tels que les importations de protéines
mitochondriales (Neupert 2007) ou tout autre changement de comportement des mitochondries en
réponse a un dysfonctionnement. En outre, la mitochondrie est au cceur du métabolisme.
L’oxydation des acides gras peut notamment y avoir lieu.

Une conséquence de la respiration mitochondriale est la génération d'électrons non appariés.
L'oxygene moléculaire peut étre réduit en H>O par un seul électron a la fois, mais il peut arriver que
des ¢€lectrons non appariés réduisent Oz pour produire 1'anion superoxyde (O2-) (Mailloux 2011). O2-

et H2O2 (aussi produit lors de la respiration mitochondriale) sont deux especes réactives de
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I’oxygeéne. Ainsi, des dysfonctionnements au niveau mitochondrial peuvent étre liés a une
augmentation de la production d’especes réactives de I’oxygene, et donc a une augmentation du
stress oxydatif de la cellule. Pourtant, notre étude révele que des voies a I’origine de la production
d’especes réactives de 1’oxygeéne dans les mitochondries sont encore plus fortement exprimées en
réponse au traitement par modulateurs. Deux hypotheses sont alors envisageables : soit les
modulateurs participent au déréglement de I’homéostasie des mitochondries, ce qui semble peu
probable au vu de leur effet bénéfique sur les patients atteints par la mucoviscidose, soit ils
améliorent 1’efficacité de la respiration mitochondriale en jouant sur le fonctionnement des
mitochondries ou sur leur quantité, ce qui menerait mécaniquement a une augmentation de la
production d’especes réactives de 1’oxygene.

En plus d'étre la principale source des espéces réactives de 1’oxygéne, les mitochondries
contiennent également les défenses antioxydantes de la cellule (Mailloux 2018), qui limitent leurs
effets néfastes, protégeant ainsi la cellule. Cela fait de la mitochondrie un acteur central de
I'homéostasie oxydoréductrice cellulaire. Des dysfonctionnements subtils la balance oxydo-
réductrice de la mitochondrie pourraient donc étre a I’origine de dysfonctionnements bien plus
importants au niveau cellulaire. Ces défenses antioxydantes sont par ailleurs aussi sur-exprimées
dans notre étude en réponse aux traitements par modulateurs, potentiellement du fait de
I’augmentation de la production d’especes réactives de I’oxygene via la suractivation de voies telles
que la phosphorylation oxydative.

L'hypothése selon laquelle les anomalies mitochondriales pourraient étre liées d'une maniere
ou d'une autre aux symptomes retrouvés dans la mucoviscidose a été¢ émise pour la premiere fois en
1979, lorsque des anomalies de la chaine respiratoire des mitochondries ont été signalées. Dans
cette étude, Shapiro et ses collaborateurs ont constaté que la consommation d'oxygéne était plus
importante dans les cellules provenant de patients atteints par la mucoviscidose (Favia 2016). De
maniére cohérente, dans une autre étude, une augmentation d'environ 50 % de la consommation
d'oxygene a été décrite dans les cellules épithéliales de patients atteints par la mucoviscidose par
rapport a des contrdles sains. Par conséquent, la production mitochondriale de O>- et de peroxyde
H>0: pourrait également augmenter en raison de 1'augmentation de la consommation d'oxygeéne par
les cellules produisant CFTR muté (Turrens 1982).

D'autres anomalies mitochondriales ont été décrites dans les cellules présentant CFTR
F508del, telles que la fragmentation du réseau mitochondrial et la réduction de I'absorption

mitochondriale de Ca2*, deux événements vraisemblablement liés a une dépolarisation primaire de
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la membrane mitochondriale (Valdivieso 2013). Ces résultats semblent indiquer une implication de
la mutation de CFTR dans l'altération de la structure et de la fonction mitochondriale.

Par la suite, plusieurs études ont décrit d'autres modifications mitochondriales dans la
mucoviscidose (Valdivieso 2013). Cependant, lorsque CFTR a été cloné et identifi€ comme un
canal ions chlorure, les hypothéses d'une possible implication mitochondriale dans la
mucoviscidose ont été totalement écartées au point de concentrer toute 1'étude sur la protéine mutée.
Par conséquent, les travaux ultérieurs ont porté principalement sur CFTR en tant que canal ions
chlorure. Seules quelques études ont continué a explorer l'implication des mitochondries dans la
mucoviscidose.

Pourtant, en plus d'étre un canal ions chlorure, CFTR peut également affecter indirectement
l'expression des génes. Il a déja été montré que certains génes dépendant de CFTR sont impliqués
dans des voies cellulaires spécifiques liées au métabolisme ou a 'inflammation (Aldini 2018), voies
que I’on retrouve par ailleurs majoritairement corrigées par VX-770/VX-661/VX-445 dans nos
analyses (on retrouve notamment la voie de signalisation du TNFalpha comme étant sous-exprimée
en réponse au traitement) . De plus, deux génes en particulier, MT-ND4 et CISD1, que 1’on retrouve
aussi dans nos analyses, et codant pour des protéines mitochondriales, ont déja été signalés comme
étant sous exprimés dans des cellules de patients atteints par la mucoviscidose (Valdivieso 2013).

En particulier, le géne MT-ND4 est essentiel a l'activité correcte de la chaine respiratoire des
mitochondries (Valdivieso 2013). Par conséquent, la régulation négative de la protéine MT-ND4
détectée dans les cellules de patients atteints par la mucoviscidose pourrait étre responsable de la
faible efficacité de I'oxydation du NADH, et de 1’augmentation de la production d’especes réactives
de I'oxygene. Or de manicre trés intéressante, MT-ND4 est retrouvée comme étant sur-exprimée
dans les cellules traitées par VX-770/VX-661/VX-445 dans notre analyse transcriptomique des
cellules provenant de patients homozygotes pour la mutation F508del. Cela semble donc indiquer
que VX-770/VX-661/VX-445 corrige un dysfonctionnement mitochondrial présent dans les
mutations de classe II. Si le géne n’a pas été retrouvé en protéomique, que ce soit chez les patients
porteurs de mutations de classe II ou I, la similarité dans les voies retrouvées laisse sous-entendre
qu’une correction similaire a aussi lieu pour les mutation de classe I, et donc que le mécanisme de
sauvetage des mitochondries serait aussi au moins pour partie indépendant de CFTR, hypothése qui
n’avait jusqu’a présent jamais ¢€té formulée. Mais I’effet exact de ces modulateurs sur la
mitochondrie reste difficile a établir a partir de notre seule étude : comme évoqué précédemment,
malgré une hausse de la quantit¢ de MT-ND4 en réponse au traitement par modulateurs, les voies

participant a la production d’especes réactives de 1’oxygene sont elles aussi sur-exprimeées.
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D’autres études ont par ailleurs montré que la production accrue d’espéces réactives de
I’oxygene était cruciale pour la progression de la mucoviscidose (Valdivieso 2013) et, de maniere
cohérente, des niveaux ¢élevés de produits d'oxydation des lipides et des protéines ont été trouvés
dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire de patients atteints par la mucoviscidose (Kelly-Aubert
2011). Or, parmi les voies les plus fortement sur-exprimées en présence de VX-770/VX-661/
VX-445 dans notre étude, on retrouve la phophorylation oxydative ou encore le peroxysome, deux
voies fortement associées a la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne. De plus, ces voies sont
retrouvées a la fois chez les patients porteurs de mutations de classe I et II, laissant supposer la aussi
que le mécanisme de surproduction d’espéces réactives de I’oxygene est au moins pour partie
indépendant de CFTR. VX-770/VX-661/VX-445 semble donc agir a la fois de maniére bénéfique
pour la cellule en boostant la production d’énergie via une augmentation de l’efficacité de la
respiration cellulaire réalisée par les mitochondries, mais aussi potentiellement de manicre négative
en accélérant la production d’especes réactives de 1’oxygeéne, et en augmentant donc le stress

oxydatif.

3.5 Conclusion

Il est clair que les mitochondries ont un énorme potentiel d'influence sur la santé des
patients. Or les résultats de notre étude montrent aussi clairement que la modification du phénotype
des cellules des patients porteurs de mutations de classe II via le traitement par VX-770/VX-661/
VX-445 est au moins pour partie due a la correction de dysfonctionnements mitochondriaux. En
outre, la méme correction est observée chez les patients porteurs de mutations de classe I, laissant
supposer que les modulateurs de CFTR pourraient étre bénéfiques aux patients porteurs de ces
mutations, et ce, malgré paradoxalement leur absence d’effet sur CFTR dans le cas de telles
mutations. De plus, nos résultats soulignent I’importance des mitochondries dans la mucoviscidose,
qui ont été malheureusement trés peu étudiées dans le contexte de cette maladie au cours des 20
derni¢res années. Enfin, ces résultats ménent a penser que l'optimisation du métabolisme des
mitochondries dans la mucoviscidose pourrait étre au centre d'un traitement thérapeutique efficace.
Des ¢études biologiques supplémentaires sont néanmoins nécessaires afin de confirmer les résultats
obtenus dans ces études omiques, et sont en cours de réalisation au moment de 1’écriture de ce

manuscrit. De plus, la question de la production d’especes réactives de 1’oxygeéne et de leur
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potentiel effet délétére pour la cellule en réponse a un traitement par modulateurs doit encore étre

¢tudiée plus en détails.
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4. rRoma, un algorithme pour I’étude de groupement des génes lors
d’analyses omiques

Un article correspondant a cette section a été soumis a Bioinformatics au moment de la rédaction de

ce manuscrit. Un preprint est disponible et donné en annexe.

4.1 Introduction

L’utilisation de techniques génomiques a haut débit telles que la protéomique ou la
transcriptomique devient de plus en plus facilitée par ’amélioration des outils d’acquisition de ces
données, menant a une baisse drastique des colits associés a de telles analyses. Ces dernicres
permettent de mesurer avec précision les profils moléculaires de systémes biologiques, et ce a
plusieurs niveaux (Hawkins 2010). Cependant, et comme 1’a montré I’étude précédente, la quantité
de données produites lors de telles expériences est trés importante, et requiert 1’utilisation de
logiciels et d’algorithmes dédiés pour les analyser. En particulier, la capacité d’interprétation des
résultats en termes d’explication des voies cellulaires impliquées devient une question cruciale. Des
analyses dédiées a cette question sont nécessaires pour synthétiser et transformer les données en
informations biologiques précieuses (Hawkins 2010).

De nombreuses applications biologiques et cliniques, telles que celles décrites lors des
sections précédentes de ce manuscrit, nécessitent la comparaison d'échantillons provenant de
conditions différentes. L'objectif d’interprétabilité recherché dans de telles analyses implique
souvent de mettre en évidence les processus biologiques qui présenteraient des activités différentes
entre les conditions comparées (métabolisme, transcription, traduction, voies de signalisation, etc).
Une approche largement utilisée en génomique, et appliquée dans nos études précédentes, consiste a
comparer des mesures au niveau d'un seul géne ou d'une seule protéine afin d'identifier des
indicateurs caractéristiques d'un état pathologique particulier (des biomarqueurs) ou des geénes
moteurs liés de maniére causale a l'initiation et a la progression de la maladie étudiée (Barillot et al.,
2012).

Une voie de signalisation est généralement définie comme un ensemble de génes ou de
protéines qui interagissent dans 1’objectif de transmettre des informations de I'extérieur vers
l'intérieur d'une cellule, conduisant a une réponse adaptée de la cellule, c’est-a-dire a 1’expression
des geénes pertinents compte tenu des informations concernant I’environnement dans lequel se

trouve la cellule. Dans de nombreuses maladies, certaines voies sont altérées et les dérégulations
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peuvent provenir d'un ou plusieurs génes de cette voie, qui peuvent différer d'un patient a l'autre. La
quantification de l'activité des voies a partir des mesures prot€omiques ou transcriptomiques de
I’expression de génes et de protéines est aujourd’hui largement utilisée pour transformer les
données au niveau des geénes en données associées a des ensembles de geénes partageant des
fonctions similaires, représentant des processus biologiques ou des voies qui peuvent révéler
I'hétérogénéité biologique entre les échantillons (Levine et al., 2006 ; Ramos-Rodriguez et al.,
2012 ; Borisov et al., 2014).

Ainsi, il est devenu apparent ces dernicres années que dans le cancer (et d'autres maladies
systémiques), les mémes voies peuvent tre affectées par des défauts dans différents genes chez des
patients différents, et que les profils moléculaires des échantillons de tumeurs sont plus similaires
au niveau des voies qu'au niveau des genes (Wang et al., 2010). L'application d'approches basées
sur les voies dans l'analyse des données génomiques peut ainsi aider a capturer des informations
biologiques qui sont autrement indétectables en se concentrant uniquement sur les génes au niveau
individuel.

De telles approches pourraient aussi s’avérer intéressantes dans des maladies monogéniques
telles que la mucoviscidose. Ici, bien qu’un seul gene soit muté, 1’absence de la protéine associée
dans les cellules épithéliales est a I’origine d’un grand nombre de phénotypes différents, qui ne
semblent pas en lien avec la fonction canal ions chlorure de CFTR. En effet, CFTR fait en réalité
partie d’un réseau de protéines complexe (Amaral 2020), dont tous les acteurs n’ont d’ailleurs peut-
étre pas encore été identifiés. Une hypothése pour relier CFTR aux nombreux phénotypes de la
mucoviscidose serait que le fonctionnement normal de ce réseau serait perturbé par 1’absence de
cette protéine. Une analyse par voies de signalisation pourrait donc permettre de mieux comprendre
les fondements moléculaires de I’ensemble des phénotypes de cette maladie. De plus, dans le cas
d’études de l'effet de modulateurs, elle permettrait de mieux comprendre I’ensemble des effets de
ces derniers dans les cellules de patients atteints par la mucoviscidose.

Dans cette étude, nous avons développé un algorithme, publié¢ sous forme de package R,
rRoma, qui a été congu pour répondre a la question de la quantification de l'activité d'ensembles de
genes (appelés collections par la suite) caractérisés par leur implication dans un role fonctionnel
commun pour la cellule. Ces collections peuvent ainsi correspondre a des genes ayant les mémes
activités fonctionnelles, a des genes régulés par les mémes motifs, a des genes appartenant a la
méme voie de signalisation, ou encore a des génes formant un groupe de génes fréquemment co-
exprimés. rRoma est une évolution de ROMA, un programme développé en Java en 2016

(Martignetti 2016)
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L'idée derricre rRoma consiste a quantifier I'activité d’une collection en calculant la plus
grande quantité de variance unidimensionnelle entre les échantillons expliquée par les génes de la
collection (propriét¢ de la PCI). Cette quantité correspond a l’action d'un facteur caché sur
l'expression des geénes de la collection et témoigne de la variabilité de l'activité de ce facteur dans
les échantillons étudiés. Ce parameétre permet ensuite de construire le modele linéaire le plus simple
possible pour représenter l'expression des génes de la collection considérée dans 1’échantillon
étudié.

Par ailleurs, rRoma met aussi en ceuvre plusieurs fonctionnalités supplémentaires. 11 permet
notamment de déterminer les génes d’une collection qui contribuent le plus a la définition de la
PCI1. L’algorithme fournit plusieurs méthodes alternatives pour le calcul de cette dernicre,
fournissant notamment une version pondérée de l'analyse en composantes principales. Enfin, il
estime la signification statistique de la répartition des échantillons le long de la premiere
composante pour une collection de deux manieres : il distingue les collections sur-dispersées et les
collections déplacées. La sur-dispersion d'une collection de geénes signifie que la quantité de
variance expliquée par la PC1 calculée pour un ensemble de données restreint aux genes cette
collection est significativement plus grande que la variance d’un ensemble de genes choisis
aléatoirement et de méme taille. Ainsi, la sur-dispersion signifie une plus grande variabilité d'une
collection de génes entre les échantillons étudiés, méme si cette propriété n’aurait pas été détectable
en considérant les genes séparément. Le déplacement d’un ensemble de genes signifie que
I’expression médiane de 1’ensemble des genes de la collection est significativement différente de
celle de la totalité¢ des genes étudiés, c’est-a-dire que la collection de geénes étudiés se comporte de
manicre singuliére dans un moins un des échantillons considérés.

La quantification naive de l'activité d’une collection consiste souvent a calculer la moyenne
ou la médiane de l'expression des geénes de la collection dans un échantillon donné ou, a 'opposé,
repose sur un seul géne marqueur de l'activité de la collection. rRoma se démarque de ces approches
par le fait qu’il est particuliecrement adapté pour modéliser les cas ou les différents génes ne
contribuent pas individuellement de maniere similaire a l'activité¢ de la collection, comme lorsque
certains génes contribuent de maniére plus importante que d'autres pour définir 'activité de la
collection (par exemple les facteurs de transcription situés en aval des voies de signalisation). Il
s’avere par ailleurs particulierement intéressant dans les cas ou certains genes sont négativement
corrélés avec l'activité de la collection : dans un tel cas, la premic¢re composante peut capturer cet

effet, alors qu’une simple analyse par moyenne ne montrerait rien.
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Plusieurs méthodes de quantification des voies ont déja été proposées pour récapituler
l'activité d’une collection en calculant le premier méta-géne dans la décomposition en valeurs
singuliéres de la matrice d'expression restreinte aux genes de la collection (Tomfohr et al., 2005).
Dans [I’étude de Bild et al. (Bild 2006), une stratégie similaire a été exploitée afin de définir
l'activité de plusieurs voies liées au cancer sur une grande collection de transcriptomes de cancers
humains. Dans I’étude de Fan et al. (Fan 2016), les auteurs ont suggéré la notion de "voie sur-
dispersée" dans le cadre de l'analyse transcriptomique unicellulaire, de sorte que la mesure de
l'activité d'un ensemble de génes est quantifiée par la signification statistique de la sur-dispersion
expliquée par la premiere composante principale, calculée pour un ensemble de profils
transcriptomiques unicellulaires. D'autres méthodes ont été développées pour estimer les scores
d'activité des collections dans des échantillons individuels, comme I'extension a un seul échantillon
de GSEA (ssGSEA) (Barbie et al., 2009) ou OncoFinder (Borisov et al., 2014).

Le package pour le logiciel R s’appelle rRoma et est open-source. Il est disponible sur

github, a cette adresse : www.github.com/sysbio-curie/rROMA.

4.2 Méthodes

4.2.1 UTILISATION DE I’ACP

L’idée principale de rRoma consiste a considérer que pour une collection donnée de genes,
I’expression d’un géne G dans un échantillon S est proportionnelle a 1’activité d’un facteur F, de

sorte que 1’on puisse écrire :

Expression(G,S) = alActivityf

Ou 0‘(1; est le coefficient de réponse du géne G au facteur F, et Activit y‘g est Pactivité¢ du
facteur F dans 1’échantillon S. Ces deux valeurs peuvent étre facilement déterminées en considérant
la premiere composante de I’ACP des genes de la collection étudiée dans 1’espace constitué par les
échantillons. Dans ce cas, le vecteur Activit yh comprenant les activités des différents échantillons
étudiés correspond au premier vecteur propre, c’est-a-dire a la premiére colonne de la matrice de
poids. Le vecteur £, qui contient les coefficients de réponses des différents génes de la collection
¢tudiée, correspond quant a lui a la projection des génes sur la premiere composante, ¢’est-a-dire a

la premiére colonne de la matrice de projection, comme le résume la figure ci-apres :
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Figure 30 : Représentation des matrices d’intérét pour la réalisation d’une ACP. Visualisation des
données exploitées par rRoma. Le vecteur des activités correspond a la premicre colonne de la
matrice de poids, tandis que le vecteur des coefficients de réponse est la premicre colonne de la

matrice de projection.

Comme pour de nombreuses autres applications de I’ACP, rRoma utilise la décomposition
en valeurs singulieres afin d’accélérer les calculs. Cependant, pour étre valable, 1’utilisation de cette
méthode nécessite de centrer les données au préalable.

En effet, reprenons les notations définies en introduction. On définit un dataset constitué¢ de
n individus, décrits par p variables numériques, que 1’on représente par une matrice X de taille

1 X P. Dans cette matrice, la i éme colonne correspond au vecteur %; des observations de la variable.

Comme expliqué en introduction, I’ACP consiste a déterminer les valeurs propres ainsi que les
vecteurs propres de la matrice de variance-covariance de X. Or, cette derniére peut s’écrire
X = Xp00)X = X,0) 10 = 1) o0t Xoon contient les valeurs moyennes des X pour chaque
colonne.

Dans le cas ou les données sont centrées, cette expression se simplifie en XX "I(n =1, Des
lors, nous avons une matrice symétrique qui peut donc étre diagonalisée. Si I’on note C la matrice
de variance covariance de X, il existe L, une matrice diagonale et W telles que ¢ = WI.W .

Revenons a X. D’apres le théoreme de décomposition en valeurs singulieres, il existe une
matrice S diagonale, ainsi que deux matrice U et V telles que X = 1/SV7.

On peut donc écrire C =XX"/(n—1)=VSUTUSVT/(n - 1)=VS*VI/(n - 1., Par
identification, les vecteurs propres de la matrice de variance covariance de X sont donc donnés par
V, tandis que les valeurs propres sont proportionnelles aux valeurs diagonales de S.

Il n’est donc pas nécessaire de calculer la matrice de variance covariance de X, le calcul de

la décomposition en valeurs singuliéres étant équivalent. Ce dernier est par ailleurs bien plus rapide,
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et des algorithmes permettent de 1’accélérer encore en se concentrant uniquement sur les premicres
colonnes de V.

rRoma utilise ainsi le package R irlba (Baglama 2005), qui permet de se concentrer sur la
premicre composante principale, en ne calculant que la premiére colonne de V et la premicre valeur

de S.

Cependant, si les données ne sont pas centrées, la simplification C = XX T1n = 1) prest plus

valable, et il faut désormais prendre en compte le fait que la moyenne soit non nulle.

L’algorithme rRoma débute donc en centrant les données au niveau général. Cependant,
elles ne sont pas centrées a nouveau sur chaque collection de geénes prise en considération. Ceci
implique de prendre des précautions supplémentaires pour s’assurer de la validit¢ de la

décomposition en valeurs singulieres, que nous détaillerons dans une section suivante.

4.2.2 PRETRAITEMENT DES DONNEES POUR RROMA

Le format d'entrée pour l'expression des genes ou des protéines pour rRoma est un fichier
texte délimité par des tabulations avec des colonnes correspondant aux échantillons biologiques, et
des lignes correspondant aux genes ou aux protéines. La premiere ligne est supposée contenir les
identifiants des échantillons tandis que la premicre colonne est supposée contenir les noms non
redondants des geénes ou des protéines. Si le tableau de données contient des valeurs manquantes,
elles peuvent étre imputées en utilisant une approximation de la matrice de données avec valeurs
manquantes par une matrice complete de rang inférieur. Pour cela, l'utilisateur doit spécifier le rang
de la matrice compléte approximative qu’il veut utiliser. Ensuite, les composantes principales sont
calculées jusqu’au rang spécifi¢ a l'aide d’un algorithme capable de travailler avec des données
manquantes (Gorban 2009). Cette décomposition en ACP est utilisée pour construire la matrice
approximative complete de rang inférieur, a partir de laquelle les valeurs manquantes des données
initiales sont imputées. Dans la suite de I’algorithme, c’est la matrice imputée compléte qui est

utilisée.
4.2.3 ORIENTATION DES COMPOSANTES

Dans 1'ACP standard, toutes les composantes sont calculées avec un signe d'orientation
indéfini : il y a une symétrie miroir, ce qui fait qu’il est difficile de déterminer si une collection
donnée de genes est sur- ou sous- activée. Dans rRoma, plusieurs méthodes existent pour tenter de

résoudre ce probléme.
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Si des connaissances existent sur le role d’un géne dans une collection donnée, nous
recommandons de les utiliser en associant un signe a 1’effet du géne dans la collection : négatif pour
un inhibiteur, et positif pour un activateur par exemple. rRoma utilise alors I’information sur ces
signes pour choisir I’orientation qui maximise le nombre de génes associé€s a un signe positif dont la
projection dans la PCI1 est positive, et le nombre de genes associés a un signe négatif dont la
projection dans la PC1 est négative.

Bien que moins efficaces, d’autres méthodes d’orientation de la premiére composante
existent dans le cas ou il n’y a pas de connaissance a priori sur les génes dans les collections
¢tudiées. La plus efficace consiste & ne considérer que les geénes associés aux valeurs les plus
extrémes selon la premiére composante (selon un pourcentage défini par un hyperparameétre
modifiable), puis a sommer ces valeurs. Si le résultat est négatif, alors ’orientation de la PC1 est
inversée. La logique de cette méthode est d’orienter la premiére composante selon les genes les plus

importants pour la collection étudiée.

4.2.4 RETRAIT DES ECHANTILLONS « ANORMAUX »

Les mesures peuvent avoir été réalisées de maniére incorrecte dans certains échantillons, et
les conserver peut conduire a des résultats erronés de rRoma. Par défaut dans I’algorithme, aucun
filtrage des échantillons n'est effectué, car la matrice utilisée en entrée est supposée ne contenir que
des échantillons corrects, et qui peuvent étre pris en considération dans les analyses.

Cependant, la vérification des échantillons peut étre activée par un hyperparamétre, et 2
¢tapes de filtrage sont alors effectuées. Nous nous assurons d'abord qu'un nombre similaire de génes
est détecté dans tous les échantillons, le seuil de différence étant défini manuellement. Ensuite, les
¢chantillons sont projetés dans l'espace des genes, et nous nous assurons qu'aucun échantillon n'est
trop ¢loigné des autres. Le nombre de PCs utilisées pour effectuer le filtrage a cette étape et le seuil
de différence autorisé sont définis par deux hyperparametres. Il est aussi possible de ne réaliser

qu’une seule des deux étapes de filtrage.

4.2.5 SUPPRESSION DES VALEURS ABERRANTES

Le calcul de la PC1 peut se retrouver affecté par la simple présence d’une valeur aberrante
dans lI'ensemble des données. Cette dernicre pourrait en effet orienter artificiellement la PC1 dans sa

direction. Afin d'augmenter la robustesse du calcul de la PC1, nous utilisons dans rRoma 1'approche

141



de validation croisée "leave-one-out" (Hastie et al., 2001). Cette méthode fonctionne de la maniére
suivante :

Dans un premier temps, pour chaque gene du jeu de données considéré, nous calculons le
pourcentage de variance expliqué par la seule PC1 lorsque 1’on retire le géne du jeu de données.
Chaque gene est alors associé a un pourcentage.

Dans un second temps, la distribution de ces pourcentages est centrée et réduite pour obtenir
des z-scores.

Dans un troisiéme temps, tous les génes dont le z-score associé est au-dela d’une valeur
seuil fixée dans 1’algorithme (a 3 par défaut, mais modifiable) sont considérés comme aberrants et
retirés de 1’analyse.

L’idée derricre cette méthode est d’identifier des génes ayant un impact trop important sur
I’ACP a eux seul : si le pourcentage de variance expliqué par la PC1 augmente significativement en
I’absence d’un seul gene, cela signifie que ce dernier ne suit pas la logique d’alignement de tous les
autres. Il est aberrant et ne devrait pas étre pris en considération.

Lorsqu’un geéne est considéré comme aberrant pour une collection donnée, il n’est retiré que
de celle-ci (mais ce comportement par défaut peut étre modifié par un hyperparameétre pour que les
genes soient totalement retirés de toutes les analyses, deés lors qu’ils sont considérés comme
aberrants dans au moins une collection). Cependant, dans certains cas, ces génes peuvent tout de
méme se révéler intéressants pour 1’analyse. Des étapes supplémentaires d’analyse de ces derniers
sont donc disponibles dans rRoma.

En particulier, plus le nombre de collections analysées contenant un géne donné est
important, plus il est probable que ce dernier soit considéré comme aberrant dans une collection au
minimum, et soit donc retiré de 1’analyse. Afin d’éviter de tels retraits abusifs, un test de Fischer est
réalisé. Celui-ci consiste a comparer la proportion moyenne de collections dans lesquelles les genes
de I’analyse sont considérés comme aberrants a cette méme proportion pour un geéne en particulier.
Si la proportion d’aberrations est proche de la proportion moyenne pour tous les genes, alors il n’est
plus considéré comme aberrant. A I’inverse, si la proposition d’aberrations est significativement
plus élevée (seuil déterminé par un hyperparameétre modifiable, a 0.05 par défaut), alors il reste
considéré comme aberrant.

A P'inverse, un gene présent uniquement dans un petit nombre de collections peut en réalité
étre important pour la compréhension de ces derniéres. Dans de tels cas, il n’est pas souhaitable de

le retirer, méme s’il est considéré comme aberrant. Ainsi, si un gene est présent dans moins d’un
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nombre défini de collections (fixé par un hyperparameétre et modifiable), alors il n’est pas considéré
comme aberrant, et ce, quels que soient les résultats de 1’approche « leave-one-out » pour celui-ci.
Enfin, il est possible qu’une proportion importante de geénes soient considérés comme
aberrants pour une collection donnée. Or retirer un trop grand nombre de génes peut totalement
dénaturer le comportement détectable pour une collection. Un dernier filtre existe donc pour limiter
la proportion maximale de geénes qui peuvent étre considérés comme aberrant pour une collection
donnée et retirés de 1’analyse (la proportion est fixée par un hyperparamétre modifiable). De cette
manigére, seuls les génes présentant les variations par approche « leave-one-out » les plus extrémes

sont effectivement considérés comme aberrants.

4.2.6 INTERPRETATION DES RESULTATS

Apres avoir réalisé¢ toutes les étapes de pré-processing du jeu de données, impliquant
d’imputer les valeurs manquantes, de retirer les échantillons aberrants, de centrer les données au
niveau global, puis de retirer de chaque collection les génes aberrants, le coeur de ’algorithme
rRoma peut débuter. Chaque collection est alors considérée séparément.

L’algorithme ne considére que les geénes de la collection en cours d’analyse. Il calcule dans
un premier temps la premiére composante de ces genes dans 1’espace des échantillons. Deux
mesures d’intérét sont alors prises en compte : le pourcentage de variance expliqué par la premiere
composante seule, et la valeur d’expression moyenne des geénes projetés sur cette premicre
composante.

Les mémes mesures sont ensuite réalisées pour une centaine de collections de genes
générées aléatoirement, qui constitueront la distribution nulle de référence.

Comme expliqué dans la section introductive sur I’ACP appliquée a rRoma, 1’utilisation de
la décomposition en valeurs singulieres n’est justifiée que si les données sont centrées. Si cette
condition n’est pas respectée, la projection moyenne sur la premiére composante ne sera pas nulle.
Pour cette raison, la valeur moyenne de la projection des génes de la collection étudiée sur la PC1
est comparée aux valeurs obtenues pour les collections aléatoires de genes qui constituent la
distribution nulle et sont donc supposées étre centrées. Etant donné que ces valeurs peuvent étre
positives ou négatives, mais que 1’on s’intéresse a la déviation par rapport au centre, ce sont les
valeurs absolues qui sont prises en considération. Si moins de 5% (valeur définie par un
hyperparamétre modifiable) des valeurs obtenues dans la distribution nulle sont inférieures a celle

obtenue pour la collection de génes étudiée, alors cette dernicre est dite « déplacée » (ppv Median
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Exp <0.05). Cela signifie que I'expression moyenne des genes dans la collection est différente de
l'expression moyenne de tous les genes, et ce pour au moins un échantillon. Dans un tel cas, des
analyses supplémentaires sont nécessaires pour déterminer précisément 1’origine de ce déplacement.

Si la collection n’est pas déplacée, alors I’hypothése des données centrées est considérée
comme valable. On s’intéresse alors au pourcentage de variance expliqué par la premicre
composante. Si celui de la collection de geénes étudic¢e est supérieur a au moins 95% (valeur définie
par un hyperparameétre modifiable) des valeurs obtenues pour la distribution nulle, alors la
collection en question est considérée comme « surdispersée » (ppv L1 < 0.05). L’hypothése du
facteur unique décrite dans la partie explicative sur 1’utilisation de I’ACP dans rRoma est valable

pour cette collection de genes.

ANALYSE D’UNE COLLECTION DE GENES DEPLACEE

Pour les collections déplacées, la mesure de 1’activité des échantillons est particulierement
importante. En effet, elle détermine quels échantillons sont responsables du déplacement de la
collection.

Si les échantillons étaient déja séparés en plusieurs groupes amont de 1’analyse, il est
possible de vérifier que cette séparation en groupes est bien responsable du déplacement, en
vérifiant que les scores d’activité sont significativement différents entre les groupes.

A TP’inverse, si les groupes ne sont pas connus en amont, il est possible d’en déterminer de
nouveaux en réalisant une analyse de groupement hiérarchique sur les collections qui sont

déplacées, et donc de déterminer de potentiels nouveaux groupes d’intérét pour I’analyse en cours.

ANALYSE D’UNE COLLECTION DE GENES SUR-DISPERSEE

Les analyses évoquées précédemment pour le cas des collections déplacées le sont aussi
pour les collections sur-dispersées. Mais dans le cas de ces derniéres, I’analyse du poids des genes
devient aussi intéressante.

Les genes associés aux poids les plus forts sont moteurs dans 1’activité de la collection. Ils
permettent ainsi de résumer 1’information des collections & quelques génes, ce qui peut s’avérer
particulierement utile, notamment pour des interprétations a 1’aide d’approches de biologie des
systémes.

L’analyse du signe du poids des geénes est elle aussi particulierement intéressante. Ainsi, des
collections contenant a la fois des activateurs et des inhibiteurs pourront étre mises en évidence par

rRoma en étant sur-dispersées, et les génes associés mis en valeur. De telles collections ne seraient
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pas détectées comme sur-dispercées par des méthodes d’analyses basées uniquement sur

I’expression moyenne des genes dans les échantillons.

4.2.7 OPTIMISATION DU CALCUL DES DISTRIBUTIONS NULLES

En pratique, il est souvent nécessaire de tester de nombreuses collections de geénes
différentes, disponibles dans des bases de données comme KEGG ou Hallmark. L'estimation de la
distribution nulle pour chaque ensemble de génes testé peut conduire a des calculs trés coliteux en
termes de temps. Dans rRoma, nous ne calculons pas les scores de significativité de la sur-
dispersion et du déplacement pour toutes les collections, mais nous les approximons sur une grille
prédéfinie de valeurs dépendant de la taille des collections étudiées. En effet, ces deux valeurs étant
dépendantes de la taille de 1’échantillon considéré, il n’est pas possible d’utiliser la méme
distribution nulle pour toutes les collections de geénes. Afin d'estimer rapidement l'importance des
scores de sur-dispersion et de déplacement, nous construisons donc les distributions nulles pour une
liste représentative de tailles de collections. Les tailles de collections représentatives sont choisies
pour étre uniformément distribuées dans 1'échelle logarithmique entre la taille minimale et la taille
maximale des collections étudiées. Pour une collection donnée, on choisit ensuite la distribution

nulle qui est la plus proche en terme de taille dans 1'échelle logarithmique.

4.3 Application pratique

Nous avons utilis¢ rRoma pour étudier 1'activité de voies de signalisation dans les cellules
¢épithéliales des voies respiratoires de patients atteints par la mucoviscidose (N=6) et de donneurs
sains (N=6). Nous avons plus précisément compar¢ les transcriptomes issus de cultures primaires de
cellules épithéliales des voies respiratoires de patients porteurs de la mutation la plus fréquente
causant la mucoviscidose, F508del, avec ceux de témoins sains, en utilisant des données RNA-seq
accessibles en libre accés dans la base de données GEO du NCBI, sous l'identifiant d'accés GSE
176121 (Rehman et al, 2021).

Pour cette analyse, nous avons sélectionné une base de données de collections de genes,
Hallmark, issue de de la Molecular Signature Database (MsigDB)(Liberzon et al, 2015). Il s’agit
d’une base de données constituée de cinquante collections de genes, c’est & nombre d’un nombre
restreint de collections. Chaque collection correspond a un état ou a un processus biologique bien

défini. Cette base de données présente par ailleurs I’avantage d’€tre publique et en libre acces.
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Cependant, pour réaliser une analyse plus complete des processus biologiques potentiellement
impliqués dans une maladie considérée, rRoma peut aussi étre appliqué en utilisant plusieurs bases
de données de voies de signalisations combinées ensemble. Lors de I’application de rRoma pour
une étude omique, nous recommandons donc de prendre en considération le plus de voies de
signalisation possibles, tout en restant cohérent vis-a-vis de 1’étude menée, et sans que le temps
nécessaire a I’application de rRoma ne devienne prohibitif.

rRoma est ensuite exécuté en spécifiant simplement la base de données de voies a utiliser et
la matrice d'expression a analyser, comme indiqué dans la section précédente.

Les voies activées sont déterminées a partir de la matrice appelée ModuleMatrix calculée
par rRoma. Comme expliqué dans la section précédente, Les voies dont la p-value associé a
I’expression médiane est inférieure a un certain seuil sont considérées comme déplacées, tandis que
celles dont la p-value L1 (p-value pour la sur-dispersion) est inférieure a ce méme seuil sont
considérées sur-dispersées. L'activité des voies dans les différents échantillons peut étre représentée
graphiquement avec la fonction Plot.Genesets.Samples (figures 31 et 32), et les génes contribuant le
plus a chaque voie sont déterminés en visualisant les poids des genes, grace a la fonction
GetTopContrib (figure 33). Des diagrammes en boite a moustaches représentant les scores d'activité
dans des groupes d’échantillons prédéfinis peuvent également étre tracés, et permettent une analyse
différentielle. Dans notre exemple, toutes les voies mises en évidence se comportent de maniere
significativement différente chez les patients atteints de mucoviscidose et chez les donneurs sains

(figure 34).
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Figure 31 : Activité des échantillons pour les deux voies déplacées. Les activités les plus élevées
sont en rouges et les plus faibles en bleu. Un dendrogramme est tracé pour regrouper les patients

selon leur niveau d’expression pour les collections considérées.
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Figure 32 : Activité des échantillons pour la voie surdispersée. Les activités les plus élevées sont en
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Figure 33 : Genes aux poids les plus importants pour la voie surdispersée. Les génes sont triés par

niveau d’importance, le plus important se trouvant en haut.
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Figure 34 : Comparaison des scores d’activité entre les deux groupes étudiés pour les 3 collections
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Dans notre exemple, sur les 50 voies Hallmark testées, 3 étaient significativement actives, et
étaient associées au métabolisme des acides gras, a la surface apicale et la coagulation. La voie
associée au métabolisme des acides gras (HALLMARK Fatty acid metabolism) présente des
scores d'activité significativement différents entre les patients atteints de la mucoviscidose et les
donneurs sains. Cette voie a été largement étudiée dans le contexte de la mucoviscidose, et sa
dérégulation est un phénotype bien connu de la maladie (Strandvik et al 2010). Cela illustre donc
bien la capacité de rRoma a extraire les dérégulations biologiquement pertinentes a partir des
données transcriptomiques.

La voie liée a la surface apicale est plus difficile a interpréter. Elle pourrait en réalité mettre
en évidence des différences survenant au cours de la différenciation cellulaire, et elle pourrait donc
étre liée a la culture cellulaire plutdt qu'a la maladie. En effet, les cellules considérées dans cette
¢tudes ont cultivées sur filtres, de maniére similaire a ce qui a été décrit dans la section précédente.
Les cellules ont ainsi été cultivées a I’interface air-liquide durant plusieurs semaines afin d’étre
différenciées. De légeres modifications des conditions de culture durant cette période de
différenciation auraient pu altérer le profil apical des cellules, et donc modifier 1’expression du
groupement de génes associé.

Enfin, la voie liée a la coagulation, la seule voie sur-dispersée, semble étre liée a un géne
spécifique avec un poids associé tres €levé : la gelsoline (GSN). GSN est en effet de loin le géne qui
contribue le plus au score d'activité de cette voie liée a la coagulation. La gelsoline a déja été mise
en évidence comme jouant un réle dans l'activation de CFTR (Cantiello 2001, Vasconcellos 1994),
ce qui indique que la détection de cette voie est compatible avec les connaissances disponibles
concernant la mucoviscidose.

Ainsi, dans l'ensemble, dans cette étude, rRoma a mis en évidence un mécanisme pertinent
dans le contexte de mucoviscidose, un biais potentiel dii a la culture cellulaire, et un gene
intéressant qui pourrait étre étudié de manicre plus approfondie.

Comme expliqué lors de la section précédente, de nombreux hyperparametres peuvent étre
spécifiés et changés pour modifier la vitesse, la précision ou le comportement de rRoma vis-a-vis
des valeurs aberrantes. Le temps de calcul nécessaire pour exécuter l'algorithme dépend
généralement de ces parametres (en particulier, de ’activation ou non de la parallélisation) ainsi que
du nombre de voies étudiées et de leurs tailles respectives. En ce qui concerne l'exemple discuté ici,
l'algorithme s'est exécuté en environ 3 minutes et 15 secondes sur un MacBook Pro équipé d'un

processeur Intel Core 17 6 coeurs a 2,6 GHz. L'analyse d'une seule voie de 60 genes a pris environ 5
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secondes. La parallélisation n'a pas été utilisée, mais elle aurait augment¢ la vitesse de l'analyse si

elle I’avait été.

4.4 Conclusion

En résumé, cette étude montre que rRoma est capable d'identifier des voies génétiques
associées aux maladies a partir de données transcriptomiques ou protéomiques, permettant a la fois
une interprétation plus claire des résultats d'un point de vue biologique, et une interprétation des
changements cellulaires d'une maniere plus globale et plus fonctionnelle.

Une vignette détaillée permettant de reproduire toutes les analyses présentées ici est
¢galement disponible sur le GitHub contenant le code source de 1’algorithme.

Cet algorithme a prouvé son utilité dans le cadre de la mucoviscidose, comme a pu le
montrer 1’étude décrite dans la section précédente, au cours de laquelle rRoma a été utilisé et a

permis de mettre en évidence de nouvelles collections de génes d’intérét.
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Discussion générale

Au cours de cette these, j’ai eu ’opportunité de m’intéresser a de nombreux aspects de la
mucoviscidose, en utilisant des méthodes et des compétences variées, faisant appel a des méthodes
informatiques, ainsi qu’a des expériences de laboratoire en biologie. Les questions traitées étaient
nombreuses, toutes en lien avec les modulateurs de CFTR, dans 1’espoir de pouvoir mieux
comprendre ces derniers, que ce soit dans leur fonctionnement ou dans la maniére d’évaluer leurs
effets en clinique. Une meilleure compréhension du mécanisme d’action des modulateurs aurait une
tres grande utilité dans la lutte contre la mucoviscidose : si les modulateurs s’avéraient bénéfiques
pour les patients via des cibles contre lesquelles ils n’ont pas été spécifiquement développés, cela
signifierait que de nouveaux médicaments spécifiques de ces cibles pourraient avoir des effets
encore plus importants.

L’évaluation de ces bénéfices reléve d’un double enjeu. Il existe plusieurs milliers de
mutations différentes causant la mucoviscidose, et les effets des modulateurs varient en fonction de
ces mutations. Ces derniéres ont été regroupées en grandes classes, et les mutations de classe I et
VII en particulier apparaissent comme particulierement importantes du fait de I’absence d’effet des
modulateurs sur CFTR pour ces mutations. Cependant, un effet bénéfique des modulateurs chez les
patients porteurs de telles mutations n’est pas a exclure. Ce constat a d’ailleurs fait I’objet de la
troisiéme étude décrite dans ce manuscrit.

Le second enjeu tient a la capacité d’évaluer un effet clinique bénéfique des modulateurs
chez les patients. Comme évoqué en introduction de ce manuscrit, cette tdche est de plus en plus
difficile a mesure que les conditions de vie des patients s’améliorent avec 1’apparition de nouveaux
traitements. En particulier, il est clair que tous les patients ne répondent pas de la méme maniere
aux traitements, pourtant cette hétérogénéité n’a que tres peu été étudiée.

Dans notre premiere étude, nous avons ainsi pu montrer que dans le cas spécifique de la
combinaison VX-770/VX-809 chez des enfants de 6-18 ans, les variations du VEMS, de I'IMC et
du nombre de jours d’ATB sont trois paramétres importants pour la caractérisation de
I'hétérogénéité de la réponse des enfants. En particulier, I'MC revét une importance toute
particuliere dans 1'hétérogénéité de la réponse chez les enfants de 6 a 12 ans dont la fonction
respiratoire est normale. Ainsi, nous montrons que la mesure seule du VEMS n’est pas suffisante a
la caractérisation d’une réponse aux traitements par modulateurs. Il apparait donc clairement, a la

lueur de ces résultats, que la réponse clinique dans la mucoviscidose ne peut plus se restreindre a
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I’évaluation d’un seul parameétre clinique. A 1’inverse, plusieurs combinaisons de parameétres
peuvent étre prises en compte afin de mettre en évidence plusieurs profils de réponse, et ces
combinaisons varient en fonction de 1’dge. De plus, il est probable que ces combinaisons seraient
aussi différentes dans le cas d’un traitement utilisant d’autres combinaisons de modulateurs. Nous
n’avons malheureusement pu mener notre étude que chez des patients traités par la combinaison
VX-770/VX-809, mais la méme méthodologie serait applicable a d’autres combinaisons.

Pour mieux comprendre le mécanisme d’action des modulateurs de CFTR, nous nous
sommes concentrés sur des approches nouvelles, faisant sens dans le contexte de la mucoviscidose.
Nous avons ainsi étudi¢ la composition de la sueur de patients atteints par la mucoviscidose, ce
biofluide étant utilisé lors du diagnostic de la maladie. Il est malheureusement treés vite apparu que
I’objectif premier de cette étude ne pourrait pas étre atteint : les analyses différentielles menées sur
des patients traités ou non par modulateurs n’ont pas permis de mettre en évidence de nouvelles
protéines ou de nouvelles voies d’intérét dans le contexte de la mucoviscidose. Cependant les
limitations étaient potentiellement d’origine technique, et il serait intéressant d’étudier a nouveau la
protéomique de ce biofluide pour d’autres patients traités par modulateurs.

Mais I’analyse de la sueur s’est avérée trés intéressante sur un autre aspect : elle nous a
permis d’améliorer notre compréhension de la physiologie de la maladie, en mettant en avant des
pistes sur 1’origine de la KPA chez les patients atteints par la mucoviscidose.

Face au relatif échec de 1’analyse de la sueur pour évaluer I’effet des modulateurs, nous
avons décidé de nous reconcentrer sur 1’analyse de matériel génétique et protéomique issu de
cellules épithéliales, mimant le comportement des cellules d’un poumon humain.

Le nombre de patients étant limit¢ dans I’étude que nous souhaitions mener, nous avions
besoin d’outils nous assurant d’obtenir des résultats malgré une quantité limitée de données.
L’approche que nous avons privilégiée est celle de I’analyse par voies. Cependant peu de logiciels
existent pour réaliser une telle analyse, et ils ne permettent pas de prendre en compte des groupes
comprenant a la fois des activateurs et des inhibiteurs. Nous avons donc repris le développement de
ROMA, un programme dédi¢ a 1’analyse de voies, adapté au cas d’inhibiteurs et d’activateurs
combinés, et avons ainsi créé un package R, rRoma.

A I’aide de ce programme, couplé a d’autres logiciels d’analyse de voies, notamment GSEA,
nous nous sommes alors intéressés plus particulierement a 1’effet de la trithérapie VX-770/VX-661/
VX-445, qui n’a encore que trés peu été étudiée en omique. Nous avions ’espoir de mettre en
¢vidence des mécanismes de correction indépendants de CFTR, qui pourraient donc étre utiles aux

mutations de classe I et VII, et pour lesquels de nouvelles thérapies plus ciblées pourraient étre
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développées. Pour cela, nous avons analysé 1’effet de la trithérapie a la fois sur des mutations de
classe II et sur des mutations de classe I. Nous avons ainsi pu mettre en évidence un effet bénéfique
de la trithérapie sur la correction des dysfonctionnements mitochondriaux. De manicre tres
intéressante, cette correction a été retrouvée a la fois chez les patients porteurs de mutations de
classe II et chez ceux porteurs de mutations de classe I. Ces résultats menent aussi a penser que
l'optimisation du métabolisme des mitochondries dans la mucoviscidose pourrait étre au centre d'un
traitement thérapeutique efficace. Ces dernieres pourraient d’ailleurs constituer un potentiel
biomarqueur d’intérét pour évaluer la réponse clinique aux modulateurs de CFTR.

Il est désormais nécessaire de confirmer biologiquement les résultats qui ont été mis en
¢vidence au cours de ces analyses informatiques. En particulier, au moment de la rédaction de ce
manuscrit, des analyses en Seahorse ainsi que des immunoblots sont en cours de réalisation dans
I’espoir de mettre en évidence une augmentation de I’activité mitochondriale en réponse a un
traitement par modulateurs, voire une augmentation de la quantité de mitochondries présentes dans
les cellules, ou un changement de leur localisation au sein de ces derniéres.

Une telle validation, dans un premier temps chez des patients porteurs de mutations de
classe II, puis chez des patients porteurs de mutations de classe I, confirmerait I’importance des
mitochondries dans la lutte contre les symptomes causés par la mucoviscidose, et ouvrirait la voie a

la recherche de nouveaux traitements contre cette maladie.
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Conclusion générale

Cette thése a permis d’améliorer notre compréhension du fonctionnement et des effets des
modulateurs de CFTR, a la fois au niveau clinique et au niveau cellulaire.

Au niveau clinique, nous avons pu montrer que dans le cas de la combinaison VX-770/
VX-809 chez des enfants de 6-18 ans, les variations du VEMS, de I'IMC et du nombre de jours
d’ATB sont trois parametres importants pour la caractérisation de 'hétérogénéité de la réponse des
enfants. En particulier, I'IMC revét une importance toute particulicre dans I'hétérogénéité de la
réponse chez les enfants de 6 a 12 ans dont la fonction respiratoire est normale. Ainsi, nous
montrons que la mesure seule du VEMS n’est pas suffisante a la caractérisation d’une réponse aux
traitements par modulateurs.

Il semble cependant difficile de trouver un biomarqueur caractéristique d’une telle réponse
dans la sueur des patients, comme 1’a montré la deuxiéme étude. Néanmoins, 1’analyse omique de
ce biofluide apparait comme particuliérement intéressante pour mieux comprendre la
physiopathologie de la maladie. En particulier, notre étude a permis de mettre en avant des pistes
sur I’origine de la KPA chez les patients atteints par la mucoviscidose.

Les évolutions et effet liés aux modulateurs de CFTR semblent donc étre a chercher au
niveau des cellules épithéliales de patients, comme 1’a montré la troisieme étude. Notre étude a ainsi
clairement montré que la modification du phénotype des cellules des patients porteurs de mutation
de classe II via le traitement par VX-770/VX-661/VX-445 est au moins pour partie due a la
correction de dysfonctionnements mitochondriaux. En outre, la méme correction a €t¢ observée
chez les patients porteurs de mutations de classe I, ce qui laisse supposer que les modulateurs de
CFTR pourraient étre bénéfiques aux patients porteurs de ces mutations, et ce, malgré
paradoxalement leur absence d’effet sur CFTR dans le cas de telles mutations. Ces résultats ménent
aussi a penser que l'optimisation du métabolisme des mitochondries dans la mucoviscidose pourrait
étre au centre d'un traitement thérapeutique efficace. Ces dernicres pourraient par ailleurs consister
un potentiel biomarqueur d’intérét pour évaluer la réponse clinique aux modulateurs de CFTR.

Ces résultats ont pu étre obtenus grace a 1’utilisation d’outils dédiés a 1’analyse de voies. En
particulier, I’algorithme rRoma que nous avons développé a permis de confirmer nos découvertes
sur le role des mitochondries. rRoma est capable d'identifier des voies génétiques associées aux
maladies a partir de données transcriptomiques ou protéomiques, permettant a la fois une
interprétation plus claire des résultats d'un point de vue biologique, et une interprétation des

changements cellulaires d'une maniére plus globale et plus fonctionnelle.
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Au cours de cette thése, nous avons donc mis en lumiére de nouveaux profils cliniques de
réponse aux traitements par modulateurs, amélioré notre compréhension des symptomes de la peau
chez les patients atteints par la maladie, révélé I’effet de la trithérapie sur les mitochondries dans les
cellules épithéliales respiratoires des patients, et développé un nouvel algorithme dédié a 1’analyse

de voies pour les études omiques.
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Annexes

ANNEXE 1

Patients characteristics at baseline and at 6 months lumacaftor-ivacaftor using imputed ITT data.
Values in n(%) or mean (SD). p values are calculated by paired t-test, or Wilcoxon signed rank test
when comparing 6-12 to 12-18 year-old children.

6-18 years 6-12 years 12-18 years old (n = 88) | p 6-12 vs 12-18
n=112 n=24 yrs
MO M6 p MO Mo p MO Mo p MO M6

Female, 53 ND ND 10 ND ND 43 ND ND ND ND
n(%) 47) (42) (49)

Age(yrs)| 135 | 141 | ND | 93 98 | ND | 147 | 152 | ND | ND | ND
2.8) | (2.9 @n | @n (1.7) | (1.8)

BMI Z- -0.6 -04 | <10e- | -0.65 | -0.4(1) | 0.001 -0.6 -0.4 | 0.001 0.7 0.8

score 0.9) | (0.9) 4 (0.9) 0.9) | (0.8) (NS) | (NS)

ppFEV1 87 89 0.1 100 101 0.6 83 86 0.1 <10e- | 0.001
(23) (21) (NS) (20) (20) (NS) (22) (20) (NS) 3

ppFVC 93 95 0.02 99 101(13 | 0.2 91 93 0.06 0.07 0.02
19 | adn (13) ) (NS) | (20) | (18) | (NS) | (NS)

ppFEF2s. 74 75 0.68 90 89(34)| 08 69 71 0.6 0.01 0.02

75 (32) (30) (NS) (35) (NS) 29) (28) (NS)

Sweat 101 80 <10e- 103 | 80(14) | <10e- | 100 79 | <10e-1| 0.1 0.9

test (11) 17) 14 ®) 4 (12) 17 1 (NS) | (NS)

(mmol/

L)

days of 22 17 0.01 22 13(21) | 0.1 22 18 0.05 0.8 0.4

?ITB in (23) (23) (25) (NS) (23) (23) (NS) | (NS) | (NS)

the

previous

6 months

BMI: Body Mass Index ; ppFEV1: percent predicted Forced Expiratory Volume in 1s ; ppFVC:
percent predicted Forced Vital Capacity ; ppFEF 2s.5: percent predicted Forced Expiratory Flow
between 25% and 75% of FVC; ATB: antibiotic ; ND: No data to display ; NS: not significant
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ANNEXE 2

Correlation coefficients and corresponding p values between the 6 outcome parameters and the 6
Principal Components for patients aged 12 years and older. Percentage of explained variance for

each PC.

PC1 PC2 PC3 PC4 PCS5 PCo
Corr p Corr p Corr p Corr p Corr P Corr p
ABMI Z- | 0.09 02 | -0.83 | <10e- | 0.16 0.1 0.52 | <10e- | -0.02 | 0.9 | -0.03 | 0.8
score (NS) 15 (NS) 6 (NS) (NS)
AppFEV: | 0.95 | <10e- | 0.07 05 |-013| 02 |-005]| 06 | -009| 04 | -024 | 0.02
15 (NS) (NS) (NS) (NS)
AppFVC | 0.85 | <10e- | -0.05 | 0.7 | -0.07 | 0.5 | -0.02 | 0.8 | -0.49 | <10e- | 0.18 | 0.09
15 (NS) (NS) (NS) 5 (NS)
AppFEF2s | 0.69 | <10e- | 0.12 03 | -024 | 0.02 | 022 | 0.04 | 0.63 | <l0e- | 0.10 0.4
75 12 (NS) 10 (NS)
AST 0.36 | <10e- | -0.31 | 0.004 | 0.68 | <10e- | -0.51 | <10e- | 0.22 | 0.04 | 0.02 0.8
3 12 6 (NS)
AATB 0.13 0.4 0.56 | <10e- | 0.68 | <10e- | 0.45 | <10e-| -0.06 | 0.6 | -0.01 1
(NS) 7 12 5 (NS) (NS)
Variance 37.5 18.7 17.1 13.3 11.7
(%0)

Corr : Pearson correlation coefficient ; BMI: Body Mass Index ; ppFEV1: percent predicted Forced
Expiratory Volume in 1s ; ppFEF 25-75: percent predicted Forced Expiratory Flow between 25%
and 75% of FVC ; ppFVC: percent predicted Forced Vital Capacity ; ATB: days of antibiotics in the
last 6 months ; ST: Sweat Test ; NS: not significant
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ANNEXE 3

Loading matrix for the 6 outcome parameters and the 6 Principal Components for patients aged 12
years and older.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC 6
ABMI Z- 0.059 -0.78 0.16 0.59 -0.021 -0.096
score
AppFEV 0.64 0.070 -0.12 -0.061 -0.11 -0.75
AppFVC 0.56 -0.043 -0.067 -0.023 -0.59 0.57
AppFEF2s 0.46 0.11 -0.24 0.24 0.75 0.31
-75
AST 0.24 -0.29 0.67 -0.58 0.26 0.072
AATB 0.084 0.53 0.67 0.51 -0.074 -0.020

BMI: Body Mass Index ; ppFEV1: percent predicted Forced Expiratory Volume in 1s ; ppFEF
25-75: percent predicted Forced Expiratory Flow between 25% and 75% of FVC ; ppFVC: percent
predicted Forced Vital Capacity ; ATB: days of antibiotics in the last 6 months ; ST: Sweat Test.
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ANNEXEFE 4

Mean (min/max) parameter values according to patient clustering in patients aged 12 years and
older, and comparison of these clusters according to the studied outcome parameters.

Cluster | Cluster | Cluster | Cluster | Padj Padj Padj Padj Padj Padj
1 2 3 4 cluster | cluster | cluster | cluster | cluster | cluster
1/2 1/3 1/4 2/3 2/4 3/4

N 10 28 29 21 NA NA NA NA NA NA

Age 14.8 14.9 14.4 14.7 NA | NA | NA | NA | NA | NA
(122- | (12.1- | (12.0- | (12.0-
17.3) 17.9) 18.0) 18.5)

BMI MO 1.0 0.6 0.2 0.8 02 | 008 | 04 0.4 0.6 0.2
(-1.9- | (23- | (22- | (27- | (NS) | (NS) | (NS) | (NS) | (NS) | (NS)
0.04) 1.1) 2.5) 0.44)

ppFEV, 62.1 83.9 83.7 919 | 0.08 | 008 | 002 | 08 0.3 0.3

MO (7.0- | (258- | (314- | (59.0- | (NS) | (NS) (NS) | (NS) | (NS)
99.0) | 127.0) | 124.0) | 121.0)

ppFVC 72.5 92.6 93.5 958 | 0.03 | 004 | 0.03 1 0.9 0.9

MO G17- | (277- | (502- | (61.4- (NS) | (NS) | (NS)
108.0) | 120.0) | 128.0) | 142.0)

ppFEF257 | 55.9 68.7 65.5 81.2 0.3 03 | 0.07 1 0.3 0.3

sMO (11.0- | (27.0- | (14.0- | (41.0- | (NS) | (NS) | (NS) | (NS) | (NS) | (NS)
115.6) | 125.0) | 124.0) | 150.6)

ST MO 90.5 98.7 1062 | 98.9 02 | 0002 01 | 00l | 08 | 003
(56.0- | (73.0- | (87.0- | (78.0- | (NS) (NS) (NS)
106.0) | 126.0) | 130.0) & 118.0)

ATBMO | 255 22.9 19.1 23.8 0.7 0.3 0.9 0.7 0.8 0.3
0.0- | (0.0- | (0.0- | (0.0- | (NS) | (NS) | (NS) | (NS) | (NS) | (NS)
60.0) | 77.0) | 111.0) | 105.0)

ABMIZ- | 03 0.3 0.2 0.3 07 | 0.02 1 | <10e5| 08 | <10e3

score (-03- | (03- | (-09- | (-04- | (NS) (NS) (NS)

1.5) 0.8) 0.4) 0.8)
AppFEV, | 213 5.5 1.4 10.0 | <10e-3 | <10e-3 | <10e-4 | 0.04 | <10e-6  <10e-4

(74- | (20- | (-11.0- | (-22.0-
36.1) 17.8) | 20.0) 1.4)

AppFVC | 18.8 4.1 1.4 8.1 | 0.004 | <10e-3 | <10e-4 | 02 | <l0e4 | <l10e-3
(1.0- | (40- | (-7.1- | (-36.0- (NS)
363) | 17.3) | 102) 5.2)
AppFEF»s | 20.5 8.4 3.3 176 | 02 | 007 | <10e3| 03 | <10e-5 <l0e-4
s (-27.0- | (-12.0- | (-33.0- | (-39.6- | (NS) | (NS) (NS)
51.0) | 42.0) | 450) | -4.0)
AST 1.6 116 | 372 | 200 | 03 | <10e-3 | 0.02 | <10e-4 02 | 0.007
(-33.0- | (-38.0- | (-78.0- | (-41.0- | (NS) (NS)
350) | 14.0) | -10.0) | 20.0)
AATB 10.9 -16.1 5.2 9.1 | 0004 06 | 005  <10e3| 09 | 001
(-20.0- | (-56.0- | (-97.0- | (-38.0- (NS) | (NS) (NS)

44.0) 0.0) 90.0) | 60.0)
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BMI: Body Mass Index ; ppFEV1: percent predicted Forced Expiratory Volume in 1s ; ppFEF
25-75: percent predicted Forced Expiratory Flow between 25% and 75% of FVC ; ppFVC: percent
predicted Forced Vital Capacity ; ATB: days of antibiotics in the last 6 months ; ST: Sweat Test.
Padj: Wilcoxon signed rank test p value adjusted by Benjamini-Hochberg correction ; NA: not
applicable ; NS: not significant.
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ANNEXE 5

Correlation coefficients and corresponding p values between the 6 outcome parameters and the 6
Principal Components for 6-12 year-old patients. Percentage of explained variance for each PC.

PC1 PC2 PC3 PC 4 PCS PCeo
Corr p Corr p Corr p Corr p Corr p Corr p
ABMIZ- | 0.67 | <l0e- | -0.09 | 0.7 0.43 | 0.04 | -0.59 | 0.002 | 0.09 0.7 | -0.01 1
score 3 (NS) (NS) (NS)
AppFEV: | 093 | <10e- | -0.10 | 0.6 | -0.20 | 0.3 0.15 05 | -009 | 07 | -022]| 03
10 (NS) (NS) (NS) (NS) (NS)
AppFVC | 0.81 | <10e- | 0.18 04 | -046 | 0.02 | -0.08 | 0.7 | -0.24 | 0.3 0.16 0.4
5 (NS) (NS) (NS) (NS)
AppFEF2s | 0.78 | <10e- | -0.36 | 0.09 | 0.23 0.3 037 | 0.08 | 0.25 0.2 0.11 0.6
75 5 (NS) (NS) (NS) (NS) (NS)
AST 0.21 0.3 091 | <10e- | -0.25 | 0.2 | -0.01 1 0.27 02 | -0.02| 09
(NS) 8 (NS) (NS) (NS) (NS)
AATB 0.19 0.4 0.54 | 0.007 | 0.77 | <10e- | 0.20 03 | -021 | 03 0.01 1
(NS) 4 (NS) (NS) (NS)
Variance 44.5 21.5 19.1 9.2 4.2 1.5
(%)

Corr : Pearson correlation coefficient ; BMI: Body Mass Index ; ppFEV1: percent predicted Forced
Expiratory Volume in 1s ; ppFEF 25-75: percent predicted Forced Expiratory Flow between 25%
and 75% of FVC ; ppFVC: percent predicted Forced Vital Capacity ; ATB: days of antibiotics in the
last 6 months ; ST: Sweat Test ; NS: not significant.
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ANNEXE 6

Loading matrix for the 6 outcome parameters and the 6 Principal Components for 6-12 year-old
patients.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC 6
ABMI Z- 0.41 -0.083 0.40 -0.79 0.19 -0.039
score
AppFEV 0.57 -0.090 -0.19 0.21 -0.17 -0.75
AppFVC 0.50 0.16 -0.43 -0.11 -0.48 0.55
AppFEF2s 0.48 -0.31 0.22 0.49 0.50 0.37
-75
AST 0.13 0.80 -0.23 -0.0072 0.54 -0.065
AATB 0.12 0.47 0.72 0.28 -0.41 0.018

BMI: Body Mass Index ; ppFEV1: percent predicted Forced Expiratory Volume in 1s ; ppFEF
25-75: percent predicted Forced Expiratory Flow between 25% and 75% of FVC ; ppFVC: percent
predicted Forced Vital Capacity ; ATB: days of antibiotics in the last 6 months ; ST: Sweat Test.
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ANNEXE 7

Patients’ characteristics at the moment of sweat collection

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
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Ag

(ve
ars)

13
16
13
12

13

17
19

0.1

0.1

13

13
10
1.2
0.1
15
17
0.1

8

Sex

- 2= £ = = £ X K

= <

< 2 £ O OE OE L

Genotype
F508del = F508del
(a) (a)

444del
A 444delA
F508del
(a) L558S
F508del = F508del(
(a) a)
G542X( | G542X(c
c) )
G542X(  G542X(c
c) )
F508del | F508del(
(a) a)
F508del = F508del(
(a) a)
F508del = W1282X(
(a) 9)
Y275X(
c) S466X(c)
F508del = del exons
(a) 2-3(b)
F508del HI199Y(a
(a) )
F508del
(a) F191V(a)
1717-1 1717-1G
G>A(d) >A(d)
F508del | F508del(
(a) a)
F508del = F508del(
(a) a)
F508del | F508del(
(a) a)
1507del = Del Exon
(a) 17B (b)
F508del | F508del(
(a) a)
2789+5  3120+1G
G>A >A
F508del
(a) 2143delT
F508del | F508del(
(a) a)
F508del | F508del(
(a) a)

Genot Sweat
ype test
classif ~ (mmol/
ication L)
Patients
81
2/2
107
1/1
105
2/2
110
2/2
118
1/1
114
1/1
120
2/2
69
2/2
95
2/1
126
1/1
102
2/1
101
2/2
22
2/2
109
1/1
110
2/2
105
2/2
104
2/2
111
2/1
96
2/2
103
5/1
106
2/1
98
2/2
114
2/2

Pancreati
C status

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PS

PI

PI

PI

PI

PI

PI

PS

PI

PI

PI

FEV
1 pp

104
ND
33
116
90
ND
129
96
ND
ND
ND
109
100
ND
ND
93
129
ND
ND
59
41
ND

116

Bronchial
colonization

S.aureus
S.aureus,
Alcaligenes
Paeruginosa,
Alcaligenes spp
S.aureus
S.aureus,
Alcaligenes spp
Paeruginosa
S.aureus
S.aureus
None detected
S.aureus
None detected
S.aureus
None detected
None detected
None detected
S.aureus
S.Maltophilia
None detected
None detected
S.aureus
Paeruginosa,
Alcaligenes spp

S.aureus

None detected



24 F  F508del  F508del( 92
14 (a) a) 2/2 PI 108 S.aureus
25 F  F508del R347H(b 49
13 (a) ) 2/2 PS 100 None detected
Non-CF control subjects
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ANNEXE 8

List of differentially expressed proteins in CF and WT sweat.

Protein

TGM3
PLBDI1
TGMS5
TOLLIP
KLK7
KLKI13
CHI3L1

ANXA2;ANXA2P2

CTSB
CYCS
CNP

VCL
CTBS
CTSV
GGH
SERPINB6
WDRS5
CHAD
SNRPN;SNRPB
CTSA

LYZ
SLUR2

PRCP

191

P

1,58E-09
2,19E-08
6,44E-08
1,72E-06
2,00E-05
1,98E-05
3,01E-05

3,89E-05

4,28E-05
5,02E-05
6,03E-05
9,67E-05
1,00E-04
1,70E-04
2,06E-04
2,18E-04
2,60E-04
2,66E-04
2,75E-04
3,58E-04
3,55E-04
4,20E-04

4,15E-04

Q (Benjamini-
Hochberg)

1,57E-06
1,09E-05
1,97E-05
2,84E-04
1,32E-03
1,32E-03
1,57E-03

1,83E-03

1,93E-03
2,07E-03
2,39E-03
3,09E-03
3,10E-03
4,00E-03
4,63E-03
4,80E-03
5,48E-03
5,49E-03
5,57E-03
6,95E-03
6,95E-03
7,84E-03

7,84E-03

Log Fold
change (CF -
WT)

1,48E+00
3,20E+00
2,10E+00
2,59E+00
2,81E+00
1,49E+00
2,63E+00

1,92E+00

1,06E+00
2,22E+00
1,87E+00
1,04E+00
7,88E-01

1,95E+00
6,91E-01

8,56E-01

2,57E+00
2,13E+00
2,28E+00
9,90E-01

2,70E+00
2,12E+00

9,56E-01

Expression in
CF sweat

Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed

Overexpressed

Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed
Overexpressed

Overexpressed



QPCT
ACP5
FAM129B
RHOA;RHOC
VPS4B
MPO

TFG
ELANE
GRIPAP1
CCT7
SLC6A14
SLC3A2
RPLI11
P4HB
G6PD
TMED9
HSP90ABI
MTHFDI
CALR
CCT8
B3GNT2
HSP90B1
HSP90AAL
SLC38A10

RPSI18

SLC25A5;SLC25A6

MFGES

RABI1A;RABI11B

192

4,94E-04
5,27E-04
7,94E-08
2,04E-07
9,61E-06
1,08E-05
9,78E-06
1,51E-05
1,48E-05
1,54E-05
1,71E-05
2,26E-05
2,67E-05
2,85E-05
3,29E-05
4,50E-05
6,37E-05
7,24E-05
8,13E-05
7,98E-05
8,49E-05
1,04E-04
1,16E-04
1,14E-04
1,21E-04
1,27E-04
1,35E-04

1,49E-04

9,07E-03
9,33E-03
1,97E-05
4,05E-05
1,19E-03
1,19E-03
1,19E-03
1,28E-03
1,28E-03
1,28E-03
1,30E-03
1,40E-03
1,56E-03
1,57E-03
1,63E-03
1,94E-03
2,43E-03
2,66E-03
2,78E-03
2,78E-03
2,80E-03
3,14E-03
3,27E-03
3,27E-03
3,33E-03
3,40E-03
3,51E-03

3,79E-03

1,37E+00

1,03E+00

-2,08E+00
-2,41E+00
-2,14E+00
-3,43E+00
-1,84E+00
-2,48E+00
-4,45E+00
-2,05E+00
-2,06E+00
-8,81E-01

-1,92E+00
-8,50E-01

-3,14E+00
-1,87E+00
-2,41E+00
-1,39E+00
-9,88E-01

-2,12E+00
-1,88E+00
-2,16E+00
-1,24E+00
-1,84E+00
-1,68E+00
-1,88E+00
-1,58E+00

-1,07E+00

Overexpressed

Overexpressed

Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed

Underexpressed



PSMD6
DSG3
SLC9A3R1
MB
FAM129A

NCALD;HPCA;HP
CAL1
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1,54E-04
1,70E-04
1,92E-04
2,40E-04
5,17E-04

5,54E-04

3,82E-03
4,00E-03
4,42E-03
5,18E-03
9,31E-03

9,64E-03

-8,88E-01

-1,44E+00
-2,15E+00
-1,53E+00
-1,83E+00

-1,30E+00

Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed
Underexpressed

Underexpressed



ANNEXE 9

Differentially expressed proteins in delF508 cells treated or not with the tritherapy (TRI)

Student's Student's Expressio Student's T-test Protein_names Gene_names
T-test p- T-testq- ninTRI Test statistic
value value DMSO_TRI
DMSO_TRI DMSO_T
RI
2,10E-06 ~ 1,21E-02 Over -1,41E+01 | Thiosulfate sulfurtransferase TST
8,65E-06 2,00E-02 | Over -1,15E+01  Propionyl-CoA carboxylase beta chain, PCCB
mitochondrial
1,05E-05  2,00E-02  Over -1,11E+01 Glutathione S-transferase kappa 1 GSTK1
1,79E-05 2,57E-02  Over -1,03E+01 | Electron transfer flavoprotein subunit alpha, ETFA
mitochondrial
2,35E-05 2,69E-02 Over -9,86E+00 ' Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform CPT1A
3,52E-05 3,37E-02  Under 9,27E+00 Epidermal growth factor receptor kinase substrate =EPS8L1
8-like protein 1
5,92E-05 3,40E-02 Over -8,56E+00 Fumarate hydratase, mitochondrial FH
5,81E-05 3,40E-02 Over -8,58E+00 | Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHSH1
5,03E-05 3,40E-02 Over -8,77E+00 ' Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit SUCLGHT
alpha, mitochondrial
4,59E-05 3,40E-02 Over -8,90E+00 ' Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, | SUCLG2
mitochondrial
7,44E-05 3,76E-02 | Under 8,26E+00 A Wolframin WFS1
8,04E-05 3,76E-02 Over -8,16E+00 | ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5B
8,51E-05 3,76E-02 Over -8,09E+00  Lanosterol 14-alpha demethylase CYP51A1
1,20E-04  4,39E-02  Over -7,67E+00 | Calcium-binding mitochondrial carrier protein SLC25A12
Aralari
2,51E-04  4,39E-02 Over -6,81E+00 ' 3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal ACAA1
2,45E-04  4,39E-02 Over -6,84E+00 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit PDHB
beta, mitochondrial
2,12E-04  4,39E-02 Over -7,00E+00 Ferrochelatase, mitochondrial FECH
1,18E-04  4,39E-02 Over -7,68E+00 | Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial IVD
1,46E-04  4,39E-02  Over -7,42E+00 Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9
2,52E-04  4,39E-02 Over -6,81E+00  Enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial ECI1
1,94E-04  4,39E-02 Over -7,10E+00 | Leucine-rich PPR motif-containing protein, LRPPRC
mitochondrial
1,64E-04  4,39E-02 Over -7,29E+00 ' Short/branched chain specific acyl-CoA ACADSB
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dehydrogenase, mitochondrial



2,16E-04
1,58E-04

2,06E-04

1,72E-04
1,68E-04
1,88E-04
2,03E-04
2,49E-04
2,63E-04

2,24E-04

2,12E-04
2,66E-04
2,87E-04
3,08E-04

3,18E-04

4,39E-02
4,39E-02

4,39E-02

4,39E-02
4,39E-02
4,39E-02
4,39E-02
4,39E-02
4,39E-02

4,39E-02

4,39E-02
4,49E-02
4,71E-02
4,91E-02

4,94E-02
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Over

Over

Over

Over
Over
Over
Over
Under

Over

Over

Over
Over
Over

Over

Over

-6,98E+00
-7,33E+00

-7,03E+00

-7,24E+00
-7,27E+00
-7,14E+00
-7,05E+00

6,82E+00
-6,80E+00

-6,94E+00

-7,00E+00
-6,75E+00
-6,66E+00
-6,59E+00

-6,55E+00

Elongation factor Tu, mitochondrial

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha,
mitochondrial

Trifunctional enzyme subunit beta,
mitochondrial;3-ketoacyl-CoA thiolase

Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial
NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial

A-kinase anchor protein 1, mitochondrial

Protein TBRG4

Homer protein homolog 3

Mycophenolic acid acyl-glucuronide esterase,
mitochondrial

Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta,
mitochondrial

AFG3-like protein 2
39S ribosomal protein L48, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial

Acyl-CoA dehydrogenase family member 9,
mitochondrial

Adenylate kinase 2, mitochondrial;Adenylate
kinase 2, mitochondrial, N-terminally processed

TUFM
IDH3A

HADHB

TRAP1
NNT
AKAP1
TBRG4
HOMERS
ABHD10

SUCLA2

AFG3L2
MRPL48
ATP5A1
ACAD9

AK2



ANNEXE 10

List of Overdispersed and Shifted Modules according to rRoma

Shifted

Overdispersed

IL6_JAK_STAT3_SIGNALING
ADIPOGENESIS
PROTEIN_SECRETION
UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE
MTORC1_SIGNALING
MYC_TARGETS_V1
XENOBIOTIC_METABOLISM
FATTY_ACID_METABOLISM
OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION
HALLMARK_GLYCOLYSIS
REACTIVE_OXIGEN_SPECIES_PATHWAY
UV_RESPONSE_DN

HALLMARK_PEROXISOME
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G2M_CHECKPOINT

PISBK_AKT_MTOR_SIGNALING
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Abstract

Introduction: Clinical trials for CFTR modulators consider mean changes of clinical
status at the cohort level, and thus fail to assess the heterogeneity of the response.
We aimed to study the different response profiles to lumacaftor-ivacaftor according
to age in children with cystic fibrosis (CF).

Methods: A mathematical framework, including principal component analysis, data
clustering, and data completion, was applied to a multicenter cohort of 112 children
aged 6-18 years, treated with lumacaftor-ivacaftor. Studied parameters at baseline
and 6 months included body mass index (BMI), number of days of antibiotics (ATB),
Sweat test (ST), forced expiratory volume in 1's expressed in percentage predicted
(ppFEV4), forced vital capacity (ppFVC), and forced expiratory flow at 25%-75% of
FVC (ppFEF25_75).

Results: Change in ppFEV, was the most significant parameter in characterizing
response heterogeneity among the 12-18-year-old patients. Patients with minimal
changes in ppFEV1 were further separated by change in BMI and ATB course. In the
6-12-year-old children both BMI and ppFEV; evolution were the most relevant.
ST change was not associated with a clinical response.

Conclusions: Change in ppFEV;, BMI, and ATB course are the most relevant
outcomes to discriminate clinical response profiles in children treated with
lumacaftor-ivacaftor. Prepubertal and pubertal children display different response

profiles.

Vincenzina Lucidi, Véronique Stoven, and Isabelle Sermet-Gaudelus are co-last authors.
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1 | INTRODUCTION

CFTR modulators are expected to rapidly improve baseline condition
of people with cystic fibrosis (CF). Clinical trials and real-world
studies show improvement of pulmonary function tests (PFTs).2™2
Other outcomes are also considered, including sweat chloride
concentration, pulmonary exacerbations, and nutritional status.
Importantly, these parameters cannot be considered independently
as they all reflect the consequences of CFTR dysfunction on different
target tissues. We aimed to determine which combination of
outcomes, collected on a routine clinical basis, might be the most
relevant to assess the global heterogeneity of the response to CFTR
modulators in children treated with lumacaftor-ivacaftor, and to
characterize different profiles of response based on the evolution of
these clinical outcomes in a 6-months span.

We focused on a cohort of children older than 6 years treated
with the combo therapy lumacaftor-ivacaftor and followed-up in
different pediatric centers in France and in Italy. We considered the
parameters usually measured in patients treated with CFTR modula-
tors, including PFT, body mass index (BMI), sweat test (ST), and
antibiotic courses, and studied their evolution during the first 6
months of treatment. Independent parameters characterizing the
response variability were identified with principal component analysis
(PCA). PCA provides a mathematical framework to integrate various
parameters, identifies principal components (PCs) that explain most
of the variability in the data, which variables contribute the most to
each component, and whether they vary together. It was also used as
a dimension reduction method. We took advantage of this
functionality in our study, as k-means clustering was performed on
the minimum number of PCs explaining 70% of the variance of the
sample.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Cohorts and data description

This study is a retrospective analysis of data collected during routine
follow-up of patients. Data from children above 6 years homozygous
for p.Phe508del and treated with lumacaftor-ivacaftor were col-
lected from four centers: Necker Enfants Malades, Paris, France;
Ospedale pediatrico Bambino Gesu, Rome, Italy; Hospices Civils de
Lyon, Lyon, France; and Centre Hospitalier Universitaire de Nantes,
Nantes, France. Patients were enrolled before starting lumacaftor-
ivacaftor therapy and were evaluated at 6 months according to the
standard of care. The following outcomes were measured at
treatment initiation (MO) and at six months (Mé), according to the
standard of care guidelines: forced expiratory volume in 1s (FEV4),
forced vital capacity (FVC), and forced expiratory flow at 25%-75%

of FVC (FEF,5_75), all expressed as percentage predicted (pp) values
for normal values*; chloride concentration by ST; days of antibiotics
in the previous 6 months as a treatment of pulmonary exacerbation,
including both IV treatment and oral therapy (ATB); BMI, expressed
as BMI Z-score.® Clinical data were part of a French and Italian real-
life study (IRB Comité d'Ethique de la Recherche APHP.5, nber
0011928; IRB Ospedale Pediatrico Bambino Gesu, nber 1534).

We studied their absolute change between MO and Mé:
AppFEV,, AppFVC, AppFEF,s5.75, ABMI, AATB, AST where “A” stands
for “absolute variation from baseline to 6 months.”

All patients initiating lumacaftor-ivacaftor combination were
enrolled in the study. Patients were included between 2017
and 2020.

2.2 | Principal component analysis (PCA) algorithm
and imputation of missing data

We used PCA to describe our data set.® If patients are described by n
initial clinical parameters, PCA determines n new variables that are
linear combinations of the initial parameters, called principal
components (PC) 1 to n (PC1 to PCn). The PCs define n new
orthogonal (i.e., independent or non-redundant) variables along which
patients are best dispersed, such that the percentage of variance
captured along the corresponding directions decreases from PC1 to
PCn. Initial parameters with strong coefficients in the same PC are
correlated. Conversely, initial parameters that never appear together
with strong coefficients in any component are essentially indepen-
dent. Using PCA, it is also possible to view the PCs as linear
combinations of the initial parameters, showing which parameters
contribute the most to each PC. This information is available in
loading matrixes: the higher the loading of an initial parameter in a
given PC, the more it contributes to this PC, and therefore, to the
variance along this PC direction. Loadings are similar to correlations,
which can also be calculated and represented graphically to visualize
relationships between initial parameters and PCs.”

In our study, six PCs were determined, named PC1 to PCé. As
PCs are ordered by the percentage of overall variance explained, PC1
describes the major part of the variance of the data, followed by PC2,
and so forth. Thus, parameters included in the first PCs are the most
relevant to discriminate patient response. In particular, those
associated with PC1 are the most important. On the contrary, the
last PCs carry little to no information and can be regarded as
uninformative. In this study, we thus only considered the PCs
explaining most of the global variance (at least two-thirds of the
variance when taken together). Their correlation with the six
outcome parameters was studied and represented graphically in
two-dimensional (2D) space to ease interpretation. Each vector

(represented by an arrow) represents an initial parameter, that is, one
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of the monitored outcomes. The more a vector is aligned with a PC,
the longer the arrow, the more it is correlated to the PC, and thus
contributes to the variance captured by this PC.

To remove potential bias of PCA towards parameters with larger
variations, data for each outcome parameter were normalized after
aggregation, before running the algorithm. Missing values were
imputed before running the PCA algorithm, using the missForest R

package.®

2.3 | Patient clustering

Clustering was performed by Kmeans algorithm. This method allows
to separate the samples in clusters of equal variances and to provide
an informative and interpretable description of the data. The optimal
number of clusters was determined using the C-index criterion.” The
clusters were compared based on the six outcome variables
considered in the study to better characterize the associated profiles
of response and understand what differentiate them from each other.
To take advantage of the dimension reduction feature of PCA,
patient clustering was performed based on the minimum number of
PCs necessary to account for 70% of the variance of the sample.

2.4 | Statistical evaluation

Analyses were conducted in R.2° Data are presented as mean (IQR). A
p value of <0.05 was considered statistically significant. As normality
assumption could not be verified for all parameters, comparisons
between values from patients in the 6-12-year-old cohort and values
from patients in the 12-18-year-old cohort, as well as comparisons
between values from patients in different subgroups of the same age
group, were performed by Wilcoxon signed-rank test. Values from
patients in the same age group at baseline and after 6 months of
treatment were compared by paired Wilcoxon signed-rank test.
Correlation between variables was assessed by Spearman correlation
test. Benjamini-Hochberg corrections were applied to account for

multiple testing.

3 | RESULTS
3.1 | Patient characteristics

Characteristics of the 112 F508del homozygous children are
summarized in Supporting Information: Table 1. Patients had a mild
lung disease, as assessed by a mean ppFEV, of 87% at MO. Similarly,
most of the patients had a normal nutritional status with a mean BMI
Z-score at MO of -0.6. Six- to 12 year-old patients (n=24) had a
significantly better respiratory status than 12-18-year-old patients
(n=88), as shown by a significantly higher ppFEV; (p < 10e-3) and
ppFEF,5_75 (p=0.01). Therefore, the two cohorts were analyzed

separately.

Overall, in both cohorts, there was a significant improvement in
BMI and ST at 6 months lumacaftor-ivacaftor, in contrast to ppFEV,
and ppFEF,5_75 which were not significantly changed.

Forty-two values were missing in the 12-18-year-old cohort
(4.0% of the data) and 9 in the 6-12-year-old cohort (3.1%). Most of
them involved the ST. Removing all patients with at least one missing
value would have led to discard 43 patients in the PCA analysis. We
thus performed missing values imputation, as described in Supporting
Information. No significant change in data interpretation was
observed upon potential data imputation errors after performing
bootstrap-based multiple imputations using repeated random
patient removal, which provides evidence for the robustness
of the data imputation method*® (Supporting Information: Table 1
and Figure 1A).

3.2 | PCA of clinical parameters and patient
clustering in the 12-18 years children cohort

PCA analysis determined six PCs, PC1 to PC6. PCA was robust to
data reduction, as shown by PCA calculation after repeated random
data removal (Supporting Information: Figure 1B). The amount of
variance explained by each component is shown in Supporting
Information: Table 2. We focused on the first three PCs in the
following analysis (PC1, PC2, and PC3), as they accounted for more
than 70% of the whole variance of the sample (respectively 38%,
19%, and 17%; Supporting Information: Table 2).

Evolution of the three PFT parameters (AppFEV4, AppFVC,
AppFEF,5_75) were the strongest contributors to PC1, as shown by
their correlation with this PC (Figure 1 andSupporting Information:
Table 2) and their value in the loading matrix (Supporting Information:
Table 3). AppFVC and AppFEF,5_;5 carried redundant information
with AppFEV4, as assessed by their similar loadings in PC1
(Supporting Information: Table 3). AST was also correlated to PC1,
although to a lesser degree, as shown by less alignment of its vector
to PC1 and a smaller loading (Figure 1 and Supporting Information: -
Tables 2 and 3). AATB and ABMI were strongly correlated to PC2
(Figure 1 and Supporting Information: Table 2). As expected, these
two parameters pointed in opposite directions; for example, when
BMl increased, the number of ATB courses in the six previous months
decreased. AST and AATB were the most significant contributors to
PC3 (Figure 1 and Supporting Information: Table 2).

Clustering was then performed to characterize profiles of
response to treatment. Patient clustering was performed based on
the first three principal components. An optimal number of four
clusters was determined by the C-index criterion. Two-dimensional
(2D) visualization of the patients within clusters in the PC space is
shown in Figures 2 and 3 and Supporting Information: Figure 2.
Partition of Cluster 1 and Cluster 4 was based on respiratory
outcomes. Cluster 1 was characterized by an improvement in all three
pulmonary function parameters (Figure 3 and Supporting Informa-
tion: Table 4). AppFEV, change in Cluster 1 was significantly higher
than in any other cluster, as indicated by an absolute increase of 21%
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FIGURE 1 Circle of correlation between clinical parameters and the first three PCA components for patients aged 12 years and older.
(A) Graphical representation of PC1 and PC2. (B) Graphical representation of PC2 and PC3. Each parameter is represented by a vector whose
abscissa and ordinate provide its correlation with PCA components. % of explained overall variance of the data are displayed alongside the PC
they correspond to. ATB, days of antibiotics in the last 6 months; BMI, body mass index; ppFEF, percent predicted forced expiratory flow
between 25% and 75% of FVC; PC, principal components; PCA, principal component analysis; ppFEV+, percent predicted forced expiratory
volume in 1s; ppFVC, percent predicted forced vital capacity; ST, sweat test.
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FIGURE 2 Projection of the patients on the three-dimensional space
with coordinates of the first three principal components (PC1, PC2, and
PC3). Each point corresponds to one patient and each color corresponds
to a cluster. Coordinates for each patient were obtained by a linear
combination of the outcome parameters contributing to the PCs,
according to PCA methodology. PC, principal components; PCA, principal
component analysis.

(9) points, while it was significantly lower in Cluster 4 than in any
other cluster (absolute decrease of 10% (6) points) (Supporting

Information: Table 4). A similar pattern was observed for AppFVC or

AppFEF5s5_75, although to a lesser degree. In particular, AppFEF25_75
was not significantly higher in Cluster 1 compared to Clusters 2 or 3.
A combination of AppFEV, with AppFVC and AppFEF,5_75 within
PC1 (Figure 3) did not improve the separation between clusters,
further supporting the fact that AppFEV4, AppFVC, and AppFEF,5_55
carry redundant information. Interestingly, patients from Cluster 1
had a significantly lower ppFVC at treatment initiation compared to
any other cluster, and a significantly lower ppFEV1, as compared to
Cluster 4. Patients in Cluster 1 also displayed the smallest decrease in
ST (-1.6 (20)). Those in Clusters 2 and 3 displayed an intermediate
change in respiratory parameters and were further differentiated by
their respective change in ATB course, BMI Z-score, and ST. Patients
in Cluster 2 displayed the greatest decrease in ATB. Patients in
Cluster 3 had a significantly higher ST at MO than any other cluster,
displayed the greatest decrease in ST (-37 (18)) and, in contrast to all

other clusters, experienced a decrease in BMI Z-score.

3.3 | PCA of clinical parameters and patient
clustering in the 6-12 years children cohort

In children below 12 years of age, the two first components of the
PCA summarized 66% of the total variance, PC1 alone accounting for
44% (Supporting Information: Table 5). We therefore focused on the
first two PCs. Given the small number of patients, we did not perform

clustering analysis.
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FIGURE 3 Distribution of parameters in the four clusters for 12-18-year-old patients. Values for the first three PCs were obtained by a

linear combination of the outcome parameters contributing to the PCs, according to PCA methodology. ATB, days of antibiotics in the last 6
months; BMI, body mass index; PC, principal components; PCA, principal component analysis; ppFEF, percent predicted forced expiratory flow
between 25% and 75% of FVC; ppFEV: percent predicted forced expiratory volume in 1s; ppFVC, percent predicted forced vital capacity; ST,

sweat test.

Similarly to the 12-18-year-old cohort, PC1 was correlated to
the three respiratory function parameters (Figure 4 and Supporting
Information: Table 5). AppFEF and AppFVC remained highly
correlated with AppFEV1, as assessed by their similar loadings
(Supporting Information: Table 6). Conversely, unlike the 12-18-year-
old cohort, ABMI was also a strong contributor to PC1 (r=0.67,
p =0.0003) (Supporting Information: Table 5). AST and AATB were
the two main contributors to PC2 (Figure 4 and Supporting

Information: Tables 5 and 6).

4 | DISCUSSION

This study aimed at characterizing the heterogeneity of the
response to lumacaftor-ivacaftor in children enrolled in a “real-
life” study and at deciphering different profiles of response to

treatment. We used a mathematical framework based on PCA to

identify nonredundant variables and random forests to impute
missing values.

This also enabled to show the relationships between the
evolution of outcome parameters in a 6-month span, highlighting
specific response patterns. Nutritional outcome, as assessed by BMI,
was an important response parameter in the 6-12-year-old patients,
in contrast to the 12-18-year-old cohort.

Given the efficiency of CFTR modulators, an increasing
number of children will benefit from these therapies as it is
anticipated that if started early in life, they might at least slow
down the evolution of the disease.’?> However, the fact that
children present a very mild disease or are even asymptomatic
makes evaluation in real-life studies very challenging.*® This is
