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Pruésentation de Oétalbilissement

Le Laboratoire Central d’Analyses Médicalesstté au batiment J et concu comme
un péle d’activité hospitaliere comportant plusgespécialités d’analyses médicales :

1 Anatomie pathologique;

1 Bactériologie-lImmunoanalyses;

1 Parasitologie;

"1 Biochimie et pharmacotoxicologie;

"1 Hématologie;

1 Génétique médicale et biologie moléculaire.

Il se compose de :

- Salle de réception;

- Salle de prélevements;

- Laboratoire de biochimie/Pharmacotoxicologie;
- Laboratoire d'hématologie;

- Laboratoire de bactériologie /immunologie;

- Laboratoire de parasitologie;

- Laboratoire de génétique;

- Laboratoire d'anatomie pathologique.

L'unité de génétique médicale et d’oncogiget UGMO, représente une premiéere
expérience dans un CHU au MAROC, elle est activémmese en place depuis sa création en
Mars 2009.

L'unité de génétique médicale et d’'oncogénétiguesabdivisée en trois disciplines
qui assurent des activités variees :

Génétique clinique (activité clinique)

1 Consultation de génétique (au centre du diagnostic
1 Conseil génétique (au centre du diagnostic)
1 Consultation d’'oncogénétique (au centre du diatigjos
1 Avis du médecin généticien dans les servicesatlies
1 Hopital de jour (en coordination avec les servidesques)
Génétigue chromosomique (analyse des clrsomes)
1 Cytogénétique classique (caryotype) ;
1 Cytogénétique moléculaire (FISH : Hybridation ituSn Fluorescence).
Génétique moléculaire (analyse des genes)
"1 Amplification de géne par PCR ; séquencage.



Objectif du stage

Le stage est une étape indispensable pour 'étyyceanvue d’'apprendre
les méthodes de travail, les problemes du domatrsyrtout de pratiquer ce qui

a été acquis durant les études.

Ce stage, d'une durée de deux mois a consisté @ienet place les
techniques de la biologie moléculaire au sein doratoire de génétique et
d’oncogénétique de CHU de Fés.

Ainsi, ce projet effectué au sein de ce laborafaionsiste a mettre en ceuvre
I'apport de la biologie moléculaire (PCR et séqag®) dans la détection de la

mutation du gene NKX2.5 impliqué dans les cardibjgstcongénitales.

Ce stage s’est avéré tres intéressant et tréeshessant pour ma propre
expérience dans le domaine médical. En effet, nemdbon (BS) s’inscrit
précisément dans ce cadre, et grace a ce staigey fapportunité de mettre en

pratique mes connaissances théoriques acquised duadormation a la FST.



JIntwoduction générale

Les cardiopathies congénitales appartiennent alformations congénitales les plus
fréquentes, et qui sont des anomalies cardiaquesrsant au cours de la formation du cceur
pendant la vie intra-utérine.

On recense aujourd’hui plus de 200 cardiopathiegénitales différentes, de la plus simple a
la plus complexe.

Elles peuvent étre définies comme des makitions du coeur et/ou de Vaisseaux,
présentes a la naissance elle touche prés de t'#seta cause la plus commune de mortalité
infantile, en rapport avec une anomalie du dévedapgnt. Plus de 29 % des enfants qui
meurent d’'une anomalie congénitale ont un défautiague.

Les cardiopathies congénitales sont le plusesutlisolées, leur caractere familial
conduit & une demande génétique.

Leur diagnostic est facile grace aux nouvellesrnegres non invasives d’exploration comme
I'échocardiographie, le doppler pulsé ou I'IRMJeir prise en charge fait appel, dans la
grande majorité des cas, aux techniques chirueggaabdernes qui ont transforme le
pronostic de ces malformations.

Les malformations cardiaques sont actuellerdemhieux en mieux connues au
Maroc grace a la disponibilité de I'échocardiogiiepdoppler qui constitue la base du
diagnostic.

De grandes avancées ont été réalisées gasmsrannées pour la compréhension des
bases moléculaires et génétiques des cardiopatbng®nitales humaines. L'identification de
genes impliqués dans les malformations cardiaques@duit & une nouvelle approche
clinique chez les enfants atteints de cardiopatttiésurs familles. Ces progres ont été faits
grace aux technigues de biologie moléculaire.

Récemment, la recherche s’est tournée versda en évidence des facteurs de
transcription qui contrélent le programme génétigaieliaque et jouant ainsi un role critique
dans la régulation transcriptionnelle.

Les défauts de reptations cardiaque sontdéadies génétiqgues autosomiques
dominant caractérisée par un shunt gauche-drpéugres 50% des maladies cardiagues
congénitales sont due a des défauts de septatiqui gont considérés comme les plus

Y



fréquentes cardiopathies congénitales. Parmi leeggeesponsables des défauts de septation
on trouve le gene NKX2.5, un gene homeéotique iratispble pour le développement
cardiaque normal qui est cartographié sur le chemmme 535, codant un facteur de
transcription NKX2.5, qui joue un réle prépondérdans la régulation de la septation et la
morphogenese cardiaque. Les mutations de ce gahassmciées a des maladies cardiaques

congénitales humaines dont fait partie les défdetseptation cardiaque.

-



|- Rappel sur le cceur :

Le cceur est I'élément central du systeme cardiaNaise, il propulse le sang grace aux
contractions de son tissu musculaire appelé myecdtde épaisse cloison le divise en deux moitiés
(cceur gauche, cceur droit) et chacune d’elle corapiatix cavités : I'oreillette et le ventricule (fig
1).
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Figure 1 : Schéma de la circulation sanquine et ddiférents composants anatomiques
cardiaques_.auralee Sherwood 2006




lI- Embryologie :
Le cceur est le seul organe assurant une fonettale chez le foetus aux premiers

stades de vie, les autres étant en majorité owtatité remplacés par le placenta qui, entre
autres, assure a la place du poumon I'oxygénatidioadus.

Généralement, le coeur du feetus est compléterfioemté apres 2 mois de la
fécondation.
Le tube cardiaque, impair et médian, est oggaselon un axe antéropostérieur.

Les cavités veineuses et atriales occupentpos#ion caudale, alors que les cavités
ventriculaires et artérielles ont une position plostrale. La croissance du tube conduit a des
mouvements de repli. Le tube se déforme d'abor® ¢mis subit une rotation selon l'axe
céphalo-caudal. Il en résulte que le pble veinamliaque occupe une position dorsale alors
gue le pdle artério ventriculaire se place au niwentral.
1-Cloisonnement des oreillettes :

La premiere étape de la séparation de ciioanlaystémique et pulmonaire correspond
au cloisonnement partiel des oreillettes et avasidin du CAV en deux portions : une droite
et une gauche. Le septum inter-auriculaire de ltadésulte de la fusion de deux septa : le
septum premium et le septum secundum. Chacun dstxnuni d’'une large ouverture qui
permet le shunt de droite a gauche du sang peralgastation. Ce cloisonnement auriculaire
commence autour du 26éme jour. Les deux mécanisues étroitement impliqués ;

cloisonnement du CAV et cloisonnement de 'oreidlgiroprement dit.

2-Cloisonnement du CAV :
Le CAV prend une forme allongée de droite acha due au positionnement du cone

artériel sur sa partie antérieure. A cet endroés dourrelets endocardiques vont se
développer. Les plus importants sont les bourr@etiocardiques inférieur et supérieur. Les
deux autres, droit et gauche, sont moins fondamgntians I'organisation du coeur. Ces
bourrelets endocardiques, antérieur et supérieunt fusionner trés rapidement pour créer
deux canaux auriculo-ventriculaires, I'un droit’atitre gauche.

L’absence de fusion de ces bourrelets déternmne cardiopathie grave : la persistance

du canal atrioventriculaire.

3-Cloisonnement des ventricules :

.



La cloison interventriculaire est composéend’&paisse portion musculaire et d’'une
mince portion membraneuse. Elle est formée pardeh du bourrelet endocardique auriculo-
ventriculaire inférieur, du bourrelet aorticopulnaine droit, et du bourrelet aorticopulmonaire

gauche. L'absence de soudure entre ces elémendsnenta persistance d’'une CIV.
4-Circulation fcetale normale :

L’hémodynamique foetale intervient de facors tilportante dans le développement
des malformations cardiaques, en raison de laioela@troite qui existe entre d’'une part, la
croissance des cavités, le calibre des vaissedaxaitle des communications (foramen ovale

et canal artériel), et d’autre part, le flux q@averse toutes ces structures.

5-Les modifications circulatoires postnatales

Chez le foetus, I'ensemble réseau circulatéorectionne a basse pression. Cette
relative uniformité de la pression sanguine tiemt'existence de 2 shunts entre les futures
circulations droite et gauche :

- La CIA physiologique (foramen ovale et ostiumuseitim)
- Le canal artériel
Ces shunts permettent de satisfaire 3 impératifa digculation foetale :
»  Privilégier le cerveau et le cceur, grands consaeumns d'oxygene.
» Court-circuiter le poumon (ou les résistances ag@s sont élevées).
* Assurer un débit sanguin maximal au niveau duegpitc ou les résistances vasculaires sont
basses.
A la naissance interviennent 2 faits essentiels:
* L'interruption de la circulation placentaire laois la ligature du cordon.
* Le dépliement du poumon qui prend le relais dagnéa pour les échanges gazeux.
Ces 2 événements ont pour consequence la fermegsreshunts physiologiques et
l'instauration de 2 systemes circulatoires :
l'un & haute pression ou grande circulation, gradélu ventricule gauche.

l'autre a basse pression ou petite circulatiomtréesur le ventricule droit.
llI- Epidémiologie et étiologie des cardiopathies @angénitales:
Dans les pays occidentaux, les malformations cqueis congénitales représentent la
premiére cause de mortalité et de morbidité cregfdnt de moins de 1 an (Bossi el 89€9).
Elles sont pourvoyeuses de nombreux handicapsnstittgent a ce titre, un probléeme majeur

de santé publique. En effet, on estime que 2 ad8&8cenfants qui naissent en France, sont

)




atteints d'une ou de plusieurs malformations, cergprésente 15 a 25 000 naissances. En
Europe, les malformations cardiagues congénitatésuoe prévalence de 0,4% a 0,8 %
(Guillum RF, 1994 ; petriniJ et al., 1997 ; ChelalB et al.,2008) .

La prévalence et la distribution des types de opathies congénitales sont stables
dans le temps, elle est estimée entre 4 et 8 @0 Aaissances vivantes.

Elle est Iégerement supérieure chez le garcon regex-M/F : 1,08).La distribution
par fréquence des cardiopathies varie avec le:sexe

- prédominance chez le garcon, des lésions obstegaiu cceur gauche et des cardiopathies

« conotroncales » : tétralogie de Fallot, atrésimpnaire a septum ouvert, tronc artériel

commun, ventricule droit & double issue, atréslmpnaire...

- prédominance chez la fille, de la communicati@eriauriculaire et du canal artériel.

Le tableau 1 illustre la distribution de certaigasdiopathies congénitales a révélation

néonatale.

Tableau 1 : distribution de certaines cardiopathiexongénitales a révélation néonatale.

Type de cardiopathie congénitale Fréquence (%)
Transposition des gros vaisseaux 13.0
Tétralogie de Fallot 10.0
Hypoplasie du coeur gauche 9.8
CIV périmembraneuse 9.8
CAV 70
CIV musculaire 5.4
Atrésie pulmonaire 4.6
Coarctation de l'aorte 4.3
Sténose aortique 3.9
Sténose pulmonaire 3.2
VDDI 29
CIA 2.4
Divers 16.6

D’aprés une étude marocaine réalisée par Akkar @040, la fréquence globale des
cardiopathies congénitales est de 4,41 % , la décteu des ces cardiopathies va de la

naissance a I'age de 16 ans avec une moyenne dei39, la répartition selon le sexe a




montré une légere prédominance masculine : 53,p6Y6 46,84 % de sexe féminin soit 1,13
garcon pour une fille , les shunts gauche-droitet $es plus fréquents avec 70,60 % de
'ensemble des malformations congénitales cardimcuivis des cardiopathies cyanogénes
16,27 % et des malformations obstructives 13,12 % .

Malgré que plusieurs facteurs étiologiques ont tpe étudiés des facon assez précise,
les causes de la majorité des cardiopathies camadgsirestent obscures dans la plupart des
cas.

La tendance qui prévaut actuellement est de comsidg’environ 90 % des malformations
cardiaques sont le résultat de la combinaison @édigpositions génétiques et de facteurs

d’environnement (Iselin M, 1999).

Facteurs d’environnement :

C’est dans les 2 premiers mois de la gestation, lgue action serait susceptible

d’entrainer une malformation.

oVirus

La rubéole congénitale peut provoquer une persistaln canal artériel, une sténose
pulmonaire, une CIA ou une CIV. Sa fréquence estette diminution avec les campagnes de
vaccination. Le role tératogene d’autres virus @@ygalovirus, Coxsackie) est vraisemblable

mais non démontré.

JoToxiques

Un certain nombre de substances sont tératogereesisont administrées pendant
les premieres semaines de la grossesse : antiiguiep (hydantoine), triméthadione,
isotrétinoine, lithium.
Le role des oestroprogestatifs est discuté. Le reyne d’alcoolisme fcetal (dysmorphie,

retard mental...) comporte dans 30 % des cas, and@gpathie.

rr1Affections maternelles
Le diabéte maternel, Le lupus érythémateux disséreinles syndromes lupiques
peuvent étre responsables de troubles de conduntracardiaque ou d’atteinte myocardique.
Les patientes atteintes de phénylcétonurie doisersoumettre, avant la conception, a
un régime pauvre en phénylalanine. En effet la pleétonurie augmente le risque de
survenue des cardiopathies congénitales notamraetétdalogie de Fallot, les CIV, et la

persistance du canal artériel.

e



1 Aberrations chromosomiques

La fréquence et le type de cardiopathie varierfbantion de la nature de I'aberration.
Les anomalies chromosomiques cliniquement patesgesetrouvent chez 6 a 10 % des
nouveau-nés atteints de malformations cardiaquelorSconsidére I'ensemble des enfants
atteints d’anomalies chromosomiques, la proporties malformations cardiaques est de 33

%. Elle est de prés de 100 % dans la trisomie d8,0% dans la trisomie 21.

[ Affections géniques
Les malformations cardiaques relevant d’affectionsonogéniques a transmission
mendélienne autosomique ou gonosomique représeateion 3 % des cardiopathies. |l

apparait fondamental de les reconnaitre en raisdauwl risque de récurrence.

I\V- Classification des cardiopathies congénitales

La grande diversité des malformations cardiaquesigsoba recourir a une
classification:

» Classification anatomiqueu exactement segmentaire, c’est-a-dire réalisaatdescription

précise de chacun des éléments de I'anatomie caedliainsi que leurs rapports respectifs, y
compris avec les viscéeres avoisinants.

» Classification physiopathologigueplus souvent utilisée et basée sur les pertansti

hémodynamiques crées par les malformations carelsaqu

Fréquence des cardiopathies

Les cardiopathies congénitales concernent envird® Gaissances sur 1000.
Il en existe de deux types:
Les cardiopathies non cyanogedest :
- La CIV (32 %)
- La persistance du canal artériel (12%)
- La CIA (6 %)
- La coarctation de I'aorte (6 %)

- La sténose aortique (5 %)

Les cardiopathies cyanogereesnme:
- La sténose pulmonaire (8 %)
-La tétralogie de Fallot (6 %)

-



-La transposition des gros vaisseaux (5 %)

V- Bases moléculaires et génétiques des cardiopahi

congénitales.

De grandes avancées ont été réalisées ces deramress dans la compréhension des
bases moléculaires et génétiques des cardiopaihiggnitales humaines. L'identification de
géenes de malformations cardiagues a conduit a oowelie approche clinique chez les
enfants atteints de cardiopathies et leurs familles
Bien que les cardiopathies congénitales soientug gouvent isolées, leur caractéere familial
ou syndromique conduit fréquemment a une demanderntzil génétique.

Les cardiopédiatres ont amélioré leur descripties ghénotypes cardiovasculaires
mais I'hétérogénéité génétique fait que I'approai@eéculaire est encore compliquée pour
une anomalie donnée .

Depuis une quinzaine d’années, le caractere moimggnles certaines cardiopathies
congénitales a permis par des techniques de b@logiéculaire, d’identifier de nombreux
genes de développement cardiaque (Gruber PJ ;iikg#te2004). Certains de ces genes sont
mutés chez des patients ayant des cardiopathiggeibales isolées ou associées a des

malformations extracardiaques dans le cadre dergyreb genétiques identifiés.

Communication interauriculaire :

La communication interauriculaire (CIA) correspandn défaut de développement du
septum interauriculaire, dont la formation dépeadllisieurs événements morphogénétiques
régulés de maniére spatiale et temporelle. Actonglid, quatre genes de CIA, isolée ou
syndromique, sont connus chez 'homme. TBX5 dansyiedrome cardiosquelettique de
HOLT-Oram, NKX2.5, GATA4 et MYH6 ( Ching YH et al2005 ; Gruber PJ; Epstein
JA,2004 ) . les trois premiers genes codent dasudex de transcription dont les interactions,

au cours du développement embryonnaire murin, @nnéntrées (Bruneau BG,2002).

-



Implication du gene NKX2.5 dans les cardiopathiesangénitales :

Le géne NKX2.5 appartient a la famille NK2 des éacs de transcription a
homéoboite. Le géne Tinman de la drosophile, hogudoa NKX2.5 est nécessaire a la

spécification de la région cardiogénique du mésudatorsal (Bodmer R, 1993).

Chez les vertébrés, NKX2.5 est exprimé précocentams les cellules du tube
cardiaque linéaire et du deuxieme champ cardiagseembryons NKX2.5 -/- forment un
tube cardiaque mais la courbure et la suite deldgpement du cceur sont bloquées et les

embryons meurent aprés (Lyons | et al.,1995).

Des données récentes suggéerent que ce phénotyassesté avec une augmentation
des cellules progénitrices du cceur et une suresipresdes genes du deuxiéme champ
cardiaque qui bloqueraient la suite de la difféi@imn du myocarde (Prall OWJ et al. ,
2007).

NKX2 .5 est localisé sur le chromosome 5 humaimsdane région impliqguée dans
des cardiopathies congénitales hétérogenes, endegions de NKX2.5 ont été identifiees
chez des patients (Schott JJet al., 1998). Lesomaditions observées comprennent des
défauts de septation notamment du septum secordksrereillettes, du systeme conducteur

et de septation des ventricules ainsi que la Vibdeente.

La réduction de plus de 50 % du niveau d’expressienNKX2.5 avec un allele
hypomorphe entraine des défauts plus sévéres dmita efférentes et de la septation

auriculaire et ventriculaire (Prall OWJ t al .,2007

NKX2.5 est donc requis pour plusieurs aspects deeldppement cardiaque, des

étapes précoces au maintien du systeme conduaedampt la vie adulte.

VI- Diagnostic des cardiopathies congénitales :

A .Clinique :

Elle constitue et demeure la base indispensabtaidannement diagnostique, en
individualisant deux signes dominants, la cyand$eeuffisance cardiaque, qui parfois,

peuvent étre associés.




L’examen général doit rechercher surtout un synérdgsmorphique, et des signes en
faveur de prématurité.
L’examen cardiaque doit étre effectué de faconésyatique et comprend, en plus des signes
vitaux et de la palpation abdominale a la rechedthee hépatomégalie, I'inspection et la
palpation cardiaque, I'auscultation, la palpati@s gouls périphériques, et la recherche de
signes d'insuffisance cardiaque. Il est préféralaleréaliser cet examen aprés 24 heures de
vie.

B. Paraclinique :
- ECG:

Il est réalisé dans le but de rechercher une anemella fréquence cardiaque, du rythme,

une hypertrophie auriculaire ou ventriculaire, lochde branche etc.

« Saturometre

La saturation en oxygéne est la concentration @jerg dans le sang. Elle mesure le
pourcentage de sites de fixations d’hémoglobine daflux sanguin occupé par I'oxygene.
Une valeur de SpO2 supérieure ou égale a 95% esidémée comme normale (Rosenberg
D,2003). Elle présente un intérét surtout pouchasliopathies congénitales cyanogénes.

- Radiographie thoracique

Actuellement, le cliché thoracique fait partie gri@nte de I'approche diagnostique non
invasive des cardiopathies congénitales. Il caresiia premiére étape avant la réalisation du
bilan échocardiographique.

Elle doit étre d'excellente qualité pour étre vidatent interprétée. Une incidence suffit,
elle doit étre rigoureusement de face, en bonr@ratson et correctement exposée. Son
analyse doit porter systématiquement sur trois étés silhouette cardiaque, gros vaisseaux
et la vascularisation pulmonaire.

- Echocardiographie

L’échocardiographie est d’un apport essentiel dam®maine des cardiopathies
congénitales, plus encore, que dans les autresidesnde la cardiologie. Elle a en effet
'énorme avantage d’étre totalement non invasivdegbouvoir étre réalisée, et
éventuellement répétée, quels que soient I'agmitts et I'état clinique du patient. Les jeunes
enfants ont la particularité d’étre constammert é&ehogéenes, du fait de la faible épaisseur de

leur paroi thoracique, ce qui permet d’utiliser slaette population des transducteurs de haute

u




fréquence, et donc d’obtenir une définition d’'imageupérieure a celle obtenue chez

I'adulte.
. IRM:

L'IRM est utile seulement en cas d'échec de I'édpalye. En effet, les causes d'échec de
I'échographie peuvent étre une paroi thoraciquesgpades poumons emphysémateux, une

scoliose.

VII- Traitement des cardiopathies congénitales :

A- Traitement médicamenteux

Les prostaglandines et les inhibiteurs de I'enzgaeonversion sont devenus des piliers
de la thérapeutique médicale des CC. Ce qui esteaml, c’est I'apparition des
vasodilatateurs pulmonaires sélectifs, comme leaxyuhe d’azote inhalé et des antagonistes
des récepteurs de I'endothéline. Cette avancé&eladiase de progres dans la prise en charge
des suites opératoires d’interventions a haut @AV complet, TAC, RVPAT).Elle ouvre
aussi une breche d’espoir dans le mur épais dernant de L’hypertension artérielle

pulmonaire primitive ou secondaire.

B- Traitement chirurgical

Les progrés constants sur le plan technologiquelfma coeur —poumons, biomatériaux,
homogreffes, fils de suture, tubes synthétiques)innovations techniques, I'évolution des
connaissances physiopathologiques pré- et postoés et la sophistication des techniques
de réanimation sur le plan de la ventilation, dunitwoing, et de la pharmacologie, ont permis
d’aborder la plupart des malformations de facoplds en plus sdre, puis de plus en plus
précoce. Lorsqu'une réparation chirurgicale estsageable, son principe général dépendra
de I'anatomie et de la physiopathologie des Iésions

C- Cathétérisme interventionnel

Le cathétérisme interventionnel consiste a réaliseacte thérapeutique palliatif ou curatif
au cours d’'un cathétérisme cardiaque, artérieledewx. Cet acte peut étre effectué a tout
age, aussi bien chez le nouveau-né que chez I'samieatteint d'une cardiopathie
congénitale pour :

1 améliorer I'état hémodynamique de cardiopathiegéoitale pour complexe ;




"1 traiter définitivement une cardiopathie congéeital
"1 compléter un acte chirurgical ou traiter une réeidi’une lésion.
Le cathétérisme interventionnel doit étre propasémarents des que les risques ne

sont pas supérieurs a ceux de la chirurgie




Matériel et méthades

A-Matériel utilisé :

1°) Echantillonnage : patients

Il s’agit d'une étude portée sur une série de &ptet. Ces patients ont été colligés au sein du
laboratoire d’'oncologie et biologie moléculaire @elU de Fes, afin d’évaluer I'implication du gene
NKX2.5 comme facteur prédictif et pronostic dandignostic et le traitement.

1 Dans notre cas (géne NKX2.5), I'extraction estiséa a partir du sang.

2°) Stratéqgie de travail

Une extraction de I'’ADN est d’abord réalisée aipaitl sang, suivie de sa quantification par
dosage spéctrophotométrique. Par la suite, leséltbas sont analysés par PCR (pour amplification
de géne recherché). Le séquencage du fragmentfignpelimet I'identification de la mutation

recherchée.

B- Méthode:
|. Extraction d’ADN par sel

Principe :
L'extraction d'ADN sur suspension cellulaire as¢ technique qui permet d'isoler 'ADN
a partir d'une suspension cellulaire par lysecadisles suivie d'une élimination des protéines

et tout débris cellulaire, puis une précipitati@enl'dDN par I'alcool.

Protocole expérimental :
Pour l'extraction d'’ADN, le sang conservé dansitetEDTA et qui a été stocké a -20°C sera
utilisé. Il est décongelé juste avant la manipoiat
Lyse des globules rouges :

Le sang est récupéré dans un tube de 15 ml, ddumes du tampon d'extraction TE
20/5 qui va lyser les globules rouges sont ajouté® incubation dans la glace est ensuite
réalisée pendant 20 mn.

]




b)

d)

Apres incubation et centrifugation a 2500 tr/mndsent 5 mn, le surnageant est
éliminé jusqu'a 1ml.

Les étapes précédents sont répétées (ajout de& delumes de TE 20/5,
incubation.....) jusqu'a obtenir un culot blanc nefeemant que les globules blancs.

Lyse des globules blancs :

Le culot est suspendu dans 3 ml de SLB, homogéngigss additionné de 100 ul de
protéinase K. Ensuite, une incubation est réalsé&®°C pendant une nuit sous agitation
douce.

Dénaturation et précipitation des protéines et imptetés :

Le lendemain, 4 ml d'eau distillée stérile et 4dalNaCl 5 M sont ajoutés .Apres
homogénéisation, une centrifugation a 3000 tr/emdant 30 mn est réalisée.
Précipitation et lavage de I'ADN :

Le surnageant est récupéré dans un nouveau tubé d#, deux volumes d'éthanol
absolu froid sont ajoutés. L’homogénéisation dpiparaitre enfin "la méduse" d’ADN.

La méduse est récupérée dans un tube eppenddbrs del, un lavage a I'éthanol 75%
est réalisé et ensuite les traces de I'éthanolés@putorées.

Apres évaporation, 'ADN est dilué dans 200 ul de e stocké a +4°C pour toute
utilisation ultérieure (pour un stockage prolongéest préférable de conserver 'ADN a -
20°C).

II- Dosage de ’ADN extrait:

La concentration d’ADN extrait est déterminée gagcirophotométrie. Notons que les
protéines absorbent a 280 nm alors que les aciddsiques absorbent a 260nm .Une unité de
densité optique a 260 nm correspond a 50 pug /mbdlAlouble brin. La valeur de

L’absorbance a 280 nm permet de déterminer touteaoonation protéique. L’extrait
d’ADN sera considéré comme pur si le rapport A2@3@8 est compris entre 1,8 et 2.

Au laboratoire le <NANODROP> est I'appareil utilipéur réaliser ce dosage. Il suffit
de déposer dans l'appareil 2 ul d’ADN extrait pdéterminer sa concentration et obtenir la
courbe qui renseigne sur sa purete.

Une dilution des échantillons d’ADN extraits estfeefuée pour arriver a une
concentration finale d’ADN de 40 ng (Wang et a012)

11 . Amplification de ’'ADN extrait par PCR :




1- Principe :
La réaction PCR (Polymérase Chain Réaction) pedfaatplifierin vitro une région spécifique
d'un acide nucléique donné afin d'en obtenir urantijié suffisante pour le détecter et I'étudier.
Pour ce faire, une série de réactions permettagplacation d’une matrice d’ADN double brin
est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la draBXCR, les produits obtenus a la fin de chaquke cyc

servent de matrice pour le cycle suivant, 'amgdifion est donc exponentielle




2- Réactifs nécessaires :

Tableau2conditions de la réaction de PCR en utilisant lept® d’amorce NKX2.5 EX1 F/R

Tableau : PCR simplexe

Géne | NKX2.5 Locus 5035.1 | Nombre d'exons
'Il'allle_Qe Amorce Forward (5'>3") Amorce Revers (5>3")
I'amplifia
CACGATGCAGGG
477pb AGTTTCTTGGGG ACGAAAGC
AAGCTG
Conditions expérimentales Programme PCR
Réactif concerrlntratlo (:1/|)
T Tem
Etape o Cycles
P (C) |ps Y
Tampon 10 X 2.5
MgCI2 50 mM 0,35
Dénaturation o 7
initiale 94°C min !
Dntp 10 mM 1
EX1F 10 mM 2
Dénaturation | 94°C | 40 s
BTG EX1R 10 mM 2
S
Hybridation 59°C | 30s 30
H20 gsp 17,95
Elongation 72°C | 40s
Taq 5 u/ul 0.2
ADN 100 ng/pl 1
Elongation finale| 72°C 7 1
min
Volume total 25 ul

=



Tableau3 Conditions de la réaction de PCR en utilisant lgpé® d’amorce NKX2.5 EX2.1

Tableau : PCR simplexe

Gene NKX2.5

Locus 5035.1

Nombre d'exons

Taille de I'amplifia

Amorce Forward (5>3")

Amorce Revers (5'>3")

CCTCCACGAGGATCC
463 pb CGAGTCCCCTAGGCATGG
CTTAC
Conditions expérimentales Programme PCR
Réactif concentration| V (ul)
Etape T (°C) Tesmp Cycles
Tampon 10 X 2.5
MgCI2 50 mM 0,5
Dénaturation initiale| 94 °C | 7 min 1
dNTP 10 mM 1
EX2.1F 10 mM 1
Dénaturation 94°C 40s
EX2.1R 10 mM 1
Amorces
EX 2.1
Hybridation 61°C | 30s 30
H20 Qsp 17,80
Elongation 72°C 40 s
Taq 5 u/ul 0.2
ADN 100 ng/ul 1
Elongation finale 72°C | 7 min 1
Volume total 25 ul

.



Tableau 4Conditions de la réaction de PCR en utilisant lgpé® d’amorce NKX2.5 EX2.2

Tableau : PCR simplexe
Géne | NKX2.5 Locus 5035.1 | Nombre d'exons 1
'Il'allle.d.e Amorce Forward (5'>3') Amorce Revers (5>3")
I'amplifia
AGAACCGGCGCTA
473 pb GAGTCAGGGAGCTGTTGAGG
CAAGTG
Conditions expérimentales Programme PCR
Réactif conc?]ntratlo vV (ul)
Etape T (°C) Tesmp Cycles
Tampon 10 X 2.5
MgCI2 50 mM 0,5
Dénaturation o 7
initiale 94°C min !
Dntp 10 mM 1
EX22F 10 mM 1
Dénaturation 94°C | 40s
Amorce| EX22 R 10 mM 1
S
EX 2.2
Hybridation 64°C | 30s 30
H20 gsp 17,80
Elongation 72°C | 40s
Taq 5 u/ul 0.2
ADN 100 ng/pl 1
Elongation finale | 72°C 7 1
min
Volume total 25 ul

3-Protocole expérimental :

Dans un premier temps, des tubes eppendorfs dal&G@nt préparés selon le nombre des
échantillons qu'on veut amplifier. Deux contrélesigifs ('ADN d'un homme 46, XY normal
et d'une femme 46, XX normale), un contrble néga# contenant aucun ADN) et 'ADN
de(s) patient(s) qu'on veut tester sont préparés.mix PCR contenant le volume des
différents constituants signalés précédemmentrégiape, chacun est multiplié par le nombre
des ADN qu'on veut amplifier.




Le mix préparé est réparti dans les différentsgudberaison de 24 ul par tube puis, 1 pl
d'ADN correspondant est ajouté.

Les tubes sont placés dans le ThermoCycleur et Imgrgmme de
dénaturation/hybridation/ élongation illustré prdegment est lance.

Figure2 : Thérmoeys Applied Bisosystem 2700
A la fin de la réaction, les tubes sont récupété&émrservés a +4°c jusqu'a leur
utilisation

V- Visualisation du produit PCR par électrophoresesur gel
d'agarose.

1. Principe :
L'électrophorese sur gel d'agarose est une teohnguu permet la séparation des

molécules chargées sous l'action d'un champ é&aetrén fonction de leur taille et de leur
charge électrique. A pH neutre, les molécules d'Addidrgées négativement en raison de la
présence du phosphate, migrent vers I'anode. Le 8&fant intercalé entre les bases de
I'ADN va permettre de visualiser les bandes d'ADNssUV.

Protocole expérimental :

Dans un premier temps, un gel d'agarose 2 % epaéPour cela, 2 g de poudre
d'agarose et 50 ml de TAE 1X, sont portés a élmnlit2 pl de BET qui est un agent
révélateur par sa fluorescence sous U.V et guin@icaler entre les bases sont ajoutés.

Le gel est coulé dans le moule a électrophorése anwegyeigne préalablement placé. Ce
dernier sera retiré apres refroidissement du igdhissant a sa place des puits ou sera déposé
I'ADN.

Apres refroidissement, le moule est placé dansule aqui est remplie du tampon de
migration (TAE 1X).Dans dans chaque puits, un nggade 8.5 pl de produit PCR et 1.5 pl
de solution de charge qui a pour rdle de stabilis&N au fond du puits sont déposés. La
migration est lancée a 100 V, et enfin, les bamJ&BDN fluorescentes sont visualisées sous
UV.
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Figure 3 : Photo de I'électrophorése dans le gaja’ose

V. Séquencage des produits PCR du gene NKX2.5 :

Le séquencage est un procédeé qui permedediolta séquence nucléotidique exacte d'un
fragment d'’ADN. Initialement appliquée par Fréde&anger, cette technique a reconnu
depuis un énorme progrés consistant en l'utilisad®kits spécifiques, marquage par quatre
types de fluorochromes, automatisation du processus

Avant de procéder au séquencage proprement dit iécessaire de passer par des étapes

de préparation du produit a séquencer a fin d'abtenrésultat optimal.
Purification du produit PCR par ExoSAP

. Principe :

La purification du produit PCR consiste a élimilesy traces des constituants de la
réaction de PCR, a savoir, les amorces, les rédeidNTP... et ne garder que I'ADN a
séquencer pour ne pas géner les réactions en aval.

Réactifs nécessaires :

Produit PCR

L'ExoSap-IT® qui est constitué principalement dexdenzymes:

L'exonucléase S1 qui dégrade tous les brins mo@éoaiés et donc toutes les amorces résiduelles.

La phosphatase alcaline qui va déphosphoryler tessdNTP non incorporés dans la réaction

précédente

. Protocole expérimental :

Dans un tube eppendorf de 0.2 ml, 1 pl de la smiuixoSap est ajouté en présence
de 4 pl du produit PCR dilué (la dilution dépendalbande obtenue lors de la migration).
Le mélange réactionnel est placé dans le ThermeGyatt le programme spécifique de
I'ExoSap est lancé.




Tableau 5: Programme de I'ExoSap

Stade Température Temps Cycles
1 37°C 30 mn 1
2 80°C 15 mn 1
3 10°C 0 1

B. Réaction de séquence par BigDye

1. Principe

Cette technique, comme la PCR, est basée sur la dam fragment d’/ADN que I'on
désire séquencer par une Taq polymérase, saufamsecdtte réaction, on ajoute en plus des 4
dNTP, une faible quantité des 4 ddNTP (didésoxymnilmteotides) dont le groupement OH du
carbone 3' du désoxyribose est remplacé par uneatbhydrogene de facon a bloquer la
réaction d'élongation chaque fois incorporé. Chatype de ddNTP est marqué par un
fluorochrome différent qui servira a la détecti@s dbases au niveau du séquenceur.
Réactifs nécessaires :

Le Kit utilisé est celui de la réaction de séqueABd®BiIgDye® Terminator V1.1 cycle
sequencing Kits
qui contient tous les réactifs nécessaires porgdation de séquence.
3. Protocole expérimental :
Dans des tubes eppendorf de 0.2ml, le mix illudénés le tableau suivant est préparé. 4 tubes

sont réalisés pour chaque patient.

Tableau 6 Volumes des réactifs du mix de la réaction de sécpie

o BigDy | Amorces | Pr. PCR | Eau stérile] Tampon | Volume
Tubes de réaction o ;
e (ul) | 20mM (ul) | purifié (ul) (1) finale (ul)
Tube 1 F (contenant les amorges
: 2 1 4 1 2 10
F de la séquence)
Tube 1 R (contenant les amorces
) 2 1 4 1 2 10
R de la séquence)

Le tube dans est placé dans le TermoCycleur eblgramme suivant est lancé:
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Tableau 7: Programme de la réaction de séquence

Stade Température Temps Cycles
1 96°C 1 min 1
96°C 10s
2 50°C 5s 25
60°C 3 min
3 10°C o0 1

A la fin de la réaction, les tubes feront I'objatmk purification du produit de séquence.

Purification du produit de la réaction de séquence

Principe :

Cette purification consiste a éliminer I'exces dectifs de la réaction de séquencage
pour ne pas géner le séquencage.
Réactifs nécessaires :

Kit "BigDye® XTerminator™ purification Kit" contenant:
SAM™Solution (tampon)

BigDye®XTerminator™Solution (résines)

Protocole expérimental:

Dans le puits de la plaque, seront placés 45 prdduit SAM™ Solution, 10 pl du
produit BigDye®XTerminator™ , (Solution préalablem&ortexée pour suspendre les
résines) et 10 pl du produit de la réaction de sggage. Ensuite, la plaque est placée sous
agitation lIégére pendant 30 min, suivie d’'une é¢rgation a 13000 pendant 3 minutes. Le
surnageant contenant les fragments a séquencanfestransféré dans les puits de la plaque

du séquenceur.

Chargement du séquenceur

La plague est placée dans le séquenceur qui eattamate d'électrophoreése capillaire

qui lance un flux électrique d'ions a travers upiltare, ce qui entraine la migration des




fragments d'ADN. Une fois arrivés au site de déecies quatre fluorochromes des ddNTP
terminaux seront excités. Suite a cette excitatbague fluorochrome émettra une lumiére a
une longueur d'onde différente qui sera détectéeqmunvertie en séquence par le logiciel

d'analyse des séquences.

Figure 4: Photo d’un séquenceur automatique ( GeAetlyzer 3500Dx).

|- Les outils de bioinformatique :
Logiciel BLAST :

BLAST (acronyme de basic local alignment searchl)t@st un algorithme utilisé en
bioinformatique permettant de trouver les régioimsilaires entre deux ou plusieurs séquences de
nucléotides ou d’acides aminés.

Ce programme permet de calculer significativemestdourcentages de similitude (parfois
abusivement qualifiés de « pourcentages d’homolegiatre les séquences en les comparants avec
des banques de données.

Il existe différents types d’analyses du progranBieAST. Dans notre étude, on a utilisé I'outil
BLAST pour comparer les séquences obtenues apgasrsgage avec les séquences répertoriées dans
la banque de données.

Résultats & discussian :

L'utilisation des techniques moléculaires nous anp& de mettre en évidence la

présence d’éventuelles mutations du gene NKX2dslait pour un facteur de transcription a
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domaine homéotique composé de trois hélices alphagui fait partie d’'une famille trés
conservée depuis la drosophile jusqu'a 'lhommegéree étant impliqué dans les défauts de
septation cardiaque .

I-Dosage et qualité d’ADN extrait:

La pureté et la qualité de 'ADN extrait requiemieuimportance majeure, car elle
influence directement la qualité des résultats migegrace aux techniques de biologie
moléculaire (PCR, Séquencage) exploités dans kerele des éventuelles mutations du géne
NKX2.5 . L’extraction d’ADN a été réalisée parn@éthode classique de <salting out > a
partir du sang total des patients étudiés.

Le rapport de l'absorbance DO260/D0O280, est congour la plupart des
échantillons entre les valeurs 1,8 et 2 ce qui neamtie le€chantillons sont purs, exempt de
toutes impuretés protéiques.

Le tableau 8: illustre les concentrations d’ADN extrait a pades différents patients :

Concentration en ng des différents échantillonddNeextraits par la technique de salting- out .

Patients Concentration ADN ng /ul
407
P1
P2 371
P3 365
P4 400
P5 106
P6 237
P7 317
P8 313
P9 128

La réaction de polymérisation en chaine ( PCR) etéquencage
A- Résultats de la PCR des exons du gaxikX2 .5 des différents patients.




Apres extraction d’ADN, la PCR des 2 exons du giKX2.5 a été réalisée selon le
protocole expérimental adopté par le laboratoireqet se base sur les températures
d’hybridations commercialisées avec les amorcesmwamilées.

On a procédé a lamplification de ce géne chez 9e%chantillons d’ADN
correspondants aux 9 patients (P1 a P9) de le s&ttude, grace aux conditions de
stringence optimisées 59°C / MgCl2 0,35 pM , 614NgClI2 0,5 uM ,et 64°C / MgCI2 0,5
MM respectivement pour 'Exon 1 , Exon 2,1 , Ex©2 (voir matériel et méthodes) . Les

résultats obtenus sont les suivants :

La PCR a donné une amplification spécifique pousties échantillons d’ADN des 9
patients. Les produits d’amplification ont été ahses sous UV apres électrophorese sur gel
d’agarose et la spécificité des produits amplifEende de 477,463 et 473 pb) a été confirmée

par comparaison a des marqueurs de taille.

a)-Résultat de I'amplification de I'exon 1:

Bandes de I'amplifia 47

Figure 5: Profil d’électrophorése sur gel d’agardss produits d’amplification par PCR de

I'exon 1 du géne NKX2.5 pour les9 patients

P1, P2............ P9 = patients étudiés.

T= témoin négatif.

E



Le résultat illustré dans le profil électrophorétlg montre que le produit amplifié,
dans le but d’étre séquencé, ne contient pas deroorants, et que la taille recherchée du
produit d’amplification (477 pb) a été obtenue.

b)-Résultat de 'amplification de I'exon 2.1

- -— - -

Bandes de I'amplifi \

Figure6 : Profil d’électrophorese sur gel d’agardse produits d’amplification par PCR de

I'exon

2.1 du géne NKX2.5 pour les 9 patients.
P1,P2,...cc.c..c....u. P9 = patients étudiés.

T = témoin négatif

Le résultat illustré dans le profil électrophoré@ggmontre que le produit amplifié,
dans le but d’étre séquencé ne contient pas dermgrants, et que la taille recherchée du
produit d’amplification (463 Pb) a été obtenue.

c)- Résultat de I'amplification de I'exon 2.2 :




P2 P3

- -

Bandes de I’amolN

Figure 7 : Profil d’électrophorése sur gel d’agardes produits d’amplification par PCR de

I'exon

2.2 du géne NKX2.5 pour les 9 patients.

P1, P2, ool P9 = patients étudiés.
T = témoin négatif.
Le résultat illustré dans le profil électrphorétgmontre que le produit amplifié, dans

le but d’étre séquencé, ne contient pas des camaats, autrement dit ne contient aucune
bande non spécifique, et que la taille recherché@rdduit d’amplification (473 pb) a été
obtenue.

L'obtention d'un produit PCR de bonne qualité naysermis d’entamer la réaction de
séquencage.

Remarque : La dilution du produit PCR doit étralis®e selon l'intensité de la bande
obtenue sur gel d’agarose.

B. Séquencage, analyse des séquences et mutation détec

Dans le but de mettre en évidence la présenceabsdhce des éventuelles mutations
affectant le géne NKX2.5 , les deux exons du gemeX5 des neuf patients ont été
séquencés .

Aprés alignement (BLAST) et correction (Logicielgsencing Analysis software
v5.4) des séquences obtenues, les résultats ontréntan présence de deux types de
substitutions au niveau du géne NKX2.5 chez la nté@jdes patients étudiés.
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Figure 8 : Electrophorégramme de la séquence ger’é du gene NKX2.5 du sujet sain

(contrdle négatif)

L’alignement avec la séquence requéte de la baderdeées BLAST nous a permis de
confirmer I'absence de mutations chez les patieBtsP5 et P7, ce qui montre que pour leur
cas, la CIA dont ils souffrent n'est pas due a défécience du géne NKX2.5

Homo sapiens NK2 homeobox 5 (NKX2-5), transcript variant 1, mRNA
sequence |D: ref|[NM_004387.3| Length: 1669 Mumber of Matches: 1

Range 1: 562 to 9031 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
6584 bits(370) 0.0 370/370(100%) 0/370(0%) Plus,/Plus
Query 46  AGAGCTOTECOCOCTECACAAGOCOOTAGAGCTOOAGAAGACAGAGOIGOACAACGCEGA 185

. LLLEELLLEERLEDELELEEEL L ETTEL LD L L L ETELLLELEL LT ]
Sbjct 582 AGAGCTOTOLOCOCTECAGAAGOCIETEGAGCTOGACAASACARAGOCGOACAACGCGOA 521

Query 188 GCOGCCCCOGGCOCEACOECEoAGEAAGCCEraCaTECTCTTCTCGCAGOOGCAGGTLTA 165

Sbjct 622 GCGECCCCGGEGCACGACGECGRAGEAAGCCGCGCATGCTCTTCTCGCAGGCGCAGATCTA 681

Query 1ot TGAGCTGGEAGCGOCGCT TCAAGCAGCAGCOETACCTETCOGCCCCCGAACOCOACCAGCT 225

Sbjct 682 TGAGCTEGAGCGGECGCTTCAAGCAGCAGCOATACCTATCGGCCCCCGAACGLGACCAGCT 741

Query 228 GOCCAGCETECTOAAACTCACOTCCACGCAGOTCAAGATCTEGTTCCAGAACCEECGLTA 285

, LLEEEEERREET PR e e et e e et e et Ler e e eer ey
Sbjct 742 GGCCAGCGTGCTGAAACTCACGTCCACGCAGGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCGGCGCTA 881

l'

Query 286 EAAGTGCAAGCGGEAECEGE#EGACCHGACTCTGGAGCTGETEGEGETTTT < ?||?|| 345

CEEEREERERETEEEEER e R Er e e e ee e e ee e e eveen
Sbjct 882 CAAGTGCAAGCGGCAGCGGCAGGACCAGACTCTGGAGCTGETGGGECTGCCCCCGCCGCC 861

Query 345 TE :%:c?c:‘t? cccgcAGGATCOCGGTGCCAGTGCTGATGCGLGATGGCAAGCCATGECT 485
[T I nnnm

Sbjct 862 GOCGCCECCTECCCGCAGGATCOCGATACCAGTOCTGRTGCGCGATARCAMGCCATGCCT 921

Query 488 AGOGRACTCG 415

Sbjct 922 AGGEGACTCG 931




Figure 9 : Alignement de la séquence obtenue & parséquencage de I'exon 1 du sujet

sain.

1 11 11 « o 5w oo 1011
C C T G G c G C G
110 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 11

PANASAN A A

Figure 10 : Electrophorégramme de la séquenceegert’ 1 mentionnant la mutation

hétérozygote

L’alignement avec la séquence requéte de la basoadnées BLAST nous a permis

de confirmer la présence de la substitution héyguate chez le patient P9, ce qui montre que

pour ce cas, la CIA dont il souffre est due adékcience du gene NKX2.5




Homo sapiens NK2 homeobox & (NKX2-5), transcript variant 3, mRNA
Sequence ID: refiNlM 001166176.1] Length: 1924 Number of Matches: 1

Range 1: 201 to 564 GenBank Graphics

Gaps Strand
0/364(0%) Plus/Flus

Score Expect

567 bits(361) 0.0

;ija%TECECAGCCCTGCTCTC'E

1
it
AL

GCCCAC
LTI
GCCCAC

Query 1  CCTGGCGCTGTGAGACTGGCGCTOL

||| IIEII:
Sbjct 281 CCTEECGCTETEAGACTEGCGCTGCCACCATATTCCCCAGCCCTGCTCTES aC

CAGCAGCACAGCCTGOCTACCGOCG 128

CAGCAGCACAGCCTEECTACCGCCG 328

Query 81  COTTCTCAGTCARAGACATCC

TABACC
LLERERELELEELELEL LT
TARACC

Sbjct 261 CCTTCTCAGTCAAAGACATCC

9
|
TGk

Query 121 GAGAGCTCTCTECCCACCTAOAGGCGACCCTOACACCCTCCTCCTEGCATGCTARCCGOCT 188

Sbjct 321 GAGAGCTCTCTECCOGCCTARAGGCEACCCTEGCGCCCTCCTCCTGCATGCTGAECCGECT 388

Query 181 TCAAGCCAGAGGCCTACGCTOOGCCCOAGEIOGCTRCOCCGRGCCTCCCAGAGCTGCGCG 2448

Sbjct 381 TCAAGCCAGAGGCCTACGCTEGECCCGAGECEGCTGCGCCGEECCTCCCAGAGCTGIGCE 448

Query 241 CAGAGCTGORGCCOCOCGCCTTCACCOOCCAAGTOTRCOTCTRCCTTTCCCGOCGICCOCG 388

Sbhjct 441 CAGAGCTEEGCCGCGCGCCTTCACCGECCAAGTATGCGTCTGCCTTTCCCGOCGCCCCCOG 5o

Query 381 COTTCTATCCACGTOCCTACAGUGACCCCOACCCARCCAAGRACCCTAGAGCCGAARAGA 368

Sbjct 581 CCTTCTATCCACGTGCCTACAGCGACCCCGACCCAGCCAAGGACCCTAGAGCCGAARAGA 560
Query 361 AAGG 364

Sbjct 561 AAGG 564

Figure 11 : Alignement de la séquence obtenueta garséquencage de I'exon 1 du sujet
malade.

Il sS’est avéré dans cette population, 5 personmésio polymorphisme (P1, P2, P4,
P6, P8), 3 personnes sont normales (P3, P5, A&)dernier (P9) est muté.

Apres analyse bioinformatique, il a été établi das patients (P3, P5, P7) ne
présentent aucune substitution puisque les picsteas bien individualisés, ce qui montre
gue ces patients ne renferment aucune mutationaagéne. Donc, la maladie peut étre due
a une anomalie située dans un autre gene

Pour les patients (P1, P2, P4, P6, P8), la presdun@mlymorphisme (c.63 A> G, p.
Glu 21=) a été trouvé. Cette substitution pewt @ualifiee de silencieuse parce qu’elle
n'aboutit pas au changement de I'acide aminé estiuredans I’ADN.

Pour le patient P9, la présence de la mutation3(€?T, p.Arg 25 Cys) a été
notée.,Cette mutation peut avoir de graves conségsesur le phénotype . En effet, le
changement d’'un seul nucléotide peut changer kaaithiné. Cela peut donc se traduire par
un déficit au niveau de la protéine et expliquee éwentuelle implication de cette mutation

dans le phénotype cardiopathologique de CIA isbkervé chez les patients.

=N




Dans cette étude , le séquencage des deux exogemduNKX2.5 nous a permis
d’identifier 2 mutations dans une série comprer®apatients présentant une communication
inter auriculaire isolée. L'interprétation clinigeeiggére qu’une seule mutation parmi les 2
est pathogénique (c.73 C>T ,p.Arg 25 Cys), atprs I'autre n’est pas pathogénique( ¢.63
A>G,p.Glu2l=)

En 1999, Benson et al ont identifié la transitioiT ®étérozygote dans la région 5’
codante du gene NKX2.5 , ce qui entraine une ang2@R25C), cette substitution transforme

un acide aminé tres conservé basique(Arg) en we ahiné neutre (Cys) .

sumTN)  ——\\—— HD | INK|

Exonl Exon 2

Figure 12 : Schéma de la protéine NKX2.5 avec tesaines fonctionnels :

homéodomaine ;NK2, domaine nucléotidique de kin@be,domaine Tinman.




Cancluwsion

A travers cette étude réalisée dans le cadre deéomoire, I'impact de certaines
mutations sur le fonctionnement du facteur de tapton NKX2.5 codé par ce géne a été
mis en évidence. Parmi les mutations révéléessenke mutation s’est montrée pathogénique
et affectant l'intégrité fonctionnelle de la pratéiNKX2.5. Cette mutation a été révélé grace
aux techniques de la biologie moléculaires (PCRu8écage ..).

De grandes avancees ont éteé réalisées ces deramress dans la compréhension des bases
moléculaires et génétiques des cardiopathies calatgmhumaines. L’identification de genes
de malformations cardiaques a conduit a une ncerag@lproche clinique chez les enfants
atteints de cardiopathies et leurs familles. Cegngrs ont été faits grace aux techniques de
biologie moléculaire. Bien que les cardiopathiesgémitales soient le plus souvent isolées,
leur caractére familial ou syndromique conduit ér@ament a une demande de conseil
géneétique. Les cardiopédiatres ont améliore lescrg@ion des phénotypes cardiovasculaires
mais I'hétérogénéité génétique fait que I'approctdéculaire soit encore compliquée pour
une anomalie donnée. Ainsi, le conseil génétiqaterdifficile.

En conclusion le gene NKX2.5 joue un réle crucihslla régulation transcriptionnelle
prépondérante pour un développement cardiague harendernier est impliqué également
dans la septation cardiaque. Plusieurs mutationéténidentifiées ainsi que leur implication
dans les cardiopathies congénitales non syndromique

La détection de la mutation du géne NKX2.5 perdeetionner naissance a un type de
traitement appelé la thérapie ciblée.

Ces thérapies ciblées sont adaptées a chaquetpsatien les caractéristiques génétiques et
permettent d’obtenir dans certain cas des survi@smmées.

Le travail effectué a permis de prendre en chaggatients dont le diagnostic a été définitif,
d'éliminer également certaines hypotheses et pbeegires pour les patients qui nécessitent
plus de recherche avant de préciser le diagnoétinitif.
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