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Explorations Fonctionnelles Respiratoires

= Recherche trouble ventilatoire
» Classiguement: trouble ventilatoire obstructif 2
= Evaluation gravité et évolution Q_ L

Bronchiectasis

Lung function

Spirometry FEV1 | /normal FVC | /normal
FEV1/FVC | /normal

Reversibility 40%

Lung volumes Normal/ |

Transfer factor Normal/ |

Hypoxia Yes/no

Drain & Elborn, Eur Respir Mon 2011;52:32—-43

EMBARC cohort
(n=16963)

Lung function parameters

Number of participants with available 15290
FEV, and FVCdata

FEV,, L 178 (1.26-238)
FEV,% predicted 76-9 (56-0-96-7)
FVC, L 2-65 (2-04-3-35)
FVC % predicted 91-4 (737-107-8)
FEV,% predicted group

>80% 6819 (40-2%)
50-79% 5475 (32:3%)
30-49% 2334 (13-8%)

<30% 618 (3-6%)
Missing 1717 (10-1%)

Lung function pattern

Obstruction 5919 (34-9%)
PRISm 4058 (23-9%)
Normal spirometry 5300 (31-2%)
Unknown 1686 (9-9%)

Chalmers et al, Lancet Respir Med
2023;11:637-49



Clairance mucociliaire

> Epithélium bronchique: 1¢'¢ ligne de défense de I'appareil respiratoire contre le milieu extérieur par la
clairance mucociliaire

» Acteurs: cils et liquide de surface des voies aériennes qui comprend le mucus et le liquide péri-ciliaire

> Les cils des cellules ciliées battent de fagon synchronisée dans le liquide péri-ciliaire. Le battement ciliaire
transporte le mucus et les aérocontaminants captés jusqu'au carrefour aéro-digestif ou ils sont déglutis et
détruits pas le pH acide de I'estomac.
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Clairance mucociliaire et mucoviscidose
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= Epithélium de type absorptif = Diminution de l'absorption du Na* et du CI-
= Faible perméabilité a I'eau = Augmentation de la concentration de CI-

= [CI] sueur < 30 mmol/L dans la sueur = 60 mmol/L ‘&

Quinton, Physiology 2007;22:212-225




Test de la sueur: réalisation

Paul di Sant'Agnese
1953

3) Dosage des
jons chlorures

(chloridométre) ‘&

UK guidelines 2010: www.acb.org.uk/docs/sweat.pdf; Cirilli et al, J Cyst Fibros 2022;21:434-441

1) Stimulation de la sudation: 2) Recueil: 15 ul
lontophorese a la pilocarpine minimum, 30 min



http://www.acb.org.uk/docs/sweat.pdf

Interprétation du test de la sueur

= Si[CI]> 150 mmol/L: Erreur technique

Test sueur: [Cl] en mmol/L Interprétation

= Sensibilité, spécificité et valeur prédictive
<30 Normal

positive élevées

30 =<[Cl]<60 Intermédiaire . .
= Faux négatifs: hypoprotidémie,

> 60 Anormal déshydratation, oedemes, faible débit de

sueur, certaines mutations avec

fonction résiduelle (pas excellente

valeur prédictive négative chez I'adulte)

Causes de test de la sueur anormal:
= Mucoviscidose
= Dermatologie: anomalie de la peau au niveau de la stimulation, eczema

= Endocrinologie: pseudo-hypoaldosteronisme, hypothyroidie, hypoparathyroidie,
panhypopituitarisme, insuffisance surrénale, diabete insipide

= Métabolisme: fucosidose, glycogénose de type |, mucopolysaccharidose

= Autres: malnutrition, médicaments (topiramate) ‘&

Nguyen-Khoa et al, Ann Biol Clin 2012;70:5-12; Farrell et al, J Pediatr 2017; PMID: 28129811




Mutations a fonction résiduelle associées a un
test de la sueur normal ou intermédiaire

= Défaut de conductance due a anomalie de transport des bicarbonates plus
gu’a un défaut de perméabilité aux chlorures

= Mutations associées a pancreatites chroniques, rhinosinusites et infertilité

D1152H R117H L997F
R74Q R170H S1235R
R75Q L967S D1270N

LaRusch et al, PLoS Genetics 2014; PMID: 25033378




Patients avec DDB: recherche de mucoviscidose

791 patients adultes, F/M: 558/233, age: 51+17 ans
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Patients avec DDB: recherche de mucoviscidose

Numbre de patients
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Protéine CFTR et épithélium des voies aériennes
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Mesure de la difference de potentiel
(DDP) nasal transepithéliale

Sonde a >
double lumiére

Millivoltmeétre = Z‘T“‘f\




Mesure de la difference de potentiel nasal transepithéliale

3 - Solution sans chlorure 4 - Isoprotérénol 2 - Amiloride
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Difference de potentiel nasal transepithéliale

Mucoviscidose

Amiloride (10+ M)
Solution sans chlorure
Isoprotérénol (10° M)

- inhibition canal ENaC
—> stimulation du transport de CI-

J\

—> stimulation protéine CFTR via AMPc _

KH Amil 0 Cl- Iso KH Amil 0 Cl- Iso
40 ¥ Y L] L] -60 ¥y Y Y v
35 50
< -30 o
E s e E -40
g -20 2 -30
g 13 2 20
= -10 DDP base > -30 mV =
5 Réponse (0 CI- + Iso) > 5 mV -10
] O
O 2 4 & B 10 12 14 1é 0 i 4 6 B 10 12 14
Time (min) Time (min)
DDP basale - ENaC R Na+t

o



DDP nasale : intérét et limites

Limites:
Avantages:
» Tres dépendant de I'état de la muqueuse et
» Etude de I'épithélium respiratoire opérateur-dépendant
= Profil tres difféerent entre patient/sujet sain = Profil de réponse reproductible, mais chiffres

peu reproductibles
= Standardisé

= |nconfortable pour les patients

De Boeck et al, Eur Respir J 2013:41:203-216 ‘A




Evaporimeétrie

Mucoviscidose: Diminution du débit de de sueur
isotonique apres stimulation adrénergique

Sonde de référence
1. Atropine

Sonde de mesure
2. Carbachol
3. Atropine

4. |soprotéerénol

Sondes mesurant la quantité de vapeur Injections
d’eau a la peau par mesure de 'humidité intradermiques
relative et de la température ‘&

Sato & Sato. J Clin Invest 1984;73:1763-71; Quinton et al. AJRCCM 2012;186:732-9




Evaporimétrie: résultats

Carbachol Atropine Cocktail g-adrénergique
:g::Carbacho Atropine | 10
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14:26:_ 1429 1432 1435 1439 1442 14:45_ 14:48_ 1452 1456 1500 1417 1420 1423 14:26:. 1430 1433 1436 1440 1443 1448 . 1452
Sujets sains Sujets Hétérozygotes Mucoviscidose
. Rapport . Rapport . Rapport
PicB-adr | g adrchol | PB39" | g adrchol | PiCB-adr | g adrchol
Homme 50-90 0,8 [0,7-0,9] 30-60 0,6 [0,5-0,7] <45 0 ]
Femme 30-60 0,8 [0,7-0,9] 12-30 0,3[0,3-0,4] <45 0

Quinton et al. Am J Respir Crit Care Med 2012




Evaporimétrie : intérét et limites

Avantages: Limites:
= Solutions a préparer nominalement par la

= Plus confortable pour les patients que la . -
P P d pharmacie (48h a 4°C)

DDP nasale

= Profil trés différent entre patient/sujet sain " Exploration des glandes sudoripares

=  Standardisé = Opérateur-dépendant (qualité de I'injection)

o

De Boeck et al, Eur Respir J 2013:41:203-216




Exploration de CFTR en pratique clinique

1. Test de la sueur et étude du gene CFTR

2. Sitest de la sueur intermédiaire ou positif, et 1 ou 0 variant

CFTR: DDP nasale

3. Si DDP nasale non contributive: évaporimetrie



Recherche: Etudes fonctionnelles Iin vitro

Exemple des organoides

e Heterogeneity
e Stem cell function

e Epithelial differentiation

Organoid genera tion
pe.
b A\
9 L . ? N\
o © 'y o
A
CFTR function testing in organoids
Healthy control Cystic fibrosis CFTR activation/repair
@ CFTR N ® L CFTR
) Salt <~ g X \LULLZ 79 . > O 43
) Fluid 4= N\ s ) S
A 4 A A
Scientific studies Personalised diagnostic Drug development

¢ Preclinical efficacy
* Mode of action
e Clinical trial design

Van Mourik et al, ERJ 2019 54: 1802379

VX-809 + VX-770
VX-809 + VX-770 + CFTR inhibtion Control

F (F508del F508del)

Dekkers et al: Nat Med 2013:19:939-45 ‘&
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Mesure du monoxyde d’azote nasal
(oxyde nitrique nasal, nNO)

La majorité des patients avec dyskinésie ciliaire primitive (DCP) ont un NO nasal effondré
Mécanismes et consequences physiopathologiques non identifiés

4000

3500 - °
30007 0 » Technique recommandée: analyse par chimioluminescence d'un
2500 + s . .
2000 ) échantillon de gaz provenant des narines et du nasopharynx
o 1750 4 9 . n . . .
& 1500 ] , < = PCD: nNO < 77 nl/min de fagon repétée (Sujet sain: nNO > 300 nl/min)
< 1250 - | L el s L ape s s , . :
1000 | . % o = Sensibilité et spécificité elevées pour le diagnostic de PCD chez le
750 ] I 2@5 patient de plus de 5 ans
500 - g o o ¢ ) . )
250 - g = PCD et nNO normal décrit pour certains genes ou variants
0 1 T T T T T
& OOQ@‘” & 6\{\0@%‘” (\&o@@ @(}@‘9 = nNO bas: CF, infections virales respiratoires, polypes, tabagisme
& &
© &
400‘9 ¢ Shapiro et al, Annals ATS 2020;17:el-e12;

Goutaki et al, Clin Chest Med 2022:43:127-140

Wodehouse, Eur Respir J 2003;21:43-47



Etude du mouvement ciliaire par video-
microscopie a grande vitesse

= Etude fréquence et aspect du battement ciliaire ex vivo sur prélevement de cellules ciliées
nasales (ou bronchiques)

» Pas de standardisation de la technique

= Normalement: fréquence: 10-20 Hz a 37°C avec mouvement vers 'avant, puis mouvement
de retour vers l'arriere (mouvement de fouet)

wildtype stiff discoordinated immotile rotatory

2V HLy

Goutaki et al, Clin Chest Med 2022:43:127-140
Raidt et al, Presse Med 2023; PMID: 37516247




Etude du mouvement ciliaire par video-
microscopie a grande vitesse

Battement ciliaire normal (ralenti 10 x) Battement de rotation par défaut dans RHSP9 (ralenti 10 x)

Goutaki et al, Clin Chest Med 2022:43:127-140




Etude du mouvement ciliaire par video-
microscopie a grande vitesse

= Etude fréquence et aspect du battement ciliaire ex vivo sur prélevement de cellules ciliées
» Pas de standardisation de la technique

= Normalement: fréquence: 10-20 Hz a 37°C avec mouvement vers 'avant, puis mouvement
de retour vers l'arriere (mouvement de fouet)

wildtype discoordinated immotile rotatory

/&MM

—ad

mucocifiary transport

Il

= Trés légeres ou absence d’anomalies pour certains variants (DRC4/GAS8)
= Difficulté a différencier DCP de dyskynésie ciliaire apres infection ou inflammation nasale
= Sensibilité et spécificité eéleveées si prélevement a distance d’une infection des VAS

= Sensibilité augmentée si étude apres culture de cellules Goutaki et al, Clin Chest Med 2022;43:127-140
Raidt et al, Presse Med 2023; PMID: 37516247




Etude de l'ultrastructure ciliaire

Plus de 250 proteines assemblées:

9 paires de microtubules périphériques

1 paire de microtubules centraux

liens: bras de dynéine, liens de nexine, ponts radiaires

Central
Plasma microtubule
membrane

Tige ou corps ciliaire
Contient 'axonéme

cilium

/ A tubule

14 - Inner
r Dynein arms

RCCM 2013;188:913-22




Etude de lultrastructure ciliaire

Défauts des bras de
Défauts des bras dynéine interne et
de dynéine externe désorganisation des

microtubules l
Lucas et al, ERJ 2017:49/16011090

Défauts des bras
Normal de dynéine
interne et externe




Etude de l'ultrastructure ciliaire

» Standardisation internationale de la technique et du rapport d’examen
= Au moins 50 axonemes doivent étre etudiés de nombreuses cellules différentes
= Sensibilité et spécificité:

o Dans 30% des cas, seule la microscopie électronique permet le diagnostic

o Jusqu’a 30% des patients avec DCP ont une ultrastructure normale en microscopie
électronique (gene DNAH11: chaine lourde de dyneine externe)

o 15 a 20% des patients avec analyse anormale de l'ultrastructure n’ont pas de DCP
o Deéfauts secondaires possibles apres infection ou en raison de défauts techniques

= Etude apres culture cellulaire diminue ces faux positifs

= Futur: visualisation en 3-D par tomographie électronique, bioinformatique, et intelligence

artificielle
Lucas et al, ERJ 2017;49/16011090 @

Goutaki et al, Clin Chest Med 2022:43:127-140




Etude en iImmunofluorescence

= Utilise des anticorps dirigés contre des proteines de la structure ciliaire

= Pas encore integré dans les guidelines, mais prometteur

= Pourrait détecter des anomalies non vues en microscopie électronique

= Semble aussi moins susceptible aux défauts liés a I'inflammation ou aux médicaments

a-Tubulin

Sujet sain

a-Tubulin

DCP
Défaut CCDC39

Cils Compose regulateur ‘&

de la dyneine Goutaki et al, Clin Chest Med 2022;43:127-140




Conclusion

Pour explorer CFTR:
Test de la sueur + étude génétique

Pour dyskinésie ciliaire:

= NO nasal en test de screening, qui n’écarte pas le diagnostic si
suspicion clinique forte

= Centre spécialisé pour vidéomicroscopie, microscopie
électronique, immunofluorescence et etude génétique
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