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Mlucoviscidose : vers quelles cellules pulmonaires
faut-il orienter la recherche fondamentale et clinique ?

La mucoviscidose, ou cystic fibrosis
(CF) dans la terminologie anglo-
saxonne, est la maladie génétique
autosomique récessive la plus com-
mune dans les populations euro-
péennes [1]. L.a mucoviscidose affec-
te spécifiquement les glandes
exocrines de I'organisme humain, ou
des mutations du gene CF [2] provo-
quent des altérations de la fonction
du canal chlorure CFTR (pour cystic
fibrosis transmembrane conductance regu-

dator) [3]. le transport électrolytique

devient alors anormal et conduit a
une insuffisance pancréatique, a une
infertilité masculine (m/s n°3, vol. 9,
p. 344) et, surtout, a des troubles obs-
tructifs chroniques pulmonaires sui-
vis d’infections bactériennes, ces
deux phénomenes s’exacerbant
mutuellement.

Les derniers progrés des techniques
de biologie moléculaire rendent
actuellement possible I'utilisation de
la thérapie génique dans le but de
guérir cette maladie. Les développe-
ments les plus récents concernent le
transfert du géne (/R recombinant
grace a des vecteurs liposomiques ou
adénoviraux inactivés dans I'épithé-
lium bronchique des patients (m/s
n°3, vol. 9, p. 348). Toutefois, malgré
les avancées actuelles considérables, il
restait a déterminer avec précision
quelles cellules, parmi le complexe
épithélium pulmonaire, synthétisent
la protéine CFTR et seraient, dés lors,
les cibles privilégiées a guérir. Notre
propos ici est de replacer les connais-
sances récemment acquises sur la bio-
logie moléculaire et sur la caractérisa-
tion électrophysiologique de la
protéine CFTR dans son contexte pul-
monaire cellulaire et de faire le point
sur différentes données montrant
I'importance des cellules séreuses des
glandes trachéo-bronchiques dans la

mmmmmm physiopathologie de la mucoviscidose.
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L’arbre trachéo-bronchique

L’arbre trachéo-bronchique, outre sa
fonction de conduire I'air extérieur
aux poumons, a développé des fonc-
tions originales et complexes, toutes
liées a la décontamination de I’air
intrapulmonaire inspiré, jouant ainsi
un role important dans la défense de
I'organisme. A part les fonctions assu-
rées par le systétme lymphoide bron-
chique, toutes les autres fonctions
sont le fait du mucus bronchique
sécrété par I'épithélium de surface et
de la sous-muqueuse bronchique ou
se trouvent les glandes (figure I). Le
mucus bronchique agit tel un piége a
poussieres, bactéries et micro-orga-
nismes inhalés. Les mucines contien-
nent un nombre énorme de sites
potentiels de fixation des micro-orga-
nismes qui sont ensuite bloqués ou
détruits par les protéines a activité
antibactérienne et les IgA sécrétoires,
ou phagocytés par les cellules migra-
toires (macrophages et neutro-
philes). Ainsi, la sécrétion du mucus
bronchique permet-elle de faire par-
venir un air stérile, propre et sans
particules et saturé en eau aux
alvéoles pulmonaires. La sécrétion de
mucus a lieu dans les voies aériennes
de gros diametre. Les cellules calici-
formes a mucus et les glandes bron-

chiques sont abondamment pré-’

sentes dans les voies qui contiennent
du cartilage et leur nombre décroit
avec le diametre des bronches. Elles
sont rares ou inexistantes dans les
bronchioles.

Chez 'homme adulte, le volume
glandulaire de I'arbre trachéo-bron-
chique est évalué a environ 4 ml, le
volume des cellules caliciformes a
mucus étant le quarantieme de cette
valeur [4]. Ainsi, potentiellement, les
glandes sous-muqueuses sont a 1’ori-
gine de la majeure partie de la pro-

duction de mucus dans le tractus res-
piratoire humain. Ces glandes sont
reliées a la lumiere bronchique par
des canaux collecteurs qui contien-
nent des cellules éosinophiles, au
niveau desquelles les sécrétions glan-
dulaires subissent des modifications
hydro-électrolytiques. Les glandes
sont composées de deux types de cel-
lules (figure 1): les cellules muqueuses
qui sécretent les mucines et les cel-
lules séreuses impliquées dans la
défense pulmonaire. Les cellules
séreuses sont un élément essentiel
des glandes sous-muqueuses, tant par
leur quantité (61 % du volume total)
que par leur role dans la défense
antibactérienne et antiprotéasique de
I’arbre trachéo-bronchique [5]. Ce
sont ces cellules qui sont respon-
sables de la synthese et de la sécré-
tion de lactoferrine, protéine bacté-
riostatique grace a son action
ferriprive sur les germes inhalés, du
lysozyme attaquant la paroi bacté-
rienne, de peroxydase qui est bacté-
riolytique, et d’une antiprotéase :
I'inhibiteur bronchique. Ces cellules
sont, en outre, le siége privilégié de
la transcytose des IgA sécrétoires au
niveau pulmonaire. Toutes ces sub-
stances forment le mucus qui, une
fois déversé dans la lumiére bron-
chique, sera évacué grace au batte-
ment ciliaire jusqu’au larynx ou il
sera ensuite dégluti.

Identification de la cellule glandulai-
re trachéale séreuse en tant que cible
privilégiée de latteinte pulmonaire
primaire dans la mucoviscidose

® Les glandes sont le lieu de troubles
sécrétoires importants

L’hypotheése suggérant que les
glandes de I'arbre trachéo-bron-
chique joueraient un réle primordial
dans la physiopathologie de la muco-
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viscidose avait d¢ja été étayée par dif-
férents résultats : les canaux collec-
teurs de ces glandes sont déja obs-
trués a la naissance par des sécrétions
hyperconcentrées et déshydratées de
mucus, bien avant méme I'émergen-
ce de complications dues aux infec-
tions chroniques respiratoires [6].
Par ailleurs, nous avons montré que
les cellules trachéales glandulaires CF
en culture sécrétent de 10 a 50 fois
plus de macromolécules que les cel-
lules normales et qu’elles ne répon-
daient pas aux agents sécrétagogues
[7]. Cette derniére observation
montre que, parallelement a un
défaut de transport ionique, il peut
aussi y avoir une altération de la
sécrétion protéique, suggérant I'idée
d’un défaut plus général dans les
processus sécrétoires.

Un argument indirect de I'importan-
ce de ce type cellulaire dans le trans-
port de chlorure fut donné par
Dwyer et Farley [8]. Ils montrérent
I'existence d’'une accumulation anor-
male de chlorure dans le cytoplasme
des cellules glandulaires CF. Ce résul-
tat fut interprété comme le témoin
probable d’'une imperméabilité
ionique apicale de ces cellules. Plus
directement, le groupe de Widdicom-
be [9] montra par des mesures de
potentiel transépithélial que les cel-
lules glandulaires CF avaient un
transport ionique trés réduit apres
stimulation de la voie AMPc.

® La CFIR est intensément synthétisée
dans les cellules séreuses des glandes

En décembre 1992, Engelhardt et al.
[10], utilisant des techniques d’hybri-
dation in situ et d’'immunocytochi-
mie, mirent en évidence une trés
faible synthése de la protéine CFTR
dans I'épithélium de surface et dans
les cellules canalaires des glandes et
démontrerent que les cellules cibles
dans la mucoviscidose étaient les cel-
lules séreuses glandulaires et aussi, a
une moindre échelle, une sous-popu-
lation de cellules canalaires. Cette
sous-population de cellules canalaires
(probablement les cellules éosino-
philes, voir figure 1) compte pour 1 %
a 3% des cellules canalaires totales.
Celles-ci, riches en mitochondries,
sont du méme type que celles ren-
contrées dans I'épiderme des batra-
ciens et qui possedent I'entiére char-
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Figure 1. Les glandes trachéo-bronchiques constituent la principale structu-
re sécrétoire de la trachée et des bronches et sont profondément enfouies
dans la muqueuse. Elles sont constituées de cellules muqueuses qui sécreé-
tent les mucines (principal constituant du mucus) et de cellules séreuses qui
sont spécialisées dans la synthése de protéines de défense (lactoferrine, ly-
sozyme, peroxydase et inhibiteur bronchique) et dans la transcytose des IgA
sécrétoires. La protéine CFTR s’exprime principalement dans les cellules sé-
reuses des glandes ainsi que dans une sous-population de cellules cana-

laires.

ge de la conductance chlorure,
dépendante de 'AMPc et contrélant
I’hydratation du mucus cutané.
Quant aux cellules glandulaires
séreuses, a la fois la tres forte présen-
ce du gene et de la protéine CFTR et
aussi leur importance quantitative
indiqueraient que, non seulement

elles participent intensément a
I’équilibre osmo-ionique du mucus
bronchique, mais aussi, par consé-
quent, qu’elles sont pour une grande
part a I'origine de la physiopatholo-
gie de la maladie.

Par ailleurs, I'’équipe de Puchelle et

al. [11] a montré une synthése de 1a m—
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protéine CFTR aussi bien dans les
cellules séreuses que dans les cel-
lules muqueuses des glandes, avec
toutefois une localisation différente
dans les deux types de cellules
puisque les auteurs retrouvent la
protéine CFTR localisée dans la
membrane apicale et basolatérale
des cellules muqueuses et dans la
membrane des granules sécrétoires
des cellules séreuses. Cette localisa-
tion differe de celle observée dans
d’autres types cellulaires précédem-
ment étudiés mais aussi de celle
décrite par Engelhardt [10]. Toute-
fois, malgré ces divergences, peut-
étre dues aux différents anticorps
monoclonaux et polyclonaux utilisés
par ces deux équipes, leurs résultats
suggérent, sinon un rdle important
des cellules des glandes, au moins
une participation active de ces cel-
lules a la physiopathologie de Ia
mucoviscidose.

Cependant, il existe aussi une attein-
te sévere des voies aériennes distales
qui sont pourtant exemptes de
glandes. Récemment, Engelhardt et
al. ont recherché la présence du
geéne CFT'Rdans les bronchioles [12].
Ils ont observé que la protéine CFTR
est fortement synthétisée dans envi-
ron 5% des cellules de I'épithélium
bronchiolaire. Malheureusement, les
auteurs n’ont pu identifier la sous-
population cellulaire produisant la
CFTR; il ne s’agit, ni des cellules
ciliées, ni des cellules de Clara, ces
deux types de cellules formant la
majorité des cellules de I’épithélium
bronchiolaire. En outre, si on admet
une implication majeure de l'altéra-
tion de la rhéologie du mucus dans
la physiopathologie de la maladie, ce
phénomeéne s’applique mal aux voies
aériennes distales car celles-ci
contiennent tres peu de cellules
sécrétant du mucus. Peut-étre, a ce
niveau, pourrait-on alors invoquer
des réactions secondaires a I'inflam-
mation de la trachée et des bronches
lors des infections chroniques, trés
courantes chez ces patients, ou enco-
re une autre fonction de la protéine
CFTR non encore définie dans le
poumon distal ?

* Les souris transgéniques (me synthéti-
sant pas la CFTR) n'ont pas de sympto-
matologee pulmonaire

L’hypothése d’une implication
majeure des glandes dans la physio-
pathologie de la mucoviscidose a
récemment été confortée par
I'obtention de souris transgéniques
déficientes en CFTR. Les souris n’ont
que trés peu de glandes séro-
muqueuses dans leur arbre trachéo-
bronchique, localisées a la jonction
de la trachée et du larynx [13]. La
trachée et les bronches de souris sont
en fait composées de 50 % de cellules
de Clara et d’un tiers de cellules
ciliées, alors que les cellules calici-
formes a mucus représentent 0,1 %
des cellules [13]. Or, les souris défi-
cientes en CFTR n’ont pas [14, 15]
ou peu [16] souffert de complica-
tions pulmonaires et sont toutes
décédées d’occlusions intestinales
(m/s n°8, vol. 8, p. 879, m/s n°3,
vol. 11, p. 492). 1l apparaitrait donc
d’apreés ces résultats qu'une sécrétion
active de mucus soit nécessaire au
déclenchement de la maladie. Cela
pose de nouveau la question du rdle
de la CFTR dans les voies aériennes
de petit diametre comme la trachée
de souris ou les bronchioles chez
I’homme. Il serait maintenant inté-
ressant de développer des modéles
d’animaux transgéniques plus appro-
priés comme le furet, dont la trachée
est trés riche en glandes, ou l'oie,
dont la trachée ne contient pas de
glandes mais est riche en cellules cali-
ciformes a mucus.

Caractérisation électrophysiologique
de Pactivité canal chlorure associée a
la protéine CFITR dans les cellules
glandulaires trachéales séreuses

La convergence des études physiopa-
thologiques et moléculaires de la
mucoviscidose a permis de montrer
que l'un des défauts primaires se
situe au niveau du transport transépi-
thélial de chlorure. C’est a ce titre
que les techniques de I’électrophysio-
logie moléculaire ou patch-clamp, per-
mettant I'investigation des transports
au niveau du canal ionique unitaire,
ont été privilégiées pour I'étude des
déterminants moléculaires de
I'atteinte pathologique.

Peu de données électrophysiolo-

giques sont réellement disponibles
pour les différents types de cellules
pulmonaires et la majorité des études
portent sur des cellules de I'épithé-
lium de surface ; malheureusement
ni le type ni méme la nature exacte
de ces cellules n’ont été décrits. Les
premiéres données électrophysiolo-
giques remontent a 1986-1988,
lorsque des études de patch-clamp
montrérent I’existence d’un canal
chlorure rectifiant sortant de
conductance unitaire 50 picoSiemens
dans des cellules pulmonaires
humaines [17]. Ces travaux avaient
montré que ce canal, activé par
I’AMPc, ne I'est pas dans une cellule
CF. Dés lors, ce canal ionique fut
désigné comme cible moléculaire
probable de I'atteinte pathologique.
A la suite de la découverte du gene
CF [18-20], I'étude des caractéris-
tiques moléculaires de la protéine
CFTR montra que la molécule impli-
quée n’était pas le canal rectifiant
sortant. Par la suite, il fut clairement
établi que la production de la protéi-
ne CFTR n’était pas corrélée a la pré-
sence de ce canal au niveau pulmo-
naire [21]. Notre groupe vient
d’identifier et de caractériser I'acti-
vité canal chlorure associée a la syn-
thése de la protéine CFTR dans la
membrane apicale des cellules tra-
chéales glandulaires séreuses
humaines en culture [22]. Des
études similaires ont permis de décri-
re le canal CFTR dans deux lignées
pulmonaires transformées [23, 24].
La signature électrophysiologique de
ce canal est semblable a celle décrite
dans d’autres types cellulaires synthé-
tisant la protéine CFTR [25, 26].
Dans les cellules trachéales glandu-
laires séreuses, le canal CFTR posse-
de une conductance unitaire de
7 picoSiemens et est activé par
I’AMPc, faisant intervenir des protéi-
ne kinases cytosoliques. Son activité
ne dépend ni du potentiel membra-
naire de la cellule, ni du calcium
intracellulaire [22].

Si, aujourd’hui, les caractéristiques
du canal CFTR ainsi que ses méca-
nismes de régulation sont bien
connus, il reste un certain nombre
de points importants a résoudre. En
particulier, si le défaut de transport
de chlorure observé est attribué a la
déficience du canal CFTR, il ne
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semble pas compensé par les autres
canaux chlorure également présents
dans les cellules épithéliales pulmo-
naires (canal rectifiant sortant, canal
chlorure de large conductance ou
canal chlorure dépendant du cal-
cium). Il sera donc important, paral-
lelement & I'étude de la protéine
CFTR, de rechercher les mécanismes
de régulation des autres canaux chlo-
rure pour déterminer la part jouée
par chacun d’eux dans le transport
global de chlorure. Une réévaluation
des propriétés électrophysiologiques
des cellules pulmonaires de surface
sera peut-étre également nécessaire.
Il est important de noter que certains
sites cellulaires de synthése ne sont
pas clairement impliqués dans la
mucoviscidose. C’est le cas par
exemple des cellules cardiaques [27].
Ainsi, méme si le spectre d’expres-
sion pulmonaire du géne CFTR n’est
pas restreint aux seules cellules glan-
dulaires séreuses, il reste a détermi-
ner la signification physiologique et
les conséquences pathologiques
d’une synthése de la protéine CFTR
dans les autres types cellulaires pul-
monaires.

Conséquences pour la thérapie
génique

Les progres récents et trés rapides
de la biologie moléculaire ont per-
mis d’insérer le géne normal codant
pour la protéine CFTR en place et
lieu de génes pathogénes de certains
virus infectant habituellement les
bronches. La caractéristique de ces
virus est d’avoir un tropisme particu-
lier pour les cellules épithéliales et
d’'y insérer leur matériel génétique.
Les biologistes disposent donc d’un
outil performant pour envisager la
thérapie génique puisque disposant
d’un moyen simple et efficace
d’introduire uniquement le géne
CFTR normal dans des cellules
pathologiques [28]. Cependant, si
effectivement la synthése de la CFTR
normale dans les glandes trachéo-
bronchiques se révélait nécessaire
pour aboutir a la guérison des
patients, alors ['utilisation par voie
aérosol des vecteurs classiques [29]
comme les adénovirus, les rétrovi-
rus, les liposomes, ne pourrait étre
envisagée a cause de la faible acces-
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sibilité des glandes. Dans ce cas, la
voie sanguine nous parait plus
appropriée. Il existe en effet une
alternative prometteuse qui pourrait
avoir des développements futurs
intéressants. Il s’agit de la technique
de transfert de géne par endocytose
relayée par récepteur [30]. Dans cet-
te technique, le géne CFTR est com-
plexé a un anticorps dirigé contre
les récepteurs des immunoblogu-
lines polymériques. Le complexe
fixé a son récepteur est ensuite
internalisé dans les cellules. Le géne
est alors libéré dans la cellule et s’y
exprime correctement. Le grand
intérét de cette technique réside
dans le fait que les organes dont les
cellules présentent a leur surface ce
récepteur sont ceux touchés spécifi-
quement par la maladie, a savoir le
poumon, le pancréas, I'intestin et le
foie. Au niveau de la paroi bron-
chique, ce sont les cellules séreuses
des glandes bronchiques qui ont
pour charge la transcytose des IgA
sécrétoires et qui donc synthétisent
a leur surface cellulaire le récepteur
des immunoglobulines polymé-
riques. Ainsi, par cette technique,
non seulement tous les organes
cibles sont susceptibles d’étre effec-
tivement et spécifiquement ciblés
mais aussi le type cellulaire adéquat
dans ces organes. Toutefois, un
grand nombre de données relatives
tant a la stabilité du complexe géne
CFTR-anticorps qu’a I'efficacité du
transfert du géne dans les cellules et
aussi du délai d’expression du géne
normal transféré dans les cellules
restent a étre étudiées et détermi-
nées plus précisément.

Conclusion

Des arguments génétiques, molécu-
laires et électrophysiologiques sugge-
rent maintenant que la cellule tra-
chéale glandulaire séreuse est une
des cibles privilégiées de la mucovis-
cidose. Le fait que ces cellules se
trouvent profondément enfouies
dans la muqueuse (figure 1) et non
dans I'épithélium de surface, et aussi
qu’elles possédent une fonction dans
le transport d’électrolytes mais sur-
tout dans la défense pulmonaire, sou-
leve deux questions: (1) comment
cibler les cellules glandulaires

séreuses avec les vecteurs utilisés
dans le cadre de la thérapie
génique ? (2) quel est le role exact de
la protéine CFTR dans les fonctions
d’equilibre ionique et de défense
anti-infectieuse attribuées a ces cel-
lules ? Ces deux questions devront
étre abordées dans le cadre de la
recherche fondamentale et clinique
sur la mucoviscidose W
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