EDITORIAL

nyS

médecine/sciences 1994; 10: 627-9

Edith Puchelle

REFERENCES m——

1. Riordan R, Rommens JM, Kerem R,
Alon R, Rozmahel Z, Grzelczak Z, Ziclinski
J, Lok §, Plasvic N, Chou JL, Drumm MC,
Ianuzzi C, Collins FS, Tsui LC. Identifica-
tion of the cystic fibrosis gene: cloning
and characterization of C(]IllEit.‘[Ilt.‘I]lé{l}"
DNA. Science 1989 ; 245 : 1066-73.

2. Goossens M. Biologie de la mucovisci-
dose: progres récents et perspectives. méde-
cine/sciences 1991 ; 7 : 1048-51.

3. Puchelle E, Gaillard D, Ploton D, Hinn-
rasky J, Fuchey C, Boutterin MC, Jacquot
J, Dreyer D, Pavirani A, Dalemans W. Dif-
ferential localization of the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator in
normal and cystic fibrosis airway epithe-
lium. Am | Respir Cell Mol Biol 1992 ; 7:
485-91.

4. Engelhardt ], Zepeda M, Cohn ], Yan-
kaskas JR, Wilson JM. Expression of the
cystic fibrosis gene in adult human lung.
J Clin Invest 1993 ; 93 : 737-49.

5. Anderson MP, Gregory R], Thompson
S. Demonstration that CFTR is a chloride
channel by alteration of its selectivity.
Science 1991 ; 253 : 202-5.

6. Cheng S, Gregory R], Marshall ], Paul
S, Souza DW, White GA, O’Riordan CR,
Smith AE. Defective intracellular transport
and processing of CFIR is the molecular
basis of most cystic fibrosis. Cell 1990 ; 63 :
827-34.

ADRESSE ET TIRES A PART e

E. Puchelle : directeur de recherche a l'Inserm.
Directeur de I'unité Inserm 314, hépital
Maison Blanche, 45, rue Cognacq-Jay,
51092 Reims Cedex, France.

m/s n° 67 vol. 10, juin-juillet 94

CFTR (CYSTIC FIBROSIS
TRANSMEMBRANE

CONDUCTANCE REGULATOR) :
UNE PROTEINE

A MULTIPLES FONCTIONS

‘identification et le clonage

du géne codant pour la

protéine CFTR (cystic fibro-

sis  transmembrane conduc-

tance regulator), réalisés en
1989 par le groupe de Riordan, Tsui
et Collins [1], ont représenté une
étape déterminante dans la compré-
hension des mécanismes .moléculai-
res a l'origine des anomalies fonc-
tionnelles cellulaires dans la muco-
viscidose. Ce géne code pour une
protéine transmembranaire d’un
poids moléculaire de 170 kDa sous
sa forme miure, glycosylée. La pro-
téine CFIR, qui comporte deux
domaines transmembranaires a six
hélices hydrophobes, est, avant tout,
une protéine cytosolique formée de
deux domaines hydrophiles NBF1 et
NBF2 (nucleotide binding fold), sites de
fixation de I’ATP, et d’'un domaine
régulateur R, phosphorylé par des
protéine kinases [2]. Dés que la
séquence en acides aminés de CFTR
a été connue, de nombreuses ques-
tions se sont posées. Quelle est la
fonction physiologique de la pro-
téine CFTR? Ou est-elle localisée,
et, notamment, quelle est sa locali-
sation cellulaire et subcellulaire a
I’état physiologique et dans la muco-
viscidose ? Quel est son role par rap-
port aux autres canaux ClI? Quelle
est la relation entre, d’une part,
I'expression de CFTR et sa localisa-
tion et, d’autre part, la sévérité de
la maladie ?

La disponibilité d’anticorps, dévelop-
pés contre des peptides de synthése
et reconnaissant certains épitopes
des différents domaines de CFTR, a
permis de localiser la protéine
CFTR dans la région apicale de
nombreux épithéliums, incluant
I'épithélium respiratoire de surface,
I'épithélium intestinal, les canaux
pancréatiques et I'épithélium des
glandes salivaires et bronchiques. Au
niveau pulmonaire, principal organe
cible de la mucoviscidose, la pro-
téine CFTR a été identifiée au sein
des cellules ciliées des voies aérien-
nes proximales et, également, des
cellules distales, bronchiolaires (cel-
lules de Clara) et alvéolaires [3, 4].
Ces cellules épithéliales pulmonaires
distales, de méme que les cellules
glandulaires de la sous-muqueuse,
difficiles a atteindre par les aérosols,
posent le probléeme de I'accessibilité
du géne CFTR dans la thérapie
génique.

L’article de C. Férec, B. Mercier et
M. Audrezet (p. 631 de ce numéro),
rappelle que, grace aux 400 muta-
tions de CFTR actuellement recen-
sées, un certain nombre de relations
structure-activité de la protéine ont
pu étre définies, laissant entrevoir
des stratégies thérapeutiques diffé-
rentes selon le type de mutation.
Néanmoins, les relations génotype-
phénotype dans la mucoviscidose
sont encore loin d’étre clairement

définies et il faut bien reconnaitre m———
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qu’'a I'heure actuelle les fonctions
physiologiques de CFTR sont, elles
aussi, encore incomplétement
connues.

Il est maintenant admis que CFTR
est un canal ionique de faible con-
ductance (7 pS) sélectif pour les
anions (Br>CIl>I), controlé par
I'AMPc par l'intermédiaire de la
phosphorylation de CFIR par la
protéine kinase A au niveau du
domaine R. L’activité de canal CI
de CFTR peut étre induite dans des
cellules qui n’expriment pas CFTR
a ’état natif [5].

Dans 70 % des cas de mucoviscidose
en Europe du Nord, la délétion de
la phénylalanine en position 508 (AF
508), située dans le domaine NBF1,
altére la maturation de la protéine,
empéche sa glycosylation et son
ciblage a la membrane plasmique
des cellules épithéliales qui, norma-
lement, expriment CFTR [6]. Les
anomalies du transit intracellulaire
de CFTR semblent étre liées a des
molécules chaperons, telles que la
molécule Hsp 70, dont le réle nor-
mal est de faciliter le repliement et
I'assemblage des protéines jusqu’a
I'adoption de leur structure défini-
tive. Il a été clairement montré que
le complexe protéine chaperon Hsp
70-CFTR AF 508 ne peut étre disso-
cié, comme c’est le cas pour la pro-
téine CFTR normale, avant son trans-
port vers le Golgi [7]. Ce complexe
reste retenu dans le réticulum endo-
plasmique rugueux (RER) pour étre,
ensuite, rapidement dégradé dans un
compartiment lysosomial prégolgien.
D’autres protéines chaperons,
comme la calnexine, pourraient éga-
lement intervenir dans la rétention
du CFTR au niveau du RER.

Il n’est pas exclu qu'une partie des
molécules CFTR mutées puissent en
partie « échapper » au controle des
chaperons et s’intégrer au niveau de
la membrane plasmique. Cela pour-
rait expliquer le maintien d’une
expression résiduelle fonctionnelle
de la forme AF 508 CFTR qui se tra-
duirait par une ouverture de canal
moins fréquente que celle de CFTR
normal, gardant cependant la possi-
bilité de maintenir une certaine acti-
vation potentielle de la fonction

msssesm canal ClI' de CFTR [8].
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[.a diminution de la stabilité de
CFTR AF 508 et de son temps de
résidence dans la membrane plasmi-
que (4h pour le mutant AF 508 et
plus de 24 h pour la forme CFTR
normale) suggere que les développe-
ments pharmacologiques futurs,
visant a restaurer la fonction de
CFTR, devraient avoir pour buts,
non seulement d’activer d’éventuels
canaux ClI' CFTR résiduels, de limi-
ter 'effet « gendarme » des molécu-
les chaperons dans le controle du
transit intracellulaire, mais aussi de
prolonger le temps de résidence de
la protéine CFTR [9].

La protéine canal ClI- CFTR parti-
cipe au flux ionique transépithélial
qui s'accompagne d'un flux d'eau
modulant I'hydratation du mucus et
de la muqueuse respiratoire et con-
trolant l'osmolarité du liquide qui
baigne les cellules épithéliales,
notamment au niveau de la phase
périciliaire. lLes modifications de
I'osmolarité de la phase périciliaire
peuvent empécher I'hydratation du
mucus, augmenter sa viscosité et
inhiber son exocytose, diminuant
ainsi le transport muco-ciliaire [10].
Ces modifications d’osmolarité peu-
vent également favoriser I'émer-
gence de récepteurs membranaires
(glycolipides, glycoprotéines ou pro-
téoglycanes) qui seraient spécifique-
ment reconnus par Pseudomo-
nas [11]. On ne sait cependant pas,
a I’heure actuelle, si les infections a
Pseudomonas sont, avant tout, secon-
daires a une diminution primitive de
la clairance muco-ciliaire par réac-
tion de la cellule épithéliale a un
environnement particulier, ou si la
diminution de la clairance muco-
ciliaire est, a I'inverse, inductrice de
néo-récepteurs membranaires de
I'épithélium par libération d’exotoxi-
nes bactériennes dans la lumiére
bronchique. Il a été démontré qu'en
phase de réparation, les cellules épi-
théliales CF AF 508 présentent une
plus grande affinité pour les Pseudo-
monas que les cellules normales [12].
L’hypothése d’une anomalie post-
traductionnelle de la biosyntheése des
mucines sécrétées par les malades
atteints de mucoviscidose, évoquée
par Lamblin e al [13], est en
accord avec les travaux du groupe

d’Al-Awgqati [14] qui démontrent
que le défaut d’acidification des dif-
férents compartiments cellulaires
(golgiens ou trans-golgiens au
niveau des prélysosomes ou endoso-
mes) peut induire, par suite d'une
mutation de CFIR, un dysfonction-
nement de la synthese des sialyl et
sulfoltransférases. CFTR aurait donc
une activité de canal Cl, non seu-
lement au niveau de la membrane
plasmique, mais aussi de celle des
organites intracellulaires.

Le fait que la protéine CFTR soit un
canal ClI' n'exclut pas la possibilité
que CFIR possede aussi d’autres
fonctions, notamment celle de for-
mer des pores multi-ioniques,
physiologiquement perméables a
plusieurs anions. Certaines muta-
tions des hélices transmembranaires,
portant, notamment, sur Arg 347 ou
Lys 335, réduisent la conductance
par conversion du pore multi-
ionique CFTR en un pore mono-
ionique [15]. II n’est pas exclu que
CFTR puisse, également, agir
comme un transporteur actif de
molécules. Cette hypotheése repose
sur les similitudes de séquence de
CFTR avec les membres de la super-
famille des ATPases/ABC, transpor-
teurs dont le représentant le plus
connu est la protéine MDR (multi-
drug resistance P-glycoprotein) ; sa surex-
pression dans certaines cellules can-
céreuses est responsable du phéno-
mene de résistance aux drogues
anticancéreuses. De méme que la
glycoprotéine P peut étre un canal
Cl (m/s n°5, vol. 8, p. 504), on peut
imaginer, par analogie, que CFIR
pourrait jouer un double role, asso-
ciant a la fonction de canal CI
celle de transporteur de molécules.
La fonction multicanal et pore a
eau du CFIR (transport d’anions,
d’eau et de petites molécules solu-
bles comme l'urée) a également été
décrite [16]. S’il est classiquement
admis que I'hydrolyse de I’ATP est
essentielle a I’activation du canal
CFIR , il a été suggéré par Quin-
ton et Reddy[17] que l'ouverture
du canal CFIR pourrait aussi étre
modulée par la concentration intra-
cellulaire en ATP. En dessous du
seuil de 5mM, indispensable aux
fonctions énergétiques essentielles
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de la cellule (maintien du volume,
du pH, de la concentration intracel-
lulaire en Ca?t...), la conductance
du CI ne pourrait étre activée. La
mutation AF 508 de CFTR affecte-
rait la «sensibilité » de la cellule a
détecter une concentration seuil
d’ATP intracellulaire, ce qui entrai-
nerait une absence de signal
d’ouverture du canal CI.

Une autre fonction primordiale de
CFTR semble étre de régler la
sécrétion des protéines et glycopro-
téines. Les travaux du groupe de
McPherson [18] ont montré que
I'incorporation d’anticorps anti-
CFTR dans des cellules sécrétoires
sous-maxillaires inhibait la sécrétion
de mucines sous 'effet des agonis-
tes B2 adrénergiques. Les travaux
de Merten et Figarella [19], sur des
cultures de cellules épithéliales
glandulaires bronchiques recueillies
chez des malades atteints de muco-
viscidose, confirment qu’il existe, en
effet, une hypersécrétion constitu-
tive de ces différentes protéines et
une absence de régulation par les
agonistes cholinergiques et adréner-
giques. De telles anomalies sont
probablement liées, en partie, a
une mauvaise régulation des méca-
nismes d’endocytose et d’exocytose.
Bradbury et al. [20] ont montré, en
effet, sur une lignée de cellules épi-
théliales coliques et sur des cellu-
les pancréatiques homozygotes pour
la mutation AF 508 (CF-PAC), que
CFIR joue un role important dans
la régulation du recyclage membra-
naire. Alors que les cellules pan-
créatiques CF n’avaient pas de
régulation de l’endocytose ni de
I'exocytose par I’AMPc, les cellules
transfectées exprimant CFTR
étaient normalement sensibles a cet
agent qui inhibe I’endocytose et sti-
mule I'exocytose. CFTR n’intervient
donc probablement pas simplement
comme une protéine membranaire
plasmique, mais semble également
impliqué dans le contréle des pro-
cessus de transit intracellulaire.
Ainsi, CFTR pourrait influencer la
sécrétion de mucines et d’autres
protéines en agissant sur le «tra-
fic » endomembranaire et augmen-
ter le nombre de transporteurs
ioniques.
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La régulation du gene CFIR a I'état
physiologique et dans la mucovisci-
dose reste encore aujourd’hui un
probléeme posant plus de questions
qu’il n’en résout [21]. Une relation
inverse entre le taux d'’ARNm du
CFTR et I'expression et la fonction
de canal CI de la protéine CFIR a
été mise en évidence au cours de la
diff érenciation des cellules épithélia-
les intestinales [22], ce qui suggere
I'existence d’une régulation post-
transcriptionnelle de CFTR, variable
en fonction de la différenciation tis-
sulaire, et, peut-étre, des phénome-
nes de remaniement de I'épithélium
respiratoire [23]. Une anomalie de
la distribution de CFTR, voire méme
une absence de protéine CFIR, a
en effet été démontrée lorsque I'épi-
thélium respiratoire, normalement
pseudostratifié, se transforme en épi-
thélium de type hyperplasique
(hyperplasie basale ou muqueuse)
ou métaplasique (métaplasie malpi-
ghienne).

Si la « longue marche » des généti-
ciens a permis de découvrir la
séquence du géne CFIR, une mar-
che probablement aussi longue reste
a accomplir pour connaitre de
facon précise les relations entre
structure et activité fonctionnelle de
la protéine CFTR. Les fonctions cel-
lulaires et moléculaires, physiologi-
ques, de CFTR ne sont certainement
pas toutes connues. CFITR est une
protéine qui nous réserve encore
bien des surprises !
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