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RÉSUMÉ 

La Mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF) est une maladie génétique rare à transmission 

autosomique récessive, due à des mutations du gène CFTR codant le canal chlore CFTR. Elle 

affecte différents organes sécréteurs notamment le tissu pulmonaire, générant une 

déshydratation, un épaississement et une accumulation de mucus qui entraine une altération de 

la clairance mucociliaire. La modification du mucus favorise des infections qui deviennent 

chroniques dans les voies aériennes et s’accompagnent d’une inflammation pulmonaire 

importante. Notre étude visait à analyser les effets de l’acide hyaluronique (AH) sur la 

modulation de l’inflammation bronchique dans la mucoviscidose dans le but de déterminer son 

rôle anti-inflammatoire potentiel dans cette pathologie ainsi que dans les pathologies 

respiratoires inflammatoires chroniques. 

Pour notre étude, le premier objectif a été d’étudier l’effet de l’AH de 40 kDa, en 

condition contrôle ou en contexte inflammatoire, sur la sécrétion d’IL-8 par différentes cellules 

épithéliales bronchiques cultivées en monocouche. Nos résultats montrent que, bien que l’AH 

ne modifie pas la sécrétion d’IL-8 par les lignées cellulaires, il entraine une réduction 

significative de cette sécrétion dans les cultures primaires bronchiques CF et non-CF soumises 

à une inflammation chronique. Le second objectif a consisté à définir l’effet anti-inflammatoire 

préventif et/ou curatif de l’AH de 40 kDa sur les cellules bronchiques en culture en monocouche 

mais également, pour les cellules épithéliales bronchiques primaires, en culture en interface air-

liquide. Les résultats obtenus montrent que l’AH de 40 kDa ne semble pas présenter d’effet 

protecteur contre le développement de l’inflammation bronchique, mais réduit curativement 

l’inflammation des cellules épithéliales dans un contexte inflammatoire. Enfin, nous nous 

sommes intéressés aux mécanismes mis en jeu lors de ce processus, en ciblant spécifiquement 

les récepteurs CD44 et TLR-4, et la voie de signalisation NF-κB. Nos résultats montrent qu’en 

condition contrôle, l’AH de 40 kDa, tout en induisant une phosphorylation d’IκB-α, n’entraine 

pas d’activation de NF-κB, alors qu’en condition inflammatoire, aucune activation d’IκB-α ou 

de NF-κB n’est observée sous l’action de l’AH de 40 kDa. 

En conclusion, l’AH de 40 kDa a montré des propriétés anti-inflammatoires pour 

l’épithélium bronchique humain non-CF et CF enflammé, et pourrait ainsi présenter une activité 

pharmacologique bénéfique dans les pathologies respiratoires inflammatoires chroniques, en 

particulier la CF. 
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Mots clés : Remodelage, épithélium bronchique, inflammation, acide hyaluronique, 

mucoviscidose  

ABSTRACT 

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disease due to mutations in the 

CFTR gene encoding the CFTR chloride channel. CF affects various secretory organs, notably 

the lungs, leading to dehydration, thickening and accumulation of mucus in the airways, and 

conseκquently an alteration of the mucociliary clearance. This context favors airway chronic 

iκections and inflammation. Our study aimed to analyze the effects of hyaluronic acid (HA) on 

the modulation of bronchial inflammation in cystic fibrosis in order to determine its potential 

anti-inflammatory role in this pathology as well as in chronic inflammatory respiratory diseases. 

 For our study, we used non-CF and CF cell lines, as well as human primary bronchial 

epithelial cells from non-CF subjects and CF patients (F508del/F508del mutation). The first 

objective of my thesis was to study the effect of 40 kDa-HA, in control condition or in an 

inflammatory context, on the secretion of IL-8 by the different bronchial epithelial cells cultured 

as monolayers. Our results showed that, although HA does not modify IL-8 secretion by cell 

lines, it leads to a significant reduction of this IL-8 secretion in inflamed primary non-CF and 

CF bronchial cultures. The second objective was to define the preventive and/or curative anti-

inflammatory effect of 40 kDa-HA on CF bronchial cells cultured as monolayers and, for 

primary bronchial epithelial cells, at the air-liquid interface. The results we obtained showed 

that 40 kDa-HA does not seem to exhibit a protective effect against the development of 

bronchial inflammation, but curatively reduces the inflammation of epithelial cells in an 

inflammatory context. Finally, we focused on the mechanisms involved in this process, 

specifically targeting the CD44 and TLR-4 receptors, and the signaling pathways. Our results 

showed that in control condition, 40 kDa-HA, while inducing phosphorylation of IκB-α, does 

not lead to activation of NF-κB, whereas in inflammatory condition, no activation of IκB-α or 

NF-κB is observed under the action of 40 kDa-HA.  

In conclusion, 40 kDa-HA exhibits anti-inflammatory properties for non-CF and CF 

inflamed bronchial epitheliums, and therefore may show beneficial pharmacological activity in 

chronic inflammatory respiratory diseases, especially in CF.  

 

Keywords: Remodeling, airway epithelium, inflammation, hyaluronic acid, cystic fibrosis 
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INTRODUCTION 

Chapitre 1: L’Appareil Respiratoire Humain 

1. Organisation de l’appareil respiratoire humain 

L’appareil respiratoire est organisé en deux entités distinctes : les voies aériennes et le 

parenchyme pulmonaire. Les voies aériennes ont une structure tubulaire et leur classification 

est définie en fonction de leur rang de division ainsi que de leur structure. Ainsi se distingue les 

voies aériennes extra-pulmonaires supérieures regroupant les fosses nasales, le pharynx, le 

larynx et les voies aériennes extra-pulmonaires inférieures comprenant la trachée et les 

bronches souches ou principales. À l’inverse des voies extra-pulmonaires, les voies aériennes 

intra-pulmonaires regroupant les bronches lobaires, les bronches segmentaires et les différentes 

générations de bronche ainsi que les bronchioles. En raison de son organisation anatomique, 

l’appareil respiratoire comporte une zone conductrice de l’air et une zone respiratoire ou 

alvéolaire, appelée également le parenchyme pulmonaire (Figure 1 ). La zone conductrice de 

l’air véhicule les gaz respiratoires du milieu environnant, depuis les fosses nasales jusqu’aux 

bronchioles terminales. La zone alvéolaire effectue, quant à elle, la totalité des échanges gazeux 

respiratoires entre l’air et le sang au niveau de la barrière alvéolo-capillaire. 

 

1.1. La zone de conduction de l’air 

Le développement du poumon s’effectue à partir de l’endoderme et du mésoderme. Dès 

la 4ème semaine du développement embryonnaire, un diverticule apparait à la face centrale de 

l’intestin pharyngien et s’allonge pour donner naissance au bourgeon trachéal, qui va lui-même 

se diviser en deux bourgeons bronchiques. Ces derniers vont se diviser à plusieurs reprises, de 

façon symétrique et asymétrique pour donner naissance aux différentes générations de 

bronches. À la 24ème semaine de développement, les bronches se sont ramifiées à dix-sept 

reprises jusqu’à former les bronchioles respiratoires. 

Au sein de la portion conductrice, la dichotomie des voies aériennes permet de définir leur 

génération. La trachée va se dédoubler pour donner naissance aux deux bronches souches droite 

et gauche (1ère génération) qui vont rejoindre leur propre poumon au niveau d’une région 

anatomique, le hile. La bronche souche droite se subdivise en bronches lobaires supérieure, 

moyenne et inférieure correspondant aux trois lobes du poumon droit. En revanche, la bronche 

souche gauche se dédouble en deux bronches lobaires supérieure et inférieure correspondant à 
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l’organisation anatomique du poumon gauche avec deux lobes. Les bronches lobaires (2ème 

génération) vont à leur tour se diviser en bronches segmentaires et sous-segmentaires (3ème à 

8ème génération). Ces dernières vont se ramifier pour former les bronchioles, d’un diamètre 

compris entre 0,5- 1 mm, qui à leur tour, vont se subdiviser en bronchioles terminales, avec un 

diamètre inférieur à 0,5 mm et constituant les dernières voies de conduction de l’air (9ème à 

16ème génération). 

 

1.2. La zone alvéolaire respiratoire 

La zone alvéolaire est une interface d’échanges gazeux respiratoires entre l’air et le sang 

au niveau de la barrière alvéolo-capillaire et constitue l’élément fondamental de l’activité des 

poumons. Elle naît de la subdivision des bronchioles terminales en bronchioles respiratoires 

(17ème à 19ème génération) qui à leur tour se subdivisent en plusieurs conduits alvéolaires. 

Autour de ces conduits alvéolaires se trouvent un grand nombre de sacs alvéolaires et d’alvéoles 

renfermés au sein d’un lobule pulmonaire. Le développement embryonnaire de la zone 

alvéolaire se met en place de la 16ème à la 26ème semaine par l’apparition des bronchioles 

respiratoires, des conduits alvéolaires et des alvéoles primitives (20ème à 23ème génération). 

Cette structure se développe en continu jusqu’à la naissance et de façon post-natale jusqu’à 

l’âge d’environ 18 mois. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: organisation de l'appareil respiratoire humain. 
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Figure 2: structure des voies aériennes respiratoires inférieures (thèse de Zania Diabasana 

« implication du polymorphisme rs16969968 de la sous-unité α5 des récepteurs nicotiniques 

dans l’homéostasie pulmonaire et la bronchopneumopathie chronique obstructive », Thèse de 

doctorat en science de la vie et de la santé, sous la direction du Professeur Gaëtan Deslée et le 

Docteur Valérian Dormoy, Reims, INSERM UMR-S1250, 2021). 

2. Tissu épithélial des voies aériennes 

La trachée, les bronches et les larges bronchioles sont tapissées par un épithélium 

cylindrique pseudo-stratifié d’une épaisseur d’environ 20 m, bordant les voies aériennes et 

respiratoires. Les épithéliums trachéo-bronchique, bronchiolaire et alvéolaire reposent sur une 

lame basale sur laquelle viennent s’arrimer les cellules ciliées, les cellules basales et les cellules 

sécrétrices (Adam et al., 2014; Kaltreider et al., 1987; Zepp and Morrisey, 2019) (Figure 2 ). 

Comme tout épithélium, ces cellules sont jointives les unes aux autres par un réseau de jonctions 

intercellulaires formant ainsi un ensemble cohésif renforçant le rôle de barrière physique vis-à-

vis des pathogènes inhalés et autres contaminants.  
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2.1. Les cellules de l’épithélium trachéo-bronchique 

L’épithélium trachéo-bronchique est composé principalement de cellules ciliées, de 

cellules caliciformes mucosécrétantes, de cellules intermédiaires et de cellules basales (Breeze 

and Wheeldon, 1977).  

 

2.1.1. Les cellules basales 

Les cellules basales représentent environ 30 % des cellules de l’épithélium mucociliaire 

pseudostratifié mais recouvrent jusqu’à 90 % la surface de la lame basale chez l’Homme 

(Mercer et al., 1994). Ce sont de petites cellules pyramidales, situées à la base de l’épithélium 

en contact direct avec la lame basale. En revanche, elles ne sont pas en contact avec la lumière 

des voies respiratoires car elles n’atteignent pas la surface de l’épithélium. Elles présentent un 

rapport noyau sur cytoplasme élevé. Ces cellules mettent en place des jonctions adhérentes de 

type hémidesmosome à leur pôle basal (voir le Chapitre 3.1 Ancrage cellulaire et fonction de 

barrière épithéliale), ce qui leur permet de s’accrocher fortement à la lame basale. Par le biais 

des desmosomes, elles établissent des jonctions intercellulaires avec les cellules ciliées et les 

cellules sécrétrices permettant de consolider la structure de l’épithélium (Evans et al., 1989). 

Elles se retrouvent tout au long des divisions successives des voies aériennes et ont la 

particularité d’être progénitrices, c’est-à-dire qu’elles peuvent être amenées à se différencier en 

cellules ciliées ou en cellules caliciformes (Rodolphe Hajj et al., 2007; Rock et al., 2009). Les 

cellules basales de l’épithélium bronchique mature humain expriment de façon spécifique 

certaines protéines des filaments intermédiaires parmi lesquelles se trouvent notamment les 

cytokératines 5 (CK5), 13 (CK13), et 17 (CK17), ainsi que la protéine p63 (Daniely et al., 2004; 

Dupuit et al., 1995). De par leur rôle de progéniteur, les cellules basales interviennent dans les 

processus de réparation et de régénération de l’épithélium des voies aériennes, leur donnant un 

rôle majeur dans la plasticité épithéliale des voies aérienne. 

 

2.1.2. Les cellules ciliées 

Les cellules ciliées représentent environ 56 % des cellules de l’épithélium trachéo-

bronchique avec un ratio de cinq cellules ciliées pour une cellule caliciforme (Wanner et al., 

1996). Ce sont des cellules allongées, cylindriques, d’une hauteur d’environ 20 m pour une 

largeur de 7 m. Ces cellules sont en contact direct avec la lumière des voies aériennes et 

reconnaissables par la présence de nombreux cils vibratiles apicaux (200 à 300 cils par cellule, 
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de 5 à 7 m de longueur). Elles ont un cytoplasme riche en mitochondries, organites de 

production d’énergie sous forme d’Adénosine-TriPhosphate (ATP) nécessaire aux battements 

ciliaires. Ces cils oscillent de façon régulière et coordonnée à une fréquence comprise entre 10 

et 15 Hertz (Zahm et al., 1989). Ils ne sont pas directement immergés dans la couche de mucus 

mais dans un fluide de surface cellulaire, beaucoup moins visqueux que le mucus, nommé 

liquide de surface ou liquide périciliaire. Le rôle des cils est de permettre le transport du mucus 

qui les recouvre vers le pharynx, afin d’éliminer les débris cellulaires et les substances 

étrangères inhalées. Enfin, les cellules ciliées sont capables de réguler l’équilibre des flux 

ioniques et hydriques nécessaires au maintien de l’homéostasie de l’épithélium trachéo-

bronchique. Pour cela, elles expriment les canaux CFTR et ENaC, localisés au niveau de la 

membrane plasmique apicale, assurant de manière respective le transport transépithélial des 

ions chlorure et sodium (Puchelle et al., 1992).  

 

2.1.3. Les cellules intermédiaires ou parabasales  

Les cellules intermédiaires représentent 7 % des cellules de l’épithélium trachéo-

bronchique et sont absentes des voies de conduction les plus distales (Boers et al., 1998). Ce 

sont des cellules fusiformes ancrées à la lame basale mais qui n’atteignent pas la lumière des 

voies respiratoires. Ces cellules seraient issues de la division des cellules caliciformes au cours 

du processus de stratification (Jeffery and Li, 1997). À l’inverse, leur étude en microscopie 

électronique en transmission a permis d’observer des similitudes morphologiques avec les 

cellules basales, bien que leur noyau soit en position supra-basale. Leur étude permettrait de 

confirmer leur origine mais également leur rôle qui reste encore méconnu.   

 

2.1.4. Les cellules caliciformes ou mucosécrétantes 

Les cellules caliciformes, sécrétrices ou encore mucosécrétantes peuvent représenter 

entre 5 à 15 % de la population cellulaire au niveau de l’épithélium trachéo-bronchique sain 

avec une densité d’environ 7 000 cellules sécrétrices / mm2 contre 10 000 cellules sécrétrices / 

mm2 pour certaines pathologies respiratoires. Ces cellules possèdent un noyau en position 

basale et des granules sécrétoires de différentes tailles en position apicale, peu denses aux 

électrons et contenant des mucines. Ces mucines sont à l’origine de la formation du mucus. Les 

cellules caliciformes peuvent présenter des microvillosités au niveau de la membrane luminale 

lorsqu’elles sont immatures (Breeze and Wheeldon, 1977). Dans le cas de pathologies 
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inflammatoires ou lorsque l’épithélium est agressé par des particules xénobiotiques, le nombre 

de cellules caliciformes peut augmenter de même que la sécrétion de mucus (Turner et al., 

2011). La composition du mucus et ses différentes fonctions associées à l’épithélium 

bronchique seront développées plus loin (voir Chapitre 3.3 La clairance mucociliaire). 

 

 

2.2. Les cellules de l’épithélium bronchiolaire 

 Chez l’Homme, au fur et à mesure des divisions bronchiolaires, des changements 

histologiques apparaissent. L’épithélium des premières générations de bronchioles est un 

épithélium cylindrique composé de cellules ciliées, de cellules caliciformes, de quelques 

cellules basales, moins nombreuses qu’au niveau de l’épithélium trachéo-bronchique et de 

cellules sécrétrices de type cellules Club. Les générations suivantes de bronchioles renferment, 

quant à elles, un épithélium prismatique cilié avec des cellules caliciformes, des cellules Club 

et des cellules neuroendocrines. Par la suite, au sein de bronchioles plus petites, l’organisation 

de l’épithélium se définit comme simple, cubique, cilié dépourvu de cellules caliciformes mais 

présentant des cellules Club et des cellules neuroendocrines. Enfin, au niveau des bronchioles 

terminales, l’épithélium ne présente plus que des cellules Club. Ainsi, au fur et à mesure des 

divisions bronchiolaires, l’épithélium comprend moins de cellules muqueuses et de cellules 

basales, davantage de cellules ciliées, et apparaissent de nouveaux types cellulaires comme les 

cellules Club et les cellules neuroendocrines. 

 

2.2.1. Les cellules club 

Les cellules Club, autrefois nommées cellules de Clara, ont été découvertes en 1937 par 

l’anatomiste allemand Max Clara (1899-1966). Depuis 2013, ces cellules ont été renommées 

cellules Club pour ne plus honorer la mémoire de cet anatomiste.  

 Les cellules Club sont situées principalement dans les bronchioles. Ce sont des cellules 

sécrétoires non-ciliées. Elles possèdent un pôle apical en dôme faisant saillie dans la lumière 

bronchiolaire et sont entourées de cellules ciliées. Ce sont des cellules claires, riches en 

mitochondries apicales avec un réticulum endoplasmique rugueux très développé. Les cellules 

Club possèdent des grains de sécrétion denses aux électrons en microscopie électronique en 

transmission localisés au pôle apical de la cellule.  
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Les cellules Club sont impliquées dans la synthèse et la sécrétion de différentes 

protéines parmi lesquelles se trouvent la protéine Club Cell Secretory Protein (CCSP) 

également appelée Secretoglobin (SCGB)1A1 ou encore Club Cell 10 kDa (CC10, Kilo 

Dalton). Wang et al. (2010) ont montré dans un modèle murin que l’invalidation du gène 

scgb1a1 entrainait une inflammation exagérée des voies respiratoires en réponse à un stimulus 

allergique ainsi qu’à des infections bactériennes et virales, en comparaison à la réponse de 

souris sauvages (Wang et al., 2010). Ils ont confirmé, par la suite, que la protéine CC10 avait 

des propriétés anti-inflammatoires et participait à la réparation tissulaire (Wong et al., 2009). 

D’autres protéines sont également sécrétées par les cellules Club comme certaines protéines du 

surfactant, les Surfactant Protein-A, B et D (SP-A, -B, et -D), la protéine SGB3A2 ou encore la 

protéine CC-27. 

De manière générale, les cellules club remplissent trois fonctions principales. En effet, 

elles synthétisent, stockent et sécrètent des protéines à fonction anti-inflammatoire contenues 

dans le liquide péri-ciliaire qui tapisse les voies aériennes. Elles participent également à la 

protection des voies respiratoires via le mécanisme de clairance mucociliaire et par leur capacité 

de détoxification des substances xénobiotiques et des gaz irritants inhalés. Enfin, elles agissent 

en qualité de cellules progénitrices de l’épithélium bronchiolaire et participent ainsi à son 

renouvellement (Evans et al., 1978). 

 

2.2.2. Les cellules neuroendocrines pulmonaires 

Les cellules neuroendocrines pulmonaires font partie du système endocrinien diffus. Le 

terme « neuroendocrine » est utilisé pour désigner ces cellules dont le phénotype est caractérisé 

par l’expression simultanée de propriétés de cellules endocrines et de neurones. Cependant, il 

a été démontré que ces cellules ont une origine endodermique et non de la crête neurale.  

D’un point vue histologique, les cellules neuroendocrines sont de forme pyramidale, en 

contact avec la lame basale et présentent des granules de sécrétion. Ces cellules peuvent être 

isolées ou regroupées sous forme d’îlots innervés, nommés corpuscules neuro-épithéliaux ou 

NeuroEpithelial Bodies (NEB-1). Elles sont rares, à raison d’une cellule neuroendocrine pour 

2 500 cellules épithéliales mais elles restent tout de même présentes au sein de l’épithélium 

bronchiolaire, notamment au niveau des zones de bifurcation des voies aériennes (Boers et al., 

1996). Ces cellules peuvent être mise en évidence par immunohistochimie grâce à leur 

expression des chromogranines. Les chromogranines sont des protéines solubles retrouvées au 

sein des grains de sécrétion de ces cellules. Elles représentent un marqueur très spécifique des 
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cellules neuroendocrines normales et tumorales. Les produits de sécrétion des cellules 

neuroendocrines contiennent également des amines bioactives et des peptides dont la 

sérotonine, la calcitonine, le peptide libérant la gastrine (GRP) ou encore la calcitonine gene-

related peptide (CGRP). Ces sécrétions sont dirigées vers les cellules adjacentes ou des 

structures sous-jacentes à la membrane basale. 

Les cellules neuroendocrines régulent le tonus vasculaire ainsi que le tonus musculaire 

du muscle de Reissessen, la sécrétion de mucus ainsi que l’activité ciliaire par l’intermédiaire 

de leurs produits de sécrétion. Il a également été démontré que les cellules neuroendocrines 

pulmonaires étaient capables d’amplifier la réponse allergique dans certaines pathologies 

chroniques comme l’asthme. 

 

2.3. Les cellules de l’épithélium alvéolaire 

La cloison interalvéolaire est l’unité fonctionnelle du poumon et se matérialise en une 

barrière alvéolo-capillaire. L’épithélium alvéolaire est un épithélium pavimenteux simple, 

composé de deux types de cellules épithéliales que sont les cellules alvéolaires de type I et les 

cellules alvéolaires de type II, appelées également pneumocytes de type I et de type II. La 

proportion relative est de 67 cellules de type II pour 40 cellules de type I (Crapo et al., 1982).  

Les alvéoles contiennent également des macrophages alvéolaires, cellules de la défense 

immunitaires des poumons. Avec un rapport macrophages-cellules alvéolaires de 1:10, les 

macrophages constituent une ligne de défense contre les éléments indésirables inhalés en 

stimulant la phagocytose (Crapo et al., 1982; Hoffman et al., 1987).  

 

2.3.1. Les pneumocytes de type I 

Les pneumocytes de type I (PNI) recouvrent plus de 90 % de la surface alvéolaire (Stone 

et al., 1992). Ce sont de larges cellules, très aplaties, de 50 à 100 m de diamètre avec un 

cytoplasme étroit et étendu. Leur noyau fait saillie dans la lumière alvéolaire. Les jonctions 

serrées que mettent en place les PNI permettent une diffusion passive des gaz tout en rendant 

l’épithélium alvéolaire assez imperméable aux autres substances. L’ensemble des PNI, la 

membrane basale et l’endothélium forme la barrière alvéolo-capillaire. Les PNI sont incapables 

de se diviser. Leur renouvellement, relativement lent (demi-vie de plusieurs semaines) est 

assuré par les pneumocytes de types II.  
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2.3.2. Les pneumocytes de type II 

 Les pneumocytes de type II (PNII) recouvrent environ 7 à 10 % de la surface des 

alvéoles pulmonaires mais représentent jusqu’à 60 % des cellules épithéliales alvéolaires 

(Castranova et al., 1988). Ce sont des petites cellules cuboïdes dont la face apicale est bordée 

de microvillosités. Ces cellules possèdent de nombreuses mitochondries, des corps lamellaires 

caractéristiques ainsi qu’un réticulum endoplasmique rugueux et un appareil de Golgi très 

développé de par leur fonction de sécrétion. Les PNII sont les cellules ouvrières des alvéoles : 

leur particularité est de secréter continuellement un surfactant en partie apicale via les corps 

lamellaires (Fehrenbach, 2001). Le surfactant est un tensioactif riche en protéines (10 % de SP-

A, B, C et D) et en lipides (90 % de phospholipides) (Goerke, 1998). Cette substance a pour 

rôle de diminuer la tension de surface alvéolaire. Les PNII assurent les fonctions de synthèse, 

de stockage et de sécrétion des protéines du surfactant, principalement représentées par les 

Surfactant Protein (SP-A, -B, -C et -D). Ces protéines sont classées en fonction de leur indice 

d’hydrophobicité. Les SP-A et SP-D sont des protéines hydrophiles et présentent la capacité de 

moduler les réponses immunitaires innées et adaptatives (Pastva et al., 2007). À l’inverse, les 

SP-B et SP-C sont des protéines hydrophobes et sont impliquées dans la réduction des tensions 

superficielles de la surface alvéolaire, facilitant l’expansion des alvéoles à l’inspiration et leur 

maintien à l’état ouvert pendant l’expiration. Nogee et al. (2004) ont démontré que les gènes 

codant les protéines du surfactant B et C pouvaient subir des mutations ce qui expliquerait 

certaines altérations fonctionnelles dans des maladies pulmonaires comme dans le syndrome de 

détresse respiratoire chez le nouveau-né (Nogee, 2004). Enfin, les PNII sont considérés comme 

les cellules souches de l’épithélium alvéolaire par leur capacité de prolifération et de 

différenciation en PNI. 

 

3. Fonctions de l’épithélium des voies aériennes humain 

L’épithélium bronchique joue un rôle majeur de défense au travers de diverses fonctions 

parmi lesquelles une fonction de barrière et une fonction dans les transports ioniques 

transépithéliaux intimement liés à sa fonction d’orchestration de la clairance mucociliaire. 

 

3.1. Ancrage cellulaire et fonction de barrière épithéliale 

La formation d’un épithélium repose sur la capacité des cellules à adhérer à la membrane 

basale mais également à établir des jonctions entre elles (Figure 3 ). Elles forment ainsi une 
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structure robuste et cohésive nécessaire pour assurer les fonctions physiologiques qu’elles 

régulent. 

La membrane basale est une matrice extracellulaire spécialisée dans les interactions 

cellulaires. Elle est retrouvée à l’interface entre le stroma et l’épithélium bronchique. Elle est 

composée de deux feuillets, la lame basale, couche superficielle d’origine épithéliale et la lame 

réticulaire, couche profonde d’origine mésenchymateuse. 

Les membranes basales sont principalement constituées de collagène (COL4A1, 

COL4A2), de laminines, de perlecan et de nidogènes (Aumailley et al., 1993). Ces quatre 

principaux constituants interagissent entre eux afin de constituer une surface fonctionnelle au 

pôle basal des cellules épithéliales. Les cellules adhèrent à la membrane basale sous-jacente 

grâce à la formation de complexes protéiques membranaires, dans lesquels se trouvent des 

intégrines. Les intégrines sont des hétérodimères transmembranaires constitués d’une chaîne , 

qui fixe les cations divalents et d’une chaîne , qui possède un domaine riche en cystéine. Les 

intégrines interagissent avec des messagers secondaires intracellulaires impliqués dans la 

migration, la survie, la prolifération et la différenciation cellulaires.  

Les cellules basales des voies aériennes établissent en outre des jonctions stables avec 

la lame basale appelées hémidesmosomes. Les hémidesmosomes sont des complexes multi-

protéiques jonctionnels spécialisés qui contribuent à l’ancrage stable des cellules épithéliales 

sur la lame basale sous-jacente. Ils représentent les liaisons les plus fortes qu’une cellule 

épithéliale puisse établir avec la matrice extracellulaire. Les hémidesmosomes sont constitués, 

à la face interne de la membrane plasmique, d’une plaque dense aux électrons connectée aux 

filaments de cytokératines présents dans le cytoplasme cellulaire. Ces derniers sont liés à la 

matrice extracellulaire les intégrines transmembranaires 6-4. 

La fonction barrière de l’épithélium respiratoire est également liée à la présence de 

jonctions cellulaires permettant des interactions cellules-cellules. Ces jonctions intercellulaires 

jouent un rôle essentiel dans le maintien d’un tissu puisqu’elles permettent aux cellules de 

coopérer et d’être plus efficace contre les agressions extérieures. Comme pour les 

hémidesmosomes, la majorité de ces jonctions est connectée aux filaments du cytosquelette 

cellulaire. Les membranes plasmiques de deux cellules adjacentes sont unies par trois types de 

jonctions intercellulaires constituées de protéines transmembranaires différentes. Parmi ces 

jonctions se trouvent les jonctions serrées ou zonula-occludens qui ceinturent les cellules 

épithéliales au pôle apical fermant ainsi l’espace intercellulaire. Elles sont composées 

d’occludine et de claudines formant un complexe avec des immunoglobulines de type JAM 
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(Junctionnal Adhesion Molecule) ainsi que des protéines cytoplasmiques ZO-1. La protéine 

ZO-1, ainsi qu’une protéine adaptatrice nommée la cinguline, assurent l’ancrage entre les 

molécules de la jonction et les microfilaments d’actine.  

On retrouve également des jonctions intermédiaires, ou jonctions d’ancrage ou encore 

zonula-adherens, sous-jacentes aux jonctions serrées. Elles sont composées de glycoprotéines 

spécifiques de types cadhérine E ou nectines et sont ancrées du côté cytoplasmique par 

l’intermédiaire d’une plaque dense cytoplasmique. Des protéines adaptatrices comme les - et 

-caténines et les vinculines assurent la jonction entre les cadhérines et les microfilaments 

d’actine tandis que l’afadine et la ponsine permettent la jonction entre les microfilaments 

d’actine et les nectines.  

Enfin, la cellule possède un dernier type de jonction, les desmosomes. Ils ne sont pas 

des zonulas mais des macula-adherens, des zones d’ancrage aux filaments intermédiaires de 

cytokératine. Ils sont composés de protéines transmembranaires de la superfamille des 

cadhérines, les desmogléines et desmocollines. Ces molécules sont en relation avec la plaque 

desmosomale qui contient en particulier de la plakoglobine et des desmoplakines.  

La cellule possède enfin un système de communication entre cellules adjacentes par 

l’intermédiaire de canaux intercellulaires, les nexus ou jonctions GAP, encore appelés jonctions 

communicantes. Les jonctions GAP sont formées par l’association de six connexines, formant 

un hémi-canal appelé connexon. Chaque canal intercellulaire est formé par l’aboutement de 

deux connexons. Les jonctions communicantes permettent le passage direct d’électrolytes et de 

petites molécules comme des seconds messagers tels que le Ca2+ ou l’AMP cyclique. Leur 

ouverture et fermeture sont contrôlées en fonction du pH, de la concentration en Ca2+ ou d’AMP 

cyclique. 

La cohésion structurale de l’épithélium bronchique est finement régulée. Pour exemple, 

Brézillon et al. (1997) ont montré qu’une déplétion en ATP au niveau de l’épithélium 

bronchique humain induisait une altération marquée des complexes jonctionnels et de la 

structure du cytosquelette épithélial, concomitant à une perte d’expression du canal CFTR au 

pôle apical et de la fonction de sécrétion d’ion chlorure par les cellules (Brézillon et al., 1997). 

Plus récemment, il a été rapporté que la mutation F508del du gène CFTR et donc de l’absence 

du récepteur CFTR à la membrane apicale, était associée à un cytosquelette d’actine 

désorganisé et à une perméabilité altérée des jonctions serrées (Castellani et al., 2017).  
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Figure 3: les jonctions cellulaires 

 

3.2. Transports ioniques associés à l’épithélium bronchique  

Le transport sélectif d’ions et de molécules, à travers la membrane plasmique permet à 

la cellule de réguler son environnement interne. Chaque type cellulaire possède des protéines 

de transport qui lui sont propres. Il existe deux modes de transport d’espèces ioniques, le 

transport passif et le transport actif. Le transport passif se fait en fonction d’un gradient de 

concentration, c’est-à-dire du compartiment le plus concentré vers le compartiment le moins 

concentré. Ce transport concerne soit la diffusion simple de gaz (O2, CO2, NO) ou de petites 

molécules apolaires (éthanol, urée) soit la diffusion facilitée, c’est-à-dire que le transport 

d’espèces ioniques est facilité par une glycoprotéine transmembranaire ou par un complexe 

macromoléculaire comme les jonctions GAP par exemple. En revanche, le transport actif 

implique le passage d’une molécule contre son gradient de concentration grâce à des pompes 

nécessitant de l’énergie sous forme d’ATP. Les échanges ioniques sont également responsables 

des potentiels de membrane c’est-à-dire des différences de potentiel électrochimique entre le 

milieu extracellulaire et le compartiment cytoplasmique d’une cellule. Ces potentiels 
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électrochimiques sont impliqués dans la sécrétion et/ou l’absorption d’eau à travers la 

membrane épithéliale. Tarran et al. (2004) ont démontré que le transport actif d’ions définit la 

hauteur du liquide de surface des voies respiratoires afin qu’il soit à hauteur des cils : à 

l’approche de cette hauteur, le taux d’absorption de Na+ diminue tandis que la sécrétion d’ion 

Cl- devient majoritaire, démontrant que les épithéliums des voies respiratoires peuvent réguler 

le volume de liquide de surface (Tarran, 2004). 

 

L’épithélium bronchique possède de nombreux transporteurs et canaux, parmi lesquels 

des systèmes de transport du chlore, du sodium et du potassium. 

 

3.2.1. Les canaux chlorure 

Les canaux à ions chlorure laissent passer les ions chlorures au travers de la membrane 

plasmique ou de la membrane des organites intracellulaires. Ces canaux sont anioniques, c’est-

à-dire qu’ils assurent la diffusion passive des anions comme les ions Cl- ou HCO3
-. 

 

3.2.1.1. Le canal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) 

La protéine CFTR est le principal canal anionique formant un pore qui permet le passage 

rapide des ions chlorure Cl- et bicarbonate HCO3
- au travers de la membrane plasmique. Le 

canal CFTR exerce une faible sélectivité pour les anions ce qui lui permet d’effectuer des efflux 

de différentes espèces anioniques pour lesquelles il est perméable, selon la sélectivité suivante 

: SCN- > NO3
- > Br- > Cl- > I- > HCO3

- > HCOO- formate > F- > CH3COO- acétate (Hwang and 

Kirk, 2013; Linsdell et al., 2000). Le canal CFTR est un régulateur essentiel d’autres canaux 

chlorure tels que les canaux ORCC et CaCC. Nous reviendrons sur la structure du canal CFTR 

et ses fonctions associées à la mucoviscidose. 

 

3.2.1.2. Le canal chlorure rectifiant sortant ou ORCC (Outwardly Rectifying 

Chloride Channel)  

Le canal ORCC est localisé au niveau de la membrane basolatérale des cellules 

épithéliales bronchiques humaines. C’est un canal régulé par la concentration en AMPc. Il a été 

démontré que la protéine CFTR régule le canal ORCC par interactions au niveau membranaire 

ou cytoplasmique. En effet, la conductance du canal ORCC est régulée par le canal CFTR via 

les protéines kinases (PKA) (Egan et al., 1992). De plus, lorsque le canal CFTR est fonctionnel, 

il libère de l’ATP intracellulaire permettant l’activation du canal ORCC (Schwiebert, 1999). 
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Bien que le canal ORCC soit AMPc/PKA dépendant, son rôle reste encore mal connu. 

Toutefois, la sécrétion d’ion bicarbonate serait favorisée par l’ouverture du canal ORCC alors 

que sa fermeture permettrait la sécrétion de chlore (Xia et al., 1997). 

3.2.1.3. Les canaux chlorure calcium dépendants (Calcium dependant Chloride 

Channels, CaCC) 

Les canaux CaCC sont des canaux à ions Cl- activés par le calcium avec un seuil 

d’activation situé entre 0,2 et 5 M de calcium intracellulaire libre (Agnel et al., 1999). Les 

canaux CaCC se caractérisent par une séquence de perméabilité anionique selon le gradient de 

sélectivité suivant : SCN- > NO3 
- > I- > Br- > Cl- >F- (Qu and Hartzell, 2000). Les cellules 

épithéliales des voies aériennes coexpriment le canal CaCC et le canal CFTR au niveau de leurs 

membranes apicales (Boucher et al., 1989). La régulation de la hauteur du liquide de surface 

est donc contrôlée à la fois par le canal CFTR et par le canal CaCC. En effet, le canal CFTR 

contrôle la quantité basale de mucus alors que le canal CaCC agit comme un régulateur de 

l’épaisseur de la couche muqueuse (Hartzell et al., 2005). De plus, les courants dépendants du 

canal CaCC sont également activés par l’entrée de calcium extracellulaire, par la libération de 

calcium du réticulum endoplasmique et par la phosphorylation de la protéine kinase dépendante 

de la calmoduline : la CaMK II (Ca2+/calmodulin-dependant protein Kinase II) (Hartzell et al., 

2005). 

 

Les récepteurs CFTR, ORCC et CaCC sont les trois principaux canaux à l’origine des 

flux des ions Cl-. Il existe cependant d’autres canaux à ions chlorures parmi lesquels nous 

pouvons évoquer la famille des canaux ClC (Chloride Channel). L'ouverture de ces canaux est 

non seulement voltage-dépendante mais aussi étroitement régulée par les ions H+ et Cl- (Murray 

et al., 1995). Il existe 9 isoformes de canaux ClC qui diffèrent dans leur distribution tissulaire 

et leur localisation subcellulaire. Parmi ces ClC se retrouvent le canal ClC-2 situé notamment 

à la membrane apicale des cellules épithéliale bronchique (Cid et al., 1995). Certains de ces 

canaux ClC sont présents à la membrane plasmique et jouent des rôles importants dans la 

stabilité du potentiel de membrane, la régulation du volume cellulaire ou encore le transport 

transépithélial. D'autres canaux ClC sont des antiporteurs Cl-/H+, localisés principalement au 

niveau des vésicules endosomales ou du lysosome, où ils peuvent faciliter l'acidification ou 

réguler la concentration en ions chlorure (Jentsch, 2008). Nous pouvons également citer les 

transporteurs N+/K+/2 Cl- (NKCC). Il s’agit de co-transporteurs neutres des ions Na+, K+ et Cl- 

à travers la membrane avec une stœchiométrie de 1 Na+ : 1 K+ : 2 Cl- depuis le milieu 
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extracellulaire vers le cytoplasme (Haas and Forbush, 2000). Les NKCC sont connus pour jouer 

un rôle pivot dans le contrôle du volume d’eau cellulaire des cellules polarisées (Gagnon and 

Di Fulvio, 2013). Ils sont également importants dans la régulation de la sécrétion de fluide par 

les cellules épithéliales (Russell, 2000). 

 

3.2.2. Les canaux sodiques 

Les influx de sodium dans la cellule à partir du milieu extracellulaire se font à travers 

des protéines transmembranaires comme des canaux voltage-dépendants, des récepteurs-

dépendants, des échangeurs ou encore des co-transporteurs (NKCC, voir le Chapitre 3.2.1.3. 

Les canaux chlorure calcium dépendants (Calcium dependant Chloride Channels, CaCC)) En 

revanche les efflux de sodium contre leur gradient de concentration se font grâce à la pompe 

Na+/K+-ATPase. Dans cette partie nous aborderons essentiellement le canal ENaC impliqué 

dans les influx d’ions Na+ et la pompe Na+/K+-ATPase responsable des efflux d’ions Na+. 

 

3.2.2.1. Le Canal Épithélial à Sodium (ENaC-Epithelial Na+ Channel) 

Le canal ENaC est le canal sodique majoritairement présent à la membrane des cellules 

de l’épithélium respiratoire, depuis l’épithélium nasal jusqu’à l’épithélium alvéolaire. 

Hautement spécifique des ions Na+, ce canal permet l’absorption d’ion Na+ du liquide de surface 

vers l’intérieur de la cellule. La protéine ENaC est constituée de trois sous-unités distinctes , 

 et -ENaC (Canessa et al., 1994). Chaque sous-unité est composée de deux segments 

transmembranaires, d'une large partie extracellulaire comportant des sites de glycosylation, 

ainsi que d'une partie intracellulaire formée par les extrémités amino- et carboxy-terminales. 

Ces extrémités terminales comportent des sites de régulation qui jouent un rôle fondamental 

dans l’activation et la modulation du canal ENaC. Seule la sous-unité α peut former, à elle seule, 

des canaux fonctionnels complets (Dagenais et al., 2009). À la naissance, c’est le transport lié 

à l’activité du canal ENaC qui permet la réabsorption du liquide présent dans les poumons, 

libérant ainsi l’espace alvéolaire pour les échanges gazeux. Il a été démontré que des souris--

ENaC-/- ne survivent pas à la naissance car elles sont incapables d’éliminer le liquide 

pulmonaire (Hummler et al., 1996). Les transports du sodium par l’intermédiaire du canal 

ENaC peuvent être inhibés par l’amiloride qui se lie rapidement et de manière réversible à la 

sous-unité -ENaC, avec une constante de dissociation de l’ordre du micromolaire (Garty and 

Palmer, 1997). De nombreux modèles d’études montrent que l’activation du canal CFTR est 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Glycosylation
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généralement associée à l’inhibition du canal ENaC. Cette inhibition peut être due à une 

diminution de la probabilité d’ouverture du canal, qui à son tour peut refléter une diminution 

d’activation du canal ENaC par protéolyse de ses boucles extracellulaires lorsque le canal 

CFTR est présent et actif (Rubenstein and Zeitlin, 2000). Cependant, les mécanismes 

moléculaires mis en jeu ne sont pas encore totalement connus mais plusieurs hypothèses sont 

émises. L’inhibition pourrait être due à l’activité propre du canal CFTR car la fonction du canal 

ENaC semble être régulée par la concentration en Cl- intracellulaire (König et al., 2001). Une 

interaction physique a aussi été démontrée par co-immunoprécipitation entre le canal CFTR et 

le canal ENaC, cette interaction empêchant l’endoprotéolyse de ENaC nécessaire à son 

activation. Le clivage protéolytique limitant du canal ENaC apparaît comme un mécanisme par 

lequel CFTR régule, à la baisse et indirectement, l’absorption d’ion Na+ (Gentzsch et al., 2010). 

Enfin, une étude plus récente basée sur un modèle mathématique émet l’hypothèse que le 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) protège le canal ENaC de l’ubiquitination. 

Selon ce modèle, la hauteur du liquide de surface pourrait également être sensible aux variations 

du PI(4,5)P2, de par son possible rôle sur la présence du canal ENaC à la membrane, ce qui 

placerait le PI(4,5)P2 comme une future approche thérapeutique (Olivença et al., 2019).  

 

3.2.2.2. La pompe Na+/K+-ATPase 

La sortie du sodium hors de la cellule est assurée par la pompe Na+/K+-ATPase localisée 

au niveau de la membrane basolatérale des cellules épithéliales bronchiques. La concentration 

en potassium intracellulaire est d’environ 160 mM tandis que la concentration en potassium 

extracellulaire est de 4 mM. De plus, la concentration intracellulaire en ions Na+ est d’environ 

10 mM alors que la concentration extracellulaire en ions Na+ est de 144 mM. Ces différences 

sont engendrées et maintenues par une enzyme ATPase de la membrane plasmique, mettant en 

évidence un transport actif primaire des ions K+ et Na+ contre leur gradient électrochimique. 

Cette enzyme est constituée de 3 sous-unités ,  et  étroitement liées. La pompe Na+/K+-

ATPase fait sortir trois ions Na+ et fait entrer deux ions K+ nécessitant l’hydrolyse d’une 

molécule d’ATP par l’activation de l’enzyme suite à la phosphorylation transitoire de 

l’aspartate Asp. De plus, le déséquilibre des charges crée par cette activité enzymatique induit 

une différence de potentiel membranaire favorisant l’absorption continue de sodium à la surface 

apicale des cellules par le canal ENaC.   

Au total, le transport transépithélial du sodium est donc le moteur permettant la 

réabsorption du liquide de surface de l’épithélium respiratoire.  
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3.2.3. Les canaux potassiques 

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis en 1987 de cloner 

le gène shaker et ainsi d’identifier le premier canal potassique chez la drosophile. Depuis, 

l’équipe du Pr. Brochiero a réalisé un arbre phylogénique des canaux potassiques détectés dans 

les cellules épithéliales des voies aériennes et alvéolaires (Bardou et al., 2009). Les alignements 

de séquences en acide aminés ont permis de classer les canaux potassiques en 3 catégories : les 

canaux potassiques à six segments transmembranaires (STM), les canaux à quatre STM et enfin, 

les canaux à deux STM. Dans le chapitre précédent, nous avons présenté l’importance de 

l’activité de la pompe Na+/K+-ATPase qui génère la principale force motrice pour ces transports 

en assurant la sortie de Na+ en échange de l’entrée de K+ dans la cellule. Dans ce contexte, les 

canaux potassiques assurent deux fonctions principales : le maintien du potentiel de membrane 

et le recyclage basolatéral du potassium qui garantit ainsi le maintien des gradients 

électrochimiques. 

 Au sein des canaux à six STM se trouvent les canaux voltage-dépendant Kv parmi 

lesquels le canal KvLQT1. Ce canal potassique a été découvert en 1996 car ses mutations sont 

associées aux troubles du rythme cardiaque, le syndrome du QT long congénital (Wang et al., 

1996). KvLQT1 est exprimé par les cellules épithéliales des voies aériennes et alvéolaires. Ce 

canal participe au courant de potassium basolatéral qui peut être mesuré en chambre de Ussing 

en présence ou absence d’inhibiteurs tel que le clofilium (Cowley and Linsdell, 2002). Bardou 

et al. ont démontré, en 2012, que le canal KvLQT1 en association avec le canal KATP (ATP-

dependant K+ channel) exercent un contrôle soutenu du transport d’ions Na+ par la régulation 

du canal ENaC dans les cellules alvéolaires de type II (Bardou et al., 2012). Cette même 

association, stimulée par l’activation autocrine du récepteur de l’EGF (Epidermal Growth 

Factor) serait impliquée dans le processus de réparation de l’épithélium alvéolaire (Trinh et al., 

2007). 

 

Le canal ROMK (Renal Outer Medullar K), appartenant à la catégorie des canaux K+ à 

deux STM, forme un unique pore et appartient à la famille des canaux Kir. Il participe au 

recyclage et à la sécrétion des ions K+. De par sa localisation, c’est un canal qui est régulé par 

le canal CFTR, en raison de sa sensibilité à l’ATP (Lu et al., 2006). 

Enfin, comme cité précédemment, le potassium est également transporté via le co-

transporteur NKCC. 
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Les transports ioniques sont indispensables au maintien de l’homéostasie de 

l’épithélium respiratoire. Les balances ioniques sont nécessaires au maintien du gradient 

électrochimique, entre la face interne et la face externe des cellules épithéliales. Ces échanges 

ioniques participent également au maintien de l’hydratation de l’épithélium et de la hauteur du 

liquide de surface ainsi qu’aux fonctions de protection de l’épithélium respiratoire, contre les 

multiples agents pathogènes. Parmi les mécanismes de défense que possède l’épithélium 

respiratoire, la clairance mucociliaire reste un acteur essentiel de la protection pulmonaire. 

 

3.3. La clairance mucociliaire 

L’épithélium respiratoire est recouvert d’un mucus qui piège les particules inhalées et 

xénobiotiques pouvant le léser pour les évacuer en dehors des voies aériennes par le battement 

coordonné des cils présents au pôle apical des cellules ciliées. Ce mécanisme, appelé « clairance 

mucociliaire », permet de remonter le mucus des voies aériennes les plus distales vers la 

trachée. Ensuite, le pharynx dirige le mucus soit vers les voies digestives par déglutition, soit 

l’élimine des voies aériennes supérieures par la toux (Zahm et al., 1989). C’est un système de 

défense inné du poumon. La clairance mucociliaire dépend de trois éléments essentiels à son 

fonctionnement : la sécrétion de mucines, la hauteur du liquide de surface ou ASL (Airways 

Surface Liquid) et en particulier du liquide péricilaire, et le battement ciliaire (Figure 4  ) 

(Davis and Lazarowski, 2008). L’ASL est constitué de deux phases : la phase gel représentée 

par le mucus qui repose sur une phase sol aussi appelée le liquide périciliaire. L’épithélium joue 

donc un rôle central dans la clairance mucociliaire à plusieurs titres : ce sont les cellules 

épithéliales qui produisent les mucines du mucus. Ce sont également les cellules de 

l’épithélium, plus précisément les cellules ciliées, qui vont mouvoir le mucus. Enfin, par son 

rôle dans les transports des ions et d’eau, l’épithélium régule la hauteur du liquide de surface à 

travers sa composition en électrolytes et de son degré d’hydratation.  

 

3.3.1. Le liquide périciliaire  

Le liquide périciliaire est un fluide aqueux d’une épaisseur d’environ 7 m, de faible 

viscosité, aux propriétés lubrifiantes, et dans lequel baignent les cils. Il résulte des mouvements 

d’eau régulés par les flux transépithéliaux des ions Na+ absorbés et des ions Cl- sécrétés. Par 

conséquent, l’épaisseur de cette phase aqueuse et sa composition en ions sont cruciales pour 

l’efficacité du transport mucociliaire. Pour obtenir un transport du mucus et une protection 



Introduction : L’Appareil Respiratoire Humain  

 

 

44 

 

efficace de l’épithélium bronchique, des mécanismes de régulation sont mis en jeu pour 

contrôler l’épaisseur et la viscosité du liquide périciliaire (Tarran, 2004). En effet, une faible 

épaisseur de la phase sol empêche le bon mouvement des cils qui se retrouvent comprimés par 

le mucus, tandis qu’une hauteur trop importante ne permet pas d’avoir une jonction cils-mucus 

optimale pour une clairance mucociliaire efficiente. Le liquide périciliaire contient également 

des protéines solubles qui participent activement à la protection des voies respiratoires. Ces 

protéines possèdent des activités anti-oxydantes, anti-protéasiques et anti-bactériennes (Bals 

and Hiemstra, 2004). Parmi ces molécules se trouve le lysozyme dont l’action participe à la 

destruction du peptidoglycane de la paroi bactérienne. Les anti-leucoprotéases ou encore l’1-

antitrypsine sont des inhibiteurs de protéases sécrétés dans le liquide périciliaire et qui 

concourent au maintien de l’intégrité de la muqueuse bronchique. La plus importante anti-

leucoprotéase, le SLPI (Secretory Leukocyte Protease Inhibitor), est une sérine-protéase avec 

une constante d’association très élevée vis-à-vis de l’élastase leucocytaire. Parmi les molécules 

aux propriétés anti-oxydantes se retrouvent le glutathion, la superoxyde dismutase (SOD) et la 

catalase (Cantin et al., 1990). Pour exemple, le glutathion est un tripeptide formé par l’acide 

glutamique, la cystéine et la glycine. C’est un agent antioxydant et de détoxification via sa 

propriété d’oxydoréduction. Présent sous une forme réduite ou sous une forme oxygénée, il 

protège notamment les cellules épithéliales contre les espèces réactives de l’oxygène (ROS-

Reactive Oxygen Species) ou encore les xénobiotiques comme les métaux tels que le cuivre, le 

zinc ou encore le plomb (Freedman et al., 1989; Spitz et al., 1995). 

 

3.3.2. Le mucus 

Le mucus est produit et sécrété par les cellules caliciformes de l’épithélium de surface 

bronchique et les cellules sécrétrices des glandes séro-muqueuses sous-épithéliales. Le mucus 

correspond à la phase « gel » du liquide de surface. Sa composition lui permet d’être doté de 

propriétés rhéologiques qui facilitent le piégeage de particules étrangères, ainsi que leur 

transport mucociliaire en vue de leur élimination (Puchelle et al., 1983). Le mucus est composé 

de 95 % d’eau, de 2 à 3 % de protéines et de glycoprotéines, de 1 % de lipides et de 1 % de 

minéraux et d'ions. La rhéologie est une science de la matière en écoulement et lorsqu’elle est 

appliquée au mucus, elle représente l’état physique des sécrétions broncho-pulmonaires. Il est 

possible de caractériser le mucus par sa viscosité, son élasticité ou encore sa filance, qui 

modulent le transport mucociliaire par le battement des cils, ou encore ses propriétés 

d’adhésivité et de mouillabilité qui modulent l’interface entre le mucus et l’épithélium des voies 
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aériennes (Zahm et al., 1989). Une visco-élasticité anormale du mucus est reliée à la 

surproduction de glycoprotéines de types mucines et à l’hypersécrétion, caractéristiques 

courantes de pathologies respiratoires inflammatoires chronique. 

Les mucines appartiennent à une famille hétérogène de glycoprotéines de haut poids 

moléculaire (250 et 30 000 kDa). Elles sont formées d’un squelette peptidique nommé 

apomucine et de chaînes glucidiques reliées au squelette par des liaisons O-glycosidiques 

majoritaires ou N-glycosidiques. Les glycosylations confèrent aux mucines une forte densité et 

une grande viscosité. Ces enchevêtrements représentent de véritables pièges pour les bactéries. 

Chez l’Homme, les mucines sont soit adressées à la membrane plasmique (mucines 

membranaires), soit sécrétées dans le milieu environnant (mucines sécrétées).  

Il existe de nombreuses mucines membranaires parmi lesquelles nous pouvons citer 

l’exemple de la mucine 1 (MUC1), exprimée et présentée à la membrane par les cellules de 

l’épithélium bronchique. Ces mucines sont membranaires par la présence d’un domaine 

glycoprotéique transmembranaire, mais elles restent tout de même présentes dans le mucus. Les 

mucines membranaires sont plutôt associées à des fonctions de régulation. Zhang et al. (2019) 

ont décrit, dans le modèle de lignée cellulaire bronchique 16HBE14o-, que la régulation 

négative de MUC1 pourrait contribuer à la résistance des cellules aux traitements par des 

glucocorticoïdes (Zhang et al., 2019). Dans le modèle de lignée cellulaire bronchique 

cancéreuse A549, MUC1 peut également être régulé par des médiateurs de l’inflammation tel 

que le TNF- ou la dexaméthasone (Xu and Wang, 2017). 

Les mucines sécrétées, quant à elles, participent entièrement à la formation du réseau 

tridimensionnel du mucus. Au sein des voies aériennes, les mucines sécrétées sont 

majoritairement représentées par la mucine MUC5AC, sécrétée par les cellules caliciformes et 

la mucine MUC5B, sécrétée majoritairement par les cellules des glandes sero-muqueuses. La 

mucine MUC5AC est la mucine majoritaire du tractus trachéo-bronchique. Son organisation 

structurale est complètement connue tandis que la régulation de son expression reste 

partiellement à déterminer. Il a été démontré que les facteurs de virulence de Pseudomonas 

aeruginosa, une bactérie Gram-négative, entrainent une surexpression de MUC5AC pouvant 

aller jusqu’à vingt fois son expression initiale, via l’activation du récepteur de l’EGF 

(Epidermal Growth Factor) (Kohri et al., 2002).  

3.3.3. Le battement ciliaire 

L’expulsion du mucus hors des voies aériennes nécessite un acteur supplémentaire et 

non négligeable à la fonction de clairance mucociliaire, les cils. La mise en place des cils ou 
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ciliogénèse, se fait au cours du développement et lors du renouvellement des cellules ciliées. 

Les cils sont mobiles et se situent à la surface apicale des cellules ciliées (voir Chapitre 1- 2.1.2. 

Les cellules ciliées). Ce sont des extensions cellulaires spécialisées, d’un diamètre de 0,3 m. 

Sur une coupe transversale, l’observation microscopique des cils moteurs montre la présence 

d’un axonème de neuf doublets de microtubules périphériques disposés en anneau, autour d’une 

paire centrale de microtubules. Les doublets de microtubules sont composés d’un microtubule 

A de treize protofilaments et un microtubule B incomplet de dix à douze protofilaments. Les 

doublets de microtubules, reliés les uns aux autres par des ponts de nexine, et présentant des 

bras de dynéine, sont ancrés dans le cytoplasme des cellules au niveau de corps basaux ciliaires. 

Cette organisation structurale leur confère un arrangement « 9 + 2 ». Les battements ciliaires se 

font par le déplacement des bras de dynéine se traduisant par le glissement des microtubules 

périphériques les uns contre les autres (Moore et al., 2004). Ce mécanisme est dépendant de 

l’hydrolyse d’ATP (Wanner et al., 1996). Les extrémités distales des cils entrent en contact 

avec le mucus sur une profondeur de 0,5 m à une vitesse de 800 m/sec pour une clairance 

mucociliaire optimale. Les cils moteurs présentent deux mouvements : une phase active de 

battement de propulsion de courte durée suivie d’une phase passive de retour à l’état initial, 

plus longue, au cours de laquelle les cils vont se replier dans le liquide péri-ciliaire selon un 

mouvement de rotation (Sears et al., 2013).  

 

La clairance mucociliaire est un mécanisme de protection de l’épithélium bronchique. 

Son dysfonctionnement ou sa dérégulation entrainent, en particulier, la persistance des 

infections respiratoires. Dans la mucoviscidose, maladie génétique rare, l’altération de la 

clairance mucociliaire due au dysfonctionnement du canal CFTR, entraîne une déshydratation 

importante du mucus s’accompagnant d’obstructions bronchiques sévères et d’infections 

respiratoires qui deviennent chroniques (Cuthbert, 1991). La réponse du système immunitaire 

se fait par la mise en place d’une première ligne de défense, l’inflammation. Dans la prochaine 

partie de cette introduction de thèse, nous allons présenter la mucoviscidose, maladie génétique 

autosomique récessive et l’inflammation bronchique associée au dérèglement du canal CFTR. 
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Figure 4: la clairance mucociliaire (d’après Dickey, 2012) 

 

A : La couche de mucus se déplace sur une couche périciliaire immobile de plus grande densité. Les 

cellules sécrétrices synthétisent les mucines polymères qui forment la phase « gel » mobile, tandis que les 

cellules ciliées propulsent le gel. Un réseau dense de mucines et de mucopolysaccharides membranaires 

recouvre les surfaces épithéliales des voies respiratoires. Les chaînes latérales des sucres, très denses, 

font prendre aux mucines membranaires une configuration partiellement étendue, tandis que les 

polymères de mucine dans la couche de gel sont des bobines aléatoires enchevêtrées. B : organisation du 

cil respiratoire. 
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Chapitre 2: La Mucoviscidose 

1. Epidémiologie de la mucoviscidose 

La mucoviscidose (CF pour Cystic Fibrosis) est la plus fréquente des maladies 

génétiques héréditaires graves dans la population caucasienne. La surveillance épidémiologique 

de la population atteinte de CF en France repose sur une étroite collaboration entre l’association 

Vaincre la Mucoviscidose et l’Institut National d’Etudes démographiques (INED) qui 

établissent le registre français de la CF. En 2020, le registre recense 7376 patients avec une 

répartition de 40,3 % d’enfants (2909 enfants) pour 59,7 % d’adultes (4307 adultes). Parmi 

l’ensemble de ces patients, 14,6 % des patients ont un âge supérieur à 40 ans (1056 sur 7376 

patients), contre 5,6 % en 2009 (https://www.vaincrelamuco.org/2019/05/17/statistiques-et-

publications-204). Les hommes et les femmes sont atteints avec la même fréquence par la 

maladie (Stephenson et al., 2017). 

Les avancées de la recherche sur la CF ont permis d’améliorer l’espérance de vie des 

patients. La prévalence de la CF diffère selon la région, le pays, la population et l’origine 

ethnique. En France, la prévalence est estimée à 10,8 malades pour 100 000 habitants. 

Toutefois, elle demeure très variable en fonction des régions françaises où elle peut atteindre 

12,5 à 18 malades pour 100 000 habitants dans les départements comme la Marne, le Pas-de-

Calais ou le Finistère. Elle est également élevée dans des régions plus isolées comme les 

départements d’outre-mer, en particulier l’Ile de la Réunion (Figure 5 ). L’incidence de la 

CF en France est estimée à 1 naissance sur 4 500 soit environ 200 enfants atteints de la CF 

naissant chaque année. De plus, il est estimé qu’environ deux millions de personnes sont, sans 

le savoir, porteurs sains d’une mutation du gène CFTR responsable de la transmission de la CF 

en France soit 1 personne sur 35. 

L’espérance de vie est estimée à environ 40 ans en moyenne pour les patients CF grâce 

aux progrès dans la prise en charge et le suivi de la maladie ainsi qu’à l’amélioration des 

traitements. Malgré les innovations réalisées, la CF reste une maladie mortelle avec, en 2020, 

le décès de 45 malades. Ce résultat permet d’observer une diminution importante de la 

mortalité, en comparaison de à l’année 2009, avec 67 décès pour un nombre total de patients 

moins important qu’en 2020.  
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2. CFTR 

La CF est liée à la mutation du gène codant la protéine CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane conductance Regulator). En 1985, le Professeur Tsui et son équipe ont 

découvert un marqueur génétique de la maladie sur le chromosome 7 avec une précision 

d’environ 30 000 000 paires de bases grâce à la mise en place de la stratégie de clonage 

positionnel (Tsui et al., 1985). En 1989, les équipes du Professeur Tsui, du Professeur Riordan 

et du Docteur Collins ont déterminé la localisation précise du locus du gène CFTR ainsi que la 

mutation à l’origine de la pathologie (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989; Tsui et al., 1985).  

 

2.1. Du gène CFTR à la protéine CFTR 

Le gène CFTR est localisé sur le bras long du chromosome 7 au locus 7q31.2. Il a une 

taille de 180 kilo paire de bases (kpb) comprenant 27 exons. La transcription du gène CFTR 

sous forme d’un Acide RiboNucléique messager (ARNm) lui permet d’atteindre une taille de 

Figure 5: prévalence de la CF par département (nombre de patients pour 100 000 habitants). 

Registre de la mucoviscidose 2020. 
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6,5 kilobases (kb) (Rowntree and Harris, 2003). Cet ARNm sera maturé en une séquence 

codante de 4,4 kb et code la protéine transmembranaire CFTR, constituée de 1 480 acides 

aminés pour une taille de 170 kiloDaltons (kDa).  

Cette protéine est un canal anionique de faible conductance (6-10 picoSiemens, pS) 

(Sheppard and Welsh, 1999) appartenant à la famille des transporteurs Adénosine-5’-

TriPhosphate-Binding Cassette (ABC). Elle favorise le transport actif d’ions par l’hydrolyse 

d’une molécule d’ATP comme source d’énergie. La topologie de la protéines CFTR décrit une 

structure tridimensionnelle de motif en hélice constituée de 5 domaines distincts. Deux 

domaines transmembranaires TMD1 et TMD2 comprenant chacun six hélices α hydrophobes, 

permettent la formation du pore du canal ainsi que la sélectivité anionique (Figure 6 ). Ces 

caractéristiques reposent sur dix des douze hélices α contenant un ou plusieurs acides aminés 

chargés positivement favorisant en conséquence le passage d’ions chargés négativement 

(Hwang and Kirk, 2013). Les domaines TMD sont surmontés par deux domaines 

intracellulaires appelés Nucleotide Binding Domain-1 et -2 (NBD1 et NBD2).  Ces domaines 

hydrophiles sont formés d’un feuillet β entouré d’hélices α, et contiennent des séquences 

consensus de liaison à l’ATP participant à la régulation des mécanismes ATP-dépendants 

d’ouverture et de fermeture du canal. Enfin, le domaine Regulatory Domain (RD), 

cytoplasmique et spécifique de CFTR, relie les deux séquences répétées TMD-NBD. Ce 

domaine présente de nombreuses charges positives et négatives liées à la présence de nombreux 

acides aminés basiques (K, lysine ; R, arginine ; H, histidine) et acides (D, acide aspartique ; E, 

acide glutamique), respectivement. Le RD possède de multiples séquences consensus riches en 

sérines/thréonines nécessaires à la phosphorylation/activation de CFTR par la protéine kinase 

A (PKA) et la protéine kinase C (PKC). La phosphorylation de la PKA et de la PKC, dépendante 

de l'ATP et de l'AMPc, induit des modifications de la conformation de la protéine CFTR, 

permettant ainsi la conductance des anions à travers le pore (Riordan et al., 1989; Anderson et 

al., 1991; Collins, 1992; Chappe et al., 2003; Saint-Criq and Gray, 2017). Récemment, 

l’utilisation de la cryomicroscopie électronique a permis de décrire deux conformations de la 

protéine CFTR. Lorsque la protéines CFTR est liée à l’ATP, elle devient phosphorylée et 

représente la conformation « ATP-bound » à l’inverse de la conformation « ATP-free » où la 

protéine est déphosphorylée sans liaison à l’ATP (Zhang et al., 2018). 
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Figure 6: la protéine CFTR (Lopes-Pacheco, 2019)  

 

 

2.2. Biosynthèse et dégradation de CFTR 

Dans le réticulum endoplasmique (RE) a lieu l'addition co-traductionnelle d'un 

oligosaccharide sur la chaîne peptidique de CFTR en cours de synthèse. Cette addition, appelée 

N-glycosylation, se fait sur le groupement NH2 d'un résidu asparagine. Pour la protéine CFTR, 

il existe uniquement deux sites consensus de N-glycosylation sur les asparagines 894 et 900 de 

la 4ème boucle extracellulaire de CFTR. L'oligosaccharide précurseur, une unité de 14 résidus 

glucidiques comprenant 2 N-acétylglucosamines (GlcNAc), 9 mannoses et 3 glucoses, est 

greffée à la chaîne polypeptidique naissante par l'oligosaccharyltransférase. Puis, les deux 

glucoses terminaux sont immédiatement enlevés par l’α1,3-glucosidase II et l’α1,2-glucosidase 

I. La protéine monoglycosylée, appelée « core-glycosylé », est reconnue par la calnexine qui 

favorise son repliement. Après un laps de temps durant lequel la protéine a atteint un certain 

degré de repliement, le glucose restant est éliminé par l’α1,3-glucosidase II. La protéine CFTR 

se sépare de la calnexine et devient apte à être transportée vers l’appareil de Golgi (Zhang et 

al., 1998).  

La maturation de la protéine CFTR se poursuit dans les compartiments du Golgi et se 

traduit par une augmentation de son poids moléculaire de 20 kDa. Ces modifications 

enzymatiques favorisent la maturation des glycannes N-liés, lui donnant ainsi sa forme 

hautement glycosylée. La protéine CFTR devient alors mature et est appelée forme « complexe-

glycosylée ». Cette dernière alors couplée à la membrane des vésicules trans-golgienne, est 

dirigée vers la membrane plasmique. Par fusion membranaire, la protéine CFTR est présente à 
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Figure 7: biosynthèse et dégradation de la protéine CFTR (modifiée d’après Cheng et al., 

1990 ; Lukacs et al., 1994 ; Ward et Kopito, 1994). 

la membrane plasmique des cellules épithéliales ou présente dans une réserve subapicale de 

protéines qui pourra être soit recyclée, soit envoyée vers la voie de dégradation lysosomale. 

Durant sa biosynthèse, la protéine CFTR existe donc sous au moins quatre formes de 

glycosylation différentes, qui sont nommées : forme A, forme B, forme B’ et forme C (Cheng 

et al., 1990; Lukacs et al., 1994; Ward and Kopito, 1994). La forme A correspond au précurseur 

non glycosylé de CFTR sortant du ribosome dont le poids moléculaire avoisine les 130 kDa. 

Ce précurseur est rapidement glycosylé au niveau des résidus N894 et N900, pour donner la 

forme B « core-glycosylée » de 140 kDa (Kowarik et al., 2002; Lukacs et al., 1994). Cette 

molécule contient une chaîne d’oligosaccharides très riche en mannose, ce qui la rend sensible 

à l’endoglycosidase H (endo H) (Ward and Kopito, 1994). A la fin du processus, 70% de la 

forme B de la protéine CFTR sauvage sont rapidement dégradés par une voie de dégradation 

mal identifiée avec une demi-vie de 20 à 40 minutes (Lukacs et al., 1994). Les 30 % restant, 

dénommés forme B’, passent par une étape de maturation ATP-dépendante qui leur confère une 

résistance aux protéases. Au niveau du Golgi, la forme B’ subit une maturation donnant ainsi 

naissance à la forme C, protéine hautement glycosylée de 170 kDa résistante à l’endo H, qui 

s’insérera dans la membrane plasmique (Kopito, 1999) (Figure 7 ). 
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Figure 8: expression globale de la protéine CFTR humaine sauvage (modifiée d'après Ideozu 

et al., 2019). 

2.3. Localisation de CFTR 

L’expression de la protéine CFTR est associée aux cellules épithéliales des organes à 

glandes exocrines tels que le pancréas, les glandes salivaires, les poumons, le foie, les intestins, 

la peau et les appareils génitaux (Crawford et al., 1991). Une analyse in silico des ensembles 

de données sur l'expression génique globale du projet Genotype-Tissue Expression (GTEx) 

d’environ 1000 individus, confirme que CFTR est abondamment exprimé dans plusieurs tissus 

avec une expression majoritaire au sein de l’épithélium des glandes salivaires et pancréatiques. 

L’expression de CFTR au niveau des poumons reste faible même si son absence est à l’origine 

de la grande majorité de la morbidité et de la mortalité dans la CF (Ideozu et al., 2019). De plus, 

il reste évident que les mutations affectant l’expression et l’efficacité du canal CFTR ont des 

conséquences multisystémiques par sa présence dans de nombreux organes, même à plus faible 

échelle, comme au niveau du cerveau ou encore la thyroïde (Figure 8 ). A l’échelle cellulaire 

au niveau pulmonaire, CFTR est exprimé tout le long de l’arbre bronchique avec une variabilité 

topique inter-patient. Une cartographie complète des épithéliums pulmonaires par séquençage 

génomique de cellule unique (Single-cell Genomic Sequencing) a permis de redéfinir 

l’ensemble des types cellulaires chez l’Homme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parmi ces cellules se trouvent deux nouveaux types cellulaires, les cellules 

deutérosomales et les ionocytes, en plus des cellules basales / suprabasales, des cellules ciliées 

et des cellules sécrétrices déjà identifiées. Les ionocytes contiennent une grande proportion de 
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Figure 9: caractérisation des cellules épithéliales CFTR positives au sein des bronches et des 

bronchioles humaines saines (modifiée d’après Okuda et al, 2021) 

CFTR et font de ces cellules très particulières, une nouvelle opportunité pour corriger le 

fonctionnement de CFTR défectueux. En outre, la protéine CFTR est présente au sein des 

cellules séreuses des glandes sous muqueuses comme dans les cellules ciliées de l’épithélium 

de surface (Delavoie et al., 2009; Jacquot et al., 1993). Cependant, CFTR reste plus important 

dans les glandes sous muqueuses que dans l’épithélium de surface. L’expression de CFTR a 

également été comparée entre les bronches et les bronchioles par single-cell RNAseq (Okuda 

et al., 2021). Aucune différence d’expression de CFTR n’a été remarquée entre ces deux 

localisations. En revanche, en plus de sa présence au sein des cellules ciliées et des ionocytes, 

CFTR est également exprimé par les cellules sécrétrices de l’épithélium de surface à des 

pourcentages différents entre les bronches et les bronchioles, respectivement 22,1 % contre 41,1 

% (Engelhardt et al., 1994; Okuda et al., 2021). A l’inverse, l’expression de CFTR des cellules 

suprabasales au niveau des bronches reste supérieure à celle des cellules des bronchioles, 

respectivement 27,1 % contre 9,8 % (Figure 9 ).  

A l’échelle sub-cellulaire, la protéine CFTR sauvage est localisée au niveau de la 

membrane apicale des cellules épithéliales des voies aériennes (Capurro et al., 2021; Cheng et 

al., 1990). CFTR est également distribué dans le cytoplasme cellulaire, au niveau sous-apical 

et péri-nucléaire (Dalemans et al., 1992; Puchelle et al., 1992). De plus, CFTR peut être présent 

à la membrane du réticulum endoplasmique (Pasyk and Foskett, 1995) dans les endosomes 

(Lukacs et al., 1992), dans le lysosome (Barasch et al., 1991) et au niveau des granules 

sécrétoires (Delavoie et al., 2009). 
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Figure 10: localisation de la protéine CFTR sauvage versus F508del homozygote. 

 
A : immunocytochimie des protéines CFTR sauvages versus F508del homozygote (en vert) exprimées par 

les cellules CFBE41o-, barre : 15 µm. B : expression des protéines CFTR sauvages (WT) versus F508del 

homozygote (en rouge) des cellules épithéliales bronchiques primaires en culture en interface air-liquide, 

la flèche jaune montre la présence d’une cellules non ciliée, barre : 20 µm). C : western-blot anti-CFTR des 

protéines CFTR normal versus F508del homozygote issues de culture de cellules bronchique humaine 

(images modifiées issues du travail de Kreda et al, 2005 et de Capurro et al, 2021). 

Toutefois sa localisation peut être altérée de manière mutation-dépendante dans la CF. 

Pour exemple, en présence d’une mutation F508del homozygote, le défaut de maturation de la 

forme B du canal CFTR empêche son acheminement vers la membrane. Ainsi sa localisation 

reste cytoplasmique, soit au niveau du réticulum endoplasmique, soit en cours de dégradation 

par le protéasome 26S. L’analyse par western-blot permet également de se rendre compte de 

l’absence de maturation post-traductionnelle normalement définitive de la protéine CFTR 

mutée au niveau de l’appareil de Golgi. En effet, CFTR conserve une taille de 150 kDa pour la 

forme mutée alors qu’à terme la forme C est capable d’avoir un poids supérieur à 170 kDa 

(Kreda et al., 2005) (Figure 10 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

2.4. Régulation du canal CFTR 

Au repos, le canal CFTR est inactif et en conformation fermée C0. L’activation de 

l’adénylate cyclase convertit l’ATP en AMP cyclique (AMPc) ce qui engendre une 

augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc. D’un point de vue expérimental, 

l’utilisation de la forskoline comme intermédiaire pharmacologique à l’activation de 

l’adénylate cyclase permet d’étudier le canal CFTR, que ce soit ex vivo ou in vitro. Ainsi, 
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Figure 11: régulation ATP-dépendante de l'ouverture/fermeture du canal CFTR 

La protéine CFTR est au repos et adopte la conformation C0. La fixation d’une molécule d’ATP sur le 

domaine NBD1 définit la conformation C1. La fixation d’une deuxième molécule d’ATP sur le domaine 

NBD2 fait passer le canal en conformation C2. La formation du dimère NBD1-NBD2 forme l’état stable 

ouvert du canal CFTR. L’hydrolyse de la molécule d’ATP par le domaine NBD2 entraîne le relargage 

du phosphate inorganique, conduisant à la fermeture du canal CFTR et au retour à l’état basal C1. C0 : 

aucune molécule d’ATP fixée, C1 : une molécule d’ATP fixée, C2 : deux molécules d’ATP fixées, Pi : 

phosphate inorganique. Illustration modifiée d’après Gadsby et al, 2006.  

 

l’augmentation intracellulaire de l’AMPc entraîne l’activation de la PKA. C’est l’une des 

kinases la mieux caractérisée dans l’étude du canal CFTR (Cheng et al., 1991; Gadsby and 

Nairn, 1999) mais ce mécanisme peut également être considéré pour la PKC (Chappe et al., 

2004). La PKA phosphoryle les sérines S660 et S670 du domaines RD. De cette manière, une 

première molécule d’ATP vient se fixer sur le domaine NBD1 et conduit à la forme C1. Cette 

étape est suivie d’une nouvelle fixation d’ATP sur le domaine NBD2 et donne la conformation 

C2. Ainsi, la présence de ces deux molécules d’ATP entraine un changement de conformation 

de ces deux domaines ce qui entraîne leur dimérisation NBD1-NBD2 qui se traduit par 

l’ouverture du canal CFTR. Le cycle du canal CFTR se poursuit puisque l’activité enzymatique 

des domaines NBDs termine le cycle d’activation. L’hydrolyse de la molécule d’ATP fixée au 

NBD2 par l’activité hydrolytique du domaine NBD2 en ADP + Pi, déstabilise la structure du 

dimère NBD1-NBD2 et induit un retour à l’état initial C1 (Figure 11 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction : La Mucoviscidose 

 

58 

 

Figure 12: fonctions de CFTR. 

 

CFTR est un récepteur multifonctionnel : 1- fonction de canal Cl-, 2- facilitation de la libération d’ATP, 3- 

régulation positive des canaux Cl- (ORCC), 4- Régulation négative des canaux épithéliaux Na+ (ENaC), 5- 

régulation du trafic vésiculaire, 6- régulation de l’acidification intracellulaire et des processus protéiques, 

7-modulation de la sensibilité de ROMK (d’après Schwiebert et al, 1999). 

 

2.5. Fonctions du canal CFTR 

La protéine CFTR est principalement un canal anionique formant un pore sélectif au 

passage rapide d’ions Cl-, de bicarbonates et d’autres petits anions à travers la membrane 

plasmique. De cette manière, le canal CFTR participe à de nombreux processus biologiques qui 

sont, pour la plupart, liés intimement à ses fonctions de canal ionique. La formation du pore du 

canal est intimement liée aux résidus de la première boucle extracellulaire puisqu’ils dirigent la 

sélectivité du canal (Seibert et al., 1997). Outre son rôle de canal anionique, CFTR est un 

régulateur essentiel de nombreux autres canaux ioniques tels que les canaux Cl- ORCC et 

CaCC, l’échangeur Cl-/HCO3
-, le canal sodique ENac ainsi que le canal potassique ROMK 

(Schwiebert et al., 1999) (Figure 12 ). CFTR régule également d’autres activités associées 

au transport d’ATP, à la régulation du pH et à l’inflammation. 
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2.5.1. Transporteur anionique 

La principale fonction de CFTR est d’assurer le transport des ions chlorures du milieu 

intracellulaire vers le milieu extracellulaire (Quinton, 1983). L’entrée d’ions chlorure Cl- dans 

la cellule se fait par la présence de co-transporteurs ou échangeurs localisés au sein de la 

membrane basolatérale. L’entrée de ces ions se fait dans le sens de leur gradient 

électrochimique et augmente la concentration intracellulaire en ion chlorure. Cette différence 

de concentration intracellulaire/extracellulaire crée une force motrice nécessaire au 

fonctionnement de CFTR. Ces ions intracellulaires passent par le canal CFTR situé au niveau 

de la membrane apicale des différentes cellules épithéliales pour rejoindre la lumière. 

L’existence d’un gradient ionique Cl- créé par la pompe, participe à la sortie des ions Cl- dans 

le sens de leur gradient électrochimique Cependant, CFTR est décrit comme un transporteur 

actif secondaire, puisqu’il utilise une molécule d’ATP. Les ions Cl- sont également capables de 

sortir par diffusion passive à travers les canaux Cl- parmi lesquels se trouve le canal ORCC 

(Outwardly Rectifying Chloride Channel) (Egan et al., 1992). CFTR est également un 

transporteur d’autres ions monoatomiques et possède une perméabilité relative aux différents 

anions de la manière suivante : Br- > Cl- > I- > F-  (Linsdell et al., 2000; McCarty and Zhang, 

2001). CFTR est également perméable aux ions polyatomiques comme le thiocyanate (SCN-), 

le nitrate (NO3
-), le bicarbonate (HCO3

-), le méthanoate (HCOO-) ou encore l’éthanoate 

(CH3COO-). Ainsi sa sélectivité totale est représentée de la manière suivante : SCN- > NO3
- > 

Br- > Cl- > I-> HCOO-> F- (Linsdell et al., 2000). 

 

2.5.2. Transport du glutathion 

Le glutathion est un pseudo-tripeptide formé par la condensation d’acide glutamique, 

de cystéine et de glycine. Il est présent sous deux formes, oxydée S-S ou réduite SH, et forme 

un couple d’oxydoréduction très important aux échanges d’électron. Il intervient dans le 

maintien du potentiel redox du cytoplasme de la cellule et dans la détoxification et l’élimination 

des ROS. Le glutathion est un antioxydant anionique et le canal CFTR lui est perméable (Kogan 

et al., 2003). Cette perméabilité peut expliquer les concentrations élevées de glutathion qui ont 

été mesurées dans le liquide de surface qui recouvre les cellules épithéliales des voies aériennes. 

En outre, la perte de cette voie de transport du glutathion liée à la mutation de CFTR contribue 

aux niveaux réduits de glutathion observés dans le liquide de surface des voies aériennes des 

patients atteints de CF, qui ont été suggérés comme contribuant au stress oxydatif pulmonaire 

(Linsdell and Hanrahan, 1998).  
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2.5.3. Régulation des canaux ioniques et transporteurs  

2.5.3.1. CFTR, régulateur de canaux chlorure 

Le canal CFTR régule positivement le canal chlorure à rectification ORCC. Ce dernier 

est un canal localisé au sein des membranes apicales et basolatérales des cellules épithéliales. 

Les travaux de la littérature rapportent que CFTR et ORCC sont des protéines distinctes ayant 

une relation de régulation. CFTR fonctionnel favorise la sécrétion d’ATP vers le milieu 

extracellulaire, ce qui participe à l’activation du canal ORCC. Des études utilisant des protéines 

tronquées ont permis de montrer la nécessité des domaines NBD1 et RD du canal CFTR dans 

la régulation des canaux ORCC (Schwiebert et al., 1998). Ces deux canaux contribuent donc à 

la conductance Cl- dépendante de l'AMPc (Gabriel et al., 1993; Schwiebert et al., 1998, 1994).  

CFTR est également capable de réguler des canaux chlorure activés par le calcium 

(CaCC). Ces canaux ont été découverts pour la première fois dans les ovocytes de Xenope 

(Barish, 1983; Miledi, 1982). Ils sont ubiquitaires et leur fonction physiologique la plus 

importante est d'assurer la régulation et le contrôle de la perméabilité anionique de la membrane 

en réponse à l'augmentation du Ca2+ intracellulaire (Huang et al., 2009; Oh and Jung, 2016). 

Les canaux CaCC présents à la membrane apicale des cellules épithéliales, participent avec le 

canal CFTR, au transport transépithélial d’eau et d’électrolytes (Tarran et al., 2002). Ces canaux 

semblent d’autant plus avoir une relation fonctionnelle par la protéine d’échafaudage NHERF-

1 (Kunzelmann et al., 2012). Bien que les CaCC semblent importants dans la CF, ils ne sont 

pas en mesure de compenser le manque de CFTR. Cela s'explique par la faible contribution des 

CaCC à la sécrétion de Cl- dans les voies aériennes et par le fait que l'activation des CaCC est 

transitoire, contrairement à la sécrétion permanente de Cl- dépendante du CFTR (Kunzelmann 

et al., 2012). Parmi l’ensemble des canaux CaCC, l’anoctamine-1 (ANO1/TMEM16) est le plus 

étudié puisqu’il pourrait malgré tout représenter une stratégie intéressante dans la CF 

(Sonneville et al., 2017; Lee et al., 2019; Shi et al., 2020). De nouveaux composés 

pharmacologiques qui activent directement ANO1, entraînant une sécrétion plus soutenue de 

Cl-, seraient donc des médicaments intéressants, non seulement pour le traitement de la CF mais 

aussi pour cibler le dysfonctionnement d'autres tissus glandulaires exocrines (Namkung et al., 

2011). 
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2.5.3.2. CFTR, régulateur du canal potassique ROMK 

Le canal potassique ROMK (Renal Outer Medullary K+ channel), aussi nommé Kir1.1, 

a été le premier membre de cette famille à avoir été cloné (Ho et al., 1993). ROMK s’exprime 

uniquement au pôle apical des cellules épithéliales rénales. Le recyclage du potassium par les 

canaux potassiques apicaux ROMK maintient une quantité suffisante de potassium disponible 

dans la lumière des tubules rénaux. De cette manière, il participe activement au contrôle du 

transport d’eau et d’électrolytes à travers la membrane apicale (Mennitt et al., 1997). 

L’acidification du milieu intracellulaire aura une action inhibitrice sur l’activité de ce canal 

alors que la présence d’inhibiteurs non spécifiques tel que Ba2+ et le Cs+ bloquera le récepteur 

ROMK. Le canal est également inhibé par l’ATP intracellulaire en présence du CFTR mais ces 

résultats sont discutés (Lu et al., 2006). Il faut noter la présence d’un site de liaison à l’ATP à 

l’extrémité C-terminale mais le rôle fonctionnel de cette régulation n’a toujours pas été 

clairement établi (Hibino et al., 2010; Ho et al., 1993). 

 

2.5.3.3. CFTR, régulateur du canal sodique ENaC 

ENaC pour Epithelial Na+ Channel, est un canal sodique. L’absorption active d’ions Na+ 

par ENaC crée une différence de potentiel déclenchant une absorption d’eau et de Cl- par la 

voie paracellulaire de Shunt (Willumsen and Boucher, 1989). ENaC est régulé négativement 

par le canal CFTR. Le canal ENaC joue un rôle clé dans l’absorption de Na+ au niveau apical 

mais aussi dans la régulation de l’hydratation, du volume du liquide de surface et de la clairance 

mucocilaire (Donaldson and Boucher, 2007; Stutts et al., 1995). L’absence de CFTR à la 

membrane plasmique conduit à l’activation continue de ENaC et donc à une augmentation de 

la concentration intracellulaire en ions Na+ des cellules épithéliales CF. Ce déséquilibre conduit 

à une déshydratation du liquide de surface des voies aériennes ainsi qu’à une augmentation du 

liquide intracellulaire et de la hauteur épithéliale dues à l’entrée importante d’eau (Guggino and 

Stanton, 2006). 

 

2.5.3.4. CFTR, régulateur des aquaporines 

Les aquaporines sont des protéines transmembranaires omniprésentes jouant un rôle essentiel 

dans la filtration, l’absorption et la sécrétion des fluides. Découvertes par Peter Agre (Prix 

Nobel 2003), les aquaporines transportent sélectivement les molécules d’eau par l’intermédiaire 

de leur groupement Aromatique/Arginine, groupement d’acides aminés qui se fixe aux 

molécules d’eau, excluant tout autre type de molécule (Agre, 2006). Le canal CFTR régule 
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Figure 13: représentation schématique illustrant le rôle de CFTR sur le pH intracellulaire des 

phagosomes des macrophages des voies aériennes humaines (d'après Di et al, 2006) 

positivement l’activité des aquaporines nécessaires au passage de l’eau et de soluté (glycérol, 

mannitol et sorbitol) à travers la membrane plasmique. Il a été démontré que l’activation de 

CFTR régule positivement l’aquaporine 3, en augmentant la perméabilité au glycérol en lien 

avec l’AMPc (Schreiber et al., 2000, 1999). 

 

2.5.4. Régulation du pH 

Le canal CFTR régule le transport des anions et cette fonction lui permet également de 

participer à la régulation du pH non seulement au niveau du liquide de surface épithélial, mais 

aussi au niveau intracellulaire en acidifiant directement le pH des organites ou en sollicitant 

indirectement un échangeur Cl-/HCO3
- appartenant à la famille SCL26 (Solute-linked carrier 

26) (Chang et al., 2009; Singh et al., 2010; Soleimani, 2013). Cette régulation influe notamment 

sur les propriétés lytiques des cellules immunitaires comme les macrophages ou les 

neutrophiles. Ces cellules développent des invaginations de leur membrane plasmique 

nécessaire à la phagocytose des agents pathogènes. La fusion des vésicules lysosomales avec 

les phagosomes favorise la libération des enzymes lysosomales sensibles aux variations du pH.  

Ainsi, une diminution du pH régulée par CFTR (pH ± 6 à pH ± 4,4) active ces différentes 

enzymes nécessaires à la dégradation des germes phagocytés (Di et al., 2006). En revanche, 

l’absence CFTR à la membrane du phagolysosome favorise la persistance de l’infection 

notamment due à la survie et la croissance des bactéries à l’intérieur du phagosome (Di et al., 

2006) (Figure 13 ). 
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2.5.5. Rôle dans l’inflammation 

L’ensemble des fonctions associées à CFTR présentées ci-dessus définit ce canal 

comme un régulateur important dans le maintien de l’homéostasie des organes sécréteurs. A 

l’inverse, la perte de CFTR conduit à l’apparition d’une inflammation chronique associée à une 

dérégulation des flux ioniques à travers la membrane plasmique. CFTR joue un rôle central 

dans l’homéostasie pulmonaire (Matsui et al., 1998). Pour exemple, au sein des poumons CF 

F508del homozygotes, l’absence de CFTR de la membrane plasmique conduit à une 

accumulation des protéines mal repliées. Leur rétention au sein du réticulum endoplasmique 

induit un stress cellulaire participant à l’activation exagérée de la voie de signalisation NF-B 

impliquée dans la production de médiateurs de l’inflammation. De cette manière, la réponse 

inflammatoire se traduit par une accumulation de neutrophiles, une forte activité protéolytique 

et un taux anormalement élevé de chimiokines parmi lesquelles se trouvent l’IL-8. La perte du 

canal se traduit par une réponse inflammatoire forte et exagérée pour combattre les infections 

persistantes (Saint-Criq and Gray, 2017).  

 

2.6. Les mutations du gène CFTR 

La découverte du gène CFTR a représenté une réelle avancée pour la communauté 

scientifique. Le lien entre la physiopathologique de la CF et le gène CFTR réside dans la 

présence de mutations génétiques. A ce jour, 2109 mutations du gène CFTR sont référencées 

dans la Cystic Fibrosis Mutation Database (http://www.genet.sickkids.on.ca). Les altérations 

du gène CFTR sont de différents ordres. A l’échelle des nucléotides, les mutations les plus 

majoritaires sont représentées par des mutations faux sens (38,73 %), des insertions-délétions 

entraînant un décalage du cadre de lecture (16,23 %) ou encore des variations de séquences 

(12,77 %). Avec des pourcentages inférieurs, d’autres mutations ont également été répertoriées, 

qu’il s’agisse d’insertions/délétions sans décalage du cadre de lecture (2,04 %), de grands 

réarrangements (2,8 %), d’altération des séquences promotrices (0,81 %) ou encore de mutation 

non-sens (8,4 %). Cependant, il reste une proportion importante de mutations inconnues non 

répertoriées (7,31 %) (Figure 14 ).  
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Figure 14: les différentes mutations du gène CFTR 

Figure 15: classes de mutations du gène CFTR (d’après Boyle et De Boeck, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces différentes mutations sont classées selon l’impact qu’elles engendrent sur la 

protéine CFTR et la sévérité de la maladie que cela génère. Les mutations dites « sévères » 

concernent les mutations de classes I à III et représentent respectivement une absence totale de 

la protéine CFTR, un défaut d’adressage à la membrane et enfin une protéine CFTR non 

fonctionnelle. Les mutations dites « modérées » concernent les mutations de classes IV à VI et 

représentent respectivement une protéine peu fonctionnelle, une synthèse réduite de la protéine 

et enfin une faible stabilité du canal CFTR à la membrane (Figure 15 ). 
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2.6.1. Les mutations de classe I 

Les mutations de classe Ⅰ représentent environ 15 % des mutations portées par les 

patients CF français (Registre de la mucoviscidose 2019). L’apparition d’un codon stop 

prématuré par des mutations non-sens, un décalage du cadre de lecture ou encore une 

maturation post-transcriptionnelle défectueuse entraînent la synthèse d’une protéine incomplète 

qui sera vite dégradée par le protéasome 26 S. Cette classe de mutation se caractérise donc par 

une absence de synthèse du canal CFTR. 

 

2.6.2. Les mutations de classe II 

Dans un contexte physiologique, la protéine subit des maturations post-traductionnelles 

dans le réticulum endoplasmique puis est adressée vers l’appareil de Golgi avant d’être 

distribuée à la membrane plasmique. En revanche, dans le cas d’une mutation de classe Ⅱ, la 

protéine est correctement synthétisée mais le repliement (folding) est anormal. Le système de 

contrôle-qualité réintroduit la protéine CFTR mal repliée dans une nouvelle boucle pour 

réengager un repliement correct. Elle se retrouve donc séquestrée dans le réticulum 

endoplasmique où elle va rapidement être dirigée vers le processus de dégradation protéique. 

Ce défaut de maturation protéique se traduit par une protéine qui pourra faiblement atteindre 

l’appareil de Golgi, ce qui explique une proportion très réduite de la protéine CFTR mutée à la 

membrane plasmique. En France, la mutation la plus représentée chez les patients CF est une 

mutation de classe Ⅱ. Initialement, cette mutation est induite par la délétion de trois nucléotides 

(Cytosine-Thymine/Thymine, C-TT) au sein de l’exon 10 sans entraîner de décalage du cadre 

de lecture. Selon la Human Genome Variation Society, la nomenclature officielle de cette 

mutation est p.Phe508del couramment abrégée F508del. Cette mutation conduit à l’absence de 

la phénylalanine (Phe/F) en position 508 (F508del). Cette mutation à l’état homozygote (classe 

II / classe II) représente 83,2 % des patients du registre français de la mucoviscidose 2020. Elle 

conduit à un défaut de conformation, de maturation et de transport intracellulaire de la protéine 

CFTR à la membrane. 

 

2.6.3. Les mutations de classe Ⅲ 

La protéine CFTR est correctement synthétisée et présente à la membrane plasmique 

mais est non fonctionnelle. Ce défaut est dû à une régulation défectueuse du canal par altération 

du processus d’activation. Les mutations de classes Ⅲ entrainent un défaut de la 

phosphorylation du domaine RD (Serre et al., 1993) et sont majoritairement des mutations faux-
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sens. Ces dernières sont localisées dans les domaines NBD1 et NBD2, c’est-à-dire les domaines 

de fixations des nucléotides (ATP) indispensables à la régulation des cycles 

d’ouverture/fermeture du canal CFTR. Ainsi, la probabilité d’ouverture du canal est plus faible 

ce qui participe à une modification des efflux Cl-.  

 

2.6.4. Les mutations de classe Ⅳ 

La protéine CFTR est correctement synthétisée et présente à la membrane plasmique 

des cellules épithéliales. Sa régulation est optimale mais la présence des mutations de classes 

Ⅳ altère la conductance ionique du canal CFTR. Ces mutations sont localisées au niveau des 

domaines transmembranaires, domaines essentiels à la formation du pore du canal et à son 

fonctionnement. Ainsi, les efflux d’ions Cl- ainsi que la sélectivité du canal CFTR vis-à-vis de 

ces ions, sont altérés, ce qui caractérise le canal CFTR comme peu fonctionnel (Sheppard et al., 

1993). 

 

2.6.5. Les mutations de classe Ⅴ 

L’ARNm muté est instable ce qui se traduit par une quantité restreinte de protéines 

CFTR à la membrane apicale des cellules épithéliales. En effet, les mutations de classes Ⅴ 

peuvent être localisées au sein des régions promotrices ce qui induit une diminution des 

transcrits CFTR. Ces mutations concernent également un défaut d’épissage conduisant à une 

diminution de la stabilité des ARNm mutés codant la protéine CFTR. Enfin, la présence de 

mutations faux-sens au sein des régions codantes induit un trafic intracellulaire inefficace de la 

protéines CFTR vers la membrane plasmique.  

 

2.6.6. Les mutations de classe Ⅵ 

La protéine CFTR mutée possède une bonne localisation, une bonne régulation 

d’ouverture/fermeture ainsi qu’une bonne conductance vis-à-vis des ions Cl-. En revanche, la 

présence de mutations de classe Ⅵ induit la délétion de 70 à 98 résidus amino-acides à 

l’extrémité C-terminale de la protéine CFTR tronquée. Cette extrémité est à l’origine de la 

demi-vie du canal et la présence de la mutation conduit à une instabilité de la protéine CFTR à 

la membrane (Haardt et al., 1999).  

 

Des exemples de mutation des différentes classes sont présenté dans le tableau 1.  
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Tableau 1: mutations majoritaires du gène CFTR en fonction des différentes classes en 

France (registre français de la mucoviscidose 2019) 

A : adénine ; C : cytosine ; T : thymine ; G : guanine 

La combinaison allélique des mutations de CFTR permet de mieux caractériser le 

phénotype pathologique des patients CF. En effet, la présence d’une mutation « sévère » sur 

chacun des allèles conduit à des formes sévères de la maladie, associées notamment à une 

insuffisance pancréatique et à une atteinte pulmonaire dès la naissance (Férec, 2021). En 

revanche, la combinaison de deux mutations « modérées » ou même d’une mutation « sévère » 

et d’une mutation « modérée » est associées à un phénotype moins sévère de la CF. Il se résume 

par une espérance de vie supérieure à 40 ans puisque dans un premier temps la fonction 

pancréatique exocrine est conservée avec souvent une colonisation tardive par Pseudomonas 

aeruginosa au sein de l’appareil respiratoire (Riordan et al., 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le phénotype des patients CF sera également dépendant de facteurs environnementaux 

comme le tabagisme, les facteurs socio-économiques, le respect des traitements ainsi que 

d’autres facteurs génétiques appelés gènes modificateurs. Ce rapprochement phénotype/gènes 

modificateurs a été établi lorsque pour deux jumeaux monozygotes possédant les mêmes 

mutations, leur expression clinique de la CF était différente (Mekus et al., 2000). Ces gènes 

modificateurs sont situés en dehors du locus CFTR et possèdent une influence favorable ou 
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défavorable sur la sévérité sur la maladie. Étant donné que la sévérité de la CF semble 

dépendante de ces gènes modificateurs, une approche de région chromosomique candidate a été 

développée. Cette approche gène-candidat a permis de mettre en évidence des gènes 

modificateurs susceptibles d’influencer la sévérité de la maladie, parmi lesquels se trouvent 

notamment des gènes associés à la défense anti-microbienne (MBL2, NOS1 et NOS3) ou 

encore des gènes associés à la réponse immuno-inflammatoire (TNF-α, ACE (enzyme de 

conversion à l’angiotensine-2), IL-10 ou encore TGF-1) (Corvol et al., 2006). De plus, en 

regroupant une cohorte de plus de 6500 patients, la formation de plusieurs consortiums 

internationaux de recherche associés aux gènes modificateurs a permis de développer une 

approche globale par analyse du génome entier (Genome Wide Association Study, GWAS) des 

patients CF. Ainsi, il a été mis en évidence de nombreux loci potentiellement à l’origine de 

l’ileus méconial néonatal, une occlusion intestinale causée par un contenu intestinal trop épais. 

Parmi ces loci se trouvent SLC26A9 (SoLute Carrier family 26 member 9, rs7549173), 

SCL6A14 (SoLute Carrier family 6 member 14, rs3788766), ATP12A (ATPase H+/K+ 

transporting non-gastric alpha 2 subunit, rs61948108), TARS (Threonyl-tRNA Synthetase, 

rs139816984), PRSS1 (Serine Protease 1, rs3757377) et CEBPB (CCAAT Enhancer Binding 

Protein Beta, rs2094716). Pour exemple, SLC6A14 est un transporteur d’acides aminés mais de 

nombreuses études suggèrent que cette protéine pourrait moduler la réponse anti-infectieuse 

et/ou l’intégrité de l’épithélium des voies aériennes (Ruffin et al., 2020). Ainsi, l’analyse 

fonctionnelle du polymorphisme nucléotidique ou SNP (single-nucleotide polymorphism) des 

gènes associés à chaque locus modificateur pourrait identifier de nouvelles cibles pour le 

traitement de la CF. Naturellement, même si ces gènes modificateurs ne sont pas la conséquence 

de la mutation à l’origine de la CF, ils peuvent en influencer sa physiopathologie. Des études 

de ces gènes modificateurs permettraient de schématiser l’issue de la maladie en fonction du 

génotype/phénotype et du lien avec les gènes modificateurs chez les patients CF. A terme, 

l’intérêt de ces études serait de favoriser le développement d’une médecine personnalisée et 

individualisée, notamment par le développement de petites molécules ciblant ces variants 

spécifiques dans la CF (Corvol et al., 2015).  

 

3. Aspect clinique de la CF 

3.1. Diagnostic et dépistage de la CF  

L’amélioration de la prise en charge des patients CF repose avant tout sur un dépistage 

précoce de la CF. Ce dépistage peut être réalisé avant la naissance par la réalisation d’une 
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Figure 16: algorithme de prise en charge et du suivi des nourrissons dans le dépistage de la 

CF (Sermet-Gaudelus et al., 2017). 

amniocentèse ou d’un prélèvement de cellules du placenta dans l’utérus de la femme enceinte 

en vue d’une analyse génétique de l’embryon. Ce dépistage est proposé après un conseil 

génétique ou après une échographie obstétricale détectant une anomalie du transit intestinal 

chez l’enfant. Le dépistage prénatal peut être également mis en place lorsqu’il s’agit d’une 

fécondation in vitro. En effet, un diagnostic pré-implantatoire de la CF peut être réalisé après 

un conseil génétique en vue de sélectionner un embryon non malade à implanter dans l’utérus 

de la future mère. Toutefois la CF n’est pas systématiquement dépistée avant la naissance du 

nouveau-né mais reste caractérisée dans la plus grande majorité des cas lors du dépistage 

néonatal (DNN). La France a été précurseur dans la mise en place systématique d’un DNN et 

cette procédure reste sous la responsabilité de l’Association Française pour le Dépistage et la 

Prévention des Handicaps de l’Enfant (AFDPHE). En France, le DNN de la CF est généralisé 

depuis avril 2002 et comprend quatre étapes TIR-PAP-ADN-Sueur. Les professionnels de santé 

réalisent le test de Guthrie après la naissance du nouveau-né par le prélèvement de sang au talon 

ou au doigt du bébé sur papier buvard (Figure 16 ).  
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3.1.1. Dépistages des enzymes pancréatiques 

Le test de Guthrie permet dans un premier temps le dosage de la Trypsine 

Immunoréactive (TIR). Le prélèvement est réalisé à trois jours (J3) et trois semaines de vie 

(J21) du nouveau-né. Pour les enfants CF, le taux de TIR reste supérieur à 65 µg/L (seuil positif) 

pendant le premier mois de vie. La trypsine est synthétisée par les cellules acineuses du pancréas 

sous forme d’une pro-enzyme, le trypsinogène. L’obstruction du pancréas empêche le passage 

du trypsinogène du pancréas vers l’intestin grêle avec pour conséquence un passage par les 

vaisseaux sanguins. Cette anomalie peut donc être détectée en mesurant la trypsine 

« immunoréactive » sanguine traduisant une atteinte pancréatique à la naissance. Ce test est 

assez sensible puisque le pourcentage de faux négatifs reste assez faible (3,7 %) même s’il est 

malgré tout peu spécifique par la présence de faux positifs. Toujours associée à une anomalie 

pancréatique, la mesure de la protéine associée à la pancréatite (PAP) peut être dépistée. C’est 

une protéine normalement non synthétisée par le pancréas sain mais qui est exprimée en grande 

quantité par le pancréas CF dès la vie in utéro. Le dépistage positif de la TIR conduit à une 

poursuite du diagnostic de la CF par une analyse génétique des mutations les plus courantes du 

gène CFTR avec le consentement parental écrit.  

 

3.1.2. Analyse génétique 

Les mutations recherchées peuvent être variables et adaptées à la population testée. Il 

existe différentes classes de mutations recherchées parmi lesquelles se trouvent : 

-les mutations CF (classe A) que sont des mutations associées à des formes classiques de la CF 

-les mutations CFTR-RD, pour CFTR-related disorders (classe B), qui représentent des 

mutations supposées modérées voir mineures 

-les mutations à large spectre (classe A/B) qui regroupent des mutations retrouvées à la fois 

chez des patients CF (souvent modérés) comme des patients adultes atteints de forme mono-

symptomatique 

-des variations de séquence neutre ou sans impact clinique reconnu (classe C)  

-des variations de séquence de signification clinique non reconnue (classe D) 

Dans le tableau 2 suivant sont répertoriées les variations de séquence du gène CFTR en 

fonction de leur classification phénotypique utilisée dans la routine des laboratoires d’analyse 

génétique pour le diagnostic de la CF (Castellani et al., 2008; Dequeker et al., 2009). 

Les techniques de recherches ciblées de mutation permettent d’identifier 80 à 90 % des 

allèles mutés chez les patients CF. En revanche, la recherche de mutation rare se fait par analyse 
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de l’ensemble des régions codantes via la méthode Sanger ou via le séquençage de nouvelle 

génération NGS (Next-Generation Sequencing). Enfin, les méthodes d’études du gène CFTR 

s’appuient aussi sur la recherche de grand réarrangement de séquence. La recherche des 

délétions, duplications et insertions sera effectuée à l’aide de différentes techniques parmi 

lesquelles se trouvent la PCR multiplex, l’Hybridation Génomique Comparative ou CGH 

Arrays (Comparative Genomic Hybridization) pour l’identification d’anomalie 

chromosomique ou encore la technique NGS.  

Ces analyses permettent de mettre en évidence une, voire deux mutations, à l’origine de 

la CF mais le diagnostic se poursuit par la réalisation d’un test de la sueur. 

 

 

Tableau 2: mutations du gène CFTR en fonction de leur classification phénotypique (bonnes 

pratiques des études du gène CFTR, Association Nationale des Praticiens de Génétique 

Moléculaire, 2016). 

 

3.1.3. Test de la sueur 

Le test de la sueur ou test de sudation fait partie du dépistage néonatal systématique 

national de la CF. Il s’est imposé comme une technique de référence dans le diagnostic de la 

maladie (Gibson and Cooke, 1959). Le test de la sueur peut être réalisé par les Centres de 

Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose (CRCM). Ce test permet de quantifier la 

concentration sudorale en ion chlorure seuls ou de l’ensemble des ions contenus dans la sueur 

du nouveau-né. Il est divisé en trois étapes clés avec la stimulation des glandes sudoripares, le 

recueil de la sueur sécrétée et son dosage. Le principe de ce test repose sur la stimulation des 

glandes sudoripares par la pilocarpine (Sermet-Gaudelus et al., 2010). La récupération de la 
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sueur excrétée constitue une étape délicate qui se fera notamment par la mise en place d’un 

dispositif de collecte de la sueur afin d’éviter son évaporation. Trois méthodes de collecte de la 

sueur sont utilisées aujourd’hui : un papier filtre Whatman pour un dosage titrimétrique, 

l’utilisation d’une cupule pour concentrer les goutelettes de sueur et enfin la méthode de recueil 

par microcapillaire non mouillant. Enfin, le dosage des ions sécrétés dans la sueur est réalisé de 

deux manières différentes, soit par coulométrie nécessaire au dosage des ions Cl- (mmol/L Cl-

), soit par conductimétrie en dosant les ions sudoraux (mmol/L Eq NaCl) (Hammond et al., 

1994). Les valeurs usuelles quel que soit l’âge sont une quantité d’ions chlorure inférieure à 30 

mmol/L Cl- pour une conductivité inférieure à 50 mmol/L Eq NaCl. En revanche, le seuil 

pathologique compatible au diagnostic de la CF, après exclusion des situations susceptibles 

d’entrainer une élévation des ions chlorure sudoraux, est une coulométrie supérieure à 60 

mmol/L Cl-. Le diagnostic de la CF est confirmé après avoir obtenu deux tests de la sueur 

positifs. Pour les patients atteints de formes atypiques de la maladie et ayant une concentration 

en ions chlorure douteuse ou comprise entre 40 à 60 mmol/L au test de la sueur, d’autres 

méthodes sont employées pour orienter le diagnostic comme la mesure de la différence de 

potentiel (ddp) transépithélial nasal ou encore l’analyse du courant de court-circuit sur biopsie 

rectale. 

 

3.1.4. Méthodes supplémentaires pour le diagnostic de la CF 

3.1.4.1. La différence de potentiel nasal  

La différence de potentiel nasal (DPN) trans-épithélial permet de mesurer la ddp in vivo 

au niveau des voies aériennes supérieures à l’aide d’un millivoltmètre. Cette technique permet 

de vérifier les propriétés électrophysiologiques des deux principaux régulateurs de l’hydratation 

du liquide de surface des voies aériennes, les canaux ENaC et CFTR (Solomon et al., 2018). 

Pour les sujets sains, les ions chlorures sortent par le pôle apical. Ces mouvements ioniques 

sont rendus possibles par le canal CFTR qui génère une ddp transépithéliale qui peut être 

mesurée. En revanche, pour les patients CF, l’excrétion des ions chlorure par le pôle apical ne 

se fait plus correctement, ce qui engendre également une absorption accrue des ions sodium à 

l’intérieur de la cellule (Rosenstein and Cutting, 1998). Sur le principe, après une abrasion de 

la peau, une électrode de référence est placée au niveau de l’avant-bras dans le tissu sous-

cutané. Une seconde électrode dite « exploratrice » est positionnée au contact du pôle apical de 

l’épithélium nasal, au niveau du plancher du cornet inférieur. Le patient est perfusé de 

différentes solutions au niveau de l’électrode exploratrice : une solution sans chlorure permet 
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d’observer la perméabilité réelle aux ions chlorure de l’épithélium nasal ; une solution de 

Ringer supplémentée d’un inhibiteur du canal ENaC, l’amiloride, pour mesurer l’absorption 

active des ions sodiques dans l’établissement de la DPN ; une solution d’isoprotérénol 

favorisant une augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc et donc une activation 

de la sécrétion d’ion chlorure par le canal CFTR. La solution d’isoprotérénol permet d’observer 

chez le sujet sain une ddp plus négative alors que ce traitement semble inefficace pour les 

patients CF indiquant un canal CFTR non fonctionnel. Les valeurs basales correspondent à 

l’absorption des ions sodium Na+ par le canal ENaC dont l’activité est normalement diminuée 

par le canal CFTR. Chez les sujets sains, la DPN moyenne est de -20 mV (milliVolt) tandis que 

chez les patients CF, cette DPN est de l’ordre de -45 mV due notamment à une absorption 

massive d’ions Na+ (Sands, 2013).  

 

3.1.4.2. Le courant de court-circuit sur biopsie rectale  

La mesure du courant de court-circuit (CCC ; Short circuit courant Isc) sur biopsie 

rectale, appelée également Intestinal current measurements (ICM), permet d’étudier le défaut 

du canal CFTR ex vivo. Des chambres de Ussing sont utilisées pour enregistrer le CCC 

transépithélial (A/cm2) sur des échantillons humains fraîchement obtenus par aspiration 

rectale. Les biopsies sont stimulées séquentiellement par l’amiloride, afin de bloquer les canaux 

ENaC, la forskoline et la génistéine pour activer la sécrétion AMPc-dépendante des ions 

chlorure afin de mettre en évidence une activation du canal CFTR, et enfin un inhibiteur de 

CFTR, le CFTRinh172. D’autres substances pharmacologiques peuvent toutefois être utilisées 

comme le carbachol, un activateur de la sécrétion des ions Cl- dépendante du Ca2+  

(Dharmsathaphorn and Pandol, 1986). Toutefois, cette méthode présente des limites. En effet, 

les résultats peuvent être dépendants de la qualité de la biopsie ou encore de la perte de 

l’intégrité du tissu puisque le prélèvement doit être utilisé dans un temps inférieur à deux heures 

à la suite du prélèvement. 

 

3.2. Manifestations cliniques pulmonaires de la CF  

La CF est une pathologie qui touche de nombreux organes, avec une atteinte digestive 

aux niveaux gastro-intestinal, pancréatique et hépatobiliaire, une atteinte osseuse, rénale, ORL, 

également au niveau de l’appareil reproducteur, et enfin une atteinte pulmonaire. Cette dernière 

étant responsable de la morbi-mortalité de la CF, nous ne présenterons qu’elle.  
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3.2.1. Altérations de la clairance mucociliaire 

La clairance mucociliaire dépend de l’équilibre entre trois éléments : la sécrétion des 

mucines, la hauteur du liquide de surface ou Airway Surface Liquid (ASL) et enfin le battement 

ciliaire. La clairance mucociliaire est un mécanisme de protection de l’épithélium bronchique 

dont le fonctionnement est dérégulé dans la CF, favorisant ainsi la stase du mucus et la 

persistance des contaminations bactériennes. Les mucines, sécrétées principalement par les 

glandes séro-muqueuses, sont surexprimées et hypersécrétées dans la lumière des voies 

aériennes, le liquide périciliaire se retrouve réduit le mucus est dense et hyper-visqueux ce qui 

concoure à l’écrasement des cils. La clairance mucociliaire est ainsi réduite à des battements 

ciliaires inefficaces incapables d’éliminer les particules ou les xénobiotiques inhalés. Enfin, 

l’altération de la clairance mucociliaire s’accompagne également d’obstructions bronchiques 

sévères et d’infections bactériennes (Cuthbert, 1991).  

 

3.2.2. Les infections bactériennes 

Les voies aériennes des patients CF sont très sensibles aux infections bactériennes. 

L’environnement déséquilibré par le dysfonctionnement ou l’absence de CFTR est favorable à 

la prolifération et à la colonisation bactérienne. Cette colonisation des voies aériennes 

supérieures et inférieures peut être variable en fonction de l’âge des patients. Une sélection de 

20 études a permis de définir un profil de colonisation bactérienne en fonction du fait qu’il 

s’agit d’une CF infantile ou adulte (Meskini et al., 2021). Le pourcentage de prévalence chez 

les nourrissons et les enfants est le plus élevé pour Streptococcus spp. (19 %) suivi par 

Haemophilus spp. (14 %) avec un pourcentage de prévalence le plus bas pour Burkholderia (5 

%), Corynebacterium spp. (5 %) et Methylobacterium (5 %), Moraxella spp (5 %), 

Porphyromonas (5 %), et Staphylococcus spp (5 %). Chez les adultes CF, la prévalence est plus 

élevée pour Pseudomonas spp. (18 %) et Staphylococcus spp. (9 %) avec les pourcentages les 

plus faibles pour Mycobacterium avium (4 %), Candida lusitaniae (4 %) et Achromobacter (4 

%). Ces résultats semblent mettre en évidence un modèle de colonisation bactérienne en 

fonction de l’âge et de l’évolution de la pathologie.  

 

3.2.3. Altération de la défense immunitaire et inflammation pulmonaire 

L’absence du canal CFTR altère les défenses innées. En effet, la modification de la 

composition et du pH du liquide de surface de l’épithélium des voies aériennes impacte 

l’activité des peptides antimicrobiens (Smith, 1996). De plus, les défensines sont dépendantes 
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Figure 17 : physiopathologie de la CF (d’après Benoît Gehl, « inflammation et mucoviscidose : 

intérêt d’une prise en charge nutritionnelle », Thèse de doctorat en pharmacie, sous la direction 

du Docteur Marc Merten, Vandoeuvre-les-Nancy, Faculté de Pharmacie, 2018). 

de la concentration ion Na+ et sont inactives en absence de CFTR (Ratjen, 2009). De cette 

manière, la réponse inflammatoire accrue et exacerbée conduit à la détérioration du tissu 

pulmonaire (Delacourt, 2003). La sécrétion exagérée de cytokines pro-inflammatoires (IL-8), 

la présence d’un stress oxydatif, un recrutement massif de cellules immunitaires (polynucléaires 

neutrophiles (PNN) et macrophages) ainsi qu’un défaut de sécrétion de glutathion, induit par le 

dysfonctionnement de CFTR, favorisent l’inflammation chronique des voies respiratoires dans 

la CF (Cohen and Prince, 2012). La mobilisation des PNN au site inflammatoire conduit à la 

libération de protéases et d’oxydants responsables de la destruction pulmonaire, ainsi que 

d’ADN bicaténaire extracellulaire (NET) dont le rôle est orienté vers la séquestration des 

bactéries présentes dans les voies ariennes mais qui participe également à l’augmentation de la 

viscosité du mucus (Figure 17 ). 
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3.2.4. Pathologies pulmonaires associées à la CF 

Chez les jeunes enfants CF, l’atteinte pulmonaire se caractérise par des bronchites 

répétées avec une toux persistante. Les enfants CF plus âgés présentent des signes 

d’insuffisance respiratoire chronique avec des sécrétions muco-purulentes. Ces sujets subissent 

des infections et une inflammation pulmonaire chronique induite soit par une bronchite à 

Staphylococcus ou à Pseudomonas, soit par une pneumonie ou encore par des bronchiolites, 

infections respiratoires des bronchioles. Ces infections engendrent l’encombrement des voies 

respiratoires par l’accumulation des sécrétions muco-purulentes. L’inflammation chronique 

provoquée par la libération de protéases et de cytokines pro-inflammatoires contribue, avec les 

infections, aux lésions pulmonaires. Ce contexte pathologique engendre des dilatations et 

destructions des bronches, les bronchectasies. Les obstructions bronchiques (bouchons 

muqueux) bloquent alors le flux d’air et peuvent engendrer un collapsus du tissu pulmonaire ou 

atélectasie défini par un effondrement d’une partie ou de l’ensemble du poumon. D’autres 

signes d’atteintes pulmonaires peuvent être observés chez les patients CF comme la présence 

de sang en provenance des voies respiratoires (hémoptysie) ou encore des difficultés ou gêne à 

la respiration (dyspnée). Le suivi des patients CF permet d’évaluer en fonction du temps les 

atteintes respiratoires par la réalisation des épreuves fonctionnelles respiratoires (EFR) au 

moyen d’un spiromètre. Cet examen participe au diagnostic d’une affection respiratoire et 

permet d’évaluer l’état respiratoire en mesurant notamment le volume d’expiration maximum 

en une seconde (VEMS) ou encore la quantité d’air expulsée dans la première seconde du test 

ou Capacité Vitale Forcée (CVF). Pour exemple, le VEMS décroit de 1 à 1,5 % par an pour les 

patients CF ce qui explique une chute du VEMS en fonction de l’âge. De plus, le rapport 

VEMS/CVF ou coefficient de Tiffeneau permet d’évaluer le degré d’obstruction bronchique. 

Pour une valeur anormale et inférieure à 0,7, ce coefficient définit un trouble ventilatoire 

obstructif non réversible. Un examen cytobactériologique des crachats (ECBC) est également 

réalisé pour une évaluation microbiologique avec potentiellement un suivi radiologique par 

scanner thoracique en cas de suivi d’infection respiratoire. 

 

3.3. Prise en charge de la pathologie pulmonaire dans la CF 

La prise en charge de l’atteinte pulmonaire dans la CF est établie selon trois axes, 

concernant à la fois l’amélioration de la clairance mucociliaire, la prise en charge des infections 

bactériennes et de l’inflammation pulmonaire respectivement par l’administration 

d’antibiothérapies et de traitements anti-inflammatoires. 
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3.3.1. Approches thérapeutiques pour la clairance mucociliaire 

L’encombrement des bronches réduit l’efficacité de la clairance mucociliaire. La 

présence du maillage d’ADN extracellulaire des neutrophiles demande la mise en place d’un 

traitement par une désoxyribonucléase recombinante humaine. La dornase alfa, commercialisée 

sous le nom de Pulmozyme® (2 500 U / 2,5 mL), hydrolyse l’ADN extracellulaire du mucus et 

diminue ainsi la viscosité des expectorations des patients atteints de la CF. De la même manière, 

la nébulisation d’une solution saline hypertonique peut aider avant et pendant les techniques de 

dégagements des voies respiratoires et semble être un complément efficace à la physiothérapie. 

Enfin, un polyol naturel (un sucre-alcool), le mannitol, largement utilisé comme un agent 

osmotique, a été utilisé pour l’amélioration de la clairance mucociliaire. Sans avoir un 

mécanisme d’action définit, le Bronchitol® facilite l’osmose une fois inhalé et permettrait 

d’induire un afflux de liquide dans les sécrétions des voies aériennes pulmonaires rendant le 

mucus moins visqueux. Le Bronchitol® est un médicament qui contient le principe actif 

mannitol et représente un complément thérapeutique intéressant pour l’expectoration des 

sécrétions purulentes des patients CF. D’autres molécules sont en essai clinique et pourraient 

représenter des traitements thérapeutiques futurs parmi lesquels se trouvent l’OligoG. C’est un 

médicament proposé sous forme liquide, à utiliser avec un nébuliseur, diminuant l’épaisseur 

des sécrétions bronchiques et actuellement en essai clinique de phase 2. Enfin d’autres 

molécules actuellement en essai clinique de phase 1, comme ARO-ENaC et EDT002 pourraient 

représenter des stratégies thérapeutiques intéressantes. 

 

3.3.2. Approches thérapeutiques contre les infections bactériennes 

L’ECBC permet de confirmer la présence d’une infection bactérienne. Après 

caractérisation de la souche pathogène, un antibiogramme est réalisé afin d’évaluer la résistance 

aux antibiotiques testés pour adapter spécifiquement l’antibiothérapie. L’une des bactéries les 

plus pathogènes dans la CF est Pseudomonas aeruginosa. La colonisation par cette souche est 

associée à un déclin plus rapide de la fonction pulmonaire des patients CF (Emerson et al., 

2002). Par la récurrence des infections bactériennes, le développement de stratégies bactéricides 

pourrait retarder l’apparition des infections. Parmi ces stratégies se trouvent la tobramycine, un 

antibiotique de la famille des aminosides produit sous forme de poudre sèche (TOBI® 

PODHALERTM, 28 mg) sous forme de traitement inhalé, rapide d’utilisation (antibiotique prêt 

à l’emploi) et pratique (inhalateur en format de poche) destiné aux patients CF. De plus, 

l’astréonam par nébuliseur, une β-lactamine monocyclique (Cayston®, 75 mg) est indiquée 
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dans le traitement des infections pulmonaires chroniques à P.aeruginosa des patients CF âgés 

de 6 ans et plus. Depuis, d’autres antibiotiques à inhaler sont en essai clinique de phase 3 comme 

la levofloxacine, antibiotique de la famille des quinolones (QuinsairTM) ou encore la colistine, 

antibiotique de la famille des polymyxines (Colifin®). D’autres stratégies sont également en 

cours de développement, comme l’oxyde nitrique (NO) inhalé (LungFitTM GO ; Thiolanox®), 

en essai clinique de phase 3, dont le but recherché est d’augmenter le niveau de NO pour 

améliorer l’élimination des bactéries et augmenter les fonctions pulmonaires des patients CF. 

Pour accélérer l’élimination des germes, le développement de futurs traitements à l’aide de 

bactériophages, actuellement en essai clinique de phase 2, ont permis d’observer, in vitro, une 

diminution de près de 80 % des souches à Pseudomonas issus d’isolats des patients CF (AP-

PA02, Armata Pharmaceuticals ; BX004, BiomX).  

 

3.3.3. Approches thérapeutiques anti-inflammatoires 

Le contexte inflammatoire précoce présent au sein des voies respiratoires CF se retrouve 

accéléré par les infections répétitives, associées également à une infiltration massive des PNN. 

Les thérapies anti-inflammatoires mises en place pour les patients CF concernent uniquement 

l’ibuprofène, un anti-inflammatoire non-stéroïdien administré à forte dose pour atténuer la 

douleur et diminuer la fièvre (Konstan et al., 1995). Bien que la thérapie à forte dose ne soit 

pas sans effets indésirables, les avantages de ce traitement semblent l'emporter sur les risques 

(Konstan, 2008; Mackey and Anbar, 2004). De nouvelles stratégies, actuellement à l’étude, 

s’appuient sur d’autres axes thérapeutiques comme des inhibiteurs d’enzymes associées à 

l’inflammation, ou encore des suppléments en acides aminés pour leur rôle protecteur face à 

l’infection. Parmi ces éléments, le brensocatib, un inhibiteur d’une enzyme activatrice des 

élastases des neutrophiles durant la maturation, la dipeptidyl peptidase-1 (DPP-1). Ce 

médicament permettrait de prolonger le délai avant la première exacerbation et réduirait leur 

fréquence chez les patients CF. Aujourd’hui, ce médicament fait l’objet d’un essai clinique de 

phase II sur des patients CF adultes puisqu’il permettrait de diminuer, en plus des exacerbations, 

l’inflammation pulmonaire. Toujours associé à l’inflammation et en essai clinique de phase II 

(APPLAUD) se trouve le fenretinide (LAU-7b). Les données actuelles semblent montrer une 

activité thérapeutique complémentaire à celle des modulateurs de la protéine CFTR, en 

favorisant le positionnement du canal Cl- à l’intérieur des radeaux lipidiques, ce qui pourrait 

aider à réduire la réponse inflammatoire des poumons CF. Il existe également d’autres stratégies 

reposant sur une augmentation de l’arginine dans les poumons (CB-280, essai clinique de phase 
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I), élément essentiel pour augmenter le niveau de NO pulmonaire nécessaire pour combattre 

l’infection. De plus, le lonodelestat (POL6014), un composé actuellement en essai clinique de 

phase I, a été conçu pour bloquer la fonction de l’élastase des neutrophiles afin de minimiser la 

destruction des tissus et diminuer l’inflammation des voies respiratoires CF. 

 

3.3.4. La transplantation pulmonaire 

C’est le dernier recours pour les patients présentant une forme sévère de la maladie et 

cette option est envisagée lorsque le patient présente une insuffisance respiratoire terminale 

engageant le pronostic vital. 

 

3.3.5. Les nouvelles approches thérapeutiques 

3.3.5.1. Les thérapies géniques 

La CF étant une maladie monogénique alors la communauté scientifique s’est orientée 

vers le développement de la thérapie du gène CFTR et de la protéine CFTR. Il existe de 

nombreuses approches à l’édition des gènes développées depuis ces vingt dernières années 

puisqu’elles peuvent se faire par l’utilisation de vecteurs viraux et non-viraux, par des ARNm 

de substitutions, par des endonucléases et par des oligonucléotides en remplaçant le gène muté 

en une copie parfaite du gène CFTR. 

 -  Les nucléases à doigt de zinc, ou Zinc Finger Nucleases (ZFN) sont des protéines dites 

« à doigt de zinc » auxquelles est associée une nucléase, le plus souvent FokI (Flavobacterium 

okeanokoites endonuclease I) (Kim et al., 1996). La particularité de ces protéines est qu’elles 

incorporent un ou plusieurs ions de zinc. Le complexe formé par la protéine avec ces ions 

permet de reconnaître des séquences de trois nucléotides. De cette manière, il est possible de 

cibler des séquences génétiques, puis grâce à l’action de la nucléase associée de procéder à une 

coupure du brin d’ADN. 

 - Transcription activator-like effector nucleases (TALEN) est une méthode qui combine 

à la fois les propriétés de liaison à l’ADN des TALE (transcription activator-like effector) et le 

clivage de l’ADN par l’endonucléase Fokl. La séquence protéique d’un TAL effector varie au 

niveau de deux acides aminés impliqués dans la reconnaissance spécifique d’un nucléotide 

particulier du génome. En conséquence, en combinant différents TAL effectors, le domaine de 

liaison à l’ADN des TALENs peut reconnaître une séquence génomique d’intérêt. 
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 -CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-

associated protein 9) : cet outil dérive du système immunitaire bactérien en réponse aux 

infections virales et aux plasmides (CRISPR de type II). Cette technologie récente fait intervenir 

trois composants : un ARN guide de 20 nucléotides nécessaires pour le ciblage du gène d’intérêt 

(crRNA, crispr RNA), un tracrRNA (trans-activating crRNA) qui va s’associer au crRNA et 

l’endonucléase Cas9. De cette manière, le tracrRNA-crRNA forme une structure d’ARN qui 

dirige l’endonucléase Cas9 pour induire une double coupure du gène d’intérêt (Jinek et al., 

2012). Les cassures franches double brin induites sont réparées par jonction d’extrémité non 

homologue ou par recombinaison homologue, système permettant l’insertion des mutations ou 

d’édition du génome (Ceccaldi et al., 2016; Lukacsovich et al., 1994). Cette découverte 

scientifique a permis aux Professeures Jennifer Doudna et Emmanuelle Charpentier d’être 

récompensées du Prix Nobel de Chimie 2020. 

- L’édition des bases ou Base editing : cette une nouvelle approche utilise des 

composants du système CRISPR et permet de convertir directement et de manière irréversible, 

d’une paire de bases à une autre au sein d'une région cible, sans nécessiter de cassures d'ADN 

double brin, de processus de réparation dirigée par homologie (HDR) ou de modèles d'ADN 

donneur. De cette manière, il existe le Cytosine base editors (CBEs) permettant la conversion 

d’un C-G en T-A ou encore la Adenine Base editors (ABEs), qui est une convertion 

enzymatique A-T en G-C (Gaudelli et al., 2017).  

- L’édition primaire ou Prime editing : cette technique a été développée pour permettre 

à la fois des réactions de transition et de transversion, ainsi que des insertions et des délétions 

de jusqu'à 80 nucléotides sans qu'il soit nécessaire de générer des cassures double brin 

(Anzalone et al., 2019). Sur le principe, une nickase Cas9 (nCas9) est fusionné à une 

transcriptase inverse modifiée est utilisée pour générer un ADN complémentaire à partir d'une 

séquence d’ARN. Cette protéine de fusion est associée à un ARN guide (prime editing guide-

RNA, pegRNA) qui oriente la nCas9 vers la séquence cible, ainsi qu’une seconde séquence qui 

va servir de matrice à l’édition de la séquence génomique souhaitée. 

De cette manière, l'édition des bases pourrait alors constituer un nouvel outil intéressant 

pour le traitement de la CF, puisque de nombreux variants CFTR pourraient être corrigés par 

un simple changement de paire de bases. Récemment, l'utilisation de tels outils d'édition de 

bases, avec sécurité sur un modèle d’organoïde CF, a démontré son efficacité et sa faisabilité 

de contre la CF avec deux ABEs respectifs (Geurts et al., 2020). La réparation génétique et 
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fonctionnelle a été obtenue dans les quatre cas, tandis que le séquençage du génome entier 

(WGS) des lignées corrigées de deux patients n'a pas détecté de mutations hors cible. De plus, 

de nouvelles stratégies thérapeutiques, en essai clinique de phase 1 et 2, sont actuellement à 

l’essai parmi lesquels se trouvent MRT5005 et 4D-710. Le MRT5005 est un nouveau 

médicament conçu pour restaurer la fonction CFTR en délivrant aux poumons des copies 

correctes de l'ARNm codant la protéine CFTR. L'administration de l'ARNm permettrait aux 

cellules pulmonaires de créer une protéine CFTR sauvage, à la bonne topologie, 

indépendamment de la mutation spécifique du gène CFTR d'une personne. Le 4D-710 est un 

vecteur de virus adéno-associé (AAV) personnalisé conçu pour délivrer un gène CFTR sain 

spécifiquement aux cellules des poumons des personnes atteintes de CF. Cela permettrait aux 

cellules pulmonaires de créer une protéine CFTR fonctionnant normalement, indépendamment 

de la mutation spécifique du gène CFTR d'une personne. 

3.3.5.2. Les thérapies protéiques 

Les thérapies de la protéine CFTR mutée visent à rétablir autant que possible sa 

localisation à la membrane plasmique en plus de participer à la formation et sa fonction canal 

chlorure au niveau de l’épithélium. Les modulateurs de CFTR constituent un groupe spécialisé 

de molécules thérapeutiques qui s'attaquent à la cause sous-jacente du dysfonctionnement de la 

protéine CFTR. Parmi ces modulateurs se trouvent des correcteurs (Lumacaftor, Tezacaftor et 

Elexacaftor), des potentiateurs (Ivacaftor), des stabilisateurs (Cavosonstat) ou encore des 

translecteurs (ELX-02) (Figure 18 ) (Lee et al., 2021). 

 

3.3.5.2.1. Les correcteurs de CFTR 

Les correcteurs sont des molécules capables de corriger les anomalies de la protéine 

CFTR et de la rendre disponible à la surface de l’épithélium. Trois correcteurs ont été 

développés par Vertex Pharmaceuticals : Lumacaftor, Tezacaftor et Elexacaftor. Lumacaftor 

(VX-809) est un médicament administré pour les mutations de classes II en prenant en compte 

un défaut de repliement de la protéine CFTR conduisant à sa dégradation. En favorisant le bon 

repliement de la protéine et en évitant sa dégradation, Lumacaftor augmente la maturation de 

la protéine CFTR ainsi que son expression à la membrane plasmique (Van Goor et al., 2011). 

Cependant, elle ne semble pas influer sur la sécrétion des ions Cl- dans la sueur ou de variation 

du VEMS chez les patients F508del homozygotes (Clancy et al., 2012) (NCT00865904). 

Tezacaftor (VX-661) possède une structure similaire au Lumacaftor. Sa fonction est de corriger 

le positionnement de la protéine CFTR à la surface de la cellule pour permettre la formation 
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d'un canal adéquat et améliorer la circulation de l'eau et des sels à travers la membrane cellulaire 

(Sala and Jain, 2018). Enfin, Elexacaftor (VX-445) améliore la maturation et le trafic de la 

protéine CFTR mutée. 

 

3.3.5.2.2. Le potentiateur de CFTR 

Cette stratégie thérapeutique repose avant tout sur l’étude in silico de la structure 

tridimensionnelle de CFTR pour mettre au point des potentiateurs qui vont augmenter la 

fonction résiduelle de CFTR. Parmi eux se trouvent Ivacaftor (VX-770, Kalydeco®) qui a été 

le premier potentiateur de la conductance en Cl- via un mécanisme ATP-indépendant non 

conventionnel (Eckford et al., 2012). Il cible la cause sous-jacente de la CF, à savoir la protéine 

CFTR défectueuse. Il facilite l'ouverture du canal CFTR à la surface de la cellule pour permettre 

au chlorure et au sodium d'entrer et de sortir de la cellule. Lors des essais cliniques, les patients 

CF ont montré une amélioration de leur fonction pulmonaire, une diminution des exacerbations 

pulmonaires, une prise de poids et enfin une qualité de vie améliorée. Initialement développé 

pour la mutation G551D (mutation de classe III ; Gly551Asp), ce traitement peut être 

administré pour les classes II à VI en fonction des mutations (Cheng et al., 2019; Moss et al., 

2015; Ramsey et al., 2011; Van Goor et al., 2014).  

 

3.3.5.2.3. Les stabilisateurs de CFTR  

Ces molécules ont pour rôle d’augmenter l’expression et la durée de localisation à la 

membrane de CFTR (Clancy et al., 2019). Le Cavosonstat (N91115, Nivalis) est un nouveau 

modulateur de CFTR (Donaldson et al., 2017). Il est proposé pour augmenter la stabilité de 

CFTR en réduisant la dégradation associée au réticulum endoplasmique (RE) et en prolongeant 

la durée de localisation de CFTR dans la membrane cellulaire. Le Cavosonstat exerce ses effets 

sur la fonction de CFTR F508del par le biais d’une inhibition de la S-nitrosoglutathione 

réductase (GSNOR) et la préservation subséquente du S-nitrosoglutathion (GSNO), le S-

nitrosothiol (SNO) de faible poids moléculaire le plus abondant. Dans une étude de phase 2 sur 

le Cavosonstat en association avec l'Ivacaftor, le cavosonstat n'a pas démontré de bénéfice dans 

le critère principal de l'étude, à savoir la modification de la fonction pulmonaire 

(NCT02275936, NCT02013388, NCT02500667). 
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3.3.5.2.4. Les amplificateurs de CFTR 

Les amplificateurs permettent uniquement d’augmenter la quantité des variants de 

CFTR disponibles à la membrane en vue d’augmenter son activité par d’autres modulateurs de 

CFTR comme les correcteurs et potentiateurs. Parmi ces amplificateurs se trouvent le 

Nesolicaftor (PTI-428). Un essai clinique de phase II a été conduit pour tester la sécurité et 

efficacité du ce composé seul ou en combinaison avec deux autres modulateurs de CFTR, 

Posenacaftor (PTI-801) et Dirocaftor (PTI-808). Le Nesolicaftor n'a pas réussi à augmenter le 

sauvetage des protéines CFTR mutées G542X-CFTR ou de W1282X-CFTR (mutation de classe 

1). En revanche, son efficacité dans les cellules CFBE41o exprimant la protéine CFTR avec la 

mutation F508del a permis d’améliorer le sauvetage par le VX-809 de manière synergique. Il 

s’est montré efficace pour augmenter la fonction de CFTR ainsi que son activité associée aux 

canaux ENaC et TMEM16A dans les cellules épithéliales bronchiques primaires (Venturini et 

al., 2021).  

 

3.3.5.2.5. Les inducteurs de « translecture » 

Les inducteurs de « translecture » sont des agents de lecture des codons stop prématurés 

(premature termination codon, PTC) qui suppriment les PTCs, produisent une lecture 

traductionnelle par le ribosome et une protéine complète subséquente. Parmi ces inducteurs se 

trouvent l’Ataluren et le ELX-02. L’Ataluren (TranslarnaTM ; PTC-124, PTC Therapeuticss®) 

entraine la poursuite de la traduction au-delà du codon stop prématuré et l’amélioration du 

transport des ions Cl- au niveau de l’épithélium nasal des patients. Malgré cette innovation, 

l’Ataluren ne semble pas améliorer la fonction pulmonaire des patients CF et l’essai clinique a 

été interrompu. Ce traitement aurait pu représenter une stratégie intéressante pour les mutations 

de classe I caractérisées par la présence d’un codon stop prématuré aboutissant à la production 

d’une protéine tronquée. Malgré tout, d’autres agents de translecture ont montré des résultats 

intéressants parmi lesquels se trouvent ELX-02 (Eloxx Pharmaceuticals). Effectivement, ELX-

02 est un composé conçu pour restaurer la fonction CFTR chez les patients CF présentant des 

mutations non-sens G542X (c.1624G>T; mutation de classe I) (Crawford et al., 2021). ELX-

02 est destiné à permettre aux cellules pulmonaires de passer le codon stop prématuré et de 

produire une protéine CFTR fonctionnelle de pleine longueur. Une étude de phase 2 visant à 

tester la sécurité et la tolérance d'ELX-02 est en cours. L'étude est réalisée sur des patients CF 

qui possèdent au moins une copie de la mutation CFTR (G542X). 
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3.3.5.2.6. Thérapies protéiques combinées 

L’efficacité des différents potentiateurs et correcteurs de CFTR ont permis de 

développer des thérapies protéiques combinées parmi lesquelles se trouvent le Trikafta®, 

l’Orkambi® ou encore le Symdeko® (Tableau 3 ). 

 

Le Trikafta®  

Le Trikafta® est une thérapie combinée de trois modulateurs. L’elexacaftor (VX-445) et 

le tezacaftor (VX-661) sont des correcteurs de CFTR, un type de modulateur conçu pour fixer 

la protéines CFTR défectueuse afin d’avoir un adressage de la protéine au bon endroit. 

L’ivacalftor est un potentiateur. Une fois la protéine à la surface, les potentiateurs vont faciliter 

l’ouverture du canal chlorure pour permettre aux ions Cl- et Na+ d’entrer et de sortir de la cellule. 

Ce médicament est approuvé pour les adultes et les enfants de 12 ans et plus avec au moins une 

mutation F508del ou l’une des 177 autres mutations approuvées par la FDA. Trikafta® a 

également été associé à des améliorations significatives du chlorure de la sueur, des 

exacerbations pulmonaires et de la qualité de vie. 

 

Figure 18: impacts des modulateurs de CFTR sur les différents variants de CFTR (modifié 

d’après Lee et al, 2021). 
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L’Orkambi®  

L’Orkambi® est une thérapie combinée associant le lumacaftor (VX-809), qui est conçu 

pour adresser la protéine CFTR défectueuse à la surface des cellules, et l'ivacaftor (VX-770), 

qui contribue à améliorer la fonction de la protéine en tant que canal chlorure à la surface des 

cellules. Une étude de phase 3 d'Orkambi® chez les enfants âgés de 12 mois à 24 mois est en 

cours. 

Le Symdeko® 

Le Symdeko® est une thérapie combinée associant le tezacaftor (VX-661), un composé 

conçu pour déplacer la protéine CFTR défectueuse au bon endroit à la surface des cellules des 

voies respiratoires, et l'ivacaftor (VX-770), qui contribue à faciliter l'ouverture du canal 

chlorure à la surface des cellules pour permettre au chlorure et au sodium d'entrer et de sortir 

de la cellule. Une étude de phase 2 pour les patients CF qui ont deux copies de la mutation 

F508del a été achevée en janvier 2015. Elle a notamment permis de mettre en évidence un 

composé efficace et bien toléré pendant une période de 120 jours et également de confirmer un 

effet bénéfique de cette thérapie par un ralentissement du déclin des fonctions pulmonaires 

(Flume et al., 2021). Deux études de phase 3 du tezacaftor en association avec l'ivacaftor ont 

montré des résultats positifs en 2017. L’essai EVOLVE s’adressait aux patients CF F508del 

homozygotes et a démontré une amélioration de la fonction respiratoire avec un gain de 4 points 

de pourcentage du VEMS des patients traités durant 24 semaines (Taylor-Cousar et al., 2017) 

(NCT02347657). En revanche, l’essai EXPAND a été réalisé sur des patients CF possédant une 

mutation F508del ainsi qu’une mutation résiduelle puis traités soit par le tezacaftor-ivacaftor, 

soit par l’ivacaftor seul ou soit le placebo. Une amélioration de la valeur prédictive du VEMS 

de 6,8 points de pourcentage et de 4 points de pourcentage a été observée respectivement pour 

le traitement combiné tezacaftor-ivacaftor et ivacaftor seul par comparaison au placebo (Rowe 

et al., 2017). 
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Tableau 3: stratégies thérapeutiques et traitements associés aux variants CFTR 
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Chapitre 3: Inflammation pulmonaire  

La présence de pathogènes ou d’allergènes au sein des voies aériennes engagent la 

première ligne de défense représentée par les cellules épithéliales pulmonaires. Cette première 

alerte déclenche une réponse immunitaire immédiate en sollicitant, dans un premier temps, 

l’immunité innée puis acquise. L’immunité innée intervient en induisant une réaction 

inflammatoire via les cellules immunitaires telles que les polynucléaires neutrophiles (PNN), 

les cellules dendritiques et les macrophages. Elle peut être un phénomène précoce initié dès le 

plus jeune âge, sans qu’aucun agent infectieux ne soit isolé, laissant supposer qu’elle peut être 

initiée par des phénomènes non-infectieux (Delacourt, 2003; Zahm et al., 1997). 

L’inflammation peut être également déclenchée par une atteinte pulmonaire progressive en lien 

avec une infection chronique des voies aériennes. Une étude comparant des enfants CF versus 

non-CF a montré que pour une même charge bactérienne dans les voies aériennes, 

l’inflammation est plus marquée chez les enfants CF (Khan et al., 1995; Muhlebach et al., 

1999). L’inflammation reste cependant plus marquée chez des nourrissons CF infectés que chez 

des nourrissons CF non-infectés (Dakin et al., 2002). 

 

1. Les médiateurs de l’inflammation  

Dans les conditions physiologiques, les voies aériennes sont nettoyées des bactéries par 

la clairance mucociliaire. En revanche, dans des conditions pathologiques et notamment 

associées à la CF, la présence de bactéries est détectée, qui interagissent via des motifs 

moléculaires associés aux pathogènes (Pathogen-associated molecular pattern, PAMP) avec des 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptor, PRR) 

exprimés à la surface des cellules immunitaires ou épithéliales. Les PRR comprennent les 

récepteurs TLR (Toll-like receptors) associés à la membrane, les récepteurs NLR (Nod-like 

receptors) cytoplasmiques et les récepteurs RLR cytoplasmiques (retinoic acid inducible gene 

I-like helicase receptors). Dix TLRs, 23 NLRs et 3 RLRs ont été identifiés chez l'homme, avec 

seulement un sous-ensemble de membres bien caractérisés de la famille NLR (NALP1, NALP3, 

NOD1, NOD2 et IPAF) et RLR (RIG-1 et MDA5). Les PAMPs sont des motifs spécifiques, 

conservés qui peuvent être des protéines, des acides nucléiques, des lipides et des glucides 

microbiens. Les PRR sont également capables de détecter des signaux de danger (Danger-

Associated Molecular Pattern, DAMP). Ces signaux peuvent être nucléaires, cytoplasmiques, 

mitochondriaux ou encore issus du réticulum endoplasmique. Dans le tableau 4 ci-dessous est 

présentée une liste non exhaustive de différents PRR en association avec leur PAMP/DAMP. 
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Tableau 4: principaux récepteurs de reconnaissances de motifs moléculaires de l'immunité 

innée et exemples de leurs ligands (PAMP/DAMP) (modifié d'après Sheldon et al, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En fonction de la nature de l’effecteur, les cellules « sentinelles » du système 

immunitaire résidant dans les tissus (neutrophiles, macrophages, mastocytes, cellules 

dendritiques) vont sécréter des médiateurs de l’inflammation (cytokines pro-inflammatoires, 

chimiokines, histamines, dérivés lipidiques) nécessaires à l’activation des cellules endothéliales 

et à l’attraction des cellules immunitaires. Cette étape participe également à la transmigration 

et donc au recrutement de cellules immunitaires au niveau du foyer inflammatoire. 

 

2. Les polynucléaires neutrophiles dans la CF  

Les PNN sont des leucocytes jouant un rôle majeur dans le système immunitaire. Ils 

peuvent représenter jusqu’à 60 % des leucocytes humains circulants avec une durée de vie 

courte (± 12 heures). Leur principale fonction est microbiocide en participant directement à la 

phagocytose des microorganismes. Cette activité est renforcée par la dégranulation et la 

libération de ROS ainsi que la sécrétion de chimiokines (IL-8, IP-10, MIP-1α) et de cytokines 
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(TNF-α, CXC, IL-1β, IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-13). Les PNN sont capables de contrôler la 

croissance bactérienne, avec la libération des ROS mais également par la sécrétion des 

protéases, hydrolases et des défensines. Ils synthétisent d’autres médiateurs parmi lesquels nous 

pouvons citer des cytokines anti-inflammatoires (IL-1RA, TGF-β), des facteurs de croissance 

(G-CSF, GM-CSF) et des facteurs fibrogéniques et angiogéniques (TGF-⍺, HFG et VEGF) 

(Cassatella, 1999). 

Les récepteurs de surface cellulaire des PNN sont capables de détecter des gradients 

chimiques de molécules telles que l'interleukine-8 (IL-8), l'interféron-gamma (IFN-γ) et 

l’anaphylatoxine C5a. Dans le poumon, le chimioattractant majoritairement impliqué dans la 

migration et l’infiltration des PNN est l’IL-8 (CXCL-8) (Leonard and Yoshimura, 1990; Kunkel 

et al., 1991; Inoue, 1999; Cassatella, 1999).  

Les infections bactériennes chroniques causent des dommages irréversibles au niveau 

des poumons CF. De plus, l’inflammation dans la CF est majoritairement influencée par l’afflux 

abondant des PNN vers la surface de l’épithélium des voies aériennes. L’élastase du neutrophile 

(NE, Neutrophil Elastase) libérée induit une surexpression des mucines MUC-5AC (Ye et al., 

2019) et augmente la sécrétion de l’IL-8 par les cellules épithéliales (Devaney et al., 2003). 

L'IL-8 augmente également la libération de NE des neutrophiles ce qui entraîne une 

inflammation auto-entretenue des neutrophiles et un excès de NE dans l’ASL (Taggart et al., 

2000). L’activité protéolytique de la NE clive les récepteurs CXCR1 (C-X-C motif chemokine 

Receptor-1), récepteurs de l’IL-8 présent à la surface des PNN. Les fragments de CXCR1 

stimulent la production d’IL-8 par les cellules épithéliales. De cette manière, la réponse 

inflammatoire induite par les PNN reste maintenue dans les voies aériennes (Hartl et al., 2007). 

Les enfants CF présentent une inflammation neutrophilique des voies aériennes mais 

qui, dans les premiers temps, peut être sans infection bactérienne détectée (Khan et al., 2019). 

Les médiateurs lipidiques, les cytokines inflammatoires et les différents signaux pathogènes 

font évoluer l’inflammation, avec apparition d’une NETose conduisant à un mucus encore plus 

visqueux (Nichols and Chmiel, 2015). De plus, la réponse immunitaire exagérée génère au sein 

des voies respiratoires des patients CF, la présence d’un stress oxydatif qui accentue la 

dégradation pulmonaire menant à la bronchectasie (Cohen-Cymberknoh et al., 2013) (Figure 

19 ). Chez les patients CF présentant des variants sévères de CFTR (par exemple, F508del et 

G551D), les PNN possèdent une survie prolongée et une diminution de la phagocytose et de la 

dégranulation (Gray et al., 2018).  
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Figure 19: modèle d'inflammation neutrophilique CF (modifiée d’après Nichols et al, 2015). 

 

 

 

3. Les macrophages dans la CF 

Le rôle des macrophages a été largement négligé dans la physiopathologie de la CF, 

l'accent étant mis sur les neutrophiles et les cellules épithéliales. Cependant, la dérégulation des 

macrophages pourrait nuire à la résolution de l'inflammation en raison d'une incapacité à agir 

comme une cellule suppressive, entraînant alors une inflammation/infection chronique. 

Certaines études ont suggéré que les propriétés altérées des cellules immunitaires CF pourraient 

contribuer à la mise en place d’une l'inflammation pulmonaire incontrôlée. Des études 

s’intéressant aux macrophages alvéolaires issus de patients CF ont mis en évidence une fonction 

de phagocytose réduite pour E. coli comparée à une population de macrophages témoins non-

CF (Simonin-Le Jeune et al., 2013). De plus, le pourcentage de P.aeruginosa vivantes 

intracellulaires a été comparé entre des macrophages de patients CF et non-CF. Les résultats 

ont permi également de mettre en évidence un défaut d’activité bactéricide des macrophages 
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CF (Del Porto et al., 2011). En outre, les LBA des souris CFTR-/- présentent, en réponse au LPS 

de P. aeruginosa, des concentrations significativement plus élevées de cytokines pro-

inflammatoires libérées par les macrophages (IL-1α, IL-6, G-CSF et IL-8) que les LBA des 

souris sauvages (Bruscia et al., 2009). Dans la CF, le stress du réticulum endosplasmique induit 

l’activation de IRE1α conduisant à une augmentation de l’expression de XBP1s. Cette voie 

IRE1α/XBP1 de l’UPR (Unfolded Protein Response) dans le réticulum endoplasmique est 

responsable de l’augmentation de la production et de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoire par les macrophages alvéolaires des patients CF (Hull-Ryde et al., 2021; 

Lubamba, 2017) et pourrait donc représenter une voie thérapeutique intéressante dans le cadre 

de la CF. 

 

4. Le déséquilibre des cytokines inflammatoires 

La mise en place de la réponse immunitaire et inflammatoire passe par l’équilibre entre les 

cytokines pro-/anti-inflammatoires. Dans la CF, l’analyse des expectorations de patients CF 

permettent de visualiser leur statut inflammatoire à travers la quantification de ces 

biomarqueurs. Cet équilibre se retrouve perturbé avec notamment une augmentation 

significative de l’IL-8, du TNF-α, de l’IL-1β, de l’IL-6 et une diminution significative de l’IL-

10. 

 

4.1. L’interleukine 8 

L'IL-8 est une chimiokine produite principalement par les PNNs, les macrophages et les 

cellules épithéliales pulmonaires en réponse à des stimuli infectieux et inflammatoires. Elles 

présente un chimiotactisme pour les PNN, les lymphocytes T et les basophiles (Dean et al., 

1993). Des études ont également montré que l'IL-8 possède d'autres effets immunomodulateurs, 

notamment la capacité d'induire l'expression de la métalloprotéinase-9 matricielle (MMP-9), de 

libérer du TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) et d'amorcer le métabolisme 

oxydatif des neutrophiles (Kobayashi, 2008). Dans la CF, les taux élevés d’IL-8 dans les 

crachats de patients CF ainsi que le contexte pro-inflammatoire avec le recrutement massif des 

PNN, pourraient refléter une sécrétion constitutive d’IL-8 par les cellules épithéliales 

bronchiques CF (Tabary et al., 1999, 1998).   
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4.2. L’interleukine-1β 

L'interleukine-1β (IL-1β) est un médiateur inflammatoire majeur lors d’atteintes 

pulmonaires, impliquée dans le recrutement de cellules effectrices inflammatoires et l'induction 

de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-6 et IL-8 dans de nombreux 

types cellulaires incluant les macrophages et les cellules épithéliales. Des études antérieures 

confirment le rôle de l'IL-1β dans la pathogenèse de la CF. Les niveaux d'IL-1β sont augmentés 

dans les LBA des patients CF en présence d’un contexte infectieux (Armstrong et al., 2005; 

Bonfield et al., 1995; Osika et al., 1999). Cette augmentation a été associée dans le temps à une 

infection par P.aeruginosa (Douglas et al., 2009). D’autres part, le polymorphisme du gène de 

l'IL-1β peut être également associé à divers degrés de gravité de la maladie chez les patients CF 

(Levy et al., 2009).  

 

4.3. Le facteur de nécrose tumorale-α 

Le facteur de nécrose tumorale-α ou Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) est une cytokine 

pro-inflammatoire. Il possède de nombreux rôles puisqu’il peut conduire à l’apoptose des 

cellules cibles ou à l’inverse permettre la survie cellulaire. Il est majoritairement produit par les 

macrophages mais également par les cellules épithéliales et les cellules T CD4+. Le TNF-α fait 

partie des biomarqueurs CF fréquemment évalués qui pourrait être suivi dans le cadre d’essais 

cliniques dans la CF (Lepissier et al., 2021). L’analyse des crachats a permis de mesurer le taux 

de TNF-α qui était significativement augmenté pour le groupe CF en comparaison d’un groupe 

témoin (Osika et al., 1999). 

 

4.4. L’interleukine-6  

L’interleukine-6 (IL-6) est une cytokine pro-inflammatoire de l’immunité innée. Elle 

joue un rôle clé sur les cellules de l’immunité, dans la régulation de l’inflammation aiguë et de 

l’inflammation chronique. L’hypersécrétion d’IL-6 et de son récepteur IL-6R induisent 

l’inflammation à la suite d’une infection ou d’une lésion tissulaire. L’IL-6 est également 

capable d’induire la différenciation des cellules T CD8+ en cellules T cytotoxiques (Okada et 

al., 1988). L’évaluation de l’inflammation a permis de constater une augmentation de 

l’expression et de la sécrétion d’IL-6 dans la CF à l’état basal (Fayon et al., 2008). En outre, 

dans les LBA d’enfants CF infectés, la concentration en IL-6 est significativement supérieure 

à celle des LBA non-CF ou CF non-infectés (Armstrong et al., 2005). 
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4.5. Les leukotriènes  

Dans les expectorations et les LBA des patients CF sont retrouvés des taux élevés 

d'eicosanoïdes (Konstan et al., 1993). De tous les eicosanoïdes présents dans les voies 

respiratoires, les leukotriènes B4 (LTB4) sont les chimioattractants les plus puissants des 

neutrophiles. Les LTB4 dérivés des neutrophiles contribuent probablement au recrutement de 

neutrophiles supplémentaires (Ford-Hutchinson et al., 1980). Les produits des neutrophiles, 

comme la NE, peuvent également contribuer à la charge chimiotactique des LTB4 en stimulant 

les macrophages alvéolaires à libérer également des LTB4 (Hubbard et al., 1991).  

 

 

4.6. L’interleukine-10 

L’interleukine-10 est une cytokine anti-inflammatoire dont le principal rôle est de 

diminuer l’inflammation médiée par les macrophages et les lymphocytes T (Th1). Il a été 

proposé que la régulation négative de la production d'IL-10 chez les patients CF pourrait 

représenter un événement critique dans la réponse inflammatoire excessive des voies 

respiratoires. En effet, il a été démontré que les sécrétions pulmonaires contenaient moins d'IL-

10 que celles des sujets témoins (Bonfield et al., 1995b). Bonfield et al. ont également montré 

que les cellules épithéliales bronchiques normales produisaient de manière constitutive IL-10 

et que cette expression était diminuée dans les cellules CF (Bonfield et al., 1995a). 

La plupart des patients CF présentent des infections polymicrobiennes mais P. 

aeruginosa reste le micro-organisme le plus fréquemment cultivé dans les fluides pulmonaires 

CF. L'infection bactérienne déclenche une réponse inflammatoire vigoureuse (Figure 20 ). 

Cette réponse dans la CF a permis de mettre en évidence l’implication de différents récepteurs 

de surfaces cellulaire (PRR) nécessaires au déclenchement des cascades associées à 

l’inflammation parmi lesquelles se trouvent les voies NF-κB, MAPK et AP-1. Cette réponse 

initiée par les cellules épithéliales et les PNN permet notamment de sécréter de nombreux 

médiateurs représentés par des cytokines (TNF-α, IL-6) et des chimiokines (IL-8), ainsi que des 

protéases (NE), des ROS et des composés lipidiques (LTB4). Bien que les PNN et les cellules 

épithéliales aient été les plus étudiés, de nombreuses autres cellules, notamment les 

macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes T, les lymphocytes B participent 

activement à la réponse inflammatoire de l'hôte dans la CF. L’ensemble de ce contexte permet 

notamment d’observer la différenciation des cellules Th17 en PNN , ce qui pourrait concourir 

à l’accumulation de ces cellules dans la CF. De plus, les cellules musculaires lisses des voies 
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Figure 20: vue simplifiée de la réponse inflammatoire des voies respiratoires dans la CF 

(modifiée d’après Nichols et al, 2015 ; et Bui et al, 2012). 

Abréviations : CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Receptor ; ENac, Epithelial Na+ Channel ; G-

CSF, Granulocyte-Colony Stimulating Factor ; GM-CSF, Granulocyte-macrophage Colony-Stimulating Factor ; 

ICAM, molécule d'adhésion intercellulaire; , IL, interleukine ; LTB4, leukotriène B4 ; MMP, métalloprotéinase 

matricielle ; MUC, mucines ; NE : Neutrophil Elastase PE, Prolyl endopeptidase ;  ROS, reactives oxygen 

species ; TGF, Transforming Growth Factor ; TLR, Toll-Like Receptor ; TNF,Tumor Necrosis Factor ; 

VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor. 

 

respiratoires produisent également des médiateurs inflammatoires necéssaires à la mise en place 

de la phase vasculaire de l’inflammation, en diminuant notamment leurs protéines de jonction 

intercellulaire (PECAM-1, VE-cadherine) nécessaires à la transmigration des cellules 

immunitaires (Bui et al., 2012; Nichols and Chmiel, 2015).  
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Chapitre 4 : Acide Hyaluronique 

1. Structure de l’Acide Hyaluronique 

L'acide hyaluronique (AH) a été découvert pour la première fois au département 

d'ophtalmologie de l'université Columbia de New York en 1934, dans l'humeur vitrée de bœuf. 

Plus tard, il fut découvert dans divers tissus et fluides de vertébrés ainsi que chez l'homme. Il 

s'agit d’un glycosaminoglycane (GAG), retrouvé sous forme de longues chaînes linéaires 

composées d'unités répétitives dissacharidiques composées d’acide glucuronique et de 

glucosamine, liées entre elles par des liaisons glycosidiques alternées β1,3 et β1,4 [-D-acide 

glucuronique-β1,3-N-acétyl-D-glucosamine-β1,4-]n (Figure 21 ). La présence de multiples 

charges négatives permet à l'AH d'exister sous forme acide ou sous forme de sel, principalement 

de sodium (hyaluronate de sodium). Contrairement aux autres GAG, l'AH est la seule chaîne 

polysaccharidique non sulfatée qui peut atteindre un poids moléculaire de 107 Da et une taille 

d'environ 25 µm.  

 

Figure 21: structure chimique de l'acide hyaluronique (d'après Marinho, 2021) 

 

2. Caractéristiques physico-chimiques de l’AH 

La principale propriété de l'AH est sa grande affinité pour l'eau. Sa topologie linéaire non 

ramifiée lui donne la possibilité d'absorber jusqu'à mille fois son poids en eau. Ainsi, l’AH 

possède une texture gélifiée très recherchée pour traiter de nombreuses maladies inflammatoires 

chroniques, comme les douleurs articulaires ou l'arthrite rhumatoïde. L'AH possède également 

une viscoélasticité importante (Kobayashi et al., 1994). Chaque molécule d'AH possède une 

partie terminale hydrophile et une partie terminale hydrophobe, et grâce aux pôles 

complémentaires, les molécules d'AH s'assemblent pour former un réseau de polymère. Ces 
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caractéristiques permettent donc de former un gel doté de propriétés viscoélastiques 

importantes pour un rôle dans le renforcement de la matrice extracellulaire (Gall, 2010). Au 

niveau des bourses synoviales des articulations, ce gel agirait comme un lubrifiant et un 

amortisseur des structures articulaires et tendineuses (Tamer, 2013). Ces propriétés 

rhéologiques facilitent en outre la prolifération et la migration des cellules ainsi que la 

cicatrisation des plaies. L'AH s'infiltre facilement dans les tissus, grâce à cette viscoélasticité 

qui dépend fortement des conditions de température, de pH et de force ionique. En effet, lorsque 

le pH est acide (pH <4) ou basique (pH >11) (Miguel et al., 2019), l'AH est hydrolysé, ce qui 

entraîne une diminution de sa viscosité et une perte de l'intégrité du réseau de polymères de 

l'AH. Cependant, l’AH peut subir des déformations tout en continuant de fixer des molécules 

d'eau et des ions nécessaires pour assurer l'hydratation des tissus. Toutes les caractéristiques 

mentionnées expliquent pourquoi il s'agit d'un bon matériau de remplissage. L'AH présente 

l’avantage d’être un composé non toxique, biocompatible et biodégradable (Dicker et al., 

2014). De plus, il peut être modifié chimiquement de manière covalente sur ses fonctions 

hydroxyles ou carboxylates afin notamment d'améliorer ses propriétés mécaniques par 

réticulation, et de réduire sa vitesse de dégradation. En effet, il est dégradable de manière 

enzymatique par les hyaluronidases et absorbable pour l’activation de multiples voies de 

signalisations.  

 

L’AH peut être caractérisé en fonction de sa taille. Lorsqu’elle est comprise entre 6 000 

et 1 000 kDa, l’AH est défini comme de haut poids moléculaire (HMW-HA, High Molecular 

Weight-Hyaluronic Acid). Pour les fragments compris entre 1 000 kDa et 250 kDa, les 

molécules d’AH sont appelées des MMW-HA (Medium Molecular Weight-Hyaluronic Acid). 

Les LMW-HA (Low Molecular Weight-Hyaluronic Acid) sont des fragments d’AH de taille 

comprise entre 250 et 10 kDa. Enfin, l’o-HA (Oligo-Hyaluronic Acid) est un AH de taille 

inférieure à 10 kDa. Une autre particularité de l’AH est sa présence sous une forme de très haut 

poids moléculaire (vHMW-HA) chez le rat taupe nu, associée à une résistance de ces animaux 

au cancer (Tian et al., 2013). Cet éventail de poids moléculaires associés à des fonctions 

biologiques qui peuvent être différentes permet d’appréhender la balance existante entre les 

HMW-HA et les LMW-HA et la nécessité d’une régulation efficace lors des processus 

biologiques et pathologiques dont certains exemples sont cités dans le tableau 5 (Monslow et 

al., 2015). 
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Tableau 5: résumé et signification pathologique de la taille de l'AH in vivo (d’après Monslow 

et al, 2015). 

Le poids moléculaire (MW) de l'AH est divisé en très élevé (vHMW 6000-12000 kDa ; AH de rat taupe 

nu), élevé (HMW > 1 000 kDa), moyen (MMW 250-1 000 kDa), faible (10-250 kDa), et Oligo-HA. 

 

L’omniprésence de l’AH dans de nombreux tissus lui confère la capacité de déclencher 

des interactions ligand-récepteur avec des hyaladhérines, parmi lesquelles se trouvent CD44, 

TLR-2/4, RHAMM, Stab-2/HARE, TSG-6, LYVE-1. 

 

3.  Les Hyaladhérines 

3.1. CD44 

Le CD44 ou Cluster of Differentiation 44 est une glycoprotéine de surface cellulaire 

longtemps étudiée en raison de son rôle essentiel dans les activités physiologiques des cellules 

normales et les activités pathologiques des cellules cancéreuses, telles que la prolifération, 

l'adhérence et la migration cellulaires, l'angiogenèse, l'inflammation et le réarrangement du 

cytosquelette (Weng et al., 2022). Il a été démontré que CD44, par son interaction avec l’AH, 

régule des mécanismes comme la migration cellulaire, la survie et l’adhérence cellulaire, et 
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Figure 22: épissage alternatif du récepteur CD44 humain (modifiée d’après Weng et al, 

2022). 

 

A-Structure de la protéine CD44 ; B-Variants CD44 ; toutes les isoformes de CD44 ont un domaine 

de liaison à l’AH. CD44s est la plus petite isoforme de CD44 et ne contient pas d'exons d'épissage. 

 

laisse supposer son implication dans l’homéostasie tissulaire. C’est également un récepteur qui 

peut être soumis à l’épissage alternatif de son domaine extracellulaire par délétion/apparition 

d’un ou plusieurs exons au niveau de sa région variable (CD44v) (Figure 22 ). Au niveau 

pulmonaire, il a été démontré que les fragments d’AH, via leur interaction avec CD44, 

favorisent la dimérisation CD44-EGFR, l’activation EGFR/MAPK et en conséquence la 

surproduction de la mucine MUC-5B, mimant ainsi l’effet des ROS (Casalino-Matsuda et al., 

2009). Par ces interactions, l’activité des tyrosines kinases associées aux voies de signalisation 

médiées par MAPK ou NF-κB est augmentée chez les patients atteints de bronchites chroniques 

et autres pathologies pulmonaires où le stress oxydatif et l’hypersécrétion de mucus sont 

présents (Casalino-Matsuda et al., 2004).  
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3.2. RHAMM 

RHAMM ou Receptor for Hyaluronan Mediated Motility, est une protéine associée aux 

microtubules jouant un rôle dans la motilité cellulaire. Le domaine unique de liaison de 

RHAMM à l’AH a été identifié, qui se compose de deux acides aminés basiques (K ou R) 

flanquant un enchaînement de sept acides aminés (Yang et al., 1994). La liaison de l’AH à 

RHAMM favorise la phosphorylation des protéines kinases du complexe d’adhésion cellulaire 

incluant FAK1 (Hall et al., 1994). Ce récepteur est également impliqué dans des processus de 

transformation, dans la croissance ou encore la prolifération cellulaire en régulant l’activité des 

kinases ERK. Ainsi, RHAMM peut interagir avec l’actine et les microtubules cellulaires 

(Assmann et al., 1999), ce qui suggère l’implication de l’AH à moduler les fonctions associées 

comme la migration et la prolifération cellulaire (Turley et al., 2002). Il a été démontré 

également que l’AH participerait à la protection des voies aériennes en augmentant la fréquence 

du battement ciliaire (CBF) des cellules de l’épithélium des voies aériennes. En effet, l’AH, 

augmente la CBF de 16 % après une semaine de traitement de cellules trachéales ovines (Lieb 

et al., 2000). Cette augmentation de la CBF stimulerait la clairance mucociliaire via 

l’interaction AH-RHAMM au niveau de l’apex des cellules ciliées trachéales (Forteza et al., 

2001). Enfin, il a été démontré que les HMW-HA seraient fragmentés par les ROS en LMW-

HA ce qui aurait pour conséquence d’augmenter la CBF via une voie de signalisation médiée 

par RHAMM (Manzanares et al., 2007). 

 

3.3. TLRs 

Les TLRs (Toll-Like Receptors) jouent un rôle essentiel dans la défense de l'hôte. Ils 

sont présents à la surface des cellules (TLR-1-6,-10) et dans les endosomes (TLR-3, TLR-7/8, 

TLR-9). Les cellules pulmonaires expriment tous les récepteurs TLR en particulier TLR2, TLR-

3, TLR-4, TLR-5 et TLR-6 (Figure 23 ) (Kovach and Standiford, 2011). L’implication de 

l’AH de bas poids moléculaire dans l’inflammation serait associée à son interaction avec les 

récepteurs TLR-4 et dans une moindre mesure, TLR-2. TLR-4 est notamment impliqué dans 

l’immunité innée en réponse au LPS. Il active la voie NF-κB participant ainsi à l’expression de 

cytokines via MyD88, TIRAP et TRAF6 nécessaires au déclenchement de la réponse 

inflammatoire (Arbour et al., 2000).  

L’interaction AH/TLR est importante les processus de réparations des dommages 

pulmonaires. L’AH et le LPS activent les TLRs et induisent l’expression de nombreux gènes. 

Pour exemple, des cellules cultivées en présence d’AH montrent une induction de gènes comme 
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Figure 23: PAMPs et DAMPs associés aux récepteurs TLRs (d’après Kovach et al, 2011). 

 

le tgf-𝛽2 et la mmp-13. De façon surprenante, ces gènes n’ont pas été induits par le LPS bien 

que l’AH et LPS partagent le même récepteur TLR4. Cela suggère que les récepteurs TLRs 

peuvent engager différentes réponses en fonction qu’il s’agisse d’une inflammation infectieuse 

par le LPS ou d’une inflammation stérile par l’AH. Pour exemple, le complexe TLR-4/MD-

2/CD44 reconnait l’AH lors d’une inflammation non infectieuse (Taylor et al., 2007) alors que 

le complexe TLR-4/MD-2/CD14 reconnait le LPS lors d’une inflammation infectieuse 

(Płóciennikowska et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Stabiline-2 / HARE 

Stabiline-2 (Stab-2) est un récepteur pour différents glycosaminoglycanes sulfatés 

parmi lesquels se trouvent l’héparine, le chondroïtine sulfate et le dermatane sulfate, mais 

également non sulfaté comme l’AH. Stab-2 est impliqué dans les processus d’apoptose, 

d’endocytose de l’AH, et peut servir à maintenir l’intégrité des tissus en favorisant le 

renouvellement de la MEC. Il peut également contribuer au maintien de la fluidité des liquides 

corporels par résorption de l’AH et ainsi participer à son catabolisme. La protéolyse de Stab-2 

(315 kDa) conduit à un récepteur de 190 kDa, HARE, pour Hyaluronic Acid Receptor for 

Endocytosis, impliqué dans l’internalisation de l’AH. En effet, la présence de motif 

d’endocytose nommés M1 (YSYFRI2485), M2 (FQHF2495) et M3 (NPLY2519) situés dans le 
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domaine cytoplasmique de HARE, sont indispensable à l’internalisation de l’AH. Ce rôle 

fondamental dans l’endocytose de l’AH repose sur l’activation du motif M3 par la 

phosphorylation de la Tyr2519 (Pandey et al., 2016, 2015, 2008). L’endocytose de l’AH médiée 

par HARE va activer des voies de signalisation intracellulaires comme NF-κB et ERK1/2 et 

l’expression des gènes associés. Cependant, cette activation reste taille de l’AH-dépendante :  

seuls les AH avec une taille comprise entre 40 et 400 kDa, avec une taille optimale de 140 kDa, 

sont capables d’activer ces voies de signalisation, à l’inverse des bas (< 40 kDa) ou haut poids 

moléculaire d’AH (> 1000 kDa) qui sont endocytés mais qui ne les activent pas (Pandey et al., 

2013). Ainsi HARE/Stab-2, en plus de participer au recyclage de l’AH, est impliqué dans la 

régulation positive de l’inflammation médiée par les LMW-HA.  

 

3.5. TSG-6 

La protéine TSG-6 (Tumor necrosis factor-Stimulated Gene-6) est capable elle aussi 

d’interagir avec l’AH. C’est une protéine sécrétée à un niveau élevé en condition inflammatoire. 

En plus d’avoir un effet protecteur contre la Kallikreine tissulaire, il semblerait que TSG-6 

jouerait un rôle protecteur de la surface épithéliales bronchique en augmentant la production 

d’anti-protéases (Forteza et al., 2007). TSG-6 est connu pour jouer un rôle dans la réticulation 

de l’AH ou lors d’épisodes inflammatoires car il augmenterait la résistance de l’AH face à la 

fragmentation par les ROS. Un AH constitué de 4 répétitions dissacharidiques est capables 

d’interagir avec les modules Link de TSG-6. Le changement conformationnel, à la suite de cette 

liaison, induit l’apparition de cinq résidus clés de liaison à l’AH, Lys11, Tyr12, Tyr59, Phe70 et 

Tyr78 (Blundell et al., 2005; Mahoney et al., 2001). Ces interactions permettent d’augmenter la 

réticulation de l’AH, TSG-6 jouant le rôle d’intermédiaire moléculaire important dans le 

processus de formation des chaînes 2D et 3D d’AH (Day and de la Motte, 2005). Cette 

conformation de l’AH favorise son interaction avec le récepteur CD44 (Lesley et al., 2004). 

Dans un modèle murin d’infection respiratoire à bactéries Gram-, il a été démontré que l’AH 

subit des modifications de chaînes lourdes, suivies de sa fragmentation, sa clairance et son 

recyclage. Ce turn-over de l’AH serait associé à une augmentation de la production de TSG-6 

et de l’expression des AH synthases (Ni et al., 2018). La protéine TSG-6 représente donc un 

élément important dans la réponse inflammatoire lors de lésion pulmonaire, en particulier 

induite par une infection bactérienne. Il a en outre été démontré que le TSG-6 se lie au CD44 

sur les cellules inflammatoires soit directement, soit dans un complexe avec l’AH, ce qui 
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Figure 24: interactions de l’acide hyaluronique avec ses différentes hyaladhérines et cascades 

de signalisation à l’origine des fonctions cellulaires et tissulaires de l’AH (modifiée d’après 

Vigetti et al, 2014 ; Fallacara et al, 2018). 

entraîne la dissociation du complexe CD44 / TLR (TLR-2, TLR-4), limitant ainsi la 

signalisation pro-inflammatoire NF-κB médiée par les TLR (Mittal et al., 2016).  

 

3.6. LYVE-1 

Le récepteur LYVE-1 (Lymphatic Vessel Endothelial Receptor-1) est une glycoprotéine 

transmembranaire, exprimée de manière sélective dans l'endothélium des capillaires 

lymphatiques. Ce récepteur joue un rôle dans l'adhérence des leucocytes médiée par l'AH et 

dans la clairance de l'AH (Johnson et al., 2007; Prevo et al., 2001). En effet, il favorise 

l'absorption de l'AH de poids moléculaire intermédiaire (MMW) et élevé (HMW). LYVE-1 

participe également à la lymphangiogenèse induite par les fragments d’AH (Wu et al., 2014; 

Yu et al., 2015). 

 

Les interactions de l'AH, toutes tailles confondues, avec les récepteurs de surface 

cellulaire vont moduler de nombreuses fonctions cellulaires décrites dans le paragraphe suivant 

(Fallacara et al., 2018; Vigetti et al., 2014) (Figure 24 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4. Les fonctions associées à l’Acide Hyaluronique 

4.1. Acide hyaluronique et migration cellulaire 

L’AH favorise la migration de différents types cellulaires (épithéliales, endothéliales et 

immunitaires) par ses liaisons avec le récepteur transmembranaire CD44. Cette migration 
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cellulaire médiée par le couple AH / CD44, au niveau des cellules endothéliales et des cellules 

immunitaires, est impliquée dans l’extravasation de ces dernières (Jiang et al., 2011). Par 

ailleurs, dans des conditions physiologiques, l’AH est indispensable au développement (Tanaka 

et al., 2001), cependant, dans un contexte pathologique l’AH est impliqué dans les processus 

de cancer en favorisant la migration cellulaire et la progression tumorale (Bourguignon et al., 

2000; Li and Heldin, 2001). Il a également été démontré que les HMW-HA favorisent la 

migration des cellules musculaires lisses vasculaires en modifiant la disposition des fibres de 

stress en actine et en favorisant la formation de lamellipodes (Gouëffic et al., 2006). 

 

4.2. Acide hyaluronique et prolifération cellulaire 

Au niveau endothélial, il a été démontré que les HMW-AH se lient au CD44 des cellules 

endothéliales et bloquent leur prolifération (West and Kumar, 1989). A l’inverse, les LMW-

AH stimulent la prolifération des cellules endothéliales et participent ainsi à la stimulation de 

l’angiogenèse via une voie de signalisation médiée par RHAMM (Gao et al., 2008; Lataillade 

et al., 2010). Au niveau des cellules musculaires lisses, la liaison des HMW-AH au CD44 inhibe 

la progression du cycle cellulaire, alors qu’à l’inverse, la liaison des LMW-AH au CD44 stimule 

cette prolifération. Il a été démontré que la cycline D1 est la cible principale des LMW-AH et 

des HMW-AH et que les effets opposés résultent d’une régulation différentielle des voies de 

signalisation vers la cycline D1 : la liaison des HMW-AH à CD44 inhibe sélectivement la 

signalisation Rac-dépendante, tandis que la liaison des LMW-AH à CD44 stimule 

sélectivement l’activation de ERK et l’expression du gène de la cycline D1 dépendante de ERK 

(Kothapalli et al., 2008).  

 

4.3. Acide hyaluronique et différenciation cellulaire  

Il a été démontré que RHAMM joue un rôle dans la régulation de la ciliogénèse des 

cellules épithéliales respiratoires quand ces dernières sont cultivées sur les biomatériaux à base 

d’AH. En effet, des membranes constituées d’AH estérifiés (HYAFF®) favorisent la 

différenciation ciliaire des cellules épithéliales respiratoires en présence d’acide rétinoïque 

(Huang et al., 2010). En outre, il a été démontré que ce type de biomatériaux remplace 

partiellement l’acide rétinoïque au cours de la différenciation ciliaire via son interaction avec 

RHAMM (Huang et al., 2013). L’AH est également capable, par son interaction avec le 

récepteur CD44, de réguler la différenciation des kératinocytes conduisant à la formation de la 
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couche cornée (Bourguignon et al., 2006) ainsi que la différenciation des cellules endothéliales 

(Takahashi et al., 2005). 

 

4.4. Acide hyaluronique et apoptose 

Les HMW-AH jouent un rôle dans la régulation de l’apoptose. En effet, il a été démontré 

que l'augmentation de la production de HMW-AH in vivo via par la surexpression de HAS-2 

sous contrôle du promoteur du gène CC10 diminue la mortalité des souris, les lésions 

pulmonaires et l'apoptose des cellules épithéliales après l'administration de fortes doses de 

bléomycine (Jiang et al., 2006, 2005). A l’inverse, les HMW-AH inhibent la prolifération et 

induisent, à concentration élevée, la mort cellulaire des macrophages par leur interaction avec 

CD44 et/ou RHAMM (Sheehan et al., 2004). 

 

4.5. Acide hyaluronique et transport mucociliaire 

Par son interaction avec RHAMM, l’AH stimule le battement ciliaire et donc la 

clairance mucociliaire des corps étrangers (Forteza et al., 2001). Il a en outre été démontré au 

sein de notre laboratoire que les LMW-AH protègent l'épithélium des voies aériennes contre 

les lésions induites par les produits bactériens lors d'une infection. En effet, l'expression et la 

fonctionnalité des molécules d'adhérence intercellulaire sont augmentées par l’AH, qui peut 

également agir comme une molécule lubrifiante à la surface de l'épithélium des voies 

respiratoires (Zahm et al., 2011). 

 

4.6. Acide hyaluronique et processus inflammatoire (revue)  

Comme nous l’avons évoqué dans ce chapitre, l’AH peut se présenter sous forme de 

HMW-AH ou de LMW-AH, qui présentent des fonctions différentes, via leur interaction avec 

des récepteurs distincts. Ces fonctions peuvent être totalement inversée en fonction du poids 

moléculaire de l’AH. Ceci est particulièrement vrai en ce qui concerne la modulation de 

l’immunité innée et de l’inflammation. Cette notion est présentée dans la revue présentée ci-

après.  
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 

La mucoviscidose est une maladie génétique rare à transmission autosomique récessive, 

due à des mutations du gène CFTR codant le canal chlore CFTR. Elle affecte différents organes 

sécréteurs notamment le tissu pulmonaire, générant une déshydratation, un épaississement et 

une accumulation de mucus qui entraine une altération de la clairance mucociliaire. La 

modification du mucus favorise des infections qui deviennent chroniques dans les voies 

aériennes et s’accompagnent d’une inflammation pulmonaire endogène importante. Chez les 

patients mucoviscidosiques (CF), l’épithélium des voies aériennes est souvent lésé et remodelé, 

en lien avec la présence d’infection et/ou d’inflammation inhérentes à la pathologie ou à un 

processus de régénération dérégulé (Adam et al., 2015). 

En effet, les travaux précédents réalisés au sein du laboratoire ont démontré que l’AH 

sodique de bas poids moléculaire (40 kDa) favorisait la clairance mucociliaire en augmentant 

le transport du mucus par les cils et par la toux, ainsi que l’intégrité épithéliale (Zahm et al., 

2011). De plus, il a été démontré qu’en présence d’AH-Na+ de 40 kDa tout au long de la 

régénération, l’épithélium reconstitué CF ne présente plus de remodelage épithélial en termes 

de hauteur épithéliale, ou de présence d’une hyperplasie des cellules basales, préalablement 

observé in vitro (thèse de Damien Adam, Figure 25 ) ou in vivo dans un modèle de xénogreffe 

humanisée dans la souris nude (R. Hajj et al., 2007). D’autres part, il a été également démontré 

que sur des cultures non-CF remodelées suite à une inflammation chronique, un traitement avec 

l’AH-Na+ de 40 kDa restaurait un épithélium non remodelé. Dans la mesure où le remodelage 

observé, tant dans les cultures CF que non-CF, est lié à l’inflammation et que l’AH-Na+ de 40 

kDa régule ce remodelage, il nous est apparu important de nous intéresser à l’influence de l’AH-

Na+ de 40 kDa sur l’inflammation des cellules épithéliales bronchique humaines, CF et non-

CF. 

Notre étude visait à analyser les effets de l’AH-Na+ de 40 kDa sur la modulation de 

l’inflammation bronchique dans la mucoviscidose dans le but de déterminer son utilisation 

potentielle en tant qu’anti-inflammatoire dans cette pathologie ainsi que dans les pathologies 

respiratoires inflammatoires chroniques.  
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Figure 25: influence de l'AH sodique sur le remodelage et la régénération de l'épithélium CF 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

1. Culture cellulaire 

1.1. Prélèvements humains utilisés 

L’utilisation de tissus humains a été réalisée grâce à l’autorisation de collection 

biologique délivrée par le ministère de l’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de 

l’Innovation (autorisation n°DC-2016-2748), après recueil du consentement des patients, et 

avec l’accord n°21-775 du comité d’évaluation éthique de l’Inserm (Institutional Review Board 

n°IRB00003888). Les tissus ont été obtenus dans le cadre d’une collaboration avec le Dr. 

Edouard Sage, Service de Chirurgie Thoracique et Transplantation Pulmonaire de l’Hôpital 

Foch (Suresnes, France). Les tissus humains CF utilisés ont été collectés à la suite de 

transplantation pulmonaire de 9 patients CF. La médiane d’âge des patients est de 30,3 ans ± 

5,03, allant de 20 à 36 ans. Cet échantillonnage comprend 7 hommes (77,77 %) et 2 femmes 

(22, 23%). L’ensemble des patients possèdent un génotype F508del/F508del (mutation de 

classe 2/ Classe 2). Un total de 16 bronches de patients non-CF a été utilisé au cours de cette 

étude. Ces tissus correspondent à la recoupe d’une bronche souche de poumon de donneur de 

d’organe pour la greffe. 

 

1.2. Dissociation des échantillons biologiques CF et non-CF 

Les bronches CF disséquées à partir des pièces pulmonaires ainsi que les recoupes 

bronchiques non-CF ont été coupées en petits morceaux, lavées dans du milieu RPMI Medium 

1640 (Gibco Life Technologies) contenant de l’HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine 

éthane sulfonique) puis incubées pendant une nuit à 4 °C dans du milieu RPMI/HEPES 

supplémenté de 0,5 mg/mL de Pronase E de Streptomyces griseus (Sigma Aldrich) et 1 % de 

Pénicilline/Streptomycine (10 000 U/mL ; Gibco). Des lambeaux d’épithélium sont récupérés 

après agitation mécanique des morceaux de tissu dans plusieurs bains successifs de RPMI-

HEPES. L’action de la pronase est désactivée par l’ajout de Sérum de Veau Fœtal (SVF ; 

Gibco). Les milieux de dissociation sont ensuite collectés puis centrifugés à 200 g pendant 5 

minutes à température ambiante (TA). Le culot cellulaire est resuspendu dans du milieu CnT-

17 (CELLnTEC) supplémenté de 1 % de Penicilline/Streptomycine. Les cellules sont comptées 

avec une cellule de Malassez et la viabilité cellulaire est déterminée à l’aide d’un compteur 

automatique ADAMTM par l’utilisation du kit de numération cellulaire AccuChip basée sur 

l’iodure de propidium. 
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1.3. Culture de cellules dissociées de résections bronchiques 

Les cellules épithéliales bronchiques humaines CF et non-CF ont été ensemencées à 

la densité de 4.104 cellules par cm2 en milieu CnT-17 dans des boites de Pétri de diamètre 100 

mm préalablement recouverte avec du collagène de type IV (16 µg/cm2 ; 1 heure à 37°C) 

(Sigma Aldrich). La culture a été maintenue à 37°C en atmosphère humide en présence de 5 % 

de CO2. A la confluence, les cellules ont été rincées à deux reprises avec du PBS (Phosphate 

Buffered Saline) dépourvu de Ca2+ et de Mg2+ (Gibco) et contenant 5 mM d’EDTA (acide 

éthylène diamine tétraacétique), puis détachées à l’aide d’une solution de trypsine/EDTA à 0,05 

% (Gibco). Les cellules ont été reprise avec du milieu CnT17 contenant 10 % de SVF. Après 

une centrifugation à 200 g pendant 5 minutes à TA, le culot cellulaire a été repris dans un milieu 

CnT-17 et les cellules ont été comptées et ensemencées pour initier la culture en passage P1. 

 

1.4. Lignées cellulaires bronchiques CF et non-CF 

Les cellules de lignées non-CF CFBE-WT et CF CFBE-F508del (Gruenert et al., 2004) 

ont été cultivées dans du milieu MEM (Minimum Essential Media, Gibco) supplémenté avec 

10 % de sérum de veau fœtal (SVF) et 1 % de pénicilline/ streptomycine (Gibco). Les supports 

de culture ont été préalablement recouverts avec du collagène de type I (Purecol®, 18 g/mL ; 

Sigma Aldrich) pendant 1 heure à 37°C. Les cellules de lignées non-CF NuLi-1 (ATCC®CRL-

4011) et CF CuFi-1 (ATCC®CRL-4013) ont été cultivées dans du milieu BEGM (Bronchial 

Epithelial Cell Growth Medium, Lonza), supplémenté en albumine de sérum bovin (BSA ; 100 

μg/mL; Sigma-Aldrich) et avec 1 % pénicilline/streptomycine. Les supports de culture ont été 

préalablement recouverts pendant 1 heure à 37°C avec du collagène de type IV (Sigma Aldrich) 

préparé à une concentration de 0,2 mg/mL. Les cellules ont été cultivées en boite de Pétri de 

100 mm en atmosphère humide à 37°C sous 5 % CO2.  

 

1.5. Culture cellulaire dans l’étude de l’inflammation cellulaire 

1.5.1. Culture des lignées cellulaires bronchiques CF et non-CF 

Les cellules ont été détachées par incubation avec une solution de trypsine/EDTA à 0,05 

% (Gibco) avec deux rinçages successifs avec du PBS dépourvu de Ca2+ et de Mg2+ (Gibco). 

Les cellules ont été reprise avec leur propre milieu de culture contenant 10% de SVF. Après 

une centrifugation à 200 g pendant 5 minutes à TA, le culot cellulaire a été repris dans le milieu 

spécifique de chaque lignée cellulaire et les cellules ont été comptées. Chaque lignée cellulaire 

a été réensemencée dans des plaques de culture cellulaire de 48 puits ou de 24 puits (Corning®) 
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préalablement recouvertes de collagène de type I ou de collagène de type IV selon la lignée 

cellulaire. Les cultures ont été incubées en atmosphère humide à 37°C sous 5 % CO2.  

 

1.5.2. Culture en monocouche des cellules épithéliales primaires bronchiques 

CF et non-CF 

Afin d’étudier le statut inflammatoire des cellules épithéliales primaires bronchiques 

humaines CF et non-CF, les cellules ont été ensemencées au passage P1 dans des plaques 6 

puits ou 48 puits (Corning) préalablement recouvertes de collagène de type IV (Figure 26 ). 

Les cellules ont été cultivées dans du milieu Cnt-17 à 37°C en atmosphère humide en présence 

de 5 % de CO2. A confluence, les cellules ont été placées pendant 48 heures en milieu BEGM 

afin d’établir des jonctions cellulaires.  

 

 

Figure 26: culture en monocouche des cellules primaires bronchiques CF et non-CF. 

 

1.5.3. Culture en Interface Air-Liquide (IAL) des cellules épithéliales primaires 

bronchiques CF et non-CF 

Les cellules épithéliales bronchiques CF et non-CF en passage 1 ont été ensemencées 

dans des chambres bi-compartimentales sur des membranes de polyester d’une porosité de 0,4 

µm et de 12 mm de diamètre (Transwell clear, Corning), préalablement recouvertes de 

collagène de type IV à la densité de 1,5 x 105 cellules par membrane, en milieu Cnt-17. Les 

cellules ont été cultivées dans ce même milieu dans la chambre supérieure comme dans la 

chambre inférieure, jusqu’à l’obtention d’un état de confluence (Figure 27 ). Lorsque les 

cellules ont atteint la confluence, une interface Air-Liquide a été créée en éliminant le milieu 

CnT-17 apical (IAL jour 0 ; IAL-0). Dans le compartiment basal, le milieu CnT-17 a été 
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Figure 27: culture en Interface Air-Liquide des cellules primaires bronchiques CF et non-CF 

remplacé par du milieu BEGM. Les milieux ont été renouvelés trois fois par semaine. Les 

cultures ont été entretenues jusqu’au jours 35 en IAL (IAL-35). Les cellules ont été cultivées à 

37°C en atmosphère humide avec 5 % en CO2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Les traitements cellulaires 

2.1. Stimulation inflammatoire des cellules en culture 

Pour mimer un environnement inflammatoire, les cellules ont été soumises à un 

traitement par un cocktail de cytokines pro-inflammatoires appelé Cytomix, composé de TNF-

α (10 ng/mL ; Sigma Aldrich), IL-1β (10 ng/mL, Abcam) et IFN-γ (10 ng/mL, Abcam). Cette 

stimulation a été effectuée pendant 12 à 48 heures pour les lignés cellulaires, et pendant 24 à 

48 heures (2 incubations successives de 24 heures) pour les cellules primaires bronchiques en 

culture en monocouche.  

 

2.2. Préparation de l’AH-Na+ de 40 kDa et stimulation des cellules 

L’AH-Na+ de 40 kDa a été fourni par l’entreprise champardennaise ARD (Pomacle, 

France). Il est obtenu par fermentation de la souche Streptococcus zooepidermicus. Le milieu 

utilisé comme matière première est composé d’extrait de levure, de protéines de blé et de 
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glucose. Le polymère est récupéré de ce bouillon de fermentation par microfiltration puis 

concentré par ultrafiltration et précipité par l’éthanol. Ce procédé de fabrication permet la 

production d’AH contenant moins de 0,1 % de protéines contaminantes. Le polymère est séché 

sous vide et récupéré en air stérile. Le poids moléculaire de l’AH est alors de 0,9 à 1,5 MDa. 

Cet AH, considéré de haut poids moléculaire, est hydrolysé par de l’acide chlorhydrique à pH 

= 1,8 pendant 4 heures à 80°C dans le but d’obtenir un AH de bas poids moléculaire (40 kDa). 

L’AH-Na+ de 40 kDa en poudre est conservé à 4°C à l’abri de la lumière. 

Afin de supplémenter les milieux de culture en AH-Na+ de 40 kDa, la poudre a été pesée 

et diluée dans le milieu de culture pendant une nuit à 4°C. Après plusieurs agitations fortes de 

la solution, cette dernière a été filtrée sur filtre de nylon stériles (0,22 µm de porosité ; 

Millipore). Des milieux contenant 0,01 à 2 mg/mL d’AH-Na+ de 40 kDa ont été préparés. 

 

2.3. Stimulation des cellules par la Dexaméthasone 

La dexaméthasone a servi de témoin positif anti-inflammatoire. Elle a été utilisée dans 

le milieu de culture à la concentration de 10-6 M.  

 

2.4. Co-traitement, traitement préventif et traitement curatif des cellules 

épithéliales bronchiques CF et non-CF cultivées en monocouche 

L’influence de l’AH-Na+ de 40 kDa en traitement/co-traitement simple, en traitement 

préventif et en traitement curatif des cellules épithéliales bronchiques CF et non-CF sur leur 

sécrétion d’IL-8 a été analysée. Dans le cas du traitement/co-traitement simple, les cellules ont 

été incubées pendant 24 heures avec du milieu de culture contrôle supplémenté ou non en AH-

Na+ de 40 kDa, en dexaméthasone, et en présence ou non de Cytomix. Nous avons également 

testé l’effet de l’AH-Na+ de 40 kDa en traitements préventif et curatif, avec comparaison avec 

la dexaméthasone (Figure 28 ). Pour définir l’effet préventif, les cellules ont d’abord été 

soumises à un prétraitement avec l’AH-Na+ de 40 kDa ou la Dexaméthasone pendant 24 heures, 

puis à un deuxième traitement de 24 heures, avec le milieu de culture contrôle supplémenté ou 

non avec du Cytomix, de l’AH-Na+ de 40 kDa, de la dexaméthasone ou un mélange Cytomix 

+ AH-Na+ de 40 kDa ou Cytomix + dexaméthasone. Pour définir l’effet curatif, les cellules ont 

d’abord été soumises ou non à un prétraitement de 24 heures avec du Cytomix, suivi d’un 

deuxième traitement de 24 heures avec milieu de culture contrôle supplémenté ou non avec du 

Cytomix, de l’AH-Na+ de 40 kDa, de la dexaméthasone ou un mélange Cytomix + AH-Na+ de 

40 kDa ou Cytomix + dexaméthasone. 
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Après incubation, les milieux de culture ont été collectés, centrifugés à 12 500 g pendant 

10 minutes à 4°C et les surnageants a été conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation. Les plaques 

de culture ont été rincées au PBS et congelées à sec à -80°C pour une extraction ultérieure des 

ARNs totaux ou des protéines totales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: schéma des traitements préventifs et curatifs des cellules CF et non-CF  

 

 

3. Mesure de la sécrétion de cytokines / chimiokines 

3.1.  ELISA anti-IL-8 

Nous avons dosé la concentration en IL-8 dans les surnageants cellulaires collectés à 

l’aide du Human IL-8 ELISA kit (Koma Biotechnology®) selon les recommandations du 

fournisseur. Ce kit utilise la technique ELISA en sandwich avec un seuil de détection compris 

entre 15,625 et 1 000 pg/mL. Un test de dilution a été effectué préalablement à chaque 

quantification d’IL-8 secrétée. Les échantillons ont été déposés en duplicat afin de s’assurer de 

la validité statistique des résultats. La densité optique (DO) a été mesurée à 450 nm à l’aide du 

spectrophotomètre optique Multiskan® EX (ThermoScientific) et les quantités d’IL-8 sécrétées 

ont été rapportées à une gamme d’IL-8 recombinante établie par une dilution en cascade à partir 

de la solution mère à 25 000 pg/mL. Les résultats des dosages sont exprimés en picogramme 

de protéines par mL ou en sécrétion relative d’IL-8 en comparaison aux conditions témoins. 
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Figure 29: principe de détection des protéines par le kit Proteome Profiler Human Cytokine 

Array 

3.2.  Cytokine Array 

L’étude de la sécrétion cytokinique par les cellules épithéliales bronchiques humaines 

primaires CF et non-CF cultivées en IAL a été réalisée à l’aide du kit Proteome Profiler Human 

Cytokine Array (R&D System®) selon les recommandations du fabricant. Ce kit est basé sur 

le principe de détection des protéines en sandwich sur membrane (Figure 29 ). Des anticorps 

de capture spécifiques des protéines cibles potentiellement contenues dans nos échantillons sont 

fixés sous forme de spots en duplicat sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes ont 

été incubées pendant 1 heure sous agitation à température ambiante dans le tampon de blocage 

du kit. En parallèle, 200 µL de surnageants basaux de culture en IAL sont incubés dans un 

cocktail d’anticorps de détection pendant 1 heure à température ambiante. Le tampon de 

blocage est ensuite retiré et les membranes sont incubées une nuit à 4°C sous agitation avec le 

mélange surnageants / anticorps de détection. Les membranes sont rincées puis incubées avec 

la solution de Streptavidine couplée à l’HRP (HorseRadish Peroxidase, peroxydase de Raifort) 

pendant 30 minutes sous agitation à température ambiante. Trois rinçages de 10 minutes sont 

effectués sur chaque membrane, avant une incubation pendant 1 minute, à l’abri de la lumière, 

en présence du réactif de chimioluminescence. Les signaux chimioluminescents obtenus sont 

détectés à l’aide d’un ImageQuantTM LAS-4000 munie d’une caméra CCD refroidie à -30°C 

(GE Healthcare). L’analyse quantitative des signaux chimioluminescents est réalisée à l’aide 

du logiciel ImageJ. La densité des pixels présents sur chaque spot est rapportée à la densité des 

protéines de références incluses sur la membrane 
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4. Analyse de la voie NF-κB / IκB- par Western-blot 

4.1.  Extraction des protéines totales et dosage 

L’ensemble de la préparation a été effectuée sur lit de glace. Les cellules, rincées 2 fois 

avec du PBS, ont été lysées avec du tampon RIPA (50 mM Tris; 150 mM NaCl ; 1 % (v/v) 

Igepal ; 1 % (p/v) sodium déoxycholate ; 5 mM iodoacetamide ; 0,1 % (p/v) Sodium Dodécyl 

Sulfate (SDS), pH 7,4 ; Sigma Aldrich) additionné d’inhibiteurs de protéases (Complete Mini, 

Roche Diagnostics GmbH). Les lysats cellulaires ont été centrifugés 10 minutes à 12 500 g à 

4°C pour éliminer toute trace de débris cellulaires, et les protéines contenues dans les 

surnageants récupérés ont été dosées à l’aide du kit de dosage DC Protein Assay (Bio-Rad). 

  

4.2.  Western-blot 

Dix microgrammes de protéines totales extraites des cultures de cellules primaires 

bronchiques humaines non-CF ont été réduits en présence de tampon de Laemmli 5X (60 mM 

Tris-HCl pH 7,4 ; 40 % (v/v) Glycérol ; 10 % (v/v) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) ; 0,1 % 

(p/v) de bleu de bromophénol) contenant 2 % de β-mercaptoéthanol puis chauffés pendant 5 

minutes à 95°C. La migration a été réalisée sur un gel SDS-PAGE à 10 % de polyacrylamide 

dans un tampon de migration (25 mM Tris ; 192 mM glycine ; 0,1 % SDS (v/v) ; pH 8,3 ; 

Biorad) à 40 mA pendant 1 heure à température ambiante. Une étape de transfert sur membrane 

de Polyfluorure de vinyldène (PVDF ; GE Healthcare®) dans un tampon de transfert (25 mM 

Tris ; 192 mM glycine ; 75 mL de méthanol QSP 1 L d’H2O) a été réalisée à 100 V, à 4°C 

pendant 1 heure. La membrane a ensuite été saturée dans une solution de lait écrémé à 5 % (p/v) 

en tampon TBS-T (Tris Buffered Saline contenant 0,1 % de Tween 20 (v/v) ; Biorad) sous 

agitation douce à température ambiante pendant 2 heures. La membrane a alors été incubée 

pendant une nuit en présence des différents anticorps primaires (Tableau 6 ) dans une 

solution de TBS-T-lait 5 %. Après rinçage, la membrane a été incubée avec l’anticorps 

secondaire correspondant à l’anticorps primaire dans une solution de TBS-T-lait 5 %. Après 

des derniers rinçages, la révélation a été réalisée à l’aide du kit ECLTM Prime Western Blotting 

Detection System (GE Healthcare). L’acquisition des images a été réalisée à l’aide d’une 

caméra Amersham Imager 600 (GE Healthcare) et la quantification grâce au logiciel ImageJ. 

Les valeurs de DO ont été rapportées aux valeurs obtenues pour la protéine de ménage GAPDH 

(Glyceraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase).  
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Tableau 6: anticorps utilisés pour le western-blot 

 
 

5. Immunocytochimie  

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles de verre (Dutscher) préalablement 

recouvertes avec du collagène de type IV. Les cellules ont été rincées une fois au PBS (Gibco), 

avant d’être fixées avec une solution de paraformaldéhyde à 4 % (P/V) dans du PBS, pendant 

10 minutes à température ambiante. Les lamelles portant les cultures ont été rincées à deux 

reprises au PBS pendant 5 minutes avant d’être saturées dans une solution PBS contenant 10% 

de BSA pendant 1h à température ambiante. Les cellules ont alors été incubées avec les 

différents anticorps primaires dilués en PBS / BSA 3 %. Après une nuit à 4°C, les lamelles ont 

été rincées trois fois pendant 5 minutes au PBS puis ont ensuite été incubées avec les anticorps 

secondaires correspondant aux anticorps primaires dilués en PBS / BSA 3 % pendant 1 heure 

en chambre humide à température ambiante. Les lamelles ont enfin été rincées trois fois au PBS 

pendant 5 minutes avant d’être incubées pendant 10 minutes avec du DAPI (4',6-diamidino-2-

phénylindole), dilué à 300 nM dans du PBS. Après rinçage, les lamelles ont été montées sur 

des lames grâce à une solution anti-fadding (Aqua-Poly Mount; Polysciences). Les différents 

anticorps utilisés sont présentés dans le tableau 7. 
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Tableau 8: liste des amorces utilisées en RT-qPCR 

 

Tableau 7: anticorps utilisés en immunocytochimie 

 

 

6. Analyse des cultures cellulaires par RT-qPCR 

L’extraction des ARNs a été réalisée à l’aide du High Pure RNA Isolation Kit (Roche) 

selon les recommandations du fournisseur. La concentration des ARNs totaux a été déterminée 

à l’aide d’un spectrophotomètre UV-visible (NanoDrop-1000, Thermo Scientific). Les ARNs 

purifiés ont été rétro-transcrits en ADN complémentaires à l’aide du Transcriptor First Strand 

cDNA Synthesis Kit (Roche). Une quantité de 12,5 ng/puit d’ADNc a été utilisée pour la 

réaction de polymérisation en chaîne en temps réel. La préparation du milieu réactionnel a été 

faite à l’aide du kit FastStart Universal Probe Master (Roche). Les amorces utilisées sont 

présentées dans le tableau 8. 
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7. Statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Prism (GraphPad, San 

Diego, CA, Etats-Unis). Les résultats ont été exprimés en moyenne  Ecart-type de la moyenne. 

Les moyennes ont été comparées à l’aide du test Mann-Whitney. Les résultats avec un p  0,05 

ont été considérés comme statistiquement significatifs. La significativité est exprimée de la 

manière suivante : * p < 0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
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RÉSULTATS 

1. Influence de l’AH sodique de 40 kDa sur des lignées cellulaires 

bronchiques CF et non-CF 

1.1. Analyse du phénotype inflammatoire des lignées cellulaires 

Nous avons analysé le phénotype inflammatoire des lignées cellulaires CuFi-1 (n=5), 

NuLi-1 (n=5), CFBE-WT (n=3) et CFBE-F508del (n=3) (Figure 30 ) en analysant la 

sécrétion de la chimiokine IL-8. Nos résultats ont montré qu’il n’existe pas de sécrétion accrue 

de l’IL-8 par les cellules CF, CFBE-F508del (IL-8= 159,03 pg/mL) et CuFi-1 (IL-8= 663,18 

pg/mL), par rapport aux cellules non-CF, CFBE-WT (IL-8= 162,62 pg/mL) et NuLi-1 (IL-8= 

593,08 pg/mL), respectivement (Figure 30 A ). Notre étude montre également que les lignées 

NuLi-1 et CuFi-1 expriment six fois plus d’IL-8 à l’état basal que les cellules CBFE-WT et 

CFBE-F508del. Nous pouvons noter que les lignées CFBE-WT et CFBE-F508del ne sont 

absolument pas stimulables : en effet, après 48 heures de traitement par le cocktail Cytomix, 

nous n’observons pas d’augmentation de la sécrétion d’IL-8 (IL-8= 162,29 pg/mL et 159,93 

pg/mL, respectivement). A l’inverse, les cellules NuLi-1 et CuFi-1 répondent à cette stimulation 

par une augmentation significative de la sécrétion d’IL-8 (p  0,01) (IL-8= 9661,18 pg/mL et 

16935,32 pg/mL, respectivement). Cette expérience a été renouvelée sur un temps de 24 heures 

puis prolongée pendant 24 heures supplémentaires afin de vérifier le phénotype hyperenflammé 

des cellules CuFi-1 et NuLi-1 (Figure 30 B ). Suite à la première stimulation par le Cytomix, 

la sécrétion d’IL-8 est augmentée. En revanche, lorsque les cellules sont incubées une seconde 

fois avec du milieu seul ou stimulées à nouveau par du Cytomix, on observe une diminution 

importante de la sécrétion d’IL-8. Il faut toutefois noter que la seconde stimulation par le 

cocktail Cytomix permet une augmentation significative de la sécrétion d’IL-8 par les cellules 

CuFi-1 par rapport à une stimulation avec du milieu seul (p  0,05), suggérant que ces cellules 

CF sont plus stimulables que les cellules non-CF. 
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1.2. Analyse de la cinétique d’inflammation en présence ou non d’AH sodique 

de 40 kDa 

Une cinétique d’inflammation a été réalisée sur les cellules CuFi-1 (n=5) et NuLi-1 (n=4) en 

présence ou en absence d’AH de 40 kDa (1 mg / mL) sous sa forme sodique, en co-traitement 

ou non avec le cocktail Cytomix. Pour chaque lignée cellulaire, les résultats indiquent que la 

sécrétion d’IL-8 est fortement stimulée dès 12 heures par le Cytomix et atteint un plateau à 36 

heures et 48 heures (Figure 31 ). L’AH sodique de 40 kDa (AH-Na+) n’entraine aucune 

réaction inflammatoire des cellules CuFi-1 et NuLi-1. Le co-traitement par l’AH-Na+ et le 

Cytomix permet d’observer une diminution non significative de la sécrétion d’IL-8, avec un 

traitement optimal au temps 24 heures pour les cellules NuLi-1 (p= 0,2) et 36 heures pour les 

cellules CuFi-1 (p= 0,3429). Pour la suite des expériences, nous avons donc choisi un temps 

d’incubation de 24 heures. 

 

 

 

Figure 30 : analyse du phénotype inflammatoire de lignées cellulaires bronchiques.  

La technique ELISA a été utilisée pour détecter et quantifier la sécrétion d’IL-8 dans les surnageants 

des cellules non-CF (NuLi-1 et CFBE-WT) et CF (CuFi-1 et CFBE-F508del) stimulées ou non par le 

cocktail pro-inflammatoire Cytomix (IL-1β, TNF-α et IFN-γ, 10 ng/mL) pendant 48 h (A) ou pendant 

deux périodes de 24 h consécutives (B). CTRL : milieu contrôle ; CYTO : milieu contenant du 

Cytomix ; ns : non significatif 
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Figure 31 : cinétiques d’inflammation des lignées cellulaires bronchiques NuLi-1 et CuFi-1, et 

influence de l’AH-Na+.  

Les cellules non-CF NuLi-1 et CF CuFi-1 ont été traitées ou non avec l’AH-Na+, en présence ou non 

du cocktail Cytomix. La technique ELISA a été utilisée pour détecter et quantifier la sécrétion en IL-

8 dans les surnageants cellulaires aux temps 12, 24, 36 et 48 heures. CTRL : milieu contrôle ; les p-

valeurs (Cytomix vs AH-Na+ + Cytomix) sont inscrits sur chaque graphique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Analyse du rôle anti-inflammatoire potentiel de l’AH-Na+ de 40 kDa 

Pour définir l’effet anti-inflammatoire potentiel de l’AH, les cellules NuLi-1 (n=4) et CuFi-1 

(n=5) ont été prétraitées ou non avec le Cytomix pendant 24 heures, puis traitées à nouveau 

avec AH-Na+ (1 mg / mL) en présence ou non de Cytomix (Figure 32 ). Nos résultats 

indiquent que le traitement des cellules NuLi-1 et CuFi-1 par l’AH-Na+ seul n’exerce pas d’effet 

sur la sécrétion de l’IL-8. L’incubation des cellules CF ou non-CF entraîne une sécrétion 

augmentée non significative d’IL-8 en absence de toute autre stimulation (p > 0,05). En 

revanche, la sécrétion d’IL-8 semble différente lorsque les cellules CF ou non-CF 

préalablement enflammées sont co-traitées avec AH-Na+ et Cytomix. Même si la différence est 

non significative, elle semble montrer une tendance anti-inflammatoire de l’AH-Na+ de 40 kDa 

en présence du Cytomix avec une valeur p de 0,3750 et 0,6905 respectivement pour les cellules 

NuLi-1 et CuFi-1.   

 

1.4. Analyse du rôle anti-inflammatoire préventif potentiel de l’AH-Na+ de 40 

kDa  

Pour définir l’effet anti-inflammatoire préventif potentiel de l’AH-Na+ de 40 kDa, les 

cellules NuLi-1 (n=4) et CuFi-1 (n=5) ont été prétraitées ou non par l’AH-Na+ (1 mg/mL) 

(Figure 33 ). À la suite de ce traitement, les cellules ont été soumises ou non à une stimulation 

par le cocktail Cytomix seul ou en co-traitement avec l’AH-Na+. Dans ces expériences, nous  
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Figure 32: sécrétion de l’IL-8 par les lignées bronchiques traitées ou non par l’AH-Na+.  

Les cellules non-CF NuLi-1 et CF CuFi-1 ont été traitées ou non par l’AH-Na+ an présence ou non 

du cocktail Cytomix. La technique ELISA a été utilisée pour détecter et quantifier la sécrétion d’IL-

8 dans les surnageants cellulaires. CTRL : milieu contrôle ; CYTO : Cytomix. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

avons également comparé l’effet de l’AH-Na+ de 40 kDa en utilisant la dexaméthasone (10-6 

M) comme témoin positif d’activité anti-inflammatoire. La dexaméthasone en traitement 

préventif diminue significativement la sécrétion d’IL-8 par les cellules CuFi-1 (p  0,05) et 

NuLi-1 (p= 0,1282) en milieu contrôle. Nos résultats indiquent que le prétraitement des cellules 

NuLi-1 et CuFi-1 par l’AH-Na+ n’exerce pas d’effet anti-inflammatoire préventif. De plus et 

de façon surprenante, l’incubation des cellules non-CF avec du milieu seul à la suite d’un 

prétraitement avec l’AH-Na+ entraîne une augmentation de la sécrétion d’IL-8 en absence de 

toute autre stimulation (p  0,05). En revanche, la sécrétion d’IL-8 n’est pas différente lorsque 

les cellules CF ou non-CF sont stimulées avec du Cytomix suite à un prétraitement ou non par 

l’AH-Na+. On peut toutefois noter une diminution non significative de la sécrétion d’IL-8 

lorsque les cellules sont soumises au co-traitement AH-Na+ et Cytomix suite à un prétraitement 

par l’AH-Na+.  
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Figure 33: sécrétion de l’IL-8 par les lignées bronchiques après traitement préventif ou non 

par l’AH-Na+.  

Les cellules non-CF NuLi-1 et CF CuFi-1 ont été prétraitées ou non par l’AH-Na+ de 40 kDa ou par la 

dexaméthasone pendant 24 heures avant un second traitement par du milieu contrôle ou par le cocktail 

pro-inflammatoire Cytomix, supplémenté ou non en AH-Na+ de 40 kDa ou en dexaméthasone. La 

technique ELISA a été utilisée pour détecter et quantifier la sécrétion d’IL-8 dans les surnageants des 

cellules non-CF et CF. CTRL : milieu contrôle ; DEXA : dexaméthasone ; CYTO : Cytomix.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5. Analyse du rôle anti-inflammatoire curatif potentiel de l’AH-Na+ de 40 

kDa 

Pour définir le rôle anti-inflammatoire curatif de l’AH-Na+ de 40 kDa, les cellules NuLi-1 (n=5) 

et CuFi-1 (n=4) ont été prétraitées ou non avec le cocktail Cytomix pendant 24 heures. À la 

suite de ce traitement, les cellules ont été incubées ou non avec l’AH-Na+ de 40 kDa (1 mg/mL) 

ou la dexaméthasone (10-6 M), seuls ou en co-traitement avec le Cytomix (Figure 34 ). Dans 

ces expériences, nous avons utilisé la dexaméthasone comme témoin positif d’activité anti-

inflammatoire. La dexaméthasone diminue significativement de la sécrétion d’IL-8 par les 

cellules NuLi-1 et CuFi-1 (p  0,05). En revanche, nos résultats ne montrent aucune variation 

significative de la sécrétion d’IL-8 suite au traitement curatif par l’AH-Na+ par rapport à la 

condition contrôle dans les cultures CF (p= 0,3025) et une augmentation significative de la 

sécrétion d’IL-8 dans les cultures non-CF (p  0,05), en absence de tout contexte inflammatoire 

initié par le Cytomix. Le prétraitement des lignées cellulaires bronchiques par le Cytomix 

pendant 24 heures, suivi du traitement par l’AH-Na+ ne permet pas d’observer d’effet pro- ou 
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Figure 34: sécrétion de l’IL-8 par les lignées bronchiques en cas de traitement curatif par 

l'AH-Na+ de 40 kDa.  

Les cellules non-CF NuLi-1 et CF CuFi-1 ont été prétraitées ou non par le cocktail de cytokines pro-

inflammatoires Cytomix pendant 24 heures avant un second traitement par le milieu contrôle ou le 

Cytomix, supplémenté ou non en AH-40Na+ ou en dexaméthasone. La technique ELISA a été utilisée 

pour détecter et quantifier la sécrétion d’IL-8 dans les surnageants des cellules NuLi-1 et CuFi-1 à la 

suite du second traitement de 24 heures. CTRL : milieu contrôle ; DEXA : dexaméthasone ; CYTO : 

Cytomix.  

 

anti-inflammatoire de l’AH-Na+ de 40 kDa pour les cellules NuLi-1 et CuFi-1. Cependant, il 

est à noter une tendance à la diminution, bien que non significative, de la sécrétion d’IL-8 

lorsque le contexte inflammatoire est maintenu pour les cellules NuLi-1 et CuFi-1, que ce soit 

pour le traitement curatif Cytomix+AH-Na+ ou Cytomix + Dexaméthasone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6. Analyse de l’expression des ARNm codant l’interleukine-8 en cas de 

traitements préventifs et curatifs des cellules CF CuFi-1 par l’AH-Na+ de 

40 kDa 

Pour comprendre l’influence d’un traitement préventif et curatif de l’AH-Na+ de 40 kDa, 

nous nous sommes intéressés à l’expression des ARNm codant l’IL-8, par les cellules CuFi-1 

(n=5) (Figure 35 ). Nos résultats montrent une tendance à l’augmentation de l’expression des 

ARNm de l’IL-8, dans la condition préventive, que ce soit par le prétraitement par l’AH-Na+ 

(p= 0,2820), la dexaméthasone (p= 0.3499), l’AH-Na+ + Cytomix (p= 0,1030) ou la 

dexaméthasone + Cytomix (p= 0,4827). De façon intéressante, nos résultats montrent, en 

condition curative, une augmentation de l’expression de l’IL-8 par les cellules CuFi-1 
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Figure 35: expression par RT-qPCR des ARNm de l’interleukine-8 en conditions de traitement 

préventif et curatif des cellules CF CuFi-1 par l'AH-Na+ de 40 kDa.  

La technique de RT-qPCR a été utilisée pour détecter et quantifier les variations d’expression des ARNm 

de l’IL-8 dans des extraits des cellules CuFi-1 (n=5) prétraitées ou non le cocktail pro-inflammatoire 

Cytomix, la dexaméthasone ou l’AH-Na+ de 40 kDa pendant 24 heures, avant un second traitement par 

le milieu contrôle, le Cytomix ou la dexaméthasone, supplémentés ou non en AH-Na+. CTRL : milieu 

contrôle ; DEXA : dexaméthasone ; CYTO : Cytomix. 

 

enflammées en cas de traitement par l’AH-Na+ (p= 0,2665), augmentation qui devient 

significative en cas de traitement des cellules enflammées par le mélange AH-Na+ + Cytomix 

(p  0,05). Nos résultats montrent qu’il n’y a aucune diminution de l’expression des ARNm de 

l’IL-8, quelles que soient les conditions de culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Influence de l’AH-Na+ de 40 kDa sur des cellules primaires 

bronchiques humaines CF et non-CF non différenciées cultivées en 

monocouches 

2.1. Analyse du rôle anti-inflammatoire potentiel de l’AH-Na+ de 40 kDa 

Les cellules primaires bronchiques humaines non-CF (n = 3 à 9) et CF (F508del / F508del ; 

n = 4 à 8) ont été traitées ou non par l’AH-Na+ de 40 kDa (1 mg/mL) en présence ou non de 

Cytomix (Figure 36 ). La dexaméthasone (10-6 M) a servi de contrôle positif d’effet anti-

inflammatoire. Nos résultats indiquent que le traitement des cellules non-CF par l’AH-Na+ seul 
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Figure 36: sécrétion de l’IL-8 par les cellules primaires bronchiques CF et non-CF traitées 

ou non par l’AH-Na+ de 40 kDa.  

Les cellules primaires bronchiques non-CF et CF ont été traitées par l’AH-Na+, ou la 

Dexaméthasone, en présence ou non de Cytomix. La technique ELISA a été utilisée pour détecter 

et quantifier la sécrétion d’IL-8 dans les surnageants des cellules non-CF et CF.  

 

entraine une augmentation non significative de la sécrétion d’IL-8, tout comme la 

dexaméthasone. Dans les cultures CF, une baisse est observée, qui reste non significative. En 

revanche, les effets sont différents lorsque les cellules CF ou non-CF sont dans un 

environnement inflammatoire. Le traitement des cellules CF et non-CF par la dexaméthasone 

en présence de Cytomix permet d’observer un effet anti-inflammatoire de ce composé sur la 

sécrétion en IL-8 de ces cellules (p  0,005). De plus, le traitement des cellules CF et non-CF 

par l’AH-Na+ permet de mettre en évidence un effet anti-inflammatoire de l’AH de 40 kDa dans 

un contexte enflammé (cellules CF, p  0,01; cellules non-CF, p  0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Analyse du rôle anti-inflammatoire préventif potentiel de l’AH sodique de 

40 kDa  

Pour définir l’effet anti-inflammatoire préventif potentiel de l’AH-Na+ de 40 kDa, les 

cellules primaires épithéliales bronchiques humaines CF (F508del / F508del ; n = 4) et non-CF 

(n = 4 à 7) ont été prétraitées ou non par l’AH-Na+ (1 mg/mL). À la suite de ce traitement, les 

cellules ont été soumises ou non à une stimulation par le cocktail Cytomix seul ou en co-

traitement avec l’AH-Na+. La dexaméthasone (10-6 M) a servi de témoin positif d’activité anti-
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Figure 37: sécrétion de l’IL-8 par les cellules primaires épithéliales bronchiques humaines 

après traitement préventif ou non par l’AH-Na+.  

Les cellules épithéliales bronchiques non-CF et CF ont été prétraitées ou non par l’AH-Na+ de 40 

kDa ou par la dexaméthasone pendant 24 heures avant un second traitement par du milieu contrôle 

ou par le cocktail pro-inflammatoire Cytomix, supplémenté ou non en AH-Na+ de 40 kDa ou en 

dexaméthasone. La technique ELISA a été utilisée pour détecter et quantifier la sécrétion d’IL-8 

dans les surnageants des cellules non-CF et CF. CTRL : milieu contrôle ; DEXA : dexaméthasone ; 

CYTO : Cytomix. 

 

inflammatoire (Figure 37 ). Les prétraitements des cellules primaires par l’AH-Na+ et la 

dexaméthasone n’exercent aucun effet sur la sécrétion d’IL-8 en milieu contrôle par les cellules 

épithéliales bronchiques humaines (Cellules non-CF : p= 0,8011 et p= 0,8792, respectivement ; 

Cellules CF : p= 0,4885 et p= 0,5748, respectivement). Le prétraitement des cellules non-CF 

par l’AH-Na+ ou la dexaméthasone n’entraîne aucune variation de la sécrétion d’IL-8 après une 

stimulation par le Cytomix (p= 0,9114 et p= 0,3523, respectivement) et ne permet pas 

d’observer d’effet anti-inflammatoire préventif. De la même façon, le prétraitement des cellules 

CF par l’AH-Na+ et la dexaméthasone entraine une variation non significative de la sécrétion 

d’IL-8 après une stimulation par le Cytomix (p= 0,4174 et p= 0,4038, respectivement).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3. Analyse du rôle anti-inflammatoire curatif potentiel de l’AH sodique de 40 

kDa 

Pour définir le rôle anti-inflammatoire curatif potentiel de l’AH-Na+ de 40 kDa, les cellules 

épithéliales bronchiques primaires humaines CF (n = 7) et non-CF (n = 9) ont été prétraitées ou 

non avec le cocktail Cytomix pendant 24 heures. À la suite de ce traitement, les cellules 

enflammées ont été incubées ou non avec l’AH-Na+ (1 mg/mL) ou la dexaméthasone (10-6 M) 
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Figure 38: sécrétion de l’IL-8 par les cellules primaires bronchiques CF et non-CF en cas 

de traitement curatif par l'AH-Na+ de 40 kDa.  

Les cellules primaires bronchiques non-CF et CF cultivées en monocouche ont été prétraitées par 

le cocktail de cytokines pro-inflammatoires Cytomix pendant 24 heures avant un second traitement 

par le milieu contrôle ou le Cytomix, supplémenté ou non en AH-40Na+ ou en dexaméthasone. La 

technique ELISA a été utilisée pour détecter et quantifier la sécrétion d’IL-8 dans les surnageants 

des cellules primaires à la suite du second traitement de 24 heures. CTRL : milieu contrôle ; 

DEXA : dexaméthasone ; CYTO : Cytomix. 

en présence de Cytomix (Figure 38 ). Nos résultats montrent une diminution significative de 

la sécrétion d’IL-8 suite au traitement curatif par la Dexaméthasone par rapport à la condition 

contrôle d’inflammation initiée par le Cytomix, que ce soit dans les cultures non-CF (p   0,01) 

ou CF (p   0,05). De plus, il est à noter que l’AH-Na+ de 40 kDa exerce un effet anti-

inflammatoire curatif en diminuant la sécrétion de l’IL-8 par les cellules CF (p   0,001) et non-

CF (p  0,05). Pour les cellules non-CF, nos résultats démontrent une action anti-inflammatoire 

plus importante de l’AH-Na+ de 40 kDa sur les cellules non-CF, en comparaison à la 

dexaméthasone.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Influence de l’AH-Na+ de 40 kDa sur des cellules primaires 

bronchiques humaines CF en culture en interface air-liquide  

3.1. Analyse du rôle anti-inflammatoire potentiel de l’AH-Na+ de 40 kDa 

Nous nous sommes intéressés à l’influence de l’AH-Na+ de 40 kDa sur la sécrétion de 

l’IL-8 par les cellules primaires bronchiques humaines CF en cours de différenciation en 

utilisant un modèle de culture 3D en interface air-liquide (IAL). Pour ce faire, nous avons traité 

ou non les cellules à partir de l’établissement de l’interface air-liquide (IAL-J0) et jusqu’à IAL-
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Figure 39: sécrétion de l’IL-8 par les cellules primaires bronchiques CF cultivées en IAL 

en cas de traitement par l'AH-Na+ de 40 kDa dans la chambre basale.  

Les cellules primaires bronchiques CF cultivées en IAL ont été traitées par l'AH-Na+ de 40 kDa 

pendant 7 à 15 jours dans la chambre basale. La technique ELISA a été utilisée pour détecter et 

quantifier la sécrétion d’IL-8 dans les milieux basaux des cellules CF (n = 5 à 7). CTRL : milieu 

contrôle. IAL : interface air-liquide. 

 

J7 (n = 7) et IAL-J15 (n = 5) avec de l’AH-Na+ de 40 kDa (1 mg/mL) dans la chambre basale. 

IAL J7 et IAL J15 représentent, respectivement, un stade non différencié des cellules en IAL et 

le premier stade de différenciation des cellules basales en cellules ciliées. Nous avons analysé 

les variations de sécrétions d’IL-8 par les cellules primaires bronchiques humaines dans la 

chambre basale par ELISA (Figure 39 ). L’AH-Na+ de 40 kDa diminue de manière 

significative la sécrétion d’IL-8 par les cellules épithéliales bronchiques CF à IAL-J7 (p   0,05) 

et à IAL-J15 (p  0,01). Ces données indiquent un effet de l’AH-Na+ de 40 kDa sur la sécrétion 

vectorisée d’IL-8 par les cellules primaires bronchiques CF cultivées en IAL, sans nécessité 

d’un contexte inflammatoire et indépendamment du stade de différenciation épithéliale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Analyse de l’expression d’un panel de chimiokines et de cytokines par les 

cellules primaires bronchiques CF cultivées en IAL et traitées par l’AH-

Na+ de 40 kDa  

Pour analyser l’influence de l’AH-Na+ de 40 kDa sur les sécrétions basales globales des 

cellules CF, nous avons réalisé un Proteome Profiler Human Cytokine Array (R&D System ®) 

sur des temps précoces de la différenciation de l’épithélium bronchique (Figure 40 A ). Les 

cellules primaires bronchiques humaines CF ont été cultivées en IAL pendant 7 jours en 

présence ou non d’AH-Na+ (1 mg/mL) et les milieux basaux ont été récupérés et analysés (IAL-

7, n= 3). Les sécrétions en chimiokines / cytokines sont représentées sous forme de Dot plot 
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Figure 40: sécrétion de chimiokines et de cytokines par les cellules primaires bronchiques 

CF cultivées en IAL.  

Les cellules primaires bronchiques CF cultivées en IAL ont été traitées pendant 7 jours consécutifs 

par l’AH-Na+ de 40 kDa dans le compartiment basal. Les milieux basaux ont été récoltés, puis 

l’expression des chimiokines et cytokines sécrétées a été analysées par Proteome Profiler Human 

Cytokine Array (A). Les couleurs de la carte thermique correspondent aux ratios de cytokines et de 

chimiokines AH-Na+ / CTRL dans les milieux basaux prélevés à IAL-J7. Les protéines régulées à la 

baisse sont représentées en bleu alors que les protéines régulées à la hausse sont représentées en 

rouge (B).  

 

(log2) (Figure 40 B ). Nos résultats montrent que le traitement basal, pendant 7 jours, des 

cellules CF en cours de différenciation, par l’AH-Na+ de 40 kDa permet d’observer trois 

cytokines majoritairement sécrétées par les cellules CF : IL-8, MIF et CXCL1/GRO, avec un 

log2 compris entre 5 et 7,5. Parmi ces trois cytokines, une diminution de la sécrétion de l’IL-8 

et de MIF a été observée avec des ratios AH-Na+ / CTRL de 0,41 et 0,53, respectivement. En 

revanche, l’AH-Na+ de 40 kDa augmente la sécrétion de l’IL-12p70 et de l’IL-18 avec des ratios 

AH-Na+ / CTRL de 1,98 et 1,12, respectivement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Etude des mécanismes d’action de l’AH-Na+ de 40 kDa  

L’AH de bas poids moléculaire est décrit dans la littérature comme présentant une action 

plutôt pro-inflammatoire. De façon surprenante donc, nos résultats montrent que l’AH-Na+ de 

40 kDa présente une action anti-inflammatoire vis-à-vis des cellules de l’épithélium bronchique 

humain CF mais aussi non-CF, et ce principalement dans un contexte inflammatoire. Dans la 

littérature, les études rapportant l’effet pro-inflammatoire des AH de bas poids moléculaire 
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Figure 41: sécrétion d’IL-8 par les cellules primaires bronchiques humaines non-CF sous 

l’effet de concentration croissante d’AH-Na+ de 40 kDa.  

Les cellules primaires bronchiques non-CF ont été traitées pendant 24 heures avec l’AH-Na+ de 40 

kDa supplémenté ou non par le cocktail Cytomix. La technique ELISA a été utilisée pour détecter 

et quantifier la sécrétion d’IL-8 dans les surnageants cellulaires. 

 

utilisent des concentrations en AH de l’ordre du µg/mL. Nous avons émis l’hypothèse d’une 

influence potentielle de la concentration en AH de bas poids moléculaire sur son effet vis-à-vis 

de l’inflammation. Nous avons donc tenté de déterminer les mécanismes d’action de l’AH-Na+ 

en utilisant des doses croissantes (0,01 ; 0,1 ; 1 et 2 mg/mL) sur des cellules épithéliales 

primaires bronchiques humaines non-CF cultivées en monocouches.  

4.1. Influence dose-dépendante de l’AH-Na+ de 40 kDa sur l’inflammation des 

cellules non-CF 

Pour définir le mode d’action de l’AH-Na+ de 40 kDa sur la sécrétion d’IL-8, les cellules 

primaires bronchiques humaines non-CF (n= 5) ont été traitées avec différente concentration 

(0,01 ; 0,1 ; 1 et 2 mg/mL) d’AH-Na+ de 40 kDa, en présence ou non de Cytomix (Figure 41 

). Nous avons analysé la quantité d’IL-8 sécrétée par ELISA après 24 heures de traitement.  

Nos résultats montrent que quelle que soit la concentration en AH-Na+ de 40 kDa, la 

sécrétion d’IL-8 ne varie pas, en comparaison de la condition contrôle, lorsque les cellules 

primaires bronchiques sont traitées avec l’AH-Na+ seul. Cependant, en condition 

d’inflammation, les résultats semblent d’un autre ordre. En effet, nos résultats montrent que 

bien que l’AH-40Na+ n’ait aucun effet sur la sécrétion d’IL-8 lorsque les cellules sont traitées 

par des concentrations de 1 mg/mL (p= 0,4315) et 2 mg/mL (p= 0,1027) supplémenté en 

Cytomix, la sécrétion d’IL-8 augmente rapidement, bien que de manière non significative (0,01 

mg/mL : p= 0,0748 ; 0,1 mg/mL : p= 0,1875) lorsque les cellules sont traitées avec des doses 

plus faibles en AH-Na+ de 40 kDa, de l’ordre de 0,01 mg/mL (p= 0,748) et 0,1 mg/mL (p= 

0,1875). L’effet de l’AH-Na+ de 40 kDa semble donc être dose-dépendant. 
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4.2. Influence dose-dépendante de l’AH-Na+ de 40 kDa sur l’activation de la 

voie NF-κB dans les cellules primaires bronchiques humaines non-CF 

Afin d’analyser l’activation éventuelle de la voie NF-B/IB-, nous avons traité des 

cellules primaires bronchiques humaines non-CF cultivées en monocouche (n= 5) avec des 

doses croissantes d’AH-Na+ de 40 kDa seul (0,01 ; 0,1 ; 1 et 2 mg/mL) (Figure 42 ). 

L’expression des formes non phosphorylée et phosphorylée de NF-κB et IB- a été analysée 

par western-blotting (Figure 42 A ). Nous nous sommes intéressés à l’inhibiteur de NF-κB, 

IB-, et à sa forme phosphorylée sur la sérine 52 (S52), ainsi qu’à la forme totale de NF-κB 

et à sa forme phosphorylée sur la 536 de de la sous-unité p65. Les résultats indiquent qu’à 0,01 

et 0,1 mg/mL, l’AH-Na+ de 40 kDa n’a aucun effet sur la phosphorylation de IκB-α et de NF-

κB, en comparaison à la condition Contrôle. A ces concentrations, l’AH-Na+ de 40 kDa ne 

semble pas avoir d’impact sur l’état d’activation de la voie NF-κB. En revanche, à une 

concentration de 1 et 2 mg / mL, l’AH-Na+ de 40 kDa entraine la phosphorylation d’IκB-α, 

avec une augmentation significative du ratio pIκB-α/IκB-α total à 1 mg/mL (p  0,05) et à 2 

mg/mL (p  0,01). Cependant, aucune variation d’activation/inhibition n’est observée pour la 

sous-unité p65 du facteur de transcription NF-κB (Figure 42 B ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42: analyse par western blotting de la voie NF-κB dans les cultures de cellules 

primaires bronchiques non-CF traitées avec des doses croissantes d’AH-Na+ de 40 kDa en 

absence de contexte inflammatoire.  

Les cellules primaires bronchiques non-CF ont été traitées pendant 24 heures par l’AH-Na+ de 40 

kDa à différentes concentrations. Les protéines ont été extraites et séparées par électrophorèse selon 

un gradient 4-20 %. La détection des protéines d’intérêt est représentée dans la figure A. 

L’intégration des bandes détectées a été rapportée à la Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogenase 

(GAPDH). Les fois d’induction ont été calculés selon le rapport forme phosphorylée / forme totale 

(B).  
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Figure 43 : analyse par western blotting de la voie NF-κB dans les cultures de cellules 

primaires bronchiques non-CF traitées avec des doses croissantes d’AH-Na+ de 40 kDa en 

présence d’un contexte inflammatoire (Cytomix).  

 
Les cellules primaires bronchiques non-CF ont été traitées pendant 24 heures par l’AH-Na+ de 40 

kDa à différentes concentrations et en présence de Cytomix. Les protéines ont été extraites et 

séparées par électrophorèse selon un gradient 4-20 %. La détection des protéines d’intérêt est 

représentée dans la figure A. L’intégration des bandes détectées a été rapportée à la Glycéraldéhyde-

3-phosphate déshydrogenase (GAPDH). Les fois d’induction ont été calculés selon le rapport forme 

phosphorylée / forme totale (B). 

De la même manière, nous avons traité des cellules primaires bronchiques humaines 

non-CF cultivées en monocouche (n= 5) avec des doses croissantes d’AH-Na+ de 40 kDa (0,01 ; 

0,1 ; 1 et 2 mg/mL) en présence de Cytomix (Figure 43 ). L’expression des formes non 

phosphorylée et phosphorylée de NF-κB et IB a également été analysée par western-blotting 

dans ces conditions de culture (Figure 43 A ). De façon surprenante, aucune variation 

significative du ratio pIκB-α/IκB-α n’est observé, quelle que soit la concentration en AH-Na+ 

de 40 kDa en condition inflammatoire. En revanche, nous pouvons observer une légère 

diminution, non significative, du ratio pNF-κB/NF-κB total aux concentrations de 1 et de 2 

mg/mL, liée à la diminution de la phosphorylation de la sous-unité p65 de NF-κB. (Figure 43 

B ). 
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4.3. Influence dose-dépendante de l’AH-Na+ de 40 kDa sur l’expression et la 

localisation des hyaladhérines TLR-4 et CD44 

Nous avons mis en évidence un effet anti-inflammatoire de l’AH-Na+ de 40 kDa, uniquement 

dans des conditions d’inflammation générée par le Cytomix. Cet effet ne semble pas se 

retrouver lorsque les cellules non-CF sont traitées avec l’AH-Na+ de 40 kDa seul. Dans ce cadre, 

nous nous sommes intéressés à l’expression et la localisation de deux hyaladhérines possédant 

une forte affinité pour l’AH, CD44 et TLR-4, afin de caractériser l’organisation différentielle 

potentielle de ces récepteurs à la membrane plasmique cellulaire qui pourrait expliquer les 

résultats obtenus. Pour ce faire, nous avons cultivé des cellules primaires bronchiques humaines 

non-CF en monocouche sur lamelle de verre. A confluence, les cellules ont été traitées pendant 

24 heures avec l’AH-Na+ de 40 kDa à des concentrations croissantes de 0,01, 1 et 2 mg/mL, en 

présence ou non de Cytomix (Figure 44 ).  

L’immunodétection de TLR-4 et de CD44 montre une expression de ces deux hyaladhérines 

par les cellules primaires bronchiques humaines non-CF. En absence de tout traitement 

(Contrôle), on observe la présence de CD44 au niveau de la membrane plasmique des cellules 

bronchiques non-CF et une absence de cluster de TLR-4 à la membrane. TLR-4 semble plutôt 

présent au niveau cytoplasmique. En revanche, lorsque les cellules sont traitées avec des 

concentrations d’AH-Na+ de 40 kDa de 0,01 et 1 mg/mL, CD44 reste localisé au niveau 

membranaire mais nous pouvons également mettre en évidence des clusters membranaires de 

TLR-4 (flèches blanches). Ces observations de TLR-4 membranaire ne sont plus visibles 

lorsque les cellules sont traitées avec 2 mg/mL d’AH-Na+ de 40 kDa. De la même manière, 

aucun cluster membranaire de TLR-4 n’est observé lorsque les cellules épithéliales bronchiques 

non-CF sont traitées avec l’AH-Na+ de 40 kDa, quelle que soit la concentration, en présence de 

Cytomix.  

Nous nous sommes enfin intéressés à l’expression des différents isoformes de CD44 par les 

cellules primaires bronchiques non-CF, en présence ou absence de traitement par l’AH-Na+ de 

40 kDa (1 mg/mL) supplémenté au non en Cytomix (Figure 45 ). Pour cela, nous avons traité 

des cellules primaires bronchiques humaines non-CF cultivées en monocouche (n= 5) avec 1 

mg/mL d’AH-Na+ de 40 kDa en présence ou non de Cytomix. Les ARN totaux des cellules ont 

été extrait et l’expression des isoformes de CD44 a été analysée en RT-qPCR. En condition de 

culture contrôle, la répartition croissante de l’expression des différentes isoformes de CD44 se 

fait de la manière suivante : CD44 standard (0,61 % ± 0,68) < CD44v2v10 (3,96% ± 1,48) < 

CD44v8v10 (7,97 % ± 5,03) < CD44v3v10 (13,53 % ± 2,46) CD44 non définis 
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Figure 44: analyse immunocytochimique de l'expression de TLR-4 et CD44 par les cellules 

primaires bronchiques non-CF.  

Les cellules primaires bronchiques non-CF ont été cultivées en monocouche. A confluence, les cellules 

ont été traitées ou non pendant 24 heures par l’AH-40Na+ à différentes concentrations (0,01, 1 et 2 

mg/mL) en présence ou non de Cytomix. L’analyse de l’expression et de la localisation des récepteurs 

TLR-4 (en vert) et CD44 (en rouge) a été réalisée en immunocytochimie.  Les noyaux (en bleu) ont été 

mis en évidence par le DAPI. Les préparations ont été observées au grossissement x63, en microscopie 

confocale. L’analyse d’image a été réalisée par l’utilisation du logiciel ImageJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(19,87 % ± 9,77) < CD44v6 (54,07 % ± 5,36). Lorsque les cellules non-CF sont traitées par 

l’AH-Na+ de 40 kDa, la répartition croissante des profils d’expression des isoformes n’est pas 

modifiée : CD44 standard (1,43 % ± 1,95) < CD44v2v10 (6,44 % ± 1,56) < CD44v8v10 (7,72 

% ± 5,34) < CD44v3v10 (13,4 % ± 2,3) < CD44 non définis (10,48 % ± 26,04) < CD44v6 

(60,54 % ± 20,84). Lorsque les cellules non-CF sont traitées avec le Cytomix, l’expression de 

CD44 standard (1,77 % ± 1,56), CD44v2v10 (2,49 % ± 0,55), CD44v3v10 (13,38 % ± 2,27) et 

CD44v6 (53,1 % ± 8,05) respecte la répartition observée pour la condition Contrôle. En 

revanche, on observe une diminution de la proportion de formes CD44 non définies (9,59 % ± 

14,17 contre 19,87 % ± 9,77 pour la condition Contrôle) alors que l’expression de CD44v8v10 

augmente (19,66 % ± 12,68 contre 7,97 % ± 5,03 pour la condition Contrôle). Ces résultats sont 

également observés lorsque les cellules non-CF sont traitées avec 1 mg/mL d’AH-Na+ de 40 
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Figure 45: effets de l'AH-Na+ de 40 kDa sur expression des différentes isoformes de CD44 par 

les cellules primaires bronchiques humaines non-CF.  

Les cellules primaires bronchiques non-CF ont été cultivées monocouche. A confluence, elles ont été 

traitées ou non pendant 24 heures avec 1 mg/mL d’AH-Na+ de 40 kDa, en présence ou en absence de 

Cytomix. Après extractions des ARNs, nous avons analysé le profil d’expression des isoformes de CD44 

par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en pourcentage selon le ratio isoformes CD44 /forme totale 

CD44.  

 

 

kDa supplémenté en Cytomix. Une diminution de la proportion des formes CD44 non définies 

(2,93 % ± 33,51 contre 10,48 % ± 26,04 pour la condition Contrôle) est observée alors que 

l’expression de CD44v8v10 augmente (20,88 % ± 17,67 contre 7,72 % ± 5,34 pour la condition 

Contrôle). En conclusion de l’ensemble de ces résultats, il n’y a aucun effet de l’AH-Na+ de 40 

kDa sur l’expression des isoformes de CD44 par les cellules primaires bronchiques humaines 

non-CF. Cependant, l’isoforme CD44v8v10 semble être surexprimée lorsque les cellules sont 

en condition inflammatoire par traitement par le Cytomix, que ce soit en présence ou en absence 

d’AH-Na+. 
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SYNTHÈSE, DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

1. Synthèse et discussion 

La CF est une maladie génétique rare à transmission autosomique récessive, due à des 

mutations du gène CFTR codant le canal chlore CFTR. Elle affecte différents organes sécréteurs 

notamment le tissu pulmonaire, générant une déshydratation, un épaississement et une 

accumulation de mucus qui ensemble, entrainent une altération de la clairance mucociliaire. La 

modification du mucus favorise des infections qui deviennent chroniques dans les voies 

aériennes et s’accompagnent d’une inflammation pulmonaire importante.  

En effet, dans les travaux précédents réalisés au sein du laboratoire, il a été également 

démontré que sur des cultures non-CF remodelées suite à une inflammation chronique, un 

traitement avec l’AH-Na+ de 40 kDa restaurait un épithélium non remodelé. Dans la mesure où 

le remodelage observé, tant dans les cultures CF que non-CF, est lié à l’inflammation et que 

l’AH-Na+ de 40 kDa régule ce remodelage, il nous est apparu important de nous intéresser à 

l’influence de l’AH-Na+ de 40 kDa sur l’inflammation des cellules épithéliales bronchique 

humaines, CF et non-CF. Le but de ce projet est de déterminer son utilisation potentielle en tant 

qu’anti-inflammatoire dans cette pathologie ainsi que dans les pathologies respiratoires 

inflammatoires chroniques.  

Cette thèse a été organisée selon trois objectifs : le premier a été d’étudier l’effet de 

l’AH-Na+ de 40 kDa, en condition contrôle ou en contexte inflammatoire, sur la sécrétion d’IL-

8 par les différentes cellules épithéliales cultivées en monocouche. Le second objectif a consisté 

à définir l’effet anti-inflammatoire préventif et/ou curatif potentiel de l’AH-Na+ de 40 kDa sur 

les cellules bronchiques en culture en monocouche mais également sur les cellules épithéliales 

bronchiques primaires, en culture en interface air-liquide. Enfin, pour le dernier objectif, nous 

nous sommes intéressés aux mécanismes mis en jeu lors de ce processus, en ciblant 

spécifiquement les récepteurs CD44 et TLR-4, et la voie de signalisation NF-κB. 

Notre étude a débuté par la mise au point d’un modèle expérimental pour l’étude de 

l’inflammation cellulaire en réponse au cocktail de cytokines pro-inflammatoires Cytomix en 

utilisant des lignées cellulaires. Après analyse de la sécrétion d’IL-8, les lignées non-CF NuLi-

1 et CF CuFi-1 ont montré une stimulation plus importante au Cytomix que les lignées CFBE-

WT et -F508del. Pour vérifier leur réponse aux traitements préventif et curatif, les cellules 

NuLi-1 et CuFi-1 ont été soumises à une double stimulation de 24 heures par le Cytomix. Les 

données indiquent que les cellules CF sont plus stimulables que les cellules non-CF. Nous avons 

ensuite réalisé une cinétique de réponse à un stimulus inflammatoire en présence ou non d’AH-
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Na+ de 40 kDa qui a permis de mettre en évidence une tendance anti-inflammatoire de l’AH-

Na+ de 40 kDa au temps 24 heures. Enfin, nous nous sommes intéressés aux propriétés anti-

inflammatoires préventives et curatives potentielles de l’AH-Na+ de 40 kDa en comparaison à 

la dexaméthasone. Dans le cas de l’étude du potentiel anti-inflammatoire préventif de l’AH-

Na+ de 40 kDa, le prétraitement des cellules NuLi-1 et CuFi-1 par l’AH-Na+ sans stimulus 

inflammation exogène met en évidence un effet pro-inflammatoire avec une augmentation de 

la sécrétion d’IL-8, alors que la dexaméthasone diminue cette sécrétion. En revanche, nous 

avons observé une diminution non significative de la sécrétion d’IL-8 lorsque les cellules sont 

soumises au co-traitement AH-Na+ et Cytomix consécutivement à un prétraitement par l’AH-

Na+ de 40 kDa. Lorsque l’on s’intéresse à l’effet anti-inflammatoire curatif potentiel de l’AH-

Na+ de 40 kDa, on peut observer que le traitement curatif des cellules NuLi-1 et CuFi-1 par 

l’AH-Na+ sans inflammation exogène entraîne une sécrétion accrue d’IL-8, signe d’un effet 

pro-inflammatoire, alors que la dexaméthasone diminue significativement cette sécrétion. En 

revanche, une diminution non significative de la sécrétion d’IL-8 lorsque les cellules sont 

soumises au co-traitement AH-Na+ et Cytomix suite à un prétraitement par le Cytomix a été 

observée.  

Pour appuyer les résultats obtenus, nous avons testé l’influence de l’AH-Na+ de 40 kDa 

sur des cellules épithéliales primaires bronchiques CF et non-CF non différenciées cultivées en 

monocouche. Contrairement à ce qui a été observé avec les lignées cellulaires, le traitement par 

l’AH-Na+ seul n’a aucun effet sur la sécrétion d’IL-8 par les cellules primaires bronchiques CF 

et non-CF. En revanche, dans un contexte préalablement enflammé, le traitement des cellules 

CF et non-CF par l’AH-Na+ additionné de Cytomix permet de mettre en évidence un effet anti-

inflammatoire de l’AH de 40 kDa objectivé par une diminution de la sécrétion d’IL-8 par ces 

cellules. Cet effet est comparable à l’effet observé lorsque les cellules sont co-traitées par la 

dexaméthasone et le Cytomix dans un contexte enflammé. Les résultats obtenus confirment 

également que l’AH-Na+ de 40 kDa n’a aucun effet anti-inflammatoire préventif puisque le 

prétraitement des cellules primaires par l’AH-Na+ n’exerce aucun effet sur la sécrétion d’IL-8 

en condition contrôle ou enflammée par les cellules épithéliales bronchiques humaines CF et 

non-CF. Enfin, lorsque l’on étudie le traitement curatif par l’AH-Na+ de 40 kDa, on peut 

conclure que la diminution significative de la sécrétion en IL-8 en présence d’un contexte 

inflammatoire démontrent une action anti-inflammatoire curative de l’AH-Na+ de 40 kDa sur 

les cellules épithéliales bronchiques CF et non-CF. 

L’ensemble des résultats que nous avons obtenus montrent que l’AH-Na+ de 40 kDa 

possède des effets divergents en fonction de la présence ou non d’une inflammation exogène 
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générée par le Cytomix. Aucun effet anti-inflammatoire n’est observé en absence de Cytomix. 

Une action pro-inflammatoire peut même être détectée sur les cellules de la lignée NuLi-1. En 

revanche, en présence d’un contexte enflammé, l’AH-Na+ de 40 kDa possède une effet anti-

inflammatoire évident. Ces résultats sont surprenants car la littérature référence les AH de bas 

poids moléculaire comme des effecteurs pro-inflammatoires pour les cellules épithéliales 

bronchiques (Boodoo et al., 2006; Ochoa et al., 2011) en ciblant notamment l’activation de la 

voie NF-κB. Les AH de bas poids moléculaires sont particulièrement décrits comme des 

agonistes des récepteurs TLR-2 et TLR-4 considérés comme des molécules de danger (Powell 

and Horton, 2005) (DAMP). De cette manière, ils assurent une réponse pro-inflammatoire en 

augmentant la migration des cellules immunitaires, leur prolifération et la production de 

cytokines pro-inflammatoires (Horton et al., 1998; McKee et al., 1996). Il est également 

surprenant de constater que l’effet anti-inflammatoire de l’AH-Na+ de 40 kDa que nous avons 

observé est comparable à l’effet anti-inflammatoire obtenu par un traitement avec la 

dexaméthasone.  

Nous avons également utilisé un modèle de culture des cellules épithéliales bronchiques 

humaines en IAL pour tester l’efficacité du traitement par l’AH-Na+ de 40 kDa sur des cellules 

primaires CF polarisées et en cours de différenciation. Nos résultats indiquent que le traitement 

prolongé de des cellules avec l’AH-Na+ seul pendant 7 à 15 jours entraîne une diminution 

significative de la sécrétion polarisée d’IL-8 par ces cellules vers la chambre basale. Ces 

résultats sont intéressants puisque cet effet n’a pas été observé sur les cellules primaires 

bronchiques CF en monocouche, ce qui laisse supposer que la polarisation des cellules 

épithéliales bronchiques CF peut améliorer l’efficacité du traitement par l’AH-Na+ de 40 kDa 

sur la sécrétion basale d’IL-8, que le traitement des cellules par leur pôle basal permet une 

meilleure efficacité qu’un traitement par le pôle apical même en absence de contexte enflammé, 

et que le modèle de culture en IAL, plus proche de la réalité bronchique que des lignées 

cellulaires, pourrait mimer l’effet anti-inflammatoire de l’AH-Na+ de 40 kDa que nous 

pourrions observer au niveau pulmonaire chez les patients. Ces résultats permettent de mettre 

en évidence un nouveau rôle des AH de bas poids moléculaires sur la sécrétion basale en IL-8 

des cellules épithéliales bronchiques CF. Etrangement, la littérature indique que les AH de bas 

poids moléculaire participent, par exemple à l’activation des macrophages pulmonaires en 

maintenant leur activités pro-inflammatoires (Sokolowska et al., 2014; Yamawaki et al., 2009). 

Ces mêmes AH participeraient également à la maturation des cellules dendritiques par 

l’augmentation de l’IL-1β, du TNF-α et de l’IL-12 (Termeer et al., 2000). Malgré tout, au 

travers de nos résultats, l’AH-Na+ de 40 kDa semble avoir un effet intéressant pour contrer la 
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migration et l’accumulation des neutrophiles prépondérants dans les bronches des patients CF 

(Kharazmi et al., 1986). 

Pour aller plus loin sur l’effet de l’AH-Na+ de 40 kDa sur les sécrétions cytokiniques/ 

chimiokiniques basales globales des cellules épithéliales bronchiques humaines CF, l’analyse 

de l’expression d’un panel de chimiokines et de cytokines par les cellules primaires bronchiques 

CF au stade IAL-7 nous a permis de confirmer que la sécrétion en IL-8 était diminuée, de même 

que celle de MIF. Cependant, nos résultats montrent que l’IL-12p70 et l’IL-18 sont augmentées 

dans les surnageants basaux des cellules épithéliales bronchiques CF lors d’un traitement 

chronique par l’AH-Na+ de 40 kDa. L'interleukine-12 (IL-12) est une cytokine hétérodimérique 

pro-inflammatoire impliquée dans la différenciation des cellules T naïves en cellules Th1 ainsi 

que dans la stimulation des activités cytotoxiques des cellules NK et des cellules T CD8+. Il a 

déjà été démontré que les AH de bas poids moléculaire induisaient la production d’IL-12 

biologiquement active dont la production était inhibée par l’utilisation d’un anticorps 

monoclonal anti-CD44 (Hodge-Dufour et al., 1997). L’IL-18, quant à elle, est considérée 

également comme une cytokine pro-inflammatoire entraînant l’induction des réponses de type 

Th1 et participe donc à l’immunité innée et acquise (Dinarello, 1999). Même si nos résultats 

demandent à être confirmés sur une plus grande population de milieux de cultures de cellules 

épithéliales bronchiques de patients CF, ils sont malgré tout intéressants puisque l'IL-18 et l'IL-

12 agissent en synergie pour stimuler les cellules Th1 et les cellules Natural Killer à produire 

de l'IFN-gamma nécessaire à l’immunité médiée par les cellules (Tominaga et al., 2000). De 

cette manière, on peut penser que l’AH-Na+ de 40 kDa renforcerait l’immunité innée à travers 

les cellules NK et les cellules Th1, puis orienterait la réponse inflammatoire vers l’activation 

des macrophages M1, des macrophages inflammatoires et microbiocides (Mege and Capo, 

2010). 

Nous avons par la suite testé l’hypothèse d’un rôle anti-inflammatoire de l’AH-Na+ de 

40 kDa dose-dépendant. Nos résultats semblent indiquer un effet dose-dépendant, avec une 

réponse pro-inflammatoire lorsque les cellules sont traitées par des doses de l’ordre du µg/mL 

(Boodoo et al., 2006). Nous avons donc émis l’hypothèse d’un effet dose de l’AH-Na+ de 40 

kDa sur l’activation de la voie NF-κB/IκB-α dans les cellules épithéliales bronchiques en 

présence ou en absence d’inflammation exogène générée par le Cytomix. En condition sans 

inflammation, IκB-α est phosphorylé pour les doses les plus fortes d’AH-Na+ de 40 kDa mais 

il n’y a pas de variation de phosphorylation de NF-κB, en comparaison à la condition contrôle 

sans traitement par l’AH-Na+ de 40 kDa. De la même manière, l’AH-Na+ supplémenté en 

Cytomix ne montre aucune variation de phosphorylation d’IκB-α, quelle que soit la dose d’AH-
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Na+ de 40 kDa, avec toutefois une légère diminution non significative du ratio pNF-κB/pIκB-α 

pour les doses de 1 et 2 mg/mL. Ces résultats semblent également montrer que dans un contexte 

enflammé, l’AH-Na+ de 40 kDa semble diminuer l’activation de la voie NF-κB/IκB-α 

contrairement à l’AH-Na+ seul. Nous nous sommes alors intéressés à l’expression et la 

localisation des hyaladhérines TLR-4 et CD44 en fonction de la dose de AH-Na+ de 40 kDa. 

Pour les conditions non supplémentées en Cytomix, lorsque les cellules sont traitées avec des 

faibles doses d’AH-Na+ (0,01 et 0,1 mg/mL), nous avons observé la présence de cluster de 

TLR-4 à la membrane, alors que pour toutes les autres concentrations, même en présence de 

Cytomix, les TLR-4 restent cytoplasmiques. Enfin, nous nous sommes intéresse à l’expression 

des variants de CD44. Nos résultats indiquent que l’isoforme CD44v8v10 semble être 

surexprimée lorsque les cellules sont en condition inflammatoire générée par le Cytomix, que 

ce soit en présence ou en absence d’AH-Na+.  

 L’ensemble des résultats obtenus suggère que l’AH-Na+ de 40 kDa présente un effet 

double en fonction en fonction de l’environnement, inflammatoire ou non, dans lequel se 

trouvent les cellules épithéliales bronchiques. Il semblerait qu’en contexte inflammatoire, l’AH 

de bas poids moléculaire possède des propriétés anti-inflammatoires. En effet, dans ces 

conditions, il a été démontré que d’autres protéines se retrouvent surexprimées, parmi lesquelles 

se trouve TSG-6 (Lee et al., 2009). La capacité de TSG-6 à moduler l'interaction de l'AH avec 

le CD44 a des implications importantes pour l'activité cellulaire médiée par le CD44 dans les 

sites d'inflammation (Lesley et al., 2004). Selon cette hypothèse, les AH de bas poids 

moléculaire, sous forme réticulés, pourraient interagir avec le récepteur CD44, qui dans notre 

étude pourrait être majoritairement le récepteur CD44v8v10, et induire une signalisation anti-

inflammatoire. Cette inhibition pourrait également impliquer IRAK-M et son effet inhibiteur 

sur la voie NF-κB/IκB-α induite par TLR-4. 
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Figure 46: hypothèses associées aux rôles de l'AH de bas poids moléculaire dans un contexte 

inflammatoire 

 

 

2. Perspectives 

A court terme, il serait intéressant de vérifier au temps IAL-7 et IAL-15, le niveau de 

sécrétion en IL-8 lorsque les cellules CF sont traitées par le cocktail de cytokines pro-

inflammatoires Cytomix versus AH-Na+ + Cytomix. En considérant les effets du traitement par 

l’AH-Na+ seul ainsi que les différentes observations faites lorsque les cellules épithéliales 

bronchiques CF sont soumises à un traitement par l’AH-Na+ en condition enflammée, on peut 

supposer que la sécrétion sera diminuée. Il serait également utile de refaire les expériences 

réalisées en culture en IAL au stade de différenciation finale des cellules bronchiques, à IAL-

35, pour évaluer les effets de l’AH-Na+ de 40 kDa en condition inflammatoire sur un épithélium 

entièrement différencié. Afin de valider l’étude de l’effet anti-inflammatoire global de l’AH-

Na+ de 40 kDa sur les cellules primaires bronchiques CF grâce à utilisation de cytokine arrays, 

il faudra augmenter le nombre de cultures de patients CF différents pour avoir un rendu plus 

précis sur l’influence de l’AH-Na+ par rapport à la condition Contrôle. Ces mêmes analyses 

devront également être réalisées sur des cellules CF enflammées en co-traitement ou non avec 

l’AH-Na+ de 40 kDa. Nous devrons également poursuivre l’étude des mécanismes d’action de 

l’AH-Na+ de 40 kDa. Pour cela, il faudrait étudier la voie de signalisation NF-κB dans un plus 
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grand nombre des cellules bronchiques de patients CF en condition Contrôle et enflammée. Il 

sera également intéressant d’étudier d’autres sites de phosphorylation à l’origine de la 

l’activation de la voie NF-κB : lors de l’étude de l’influence dose-dépendante de l’AH-Na+ de 

40 kDa, nous avons observé que IκB-α était activé significativement de manière dose-

dépendante par l’AH-Na+, sans observer de variation de phosphorylation de la sérine 536 de la 

sous-unité p65 de NF-κB. Nous pourrions par exemple utiliser, dans un premier temps, un 

vecteur luciférase p65-NF-κB pour vérifier que l’activité luciférase passe par cette sous-unité 

en cas de traitement par l’AH-Na+ sans discriminer la phosphorylation à l’origine de la 

translocation nucléaire de p65. Il se pourrait également que cette activation induite de la voie 

NF-κB passe par la libération d’autres sous-unités de NF-κB comme RelB ou c-Rel. Nous 

pouvons également nous orienter vers d’autres voies associées à l’inflammation comme la voie 

des MAP kinases.   

 Dans la poursuite de ce projet et pour comprendre l’influence qu’exerce l’AH-Na+ de 

40 kDa sur la sécrétion d’IL-8 dans un contexte enflammé, il serait intéressant d’étudier 

l’expression de TSG-6, de IRAK-M et de TRAF6, que ce soit en condition contrôle comme en 

condition inflammatoires en présence du Cytomix. Afin de mettre en évidence que l’interaction 

AH-Na+/CD44 est à l’origine de la signalisation anti-inflammatoire, il faudrait étudier les 

interactions TSG-6/AH et AH/CD44, par immunoprécipitation par exemple. Il serait également 

intéressant de montrer des interactions proches éventuelles entre TSG-6 et CD44 par Proximity 

Ligation Assay (Alam, 2018). En fonction des résultats obtenus, il faudrait vérifier ces 

observations sur un modèle TSG-6-/- invalidé par siRNA ou par la méthode CRISP-Cas9. 

L'hypoxie s'accompagne fréquemment d'une inflammation pulmonaire. Il serait donc 

intéressant d’étudier l’influence de l’AH-Na+ de 40 kDa dans ces conditions d’hypoxie, en 

utilisant un modèle de cultures de cellules épithéliales bronchiques en 3D exposées à un 

environnement hypoxique (1,5 % d'O2-5 % de CO2-94,5 % de N2) (Delbrel et al., 2019) ou par 

l’utilisation de modèles murins exposés à 10 % d'O2 (Hashimoto and Gupte, 2022). 

Enfin, suite aux résultats obtenus sur les cellules épithéliales bronchiques CF, il serait 

intéressant de déterminer si l’AH-Na+ a une meilleure efficacité anti-inflammatoire que 

l’azithromycine par exemple, que ce soit sur un modèle in vitro ou in vivo. L’azithromycine est 

un traitement anti-inflammatoire au long cours dans la CF. Ce traitement est à discuter chez 

tous les patients CF à partir de l’âge de 6 ans, quel que soit leur statut bactériologique (en dehors 

des infections à mycobactéries atypiques) mais nécessite une surveillance mycologique 

(examen cyto-bactériologique des crachats, colonisation aspergillaire, aspergillose broncho-
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pulmonaire allergique, +/- résistance) (Abely et al., 2015). Une alternative pourrait donc 

s’avérer intéressante. 
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Acide hyaluronique et inflammation pulmonaire dans la mucoviscidose (CFILHA) 

La Mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF) est une maladie génétique rare à transmission autosomique récessive, due à des mutations du 

gène CFTR codant le canal chlore CFTR. Elle affecte différents organes sécréteurs notamment le tissu pulmonaire, générant une déshydratation, 

un épaississement et une accumulation de mucus qui entraine une altération de la clairance mucociliaire. La modification du mucus favorise des 

infections qui deviennent chroniques dans les voies aériennes et s’accompagnent d’une inflammation pulmonaire importante. Notre étude visait 

à analyser les effets de l’acide hyaluronique (AH) sur la modulation de l’inflammation bronchique dans la mucoviscidose dans le but de 

déterminer son rôle anti-inflammatoire potentiel dans cette pathologie ainsi que dans les pathologies respiratoires inflammatoires chroniques. 

Pour notre étude, nous avons utilisé des lignées de cellules épithéliales bronchiques humaines non-CF et CF ainsi que des cellules 

primaires bronchiques humaines issues de sujets non-CF et patients CF (mutation F508del/F508del). Le premier objectif de ma thèse a été 

d’étudier l’effet de l’AH de 40 kDa, en condition contrôle ou en contexte inflammatoire, sur la sécrétion d’IL-8 par les différentes cellules 

épithéliales cultivées en monocouche. Nos résultats montrent que, bien que l’AH ne modifie pas la sécrétion d’IL-8 par les lignées cellulaires, il 

entraine une réduction significative de cette sécrétion dans les cultures primaires bronchiques CF et non-CF soumises à une inflammation 

chronique. Le second objectif a consisté à définir l’effet anti-inflammatoire préventif et/ou curatif de l’AH de 40 kDa sur les cellules bronchiques 

en culture en monocouche mais également, pour les cellules épithéliales bronchiques primaires, en culture en interface air-liquide. Les résultats 

obtenus montrent que l’AH de 40 kDa ne semble pas présenter d’effet protecteur contre le développement de l’inflammation bronchique, mais 

réduit curativement l’inflammation des cellules épithéliales dans un contexte inflammatoire. Enfin, nous nous sommes intéressés aux 

mécanismes mis en jeu lors de ce processus, en ciblant spécifiquement les récepteurs CD44 et TLR-4, et la voie de signalisation NF-κB. Nos 

résultats montrent qu’en condition contrôle, l’AH de 40 kDa, tout en induisant une phosphorylation d’IκB-α, n’entraine pas d’activation de NF-

κB, alors qu’en condition inflammatoire, aucune activation d’IκB-α ou de NF-κB n’est observée sous l’action de l’AH de 40 kDa. 

En conclusion, l’AH de 40 kDa a montré des propriétés anti-inflammatoires pour l’épithélium bronchique humain non-CF et CF 

enflammé, et pourrait ainsi présenter une activité pharmacologique bénéfique dans les pathologies respiratoires inflammatoires chroniques, en 

particulier la CF. 

Mots clés : Remodelage, épithélium bronchique, inflammation, acide hyaluronique, mucoviscidose  

 

 

Hyaluronic acid and pulmonary inflammation in cystic fibrosis (CFILHA) 

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disease due to mutations in the CFTR gene encoding the CFTR chloride channel. 

CF affects various secretory organs, notably the lungs, leading to dehydration, thickening and accumulation of mucus in the airways, and 

consquently an alteration of the mucociliary clearance. This context favors airway chronic infections and inflammation. Our study aimed to 

analyze the effects of hyaluronic acid (HA) on the modulation of bronchial inflammation in cystic fibrosis in order to determine its potential anti-

inflammatory role in this pathology as well as in chronic inflammatory respiratory diseases. 

For our study, we used non-CF and CF cell lines, as well as human primary bronchial epithelial cells from non-CF subjects and CF patients 

(F508del/F508del mutation). The first objective of my thesis was to study the effect of 40 kDa-HA, in control condition or in an inflammatory 

context, on the secretion of IL-8 by the different epithelial cells cultured as monolayers. Our results showed that, although HA does not modify 

IL-8 secretion by cell lines, it leads to a significant reduction of this IL-8 secretion in inflamed primary non-CF and CF bronchial cultures. The 

second objective was to define the preventive and/or curative anti-inflammatory effect of 40 kDa-HA on CF bronchial cells cultured as 

monolayers and, for primary bronchial epithelial cells, at the air-liquid interface. The results we obtained showed that 40 kDa-HA does not seem 

to exhibit a protective effect against the development of bronchial inflammation, but curatively reduces the inflammation of epithelial cells in 

an inflammatory context. Finally, we focused on the mechanisms involved in this process, specifically targeting the CD44 and TLR-4 receptors, 

and the signaling pathways. Our results showed that in control condition, 40 kDa-HA, while inducing phosphorylation of, does not lead to 

activation of NF-κB, whereas in inflammatory condition, no activation of IκBα or NF-κB is observed under the action of 40 kDa-HA. 

In conclusion, 40 kDa-HA exhibits anti-inflammatory properties for non-CF and CF inflamed bronchial epitheliums, and therefore may 

show beneficial pharmacological activity in chronic inflammatory respiratory diseases, especially in CF. 

Keywords : Remodeling, airway epithelium, inflammation, hyaluronic acid, cystic fibrosis 
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