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CFTR
et mucoviscidose,

une histoire

viscidose marquera durablement la médecine
humaine. Il a fallu 50 ans d’expérimentations
et d’observations médicales, favorisées par les
progrés en génétique, en biologie moléculaire et
en physiologie, pour construire la théorie ionique
montrant que cette maladie est la conséquence
d’un défaut généralisé du transport transépithé-
lial de NaCl, et pour découvrir le gene responsable
de la maladie. La découverte du gene CFTR et
son clonage en 1989, la mise en évidence de ses
mutations, puis la description de la protéine CFTR
et de son role dans la maladie ont ainsi révolu-
tionné la physiologie et la physiopathologie des
transports ioniques des cellules épithéliales des

systemes res

piratoire et digestif. <
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La mucoviscidose est, pour les populations d’origine
européenne, la plus fréquente des maladies rares de
transmission autosomique récessive, affectant prin-
cipalement les poumons et plus généralement toutes
les glandes sécrétoires exocrines. €lle est due a des
mutations du géne CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), codant un canal qui permet
I’échange d’ions chlorures entre 'intérieur et I'exté-
rieur de la cellule. La frise historique présentée dans la
Figure 1 montre les grandes étapes de la recherche sur
la mucoviscidose, jusqu’a la découverte du gene CFTR,
en 1989.

Vitamine A et fibrose kystique du pancréas

On connait aujourd’hui cette maladie sous le nom de
« mucoviscidose » ou, pour les anglophones, « cystic
fibrosis » (CF, en francais fibrose kystique). Mais les
descriptions médicales des pédiatres pionniers de la
premiére moitié du xx® siecle se concentrérent d’abord
sur le pancréas, avant d’élargir le diagnostic aux pou-
mons.

Entre 1920 et 1933, les anatomo-pathologistes amé-
ricains Kenneth D. Blackfan, Simeon B. Wolbach et
Charles D. May furent intrigués par plusieurs cas d’au-
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topsies d’enfants ayant des Iésions histopathologiques
du pancréas. Tous étaient carencés en vitamine A et
sous-alimentés. Ces anatomo-pathologistes publient
alors, entre 1933 et 1938, une série de notes pour
décrire ces atteintes (obstruction, dilatation, atrophie
et fibrose) touchant les glandes sécrétoires (en par-
ticulier les atteintes du pancréas et de la trachée et
celles des glandes salivaires) [1, 2]. Ils proposent que
ces Iésions traduisent une seule et méme maladie : tous
ces patients, filles comme gargons, dgés de quelques
semaines a 18 mois, décedent de bronchopneumonie
avec un pancréas exocrine tres altéré. Blackfan et Wol-
bach vont alors apporter une premiére explication a ces
observations pathologiques du pancréas ; ils écrivent :
« nos études préliminaires indiquent que ces affections
pancréatiques frappantes proviennent de la production
anormale de sécrétions qui conduisent a la dilatation et
a l'atrophie des canaux et acini » et proposent « qu’il
est raisonnable de penser que ces lésions pancréatiques
sont a l'origine d’un défaut de digestion des graisses et
donc de la vitamine A » [1]. A la méme époque, Guido
Fanconi, professeur de pédiatrie a Zurich en Suisse,
décrit précisément les modifications pathologiques
des glandes pancréatiques et pulmonaires : « les chan-
gements pulmonaires et pancréatiques, deux organes
vitaux, sont si profonds que leurs déréglements appa-
raissent compréhensibles » [3]. Sydney Farber, pédiatre
américain, note aussi que « les dommages du tractus
respiratoire dépendent premiérement de leur obstruc-
tion par un mucus épais et d’un défaut d’une lubrifi-
cation propre de [’épithélium cilié, et deuxiémement
d’une infection a staphylocoque », mettant en avant
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I’atteinte pulmonaire et identifiant un défaut sécrétoire majeur: le
mucus épais obstrue I'arbre bronchique, par un défaut de lubrifica-
tion (hydratation) de I’épithélium cilié ; puis, secondairement a cette
obstruction, une infection par la bactérie Staphylococcus aureus
s’installe [4,5]. Charles May ira méme jusqu’a penser que la rémission
des patients (atteints de fibrose kystique du pancréas) dépend de la
prévention et de la guérison de ces infections bactériennes pulmo-
naires [6]. Sydney Farber deviendra le pionnier de la chimiothérapie
moderne. |l fera école aupres de Harry Shwachman, a Boston, qui, avec
les pédiatres Paul di Sant’Agnese et Dorothy H. Andersen, a New York,
se consacrerent a la recherche sur la mucoviscidose. Dorothy Andersen
établira finalement le lien entre les Iésions néonatales du pancréas,
les obstructions intestinales, la carence en vitamine A et les complica-
tions respiratoires. Cest a elle que I’on doit la reconnaissance de cette
maladie en tant que seule et méme entité [7], mais toujours liée au
systeme digestif et, secondairement, a la fonction respiratoire.

Sur la piste du gene

Les travaux de Philip J Howard en 1944, Dorothy H Andersen et
Richard G Hodges en 1946, puis de Charles Upton Lowe, Charles D
May et Sheldon C Reed en 1949, posent les bases de I’hérédité men-
délienne de la maladie [8-10]. Uanalyse de Lowe, May et Reed est
remarquable. €lle porte sur 134 enfants hospitalisés a I’hdpital de
Boston entre 1938 et 1947 : 29 avec un iléus méconial® et 105 avec
une fibrose du pancréas. lls émettent alors I’hypothése que cette
maladie, qui n’est pas fréquente dans la population, mais qui sur-
vient plusieurs fois dans une méme famille, pourrait avoir une ori-
gine génétique [10]. Dans une famille, ils vont répertorier le nombre
d’enfants, le rapprocher du nombre de ceux qui sont atteints de
fibrose du pancréas, et déterminer si ’ordre de naissance est impor-
tant. Ce dernier facteur ne montrera pas d’impact sur la survenue des
naissances d’enfants malades, excluant ainsi une influence de I’age
de la meére lors de la procréation. Ils font également plusieurs obser-
vations importantes : aucun cas de fibrose du pancréas n’est dia-
gnostiqué chez un adulte ; les enfants malades naissent de parents
sains et décedent avant la maturité ; les filles, comme les gargons,
sont affectées. Ces résultats sont en accord avec ceux de Howard
[8], Andersen et Hodges [9], et ne laissent dés lors plus de doute
quant a lorigine génétique de la maladie pancréatique, de trans-
mission récessive [10]. €n comparant I’dge de déceés des enfants et
la survenue des lésions respiratoires, Lowe, May et Reed relient enfin
précocité du déces et atteinte pulmonaire [10].

Les années cinquante fondatrices
Les années 1950 vont étre riches en avancées et découvertes fonda-

mentales sur plusieurs plans. Un nouvel acteur majeur de la recherche
médicale va émerger dans plusieurs pays avec la création, entre 1955

! Occlusion intestinale du nouveau-né, due & I’arrét du méconium anormalement épais dans I'iléon
terminal.
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et 1965, des fondations et associations de patients,
parents et sympathisants (Figure 1), destinées notam-
ment a récolter des fonds. Elles joueront un role majeur
pour stimuler et financer la recherche, pour aider,
conseiller et assister les patients et leur famille, et pour
mobiliser les €tats et les entreprises du médicament
contre cette maladie rare.

Le diagnostic de la mucoviscidose fait un bond spec-
taculaire a partir de I’été 1948, a New York, ou une
vague de chaleur intense survient le 28 aolit 1948. Paul
di Sant’Agnese et Robert Darling admettent alors dans
leurs services des enfants souffrant de déshydratation
et de fibrose kystique du pancréas, dans un état de
léthargie avancée. €n comparant la composition de leur
sueur a celle d’enfants non malades, ils vont faire une
découverte importante en montrant une différence de
concentration en sel (jon sodium Na* et ion chlorure CI7)
dans la sueur sécrétée par les enfants malades, mais pas
de différence dans la quantité de sueur. La concentration
des deux ions se réveéle en effet systématiquement plus
élevée dans les prélevements des enfants malades par
rapport aux témoins. Au cours des cing années qui vont
suivre, Paul di Sant’Agnese va poursuivre cette analyse
sur un nombre croissant d’enfants malades. Finalement,
il établira une valeur seuil d’ions chlorure (de 60 millié-
quivalents [m€q]/L) dans la sueur, au-deld de laquelle
un diagnostic de la maladie doit étre posé [11, 12].
Cette découverte va ouvrir une nouvelle ére de recherche
pour la physiologie des glandes sécrétoires : I"analyse du
contenu en électrolytes de la sueur (issue des sécrétions
des glandes sudoripares situées dans la peau) permet de
diagnostiquer une maladie...

La méthode sera améliorée par Lewis €. Gibson et Robert
€. Cooke qui introduisent, en 1959, la stimulation
locale sur I’avant-bras de I'enfant par la pilocarpine
(un parasympathomimétique agissant sur les récep-
teurs muscariniques de I’acétylcholine) pour le recueil
de sueur [13]. Ce test, appelé test de la sueur, fait
désormais référence pour le
diagnostic précoce (ou DNN,
diagnostic néo-natal) de la
mucoviscidose (=).

(=) Voir le numéro
thématique La révolution
médicale du dépistage
néonatal, m/s n° 5, mai 2021

La malédiction populaire dite du « baiser salé sur le
front de I’enfant malade »? du Moyen-Age trouvait
donc, trois siecles plus tard, une explication rationnelle
et scientifique [14].

Dans une étude publiée en 1958, Harry Shwachman
montrera qu’un diagnostic précoce, précis, avant I’dge
de 3 mois, est fondamental pour obtenir un meilleur
taux de survie des enfants atteints de « mucovisci-

? «the baby who is kissed at birth and tastes salty will have a short life »
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Figure 1. Frise historique représentant les principales découvertes scientifiques et médicales qui ont conduit a la découverte du géne CFTR.

dose » [15]. Mais a cette époque, le nom qu’il faut donner & cette
maladie fait encore débat. Celui de « maladie fibrokystique du pan-
créas » (fibrocystic disease of the pancreas) n’est pas satisfaisant,
car il exclut I"atteinte pulmonaire ou intestinale. Le nom de « muco-
viscidosis » est alors proposé par Shwachman et Farber [4, 5] afin de
se rapprocher de la théorie qui avancait comme explication une alté-
ration généralisée des glandes sécrétoires, une théorie défendue par
eux-mémes, mais aussi par Blackfan et Wolbach, entre 1933 et 1944.
Cette dénomination ne sera cependant pas acceptée par tous, les
glandes sudoripares ne produisant pas de mucus ! Finalement, issue
de la dénomination « fibrose kystique du pancréas », sera conservée
« fibrose kystique » (ou cystic fibrosis, en anglais) en délaissant la
précision concernant le pancréas, car I'atteinte pulmonaire se révélait
majeure dans la description clinique de la maladie.

Un second événement important, mais indépendant, survient au
Danemark avec les travaux du physiologiste Hans H Ussing. Celui-ci
invente, en 1950, une méthode d’analyse des courants ioniques tran-
sépithéliaux [16]. Il va en effet, a partir de la peau de grenouille,
modéliser les transports ioniques, identifiant ainsi une conductance
Na* apicale (coté muqueux) et une conductance K basolatérale (coté
séreux). Cette méthode de Ussing est toujours utilisée pour étudier les
transports ioniques transépithéliaux. €lle a permis de comprendre le
role de la protéine CFTR et d’imaginer des molécules actives contre la
mucoviscidose. Elle est fondée sur deux propriétés fondamentales des
cellules épithéliales : leur polarité (un coté séreux, ou basolatéral,
et un cdté muqueux, ou apical) et leur étanchéité (cellules rendus
jointives par des systémes de jonctions intercellulaires). €n utilisant
deux couples d’électrodes mesurant le potentiel (exprimé en millivolts,
mV) entre les deux faces d’un épithélium étanche, et en collectant le
courant électrique qui le traverse (exprimé en microamperes par unité
de surface, pA/cm?), Hans Ussing déterminera le potentiel transépi-
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thélial (VTE), la résistance transépithéliale (RTE) et le
courant transépithélial (dit courant de court-circuit).
Le courant transépithélial résulte de I'activité des
transporteurs, des récepteurs et des canaux ioniques
qui sont répartis asymétriquement des deux cotés de
I’épithélium.

Boite a outils et révolution moléculaire

Entre les années 1950 et 1980, la recherche sur la
mucoviscidose va profiter des avancées conceptuelles
et méthodologiques de la biologie et de I’électrophy-
siologie moléculaires (Figure 1). Les fondements de
la biologie moléculaire émergent a partir des années
1940 et se poursuivent jusqu’aux années 1960, avec
la description de I’ADN, de I’ARN, et de la synthese
des protéines. La génétique moléculaire va fournir les
outils indispensables & I’analyse de I’ADN codant (par
exemple, au début des années 1980, la PCR, ou réaction
en chaine par polymérase), le clonage par expression, le
clonage par positionnement, le séquengage et I’expres-
sion des protéines par les méthodes de transfection
hétérologue [17].

Parallelement, I’électrophysiologie
moléculaire, ou patch-clamp® [18,
1971 (=¥), décrit les premiers canaux
ioniques des cellules épithéliales

(=) Voir I’encadré de
J. Teulon, m/s n° 5,
mai 2004, page 550

* Le patch-clamp consiste a enregistrer I’activité électrique d’un fragment
microscopique de membrane cellulaire, isolé électriquement du reste de la surface
cellulaire et ne contenant que quelques canaux.



[20]. Cette méthode révolutionnaire, inventée par Erwin Neher et Bert
Sakmann, consiste en I’enregistrement de I’activité électrique de tres
faible intensité (de I’ordre du picoampére) qui traverse la membrane
plasmique d’une cellule vivante [18]. Cette bioélectricité est le reflet
du fonctionnement des canaux ioniques membranaires exprimés par la
cellule. Elle permet d’enregistrer in situ leur activité, voire celle d’un
seul canal ionique isolé, et d’en mesurer les variations physiologiques
et pharmacologiques. C’est la méthode la plus précise pour mesurer en
temps réel I'activité d’une protéine dans son environnement membra-
naire lipidique. €lle va guider la découverte du role fondamental des
canaux ioniques en biologie et dans de nombreuses maladies (regrou-
pées sous le nom de canalopathies) et transformera notre approche de
la physiologie et de la médecine, ce qui vaudra a Neher et Sakmann le
prix Nobel de physiologie ou médecine en 1991.

La théorie ionique des glandes sudoripares, proposée par Paul di
Sant Agnese en 1953 [11, 12], intrigue les physiologistes sur plu-
sieurs points. Comment, en effet, relier deux faits en apparence
contradictoires ? Les glandes sudoripares des patients fabriquent
et secretent un liquide trop riche en NaCl sans mucus, alors que le
poumon et le pancréas exocrine élaborent un mucus déshydraté et
visqueux. Comment le méme défaut de transport ionique peut-il étre
a origine, dans un cas (les glandes sudoripares), d’une mauvaise
réabsorption et, dans I’autre (poumons et pancréas), d’une sécré-
tion anormale ? Les travaux de Paul Quinton, de Michael R. Knowles
et de Richard C. Boucher vont apporter des réponses. Paul Quinton,
lui-méme souffrant de mucoviscidose, sera le premier @ montrer que
le défaut fondamental dans cette maladie est lié a 'imperméabilité
aux ions chlorure des cellules épithéliales des glandes sudoripares
[21]. Physiologiquement, la sueur est fabriquée en deux étapes.
D’abord, la glande produit un fluide primaire dont la concentration
en NaCl est équivalente a celle du plasma. Ce fluide isotonique est
ensuite véhiculé jusqu’a la surface de la peau par des canaux collec-
teurs. Au cours de ce transit, le NaCl est en partie réabsorbé vers le
plasma. Le fluide résultant, dit secondaire, a donc une concentration
en sel plus faible que le fluide primaire. Ce sont deux protéines, le
canal sodique épithélial, sensible & I’amiloride (ENaC), et le canal
CFTR, exprimés par les cellules canalaires sudoripares, qui reglent
I’équilibre de réabsorption. L’épithélium canalaire sudoripare est
donc de type absorptif. Dans la mucoviscidose, I’anomalie génétique
et le défaut de fonctionnement de la protéine CFTR font que la sueur
primaire n’est plus affinée. Elle se retrouve ainsi hyper-concentrée a
la surface de la peau, expliquant le baiser salé et ’'anomalie du test
de la sueur. U'épithélium pulmonaire est, au contraire, de type sécré-
teur. Le canal CFTR est actif non plus dans le sens d’une absorption
des ions chlorure vers le plasma, mais d’une sécrétion du plasma
vers la surface de la glande, hydratant ainsi le mucus en surface.
Le canal ENaC conduit les ions sodium de la lumiere de la glande
vers la cellule. Dans un poumon malade, I’absence de protéine CFTR
fonctionnelle entraine ainsi une hyperabsorption du sodium et un
déficit d’hydratation du mucus, qui devient visqueux. La physiologie
cellulaire explique donc les anomalies de fonctionnement inverses de
ces deux tissus dans une méme maladie.

m/s n® 6-7, vol. 37, juin-juillet 2021

Prenant appui sur cette nouvelle théorie, les recherches
vont s’amplifier pour comprendre les bases du trans-
port ionique épithélial et, grace au patch-clamp, les
premiers canaux ioniques de la membrane apicale des
cellules épithéliales pulmonaires seront identifiés des
1986 [20].

Deux autres approches expérimentales vont faire pro-
gresser I"analyse moléculaire des transports ioniques.
Dans la premieére, la mesure de la différence de poten-
tiel nasal (nasal potential difference ou NPD) permet
d’estimer in vivo les conductions ioniques en fonction
de la variation du potentiel transépithélial a travers
I’épithélium de surface nasal, qui est accessible a une
électrode externe de mesure reliée a un voltmetre.
Michael Knowles et Richard Boucher mesurent cette
valeur chez les patients et montrent que I"absorption
de sodium est anormalement élevée et associée a
une imperméabilité aux ions chlorure [22]. La perte
de fonctionnalité du canal CFTR s’accompagne d’une
perte de la conductance transmembranaire anionique,
ce qui se traduit par une hyperpolarisation (potentiel
plus négatif) du NPD, associée & une diminution glo-
bale de la conductance CI". Cette méthode de mesure
fonctionnelle est trés importante pour le diagnostic et
I’évaluation thérapeutique de médicaments contre la
mucoviscidose.

La seconde approche va appliquer la méthode de
Ussing a des cultures primaires de cellules épithé-
liales pulmonaires [23]. €n 1985, John H Widdicombe,
Michael ] Welsh et Walter € Finkbeiner mesurent les
parameétres bioélectriques de cellules épithéliales
isolées de trachées humaines, qui forment, en culture,
un épithélium reconstitué, étanche et résistant. Leurs
mesures révelent qu’avec un épithélium provenant
de patients atteints de mucoviscidose, le courant de
court-circuit ne répond plus a des agonistes physiolo-
giques qui, normalement, stimulent les transports tran-
sépithéliaux. lls concluent alors que le défaut primaire
chez ces patients est une diminution de la conductance
Cl” apicale. €n croisant ces différentes approches expé-
rimentales, in vivo et in vitro, I'origine ionique de la
mucoviscidose fut ainsi démontrée. Il ne restait plus
qu’a découvrir le gene responsable.

Le Graal, enfin atteint

De 1985 a 1989, la course vers le (=) Voir la Synthese
de M. Goossens, m/s
n° 12, décembre 1991,

page 1048

géne s’accélere grace a la géné-
tique dite inverse (ou clonage par
positionnement) [24] (=P).

La recherche de ligisons génétiques, une stratégie qui
permet d’identifier des régions du génome contenant un
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gene prédisposant a une maladie génétique, va permettre d’atteindre
le but recherché, I'identification du gene responsable. La piste des
marqueurs génétiques chez des patients atteints de mucoviscidose
est suivie par plusieurs équipes, pour se rapprocher du locus du gene
responsable [25]. €n 1985, le bras long du chromosome 7 devient le
meilleur candidat pour héberger ce gene, car deux marqueurs géné-
tiques associés a la maladie s’y trouvent : le géne PON (qui code la
paraoxonase ou apoprotéine K) et un fragment d’ADN nommé DOCRI-
917 identifié par RFLP (restriction fragment length polymorphism)*
[24, 25]. Mais il faudra encore quatre années de « marche » et de
« sauts » sur le chromosome 7 pour aboutir, en septembre 1989, a
la publication des trois articles fondateurs [26-28]. Une délétion de
trois paires de base (CTT), au niveau d’un géne, en positions 1521 &
1523 (c.1521_1523del), est identifiée dans plus de 70 % des cas de
mucoviscidose. Elle se traduit, pour la protéine, par la perte de la
phénylalanine en position 508 (mutation F508del ou p.Phe508del). La
protéine est aussi décrite, elle est baptisée CFTR, pour cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, pour rendre compte de son lien
avec la maladie et de son role supposé dans la régulation des échanges
ioniques membranaires [27]. Le géne identifié, CFTR (MIM#602421),
contient 27 exons et s’étend sur 190 kilobases (kb) sur le bras long du
chromosome 7 (locus 7q31.2). 'ARN messager (ARNm) de 6,5 kb est
traduit en 1480 acides aminés formant la protéine CFTR [26-28].

Conclusions

Les progrés et découvertes que nous avons décrits ont révolutionné
la physiologie et la physiopathologie des glandes exocrines et de la
mucoviscidose. lls illustrent comment la connaissance du normal et
du pathologique peuvent se nourrir Pune de Pautre. A la suite de la
découverte du gene, nait le consortium international pour I'analyse
génétique de la mucoviscidose (cystic fibrosis genetic analysis consor-
tium) sous Iimpulsion de 'association nord-américaine CFF (cystic
fibrosis foundation) [29]. Le génotypage des patients enrichira les
protocoles de diagnostic, en complément du test
de la sueur. Il sera plus tard relié aux phénotypes
des patients [30] (=¥).

La recherche d’une thérapie peut alors débuter.
Elle va aboutir 30 ans plus tard aux premiers
médicaments efficaces ciblant la protéine CFTR
(=).0

(=) Voir la Synthése
de C. Férec et al.,
m/s, n° 5, mai 1994,
page 631

(=») Voir la Synthese
de C. Férec, page 618
de ce numéro

SUMMARY

CFTR and cystic fibrosis, a 50-year long history

The medical and scientific history of cystic fibrosis will have a lasting
impact on human medicine. It will take 50 years of scientific expe-
riments and medical observations, favored by advances in genetics,
molecular biology and physiology to go from the ionic theory showing

* Les marqueurs moléculaires de type RFLP reposent sur la digestion d’un ADN cible par une ou plusieurs
enzymes de restriction spécifiques des sites de restriction présents dans I’ADN. La longueur des fragments
obtenus est caractéristique.

m/s n® 6-7, vol. 37, juin-juillet 2021

that this disease is the consequence of a generalized

defect of the transepithelial transport of NaCl until the
cloning of the CFTR gene in 1989. The discovery of the gene

and its mutations, the description of the CFTR protein and

its role in the disease have revolutionized the physiology

and the pathophysiology of ionic transports in epithelial

cells of the respiratory and digestive systems. ¢
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