
R&sum&s

Mediators of Inflammation 5, 144-169 (1996)

L’inflammation dans la Mucoviscidose

Symposium international

organis par
I’Association Franc.aise de Lutte contre la Mucoviscidose,

I’Association Allemande Mukoviszidose E.V.
et le Rseau Necker Mucoviscidose

et sous le patronage de
I’lnstitut National de la Sant& et de la Recherche Mdicale

La Maison de la Recherche, Paris
14-15 juin 1996

Introduction

L’inflammation chronique des voies ariennes est cliniciens specialists dans la surveillance de la
une caractristique physiopathologique majeure mucoviscidose afin de faire le point sur l’tat
de la mucoviscidose (cystic fibrosis, CF). La actuel des connaissances et les aspects les plus
colonisation bactrienne prcoce et l’infection cruciaux de cette importante facette de la
des bronches par des agents pathogenes immu- maladie. Nous esprons qu’t l’issue de cette
ables, comme Staphylococcus aureus et Pseudo- rencontre entre cliniciens et chercheurs inter-
monas aeruginosa favoriserait la migration esses gtla mucoviscidose, de nouvelles strategies
massive des polynuclaires sanguins vers le therapeutiques anti-inflammatoires plus slectives
poumon, la liberation des mediateurs de l’inflam- et plus efficaces pourront etre envisagees et con-
mation et la dysrgulation de l’immunite spcifi- tribuer ainsi ameliorer le pronostic vital des
que et non specifique. L’extension de patients qui en sont atteints.
inflammation serait largement implique dans la La resentation de Michel Aubier, Paris,
diminution de la fonction pulmonaire et la mort France introduit la discussion par une descrip-
premature des patients atteints de mucovisci- tion approfondie des caractristiques de l’inflam-
dose. mation du poumon humain focalise au site de
Au cours des dernires annes, il est apparu l’infection pulmonaire. Puis, Altlck Clement,

que les mcanismes physiopathologiques qui Paris, France expose les tudes recentes mon-
concourent gt l’inflammation dans la mucovisci- trant que l’inflammation peut devancer l’infection
dose mettent en jeu divers types de mediateurs pulmonaire et contredire ainsi le paradigme de la
tels que les proteinases, les derives rduits de prcession de l’infection sur l’inflammation dans
l’oxygene issus des polynuclaires neutrophiles la mucoviscidose. La mise au point de nouvelles
ou les cytokines pro-inflammatoires produites mthodes d’exploration permettant de dtermi-
par les macrophages, dans un reseau complexe ner le degr de l’inflammation chez le tout jeune
d’interactions et de desquilibres avec leurs inhi- enfant et de suivre son volution serait ncessaire
biteurs selectifs que sont les anti-proteases, les pour confirmer cette hypothese de toute pre-
anti-oxydants et les anti-cytokines, mitre importance. I1 est galement interessant de

Le but de ce Symposium International souligner que l’expression et/ou la rgulation
sur l’Inflanunation clans la Mucovisci- des mdiateurs de l’inflammation issus des
dose est de runir des chercheurs experts en macrophages et des cellules pitheliales differe
ces divers domaines de l’inflammation et des entre les patients CF et les sujets tmoins.
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Melvin Berger, Cleveland, USA fait etat d’un sur l’activation du polynucleaire neutrophile qui
contenu en IL-10 des cellules pitheliales bronch- aboutit t la gnration des drives reduits de
iques nettement plus faible chez le patient CF l’oxygne et prsente des resultats rcents
que chez le sujet normal et soulve le probleme dmontrant que cette activit est accrue chez les
des relations entre le dfaut de la protine CFTR sujets CF homozygotes ou htrozygotes pour la
et cette alteration de la production de cytokines mutation de la protine CFTR. Franck J. Kelly,
par les cellules pitheliales. Jean-Michel Londres, UK dmontre la presence de mar-
Dayer, Gene, Suisse presente l’etat des queurs de stress oxydatif et de molecules
connaissances sur le reseau complexe des cyto- geurs de radicaux libres dans le plasma, l’urine
kines pro-inflammatoires et de leurs inhibiteurs, et l’expectoration des sujets atteints de mucovis-
I1 souleve le probleme des effets combines anti- cidose incitant t l’utilisation d’une therapie anti-
inflammatoire et immunosuppresseur des inhibi- oxydante pour rduire l’atteinte pulmonaire dans
teurs de cytokines et de l’importance de consi- cette affection. A l’oppos(, Dieter orlitzsch,
drer cette dualit dans les perspectives de l’utili- Tiibingen, Allemagne met l’hypothese que
sation de ces molecules en thrapeutique. Enfin l’absence de peroxyde d’hydrogene dans l’air
Sophie Girod de Bentzmann, Rehns, expir des patients CF est lie t l’effet piegeur
France prsente des faits montrant que la de la myloperoxydase et de la catalase prsentes
destruction et la rparation des voies aeriennes ft de fortes concentrations dans les expectora-
secondaires ft l’inflammation peuvent egalement tions.
favoriser l’adhsion du Pseudomonas aerugi- S’appuyant sur une large experience clinique
nosa. des mdicaments anti-inflammatoires classiques,

Les mcanismes conduisant au recrutement la presentation de Michael Knstan,
des neutrophiles vers la lumire des voies ar- Cleveland, LISA, dmontre leur effet bnfique
iennes dans la mucoviscidose, le relargage des limit sur les manifestations inflammatoires des
enzymes lysomiaux et les strategies de prevention voies ariennes. La therapie genique peut tre
sont un p61e d’inter&t majeur envisages dans ce abordee comme une alternative possible t la
Symposium. En se basant sur des modeles prevention de l’inflammation pulmonaire.
experimentaux d’inflammation pulmonaire, Catherine Figarella, Marseille, France
Peter Ward, Ann Arbor, USA discute des expose les modalites d’expression et de fonction
mdiateurs mis en jeu pour le recrutement des de la protine CFTR dans les voies ariennes.
neutrophiles dans une maladie pulmonaire. Jay patricia Lemarchand, Paris, France
Nadel, San Francisco, liSA dcrit un systeme aborde les obstacles t la thrapie gnique sub-
complexe de signaux impliquant des composes stitutive de la protine CFTR defectueuse lis
de bacteries, l’epithelium des voles respiratoires notamment au stress oxydatif. Dans des modeles
et le polynuclaire neutrophile entranant le chi- in vitro Aleksander Edelman, Paris,
miotactisme et la liberation d’enzymes lysomiaux. France met en exergue l’effet dpresseur des
Elaine Tuomanen, New York, USA fait etat cytokines et de l’Aspirine sur l’expression du
d’essais dans lesquels les anticorps contre CD18 gne CFTR, suggerant ainsi que l’inflammation
ou les molecules qui se lient au rcepteur CD18 pourrait s’opposer gt l’action de la therapie
bloquent la migration des neutrophiles. Robert gnique. Gabriel Bellon, Lyon, France rap-
Stockley, Birmingham, UK, rsume l’tat porte les rsultats d’un essai de thrapie
des connaissances sur les genes des srine- gnique chez 6 patients et Claire Danel,
proteases des neutrophiles, comme l’lastase, la Paris, France prsente des resultats dmon-
cathepsine Get la proteinase 3 et discute des trant les consequences inflammatoires au niveau
mcanismes de rgulation pour l’expression de pulmonaire du transfert de gne.
l’lastase au cours de la diffrenciation cellulaire. En conclusion, la mucoviscidose reflete bien la
Gerd D6ring, Tiibingen, Allemagne fait le face hostile du double visage de Janus, choisi par
point sur de rcents essais thrapeutiques ot Ivan Bonta, Editeur de Mediators ofInflammation
l’inhibiteur de l’alpha-l-antitrypsine est administr comme ’symbole par excellencd de ce journal.
par vole d’arosol afin de supprimer l’activit de Nous esprons que les rcentes dcouvertes fon-
l’elastase produite par les neutrophiles infiltmnt damentales sur le r61e pivot de l’inflammation
les voies aeriennes des patients atteints de dans la mucoviscidose et les nouvelles strategies
mucoviscidose, therapeutiques presentees et discutes ce Sym-

Le stress oxydatif, consequence du desequili- posium pourront avoir un impact important dans
bre de la balance entre oxydants et antioxydants la surveillance et le traitement de l’inflammation
constitue galement un chapitre important de ce dans la mucoviscidose et contribuer ainsi am-
Symposium. Vronique Witko-Sarsat, Paris, liorer le pronostic vital des patients qui en sont
France expose l’tat actuel des connaissances atteints.
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L’inflammation pulmonaire focalis6e au
site de l’infection

Michel Aubier
Service de Pneumologie, Unite INSERM 408, H6pital
Bichat, 46 rue Henri Huchard, 75018 Paris, France

Plusieurs mecanismes de defense sont localises le
long des voies respiratoires superieures normales
et empchent, les bacteries d’atteindre les
alveoles. De plus, les bacteries qui parviennent jus-
qu’aux alveoles sont generalement phagocytees et
detruites par des macrophages residents. Lorsque
les mecanismes d’elimination sont debordes, une
reponse complexe se developpe. L’invasion d’un
tissu peripherique par une bacterie pathogene
entrane une reponse inflammatoire accompagnee
d’une activation de macrophages avoisinants par
des produits bacteriens tels que l’endotoxine et
des composants des parois. Le stade initial de l’in-
fection peut atre caracterise par la production de
signaux multiples, parmi lesquels on retrouve une
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cascade de mediateurs endogenes de l’h6te
declenchee par les produits bacteriens. Parmi ces
mediateurs, les cytokines et plus particulierement
le facteur necrosant des tumeurs-a (TNF-cz), l’in-
terleukine-1]3 (IL-1]3), l’interleukine-6 (IL-6) et l’It-
8 semblent intervenir dans les reponses de l’h6te
t l’infection bacterienne. Ces cytokines sont impli-
quees dans la reponse t l’infection, et sont l’ori-
gine de l’activation des cellules productrices
d’anticorps specifiques. Apres l’activation.des cel-
lules endothliales, les cytokines sont galement
impliquees dans le recrutement et l’activation des
monocytes et des neutrophiles vers les sites
infectes.

Bien qu’une production excessive de cytokines
au cours d’une infection ait de nombreux effets
deleteres pouvant entraner la mort,2 plusieurs
modeles animaux suggrent un r61e benfique
des cytokines dans la resistance naturelle de
l’h6te t l’infection locale. Les cytokines produites
localement contribueraient ainsi l’eradication
du pathogene invasif. En effet, certaines cyto-
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kines auraient plus d’effets locaux dans leur tissu galement t attribute aux cytokines.1 La pro-
d’origine que d’effets systemiques.4- duction focalise de cytokines au niveau du
A cet &gard, plusieurs etudes chez l’homme et poumon pendant une pneumonie unilatrale

chez l’animal ont dmontr des differences sig- confirme l’importance du r61e jou par ces sub-
nificatives dans la rponse inflammatoire obtenue stances dans la rponse locale pulmonaire t l’in-
dans des modules d’infection intravasculaire et fection. De m&me, l’absence de synthse de
celle obtenue au cours d’une infection bactri- cytokines suite gt une stimulation au LPS pourrait
enne localisee, telle que la mningite.4’5 Nan- resulter d’un processus homostatique qui limit-
moins, la reponse inflammatoire in situ qui se erait la rponse inflammatoire locale et proteger-
dveloppe dans le poumon humain au cours ait ainsi le poumon des effets nocifs d’une
d’une infection bacterienne localise, demeure production excessive de cytokines, qui autrement
largement mconnue, pourrait endommager les tissus, notamment les

La rponse inflammatoire in situ qui se dvel- cellules pithliales alvolaires.
oppe dans le poumon humain lors d’une infec- I1 a t demontr que les cellules pithliales
tion bactrienne localise a te observe au alveolaires de type II (cellules ATII)jouent un
cours de deux etudes recentes’8 chez 15 r61e actif dans la rgulation de la raction
patients ayant une CAP (community-acquired inflammatoire au niveau de la lumiere alvolaire.
pneumonia) unilatrale. La reponse locale dans En effet, les cellules ATII ont une localisation
le poumon impliqu a t compare avec celle stratgique leur permettant de moduler l’activit
du poumon controlatral, non impliqu ainsi immunologique dans la lumire alvolaire; les
qu’avec la rponse systmique sanguine. Huit donnees in vitro et in vivo suggerent que les
volontaires sains ont servi de sujets tmoins. Les ATII pourraient participer au rseau des cyto-
concentrations en facteur ncrosant des kines intra-alveolaires en scretant de l’interleu-
tumeurs- (TNF-), d’interleukine-l[ (IL-l), kine-8 (IL-8), de l’interfron,2 de la protine-1
d’interleukine-6 (IL-6) et d’IL-8 ont et mesurees chimiotactique des monocytes, du facteur de
par ELISA dans les fluides (n 15) de lavages croissance transformant beta (TGF)4 du
bronchoalveolaires (BAL), le srum (n 15), et facteur de croissance drive des plaquettes
les surnageants de cultures de macrophages et (PDGF)15’16 et du facteur de stimulation des
monocytes alvolaires (n 8). Les concentra- colonies de granulocytes et de monocytes (GM-
tions de TNF-a, IL-I[, IL-6 et IL-8 dans les CSF),v et plus rcemment de l’IL-6 aprs stimu-
fluides BAL etaient significativement plus eleves lation approprie.8

dans le poumon atteint que dans le poumon Cette derniere cytokine exercerait des fonc-
sain (p < 0.01) ou chez les sujets sains (respec- tions anti-inflammatoires. In vitro, des concen-
tivement p < 0.02, p < 0.01, p < 0.001, trations pathologiques, l’IL-6 inhibe les reponses
p< 0.0001). Les concentrations sriques d’IL-6 des cellules T via l’activation de macrophages
taient plus leves chez les patients que chez qui scretent du TGF-[3, une cytokine qui altre
les sujets tmoins, tandis que les concentrations la rponse proliferative des cellules T et des
d’IL-l[, de TNF-a et d’IL-8 ne diffraient pas thymocytes.9 De plus, l’IL-6 rgule de faon
entre les deux groupes. Les macrophages alveo- ngative l’expression des gnes IL-I et TNFa
laires situs dans le poumon atteint secrteraient dans les monocytes humains activs,2 module
des concentrations plus eleves d’IL-l[3, d’IL6 et la synthse de l’alpha-antitrypsine in vitro dans
de TNF-a (p< 0.05) que les macrophages du les phagocytes mononucles2 et induit un dys-
poumon sain servant de tmoins. Cependant, fonctionnement des fonctions des lymphocytes
apres stimulation par le lipopolysaccharide NK (natural killer).22 In vivo chez le rat, de I’IL-
(LPS) la production de cytokines des macro- 6 intratracheale a partiellement inhib l’alvolite
phages dans les poumons (atteint ou sain) tait neutrophilique induite par du LPS intratra-
plus faible par rapport gt celle des tmoins; celle cheal.2

des monocytes du sang priphrique n’tait pas I1 apparatrait donc que la communication cel-
affecte, lulaire entre des cellules immunes et non-
Ces donnes obtenues chez l’homme semb- immunes soit un processus essentiel dans l’initia-

lent demontrer que la rponse inflammatoire tion, la maintenance et la resolution de la
developpe au cours d’une CAP unilatrale est rponse inflammatoire intra-alvolaire. Une com-
focalisee t l’interieur du poumon et est limite prehension plus approfondie des mecanismes
au site d’infection. Bien qu’il soit admis que le rgulant les processus inflammatoires au niveau
TNF-a et 1’IL-13 aient des effets synergiques de la lumiere alveolaire pourrait conduire gt une
pouvant endommager les poumons et induire approche thrapeutique nouvelle et plus ration-
une permeabilit de la paroi capillaire,9 une lim- nelle chez les patients atteints d’alvolite infec-
itation bnfique de la diffusion bactrienne a tieuse ou non.
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M6canismes de l’inflammation dans la
mucoviscidose

Annick Cldment
Dpartement de Pneumologie Pdiatrique de l’H6pital
Armand Trousseau, Paris, France

Les manifestations respiratoires dans la mucovis-
cidose sont lies t une infection bronchopulmo-
naire chronique entrainant une insuffisance
respiratoire de type obstructive. La colonisation
de l’arbre respiratoire par des agents bactriens
tels que le pseudomonas aeruginosa a et initia-
lement consideree comme l’element d&terminant
dans l’initiation et le developpement des proces-
sus inflammatoires. Cependant, it est vraisem-
blable que la cascade d’evnements associ&e fi la
progression de la maladie implique tout d’abord
le declenchement d’une inflammation pulmonaire
et secondairement l’apparition d’une infection
des voies respiratoires qui serait ainsi la conse-
quence de l’agression inflammatoire initiale. Cette
conception actuelle de la physiopathologie de la
maladie repose sur les rsultats d’tudes recentes
documentant la presence prcoce d’une compo-
sante inflammatoire. Ainsi, l’analyse de liquides
de lavage bronchoalvolaire de tres jeunes
enfants atteints de mucoviscidose a permis de
mettre en evidence la presence de marqueurs
d’inflammation, avec en particulier une augmen-
tation du nombre des neutrophiles, une activite
elastasique accrue, et un taux important d’IL-8.
Ces facteurs etaient presents alors m&me que les
diffrentes investigations microbiologiques ne
retrouvaient pas d’agents bactriens, de virus
respiratoires, ni d’agents mycotiques.

Ces donnees rcentes sont importantes pour
deux raisons. En premier lieu, la comprehension
des mcanismes associ&s fi l’initiation de la
rponse inflammatoire chez les trs jeunes
enfants atteints de mucoviscidose apparait
comme un element tout t fait determinant pour
l’orientation et le dveloppement des nouvelles
strategies thrapeutiques. Plusieurs hypotheses
concernant ces mecanismes peuvent tre actuel-
lement discutes. Les cellules essentiellement
impliques dans la mise en place d’un processus
inflammatoire quelqu’en soit la cause sont les
macrophages locaux. I1 est actuellement tabli
que dans la mucoviscidose, les macrophages des
voies respiratoires suprieures et infrieures sont
une source importante d’IL-8. La raison d’une
production importante d’IL-8 par ces cellules est
discutee. Elle peut tre la consequence d’une sti-
mulation excessive par des facteurs presents
dans l’environnement des cellules, tel que le
mucus anormal qui s’accumule dans les voies
respiratoires. Elle peut &galement &tre explique
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par une alteration fonctionnelle des macro- nismes de dclenchement des rponses cellu-
phages. En effet, le gne CFTR (cystic fibrosis laires inflammatoires et sur la fagon dont les
transmembrane conductance regulator gene)est l&sions tissulaires se developpent. Le systeme
exprime dans les macrophages et il semble jouer experimental le mieux caractris de lsion
un r31e dans le contr61e de certaines activits de inflammatoire aigue pulmonaire du rat, dcoule
ces cellules, en particulier dans la production et de l’utilisation du module de complexes immuns
la secretion de diff&rentes cytokines. Un autre . IgG dans lequel le dp3t alveolaire de com-
element cl dans la pathognie de la rponse plexes immuns conduit gt l’activation in situ du
inflammatoire dans la mucoviscidose est reprO- complment. Ces immuncomplexes, associs
sent& par l’pithlium qui tapisse les voies respi- des produits du complement, activent les macro-
ratoires. Les cellules qui composent cet epith- phages pulmonaires pour induire la production
lium sont en effet connues pou leur capacit ft pr&coce des cytokines TNF-0t et ILl.
produire un large eventail de mdiateurs de l’in- Paralllement, ces cellules generent la chemo-
flammation Elles sont partie intgrante du kine C-C, MIP 10t, qui semble avoir des effets de
systeme immun local. Dans de nombreuses rtroaction positive autocrine, augmentant la pro-
pathologies respiratoires, une alt&ration de la duction macrophagique de TNF-ez et d’IL1. Le
structure et de la fonction de ces cellules a te principal effet de ces deux cytokines est d’in-
bien document&e et est consideree comme un duire l’hyperexpression des molecules membra-
facteur dterminant dans la pathognie de ces naires ICAM et E-selectine des vaisseaux
atteintes. I1 en est de mme dans la mucovisci- pulmonaires. Par l’intermdiaire d’une serie des
dose. Les cellules de l’pithlium respiratoire ractions favorisant les interactions adhesives, ces
peuvent, en effet, participer gtla destruction pro- molecules d’adhesion facilitent l’entre des neu-
gressive du tissu pulmonaire par le biais d’inter- trophiies dans le compartiment alvolaire. Le
actions avec les agents pathognes, ainsi que par recrutement des neutrophiles fait intervenir pour
l’interaction avec les autres cellules prsentes le compartiment vasculaire les mol&cules E-s&lec-
dans les voies respiratoires. Ces interactions sont tine,’ICAM-1 et CD11a/CD18 et pour le comparti-
trs certainement impliqu&es dans l’augmentation ment aerien, les molecules CD11b/CD18 et
de la production des mdiateurs de l’inflamma- ICAM-1.
tion. Cependant, les mecanismes associes t cette L’influx chimiotactique des neutrophiles dans
liberation excessive, ainsi que le r61e du gene le poumon est mdi au moins en partie par une
CFTR dans cette dysrgulation restent ft prciser, chemokine C-X-C: MIP-2. Les l&sions des parois

Le second point important concerne la. neces- alvolaires et vasculaires sont induites par le
sit de dfinir des marqueurs prcoces d’inflam- monoxyde d’azote (NO) g&nre par la NO
mation pulmonaire chez les tres jeunes enfants synthase inductible (iNOS) qui a deux sources
porteurs de mucoviscidose. En effet, si l’inflam- cellulaires dans le poumon: les pneumocytes de
mation reprsente un facteur initial dterminant, type II et les macrophages. L’induction de iNOS
il est essentiel de pouvoir la mettre en vidence est regulee par trois cytokines: le TNF<z, I’IL-1 et
le plus rapidement possible pour orienter le plus l’interferon-7.
efficacement les thrapeutiques adaptes et Les lsions de la matrice pulmonaire survien-
esperer ainsi ralentir la progression de la nent ft la suite du relargage par les macrophages
maladie. Dans cette optique, le lavage bronchoal- et les neutrophiles de srine-protases et de
volaire est certainement intressant, mais son m&talloproteases. Ces r&actions inflammatoires
utilisation est limite car sa rptition chez le pulmonaires sont auto-limitees, apparemment en
tres jeune enfant est difficilement ralisable. De raison de la secretion concomitante d’IL-10 qui
nouvelles approches d’valuation de l’inflamma- supprime la production de TNF-z et d’IL-10 elle-
tion pulmonaire doivent donc tre tudi&es. Elles m&me par les macrophages. La production endo-
incluent, en particulier, l’analyse du produit d’ex- gene d’IL-10 a &t demontree par l’apparition
pectoration et du produit d’aspiration des voies d’ARN messager et de proteine IL-10 dans le
respiratoires hautes, poumon dans les suites d’un dp3t d’immun-

complexes. Le blocage de I’IL-10 endogene
Modle exprimentaux d’inflanLmatin conduit ft une augmentation significative des
pulmonaire lesions pulmonaires.
Peter A_ Ward Ces resultats demontrent que les reactions

Department of Pathology, The University of Michigan inflammatoires pulmonaires sont induites par
Medical School, Ann Arbor, Michigan, USA plusieurs cytokines proinflammatoires et regul(ees

par au moins une cytokine anti-inflammatoim,
Les modeles animaux d’inflammation ont I’IL-10.
procure d’importantes informations sur les meca-
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Processus de lsion et r&paration de lules pith(liales respiratoires repondent par des
l’6pith61ium respiratoire

Sophie Girod de Bentzmann
INSERM U314, CHR Maison Blanche, 45, rue Cognacq
Jay, 51092 Reims C6dex, France

m6canismes d’6talement, de migration et de pro-
lif6ration cellulaire afin de restaurer l’int6grit6
de la barrire 6pith61iale.1 La membrane basale
raise ft nu et en particulier la laminine2 repr6-
sentent des sites d’adh6rence pour Pseudomonas
aeruginosa, un des plus importants microorga-

Dans le tractus respiratoire humain normal, nismes pathogenes isol6s dans la mucoviscidose.
l’6pith6lium de surface de type pseudostratifi6 est Les cellules 6pith61iales respiratoires engag6es
prot6g6 des a6rocontaminants comme les vires, dans le processus de r6paration repr6sentent
les bact6ries ou les particules par la double pro- 6galement des sites majeurs d’attachement pour
tection d’une couche de mucus gel et d’un m6ca- P. aeruginosa. Nous avons d(ecrit r6cemment
nisme de clairance mucociliaire (CMC) actionn6 l’adh6rence pr6ferentielle de P. aeruginosa aux
par le battement ciliaire, cellules 6pith61iales respiratoires qui s’6talent au
Dans des conditions pathologiques, comme bord d’une lesion d’6pith61ium respiratoire

dans la mucoviscidose, la CMC est d6fectueuse, mucoviscidosique ou non-mucoviscidosique. Les
en particulier t cause d’une hypers6cretion et modifications ph6notypiques des cellules 6pith6-
d’une hyperviscosit6 du mucus respiratoire. Dans liales respiratoires au cours du m6canisme de
la mucoviscidose, la diminution de la CMC asso- r6paration, en particulier de celles qui s’6talent
ci6e ft une inflammation chronique permet l’in- au bord de la 16sion, sont 6troitement li6es 5. une
stauration de conditions propices pour induire surexpression de r6cepteurs pour l’adh6rence de
une lesion de l’6pith61ium respiratoire. Ces m6ca- P. aeruginosa. Parmi les mol6cules capables de
nismes de 16sion de l’6pith61ium varient consid6- servir de r6cepteurs pour l’adh6rence de P. aeru-
rablement et regroupent des ph6nomenes de ginosa, des glycolipides membranaires asialyl6s
remaniement de l’6pith6lium comme la dispari- comme l’asialo GM1 ont 6t6 identifi6s la
tion des cellules cili6es jusqu’ft la desquamation surface des cellules 6pith61iales respiratoires par-
de l’6pith6lium respiratoire totale, ou partielle ticipant ft la r6paration de lesion, et nous avons
avec maintien des cellules basales ancr6es sur la montr6 qu’ils jouaient le r61e de r6cepteurs pour
lame basale. De nombreuses mol6cules, des bac- l’adh6rence de P. aeruginosa.
t6ries ou des virus sont capables d’induire de Alors que l’asialo GM1 repr6sente un site d’ad-
telles modifications morphologiques de l’(pith(> h6rence pour P. aeruginosa la surface des cel-
lium respiratoire. Ces changements incluent des lules 6pith61iales respiratoires mucoviscidosiques
effets ciliostatiques, une hyperplasie mucipare2 qui r6parent une 16sion, nous l’avons 6galement
ou une desquamation de l’6pith61ium de retrouv6e gt la surface de cellules 6pith61iales
surface.,4 respiratoires qui r6parent une 16sion mais non-
En r6ponse t une infection bact6rienne ou mucoviscidosiques. De plus, l’expression

virale, une r6ponse immunitaire locale peut apicale d’asialo GM1 diminue au cours du pro-
entraner la transudation de quantit6s impor- cessus de reparation. Ces r6sultats sugg6rent que
tantes de prot6ases s6riques vers la lumiere du le d(faut primaire de CFTR dans la mucovisci-
tractus respiratoire, capables gt leur tour d’induire dose ne repr6sente pas l’unique explication de
des remaniements de l’6pith6lium respiratoire, l’adh6rence de P. aeruginosa aux cellules 6pith6-
L’61astase leucocytaire peut induire une large liales respiratoires.
gamme de remaniements, comme la conversion Pendant le m6canisme de reparation, les cel-
des cellules muqueus.es en cellules s6reuses,5 lules 6pith61iales respiratoires, synth6tisent et
l’hyperplasie mucipare et la desquamation de s(cretent activement de la fibronectine,14 mole-
l’6pith61ium de surface] Dans la mucoviscidose, cule qui repr6sente 6galement un site d’adh6-
l’infection chronique des voles respiratoires asso- rence pour P. aeruginosa.5 Nous sommes
ci6e t une inflammation chronique, repr6sente actuellement en train de caract6riser le r6cepteur
des ph6nomenes majeurs capables d’induire des 6pith61ial pour la fibronectine.
16sions de l’6pith6lium respiratoire. Baltimore et I1 semble que les profondes modifications
a/.8 ont montr6 dans une 6tude histopathologi- morphologiques des cellules 6pith61iales respira-
que, le remaniement intense de l’6pith61ium toires au cours des m6canismes de 16sion et des
respiratoire chez des patients mucoviscidosiques, processus de reparation qui s’en suivent, contri-
A la suite d’une 16sion de l’6pith61ium respira- buent de faqon majeure aux infections chroni-
toire, on observe un processus de r6paration ques P. aeruginosa dans la mucoviscidose.
d6crit par Zahm et al.9 ft l’aide d’un modele in Alors que l’affinit6 de P. aeruginosa pour
vitro de 16sion-r6paration de l’6pith6lium respira- l"6pith61ium respiratoire qui r6pare, diminue au
toire. En fonction de la taille de la 16sion, les cel- cours du processus de reparation en mme
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temps que le nombre de rcepteurs asialo
GM1,16 le ddbut du processus de rparation de
l’epithelium respiratoire reprsente une phase
critique au cours de laquelle il apparai’t ndces-
saire de protger l’pithdlium respiratoire contre
toute nouvelle infection.
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Expression de CFTR au niveau pulmo-
naire: quelle est la cellule cible dans la
mucovicidose?

Catherine Figarella et Marc Merten
Groupe de Recherche sur les Glandes exocrines,
Facult de Mdecine, 27 Boulevard Jean Moulin,
13385 Marseille Cedex 5, France

L’atteinte pulmonaire dans la mucoviscidose est
caracterisde par une anomalie rheologique des
scrtions bronchiques accompagne d’une
hyperproduction de mucus induisant par le biais
de l’obstruction et d’infections chroniques des

bronches une insuffisance pulmonaire progres-
sive lthale. L’hypothse la plus couramment
admise est celle or5 des dfauts de transports
ioniques provoques par la mutation du gene
CFTR emp&chent l’hydratation du mucus, aug-
mentent sa viscosit et ne permettent plus la
clairance des pathognes inhales, entranant ainsi
des infections pulmonaires fi rptitions. Cepen-
dant cette hypothese permet difficilement d’expli-
quer la production excessive de mucus et les
raisons pour lesquelles les poumons mucovisci-
dosiques sont colonists de manire persistante
par le Pseudomonas aeruginosa. On peut noter
par exemple que les malades prsentant un
dfaut de motilite ciliaire entrainant un ralentisse-
ment considerable du transport du mucus
bronchique ne presentent que des infections
lgres des voies ariennes.

La comprehension de la physiopathologie pul-
monaire dans la mucoviscidose necessite en
premier lieu la caractrisation de l’expression
normale de la protine CFTR dans les diffrentes
cellules de l’arbre respiratoire. Dans une tude
princeps, Engelhardt et al. ont localis par des
techniques d’hybridation in situ et d’immunocy-
tochimie la protine CFTR et son messager
essentiellement au niveau des glandes sous
muqueuses et particulierement dans les cellules
sreuses de ces glandes et fi une moins lra,nde
chelle au niveau des cellules canalaires. L ex-
pression de la proteine est beaucoup plus faible
au niveau de l’dpithlium de surface. Par la suite
Jacquot et coll. ont montr au niveau ultramicros-
copique que la protine tait plus spcifiquement
associe aux granules secrtoires des cellules se-
reuses.2 La protine est galement exprime t un
moindre degrd dans une sous-population de cel-
lules pithliales t tous les niveaux du poumon
distal, bronchioles et alvoles, avec une variation
importante du niveau de l’expression suivant les
differents echantillons.3

Le fait que le siege majoritaire de l’expression
de la proteine CFTR soit dans les cellules des
glandes sous-muqueuses n’est pas surprenant a
priori si l’on considere que ces glandes produi-
sent l’essentiel des scrtions bronchiques dont
l’augmentation de viscosit caractrise la
maladie. En effet chez l’homme adulte, le
volume glandulaire de l’arbre tracho-bronchi-
que est value 5. environ 4 ml, le volume des
cellules caliciformes fi mucus de l’pithlium de
surface tant le quarantieme de cette valeur. Le
r61e des glandes dans l’atteinte pulmonaire de la
mucoviscidose ne semble, ainsi, ne pas devoir
tre mis en doute et l’on peut noter que les
souris qui t l’tat normal ont trs peu de
glandes sous-muqueuses ne prsentent que des
atteintes pulmonaires minimes lorqu’elles ont
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ete completement deletees du gene CFTR par la
technique du knock-out.4

La recente mise au point d’un modele de
culture primaire de cellules glandulaires sereuses
tracheales humaines nous a permis de montrer
que ces cellules, etudiees apres leur troisieme
passage, repondent aux agonistes cholinergiques
et adrenergiques et synthetisent les marqueurs
des cellules sereuses in vivo comme l’inhibiteur
secretoire ainsi que des glycoconjugues de haut
poids moleculaire.5’6 Nous avons pu ensuite iden-
tifier et caracteriser l’activite canal chlorure asso-
ciee . la proteine CFTR darts la membrane
apicale de ces cellules en culture.7 Par ailleurs
nous avons montre que les cellules tracheales
glandulaires mucoviscidosiques secretaient de 10
ft 50 fois plus de macromolecules que les cellules
normales et qu’elles ne repondaient pas aux
agents secretagogues.8 Ces defauts apparaissent
specifiques des cellules CF car ils n’existent pas
dans des cultures de cellules sereuses glandu-
laires etablies . partir de malades atteints d’autres
pathologies pulmonaires comme la sarcoidose ou
la bronchite chronique obstructive. Ces observa-
tions montrent que dans la mucoviscidose, paral-
lelement t un defaut de transport ionique, il peut
y avoir un defaut de secretion proteique, sugge-
rant l’idee d’un defaut plus general dans les pro-
cessus secretoires. Enfin, des resultats prelimi-
naires nous ont montre que des cellules
glandulaires sereuses normales, cultivees en pre-
sence du LPS de Pseudomonas aeruginosa, sem-
blaient presenter les mames caracteristiques que
celles des cellules CF, suggerant que dans la
mucoviscidose les cellules se presentent t l’etat
basal comme des cellules mises dans un con-
texte inflammatoire.
En conclusion, de nombreux arguments

d’ordre genetique, moleculaire et physiologique
suggerent que la cellule tracheale glandulaire
sereuse est une des cibles privilegiees de la
mucoviscidose. Le fait que les mecanismes de
secretion ionique et macromoleculaire et leurs
relations avec la proteine CFTR ne soient pas
encore elucides, ajoute au fait que ces cellules
sont profondement enfouies dans la muqueuse,
devraient influer sur la recherche des meilleures
approches de la therapie genique de la maladie.
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M6canismes du recrutement et de l’acti-
vation des neutrophiles durant l’infec-
tion pulmonaire t Pseudomonas
aeruginosa

Jay A Nadel
University of California, San Francisco Cardiovascular
Research Institute, San Francisco, CA, USA

Les glandes sous-muqueuses et les cellules calici-
formes superficielles des voies aeriennes sont
normalement responsables des mecanismes pro-
tecteurs contre les produits irritants inhales. Lors
des maladies chroniques des voies aeriennes, il
apparait une hypersecretion muqueuse qui est
une des causes principales de l’obstruction aeri-
enne qui survient au cours de la mucoviscidose.
Un nombre important de neutrophiles et des
concentrations leves de proteases douees d’ac-
tivite catalytique sont retrouvees dans les expec-
torations des patients atteints de mucoviscidose,
l’elastase des neutrophiles etant le plus puissant
des secretagogues jamais recherche. Ainsi, mame
apres avoir ete diluees 30000 fois, les expectora-
tions des patients atteints de mucoviscidose
restent capables de stimuler la secretion des cel-
lules glandulaires en culture. Ces resultats indi-
quent que l’elastase des neutrophiles pourrait
atre une cause importante de l’hypersecretion
des voies aeriennes. Si l’en est ainsi, comment
l’elastase est-elle relarguee des neutrophiles?
Dans le cas des cellules caliciformes accessi-

bles t la lumiere, les neutrophiles morts sont
probablement, au moins en partie, responsables
de la secretion parce que les expectorations de
patients atteints de mucoviscidose contiennent
des concentrations elevees d’elastase active en
provenance des neutrophiles. Concernant les cel-
lules glandulaires, l’elastase presente dans la
lumiere ne peut pas atre tenue pour responsable
de la secretion et les neutrophiles intacts ne
relarguent pas (ou pas facilement) de l’elastase
dans le milieu.

Ces observations suggerent qu’un processus
complexe de signalisation, impliquant la surface
des cellules secretrices, active des messagers se-
condaires dans le neutrophile causant l’exocytose
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de granules contenant de l’elastase au contact de tives. En revanche il n’est pas toujours admis que
la surface de la cellule scretrice. Quel est le la paroi cellulaire des bacteries Gram positives ait
mcanisme de recrutement des neutrophiles un effet inflammatoire. Les signes et sympt6mes
dans les voies ariennes ? Les expectorations des d’une pneumonie induite par des parois cellu-
patients atteints de mucoviscidose contiennent laires miment ceux observes dans des modeles
des concentrations leves d’interleukine 8 (IL- animaux avec des bactries vivantes. Les
8). Un anticorps dirig contre l’IL-8 inhibe alors souches cliniques ou leurs derives isogeniques
considerablement l’activite chimiotactique des de laboratoire, prsentent un deficit dans la lib-
crachats, ce qui suggere que l’IL-8 joue un r61e ration de fragments cellulaires, conduisent t
significatif dans le recrutement des neutrophiles, une forme attnuee de la maladie.2 Ces debris de

Le Pseudomonas aeruginosa (PA)est un orga- la paroi cellulaire sont particulierement bioactifs
nisme infectieux important dans la mucovisci- et certains possdent une toxicit spcifique
dose et les surnageants de PA entrainent une envers les cellules pithliales pulmonaires
production d’IL-8 au niveau de l’epithelium tandis que d’autres induisent l’afflux de leuco-
aerien d’une manire dependante du temps. L’in- cytes ou encore, une permabilit accrue de l’en-
cubation de voies aeriennes normales en prove- dothelium pulmonaire.4 ttant donne que les
nance de donneurs pour transplantation antibiotiques induisent la liberation massive et
pulmonaire avec des surnageants de PA entraine rapide de l’endotoxine ou des fragments de la
l’expression slective d’IL-8 au niveau de l’epithe- paroi cellulaire, il est reconnu que la rduction
lium des voies ariennes. Afin d’examiner si des des lsions au cours d’une infection requiert la
mecanismes retroactifs perptuent ou exagerent diminution de l’tat inflammatoire induite par le
l’expression d’IL-8 et le recrutement des neutro- traitement lui-m&me. Dans ce contexte, la capa-
philes, nous avons ralis des experiences in cit& moduler la diapdse leucocytaire, surtout
vivo chez l’animal. Nous avons clone et exprim au cours d’un traitement antibiotique d’une infec-
l’IL-8 chez le chien et etudi l’expression de l’IL-8 tion pulmonaire, est d’un grand intrt.
dans un segment de trache mis en drivation. Le I1 a t rcemment dmontre que les mdia-
surnageant de PA a entrai’n une expression teurs inflammatoires sont activs par l’endoto-
slective et prcoce d’IL-8 au niveau de l’epith&- xine et les parois cellulaires selon des mcan-
lium des voies aeriennes: ceci tait dfi une sub- ismes differents.5 Ceci complique l’laboration
stance de faible poids molculaire et soluble de strategies visant t moduler de fagon negative
dans l’eau produite par le PA. Quelques heures l’inflammation visant t la rduction des lesions
plus tard, l’IL-8 tait fortement exprimee dans les tissulaires. Nanmoins, la diapdse leucocytaire
neutrophiles recruts et cela etait dfi au lipopoly- resulte de la liberation de mediateurs au cours
saccharide (LPS) du PA. Ainsi, le recrutement des des infections par les bacteries Gram positives et
neutrophiles est potentialis&. Au cours des infec- ngatives. Cet tat contribue largement aux dom-
tions naturelles, le mcanisme devrait continuer mages pulmonaires. L’inhibition du trafic leucocy-
jusqu’, ce que les neutrophiles tuent tousles PA, taire est alors non seulement une cible
puis s’interrompre rapidement, raisonnable d’une thrapie accessoire pour une
En r&sum, le recrutement des neutrophiles et pneumonie grave, mais reprsente l’une des

le relargage de produits sont des processus com- rares cibles communes aux bactries Gram posi-
pliques. Les produits de l’epithelium et des neu- tives et ngatives.
trophiles constituent un systme rtroactif (qui La migration des leucocytes du sang vers la
est avantageux pour le sujet normal, mais appa- lumire alvolaire s’opere en trois etapes. Pre-
remment pas pour les patients atteints de mucov- mierement, les leucocytes sont marginaliss par
iscidose). Cette cascade inflammatoire offre de l’interaction de glucides presents t leur surface
multiples possibilits d’intervention thrapeu- avec des slectines trouves sur les cellules
tique, endotheliales. I1 s’en suit que des sucres circu-

lants ou des analogues de selectines peuvent
rentrer en competition et inhiber la capacit des
leucocytes atteindre l’endothelium au niveau du

La pr&cention de la diap&d&se leucocy- site inflammatoire. La seconde etape est l’activa-
mire associe aux pneumonies bact&r- tion du roulement du leucocyte par des mdia-
iennes teurs tels que le facteur d’activation des
Elaine Tuomanen plaquettes (PAF) en particulier. Le PAF joue un
Rockefeller University, New York, USA r61e dterminant dans l’inflammation pulmonaire

et des antagonistes du rcepteur au PAF s’averent
On sait de longue date que l’endotoxine est un tout particulierement utiles dans ce contexte.4 La
compos nocif majeur des bactries Gram nga- troisime etape consiste en la transmigration pro-
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prement dite ft partir du sang vers l’alveole. La
famille CD18 des integrines leucocytaires consti-
me les molecules cles intervenant dans cette
etape. Des anticorps anti-CD18 administres par
voie intraveineuse empchent l’accumulation de
leucocytes au niveau du poumon. De meme, des
molecules capables de se lier aux recepteurs
CD18, telles que les ICAM exprimes t la surface
de l’endothelium, emp&chent le mouvement des
leucocytes. I1 existe cependant une exception t
ce blocage. Une migration CD18-independante
unique semblerait rendre compte d’environ 50%
des leucocytes penetrant dans le poumon au
cours d’une pneumonie pneumocoque.4’6 ltant
donne la possibilite thorique d’intervenir t trois
etapes de la migration leucocytaire, de nom-
breuses options pourraient aboutir gt une thera-
pie anti-inflammatoire dirigee contre les leuco-
cytes. Cette approche portera sans doute ses
fruits dans le developpement de medicaments
visant t ameliorer le poumon endommage par
une pneumonie ou des etats aigus systemiques
tel le syndrome de detresse respiratoire aigOe.
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Les genes des serine proteinases des leu-
cocytes

t A Stockley et K McConn
Department of Medicine, Queen Elizabeth Hospital,
Edgbaston, Birmingham, UK

Les leucocytes contiennent plusieurs serine pro-
teinases dont l’elastase des neutrophiles, la pro-
teinase 3 (autoantigene de la maladie de
Wegener) et la cathepsine G. Ces trois enzymes
sont impliquees dans la pathogenese des mala-
dies pulmonaires chroniques, l’elastase et la pro-
teinase 3 ayant la capacite de provoquer un
emphyseme pulmonaire experimental. De plus, il
a ete mis en evidence que l’elastase du neutro-
phile et la cathepsine G pouvaient jouer un rele
dans la physiopathologie de plusieurs maladies
pulmonaires chroniques.

Peu d’informations concernant ces proteinases
et leur regulation sont disponibles. Les genes
codant pour ces proteinases sont localises sur
differents chromosomes, le gene de l’elastase du
neutrophile et celui de la proteinase 3 sont loca-
lises sur le chromosome 19, D13.3 alors que
celui de la cathepsine G est localise sur le chro-
mosome 14 Q 11.2.2 Ces genes sont exprimes au
cours de la differenciation du neutrophile dans la
moelle osseuse et actuellement aucun argument
ne permet de dire si ces genes sont exprimes
dans une cellule mature, completement differen-
ciee. Le gene le mieux caracterise ft l’heure
actuelle est celui de l’elastase; il est exprime au
stade promyelocyte lors de la differenciation du
neutrophile et son expression est donc specifi-
que d’un tissu et d’une etape du processus de
differenciation.

La region 5’ flanquante du gene de l’elastase
contient une CAAT box, une TATA box et des
sequences riches en CG, elements en faveur de
la presence d’un promoteur fonctionnel. Des
experiences de deletion de nuclotides ont
suggere que d’autres sequences regulatrices
etaient presentes dans la region situee ft 200
paires de bases en amont du codon d’initiation.
Han et collaborateurs ont demontre la presence
de sequences regulatrices soit positives (-149 t-
102 paires de bases) ou negatives (-196 t-153)
alors que Srikanth et Rado4 ont identifie une
autre sequence de regulation positive situee de-
106 ft-76 paires de bases. Ces sequences ne
sont actives que dans les cellules au stade pro-
myelocytique, et pas dans d’autres lignees cellu-
laires telles la lignee Hep G2 ou HELA, mettant
en evidence la specificite cellulaire de ce type de
regulation.
Des etudes realisees sur des lignees promono-

cytiques et promyelocytiques ont revele que l’ex-
pression du gene de l’elastase peut atre
diminuee par des facteurs de differenciation. De
plus, il a ete montre que l’addition d’oligonucleo-
tides anti-sens des transcrits du gene de la protei-
nase 3 dans la lignee HL-60 induisait la
differenciation vers la lignee monocytaire.5 La sig-
nification de ce phenomene reste encore mal
connue.

L’importance physiopathologique de l’elastase
a ete mise en evidence dans des situations de
deficit genetique specifiques. Chez l’animal, la
souris beige represente un variant genetique
caracterise par une absence d’expression du
gene de l’elastase. Les neutrophiles de ces
animaux sont depourvus d’elastase. Au cours
d’infections experimentales, il a eta montre que
les neutrophiles etaient recrutes normalement et,
fait important, la survie de ces animaux etait aug-
mentee.6 Ces resultats ont donc mis l’accent sur
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Signal
Sequence

Propeptide Mature Enzyme

-S-E- I-V-G-G-R-R-A-R-P-H-A- Neutrophil elastase
-G-E- I-I-G-G-R-E-S-R-P-H-S- Cathepsin GI-V-G-G-H-E-A-Q-P-H-S- Proteinase 3

FIG. 1. Repr6sentation sch6matique des transcrits des g6nes des
prot6inases dmontrant le peptide signal et le dipeptide pro-
enzyme. La s6quence de I’extr6mit6 N-terminale de la pro-
enzyme est d6taille.

l’etat d’inflammation associ& t l’infection, demon-
trant ainsi que l’lastase du neutrophile pouvait
avoir des effets deletres, et ont confirm l’im-
portance de cette srine proteinase dans les
infections chroniques chez l’homme,r

Chez l’homme, l’quivalent du dficit observe
chez la souris beige est le syndrome de Chediak
Higashi, au cours duquel les neutrophiles
matures prsentent une anomalie dans la forma-
tion des granules. Ces neutrophiles ont un dfaut
du chimiotactisme et ne contiennent pas d’elas-
tase. Des tudes ont montre que la cathepsine G
est aussi absente de ces neutrophiles matures, et
des rsultats tres recents permettent d’affirmer
que ces neutrophiles sont aussi dficients en
proteinase 3 (observations non publiees obte-
nues en collaboration avec P. Hiemstra, Leiden).
Cependant, des etudes des cellules de la moelle
osseuse ont montr que les neutrophiles imma-
tures expriment les gnes de l’lastase et la
cathepsine G et que ces enzymes sont presentes
avant la maturation complete.8 Ces serine proti-
nases tant codees par des genes localises des
endroits differents dans le gnome et deux
d’entre elles au moins etant exprimes t des
stades prcoces de la differenciation dans la
moelle osseuse, il semblerait logique de penser
que le dficit du syndrome de Chediak Higashi
est un deficit commun touchant probablement
des modifications post-traductionnelles. I1 a t
montre que les trois serine proteinases etaient
produites sous forme de pr-pro-enzyme. La
sequence signal de la partie amino terminale est
clive pour donner la pro-enzyme, puis un
dipeptide est cliv gt un site precis comme le
montre la figure. Des tudes recentes ont
sugg&re que l’enzyme dficiente pourrait etre
une cystine dipeptidase mais cette hypothse
demande t tre confirme.

L’tude des maladies pulmonaires a permis de
mettre en vidence une quantit accrue d’lastase
dans les neutrophiles de patients souffrant de
bronchiectasie par rapport des tmoins du
mme .ge ou . des patients souffrant d’un
emphyseme.9 Cette augmentation de l’expression
de l’enzyme n’est pas unique car les neutrophiles
de patients ayant une arthrite rhumatoide ou de

patients diabetiques contiennent une quantite
plus importante d’elastase. Les mcanismes qui
soutendent cette production accrue d’enzyme ne
sont pas connus mais apparaissent influencer les
mcanismes de destruction des tissus. Ces rsul-
tats suggreraient qu’il existe des mcanismes de
modulation de la quantite d’elastase du neutro-
phile et que ceci se produirait probablement au
cours de la differenciation. L’augmentation du
contenu en lastase peut rsulter d’une augmen-
tation de la transcription, d’une traduction de
I’ARN messager plus efficace, de modifications
dans la maturation intracellulaire, le stockage ou
le transport gtla membrane cellulaire. Des tudes
approfondies de ces processus devraient permet-
tre de dterminer le mcanisme exact et d’appor-
ter egalement des informations sur des cibles
thrapeutiques potentielles pour la modulation
de l’expression de ces protinases.
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Utilisation d’inhibiteurs de prot6inases
en th6rapie
Gerd Ddring* et Gabriel Bellon**
*Hygiene Institut, Universittt TQbingen, Germany and
** H6pital Lyon-Sud, Lyon, France

De nombreux travaux ont maintenant bien
demontre que les consequences de l’activation
des neutrophiles dans les voies aeriennes des
patients atteints de mucoviscidose sont en partie
responsables des problemes respiratoires et de
la mortalite observee dans la mucoviscidose. Lors
de leur activation, les neutrophiles liberent des
metalloproteinases lysosomiales et des serine
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proteinases; outre la collagenase active et la
cathepsine G, des quantits importantes d’elas-
tase ont ete detectees dans les lavages broncho-
alvolaires ou dans les expectorations des
patients atteints de mucoviscidose.’2 Apparem-
ment, un desquilibre dans la balance elastase/
anti-lastase est present dans les voles aeriennes
inflammes au cours de la mucoviscidose et une
forte proportion de l’inhibiteur majeur de l’las-
tase, l’alphal-inhibiteur de protase (alphal-PI)
est digree par proteolyse et inactive. Les
autres inhibiteurs de proteases, l’inhibiteur des
leucoproteases scretoires (secretory leukocyte
protase inhibitor ou SLPI) et l’alpha2-macroglo-
buline apparaissent jouer un r61e mineur dans la
protection contre l’lastase, de l’arbre respiratoire
inferieur.

L’lastase du neutrophile joue un r61e majeur
dans la physiologie de l’inflammation chronique
dans la mucoviscidose ainsi que dans d’autres
maladies. Outre l’inactivation de l’alphal-inhibi-
teur de protase, l’lastase peut dgrader l’las-
tine pulmonaire et la fibronectine, stimuler la
scretion des glandes des voies ariennes,
rduire la frquence des battements ciliaires et
entraver l’opsonisation et la phagocytose au
niveau des immunoglobulines, du complement et
de son rcepteur CR1 sur le neutrophile. Ces
evnements pourraient commencer tres prcoc-
ment dans la vie du patient atteint de mucovisci-
dose car des taux tres levs d’elastase ont te
trouvs chez des patients ages de 6 mois au
plus.3’4 Chez des patients plus ages, de forts taux
d’elastase peuvent tre presents non seulement
chez des patients atteints trs svrement mais
aussi chez des patients stables cliniquement avec
une atteinte pulmonaire legre.5

Ce dsquilibre de la balance lastase/anti-&las-
tase suggre une stratgie visant t augmenter le
niveau d’antiprotase dans le poumon par l’admi-
nistration d’inhibiteurs appropris. Parmi les
nombreux inhibiteurs dveloppes pour l’lastase,
certains d’entre eux pourraient tre utilis(s chez
l’homme, l’alphal-inhibiteur de protease est l’un
d’entre eux. Un essai men sur un nombre
rduit de patients atteints de mucoviscidose et
utilisant un arosol de l’alphal-inhibiteur de pro-
tease pendant plusieurs semaines a donne des
rsultats encourageants;7 Lorsque 12 patients
regoivent un arosol de 1,5-3,0 mg/kg toutes les
12 heures et pendant une semaine, l’activite de
l’lastase (tait supprimee dans le fluide pri-
pithlial et la capacite anti-lastase du neutro-
phile tait restaure lorsque la concentration de
alphal-inhibiteur de protease avait atteint 8 l.tM/1.
De plus, le pouvoir microbicide in vitro, envers
Pseudomonas aeruginosa etait augmentS. Cepen-
dant, dans un autre essai men/t Lyon, au cours

duquel la meme dose d’alphal-inhibiteur de pro-
tease etait administre deux fois par jour
pendant trois jours, ces resultats ne furent pas
confirms. Lorsque l’activit de l’lastase tait
mesure chaque jour dans les expectorations et
dans les lavages broncho-alvolaires, un jour
avant et 8 jours aprs aerosolisation, aucune
rduction significative de l’activit de l’enzyme
n’a ete trouve. Des rsultats positifs ont te
obtenus dans une tude multicentrique d’aros01
d’alphal-inhibiteur de protase comprenant 22
patients atteints de mucoviscidose et au cours de
laquelle 100 mg, 200 mg ou 350 mg taient
administrs toutes les 12 heures pendant 4
semaines. Chez tous les patients /t l’exception
d’un seul, l’activite de l’elastase a t diminuee
et/ou sa capacite t inhiber l’elastase exogene a
t augmente dans le fluide pri-pithlial.
Cependant l’activit de l’lastase de l’expectora-
tion n’tait pas correle avec l’activite du fluide
pithlial. En conclusion, des niveaux d’alphal-
inhibiteur de protease effectivement et biochimi-
quement active (prolastin) peuvent tre adminis-
trs sans risque mais d’autres tudes sont
necessaires afin de proceder/t une meilleure eva-
luation de l’application de l’alphal-inhibiteur de
protease dans la mucoviscidose.
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L’activit6 oxydative du
neutrophile

polynucl6aire

Vdronique Witko-Sarsat et Bdatrice Descamps-Latscha
INSERM U25, H6pital Necker 161, rue se Svres,
75015 Paris, France

Afin d’assurer leur fonction principale qui est la
d6.fense de l’h6te contre les agents pathogenes,
les polynucl6aires neutrophiles disposent de
deux types de m6canismes microbicides.
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Les systmes independants de l’oxygene dont
les moldcules effectrices sont les protases et les
protdines antibiotiques preformdes et stockes
dans les granules azurophiles. Parmi celles-ci,
l’lastase, srine proteinase libre lors de l’acti-
vation cellulaire, a etd particulirement bien
tudide dans le contexte de la mucoviscidose.
Prdsente en grande quantit dans les voies ari-
enne des patients, elle temoigne ainsi de l’impor-
tance des mdiateurs ddrivs du polynuclaire
dans les processus inflammatoires caractris-
tiques de cette maladie.

Le deuxime type de mdcanisme microbicide
du polynucldaire neutrophile correspond aux
systemes dependants de l’oxygne aboutissant fi
la production d’oxydants.2 Contrairement aux
protdases, ils n’ont pas fair l’objet d’etudes exten-
sives dans le contexte de la mucoviscidose. I1 a FIG. 1. Ractions de formation des oxydants suite / I’activation

du polynuclaire neutrophile.cependant t montr, qu’au cours de la muco-
viscidose, la balance oxydant/antioxydant etait
desequilibree et qu’il y aurait donc un stress
oxydant, plasme.4 La formation d’oxygne singulet, autre

Les systmes microbicides dependants de espce microbicide a egalement t dcrite.5

l’oxygne mettent en jeu la capacite d’activation L’acide hypochloreux peut ragir avec des
mdtabolique oxydative du polynuclaire neutro- amines endogenes (R-NH2) pour former des
phile ou explosion respiratoire qui fait suite t chloramines (RNH-Cl). La majorit des chlora-
l’activation de la NADPH oxydase. Ce complexe mines seraient formes gt partir de la taurine,
est une chai’ne de transport d’dlectrons forme acide bta-amin tres abondant dans les leuco-
de sous-unitds membranaires dont un cyto- cytes et considre comme un ’pigeur’ slectif
chrome 13 membranaire de faible potentiel cons- d’HOCl. En effet, les mtabolites drives de Foxy-
titud lui-m&me d’une sous unite alpha (p21phox gne tels l’anion superoxyde, H202 OU HOCl
pour phagocyte oxydase) et d’une sous unit sont des espces particulierement reactives et
bdta (gp91’x) fortement glycosyle et compor- labiles alors que les chloramines sont assez
tant un site de fixation du NADPH et un autre stables pour s’accumuler dans le milieu extracel-
pour le FAD. Les sous-unitds cytoplasmiques sont lulaire et ont, de ce. fait et baptisees ’oxydants t
p47/’x (qui se lie fi gp91 aprs phosphorylation vie longue’. La presence d’oxydants gt vie longue
par la proteine kinase C), p67’ox et une pro- a recemment t rapporte dans les expectora-
tdine de liaison de GTP, Rac-1 ou Rac-2, qui tions de sujets atteints de mucoviscidose.
hydrolyse GTP en GDP et favorise ainsi la disso- D’aprs les tudes in vitro, l’anion superoxyde
ciation du complexe actif, et H202, premiers .mtabolites generes lors de
Aprs assemblage, le complexe multimoldcu- l’activation de NADPH-oxydase ne semblent pas

laire de la NADPH-oxydase est fonctionnel, la tre les especes chimiques les plus efficaces dans
NADPH-oxydase peut alors catalyser la reduction la destruction des microorganismes. En fait la
univalente de l’oxygne en anion superoxyde puissance des mecanismes microbicides reside
aux ddpens du NADPH aboutissant gtla forma- dans la formation d’HOC1, espce la plus toxique
tion d’anion superoxyde (O2-.). La dismutation et la plus reactive formee par les phagocytes,ou
de l’anion superoxyde spontande ou induite par peut-&tre via la formation d oxygne singulet.5

la superoxyde dismutase (SOD) aboutit fi la for- L’exploration de l’activation metabolique oxy-
mation de peroxyde d’hydrogne (H202) puis, dative du polynucleaire neutrophile des sujets
en presence de fer (reaction de Fenton)/t la pro- atteints de mucoviscidose a donn des rsultats
duction de radicaux hydroxyle OH (voir Fig. 1). discordants, en raison, de la grande htrog-

Ensuite inteeeient la mydloperoxydase, seconde neite, d’une part dans l’tat clinique des malades
enzyme importante des mecanismes dpendants tests, et, d’autre part, dans les protocoles de sti-
de l’oxygne. La myeloperoxydase est une mulation et les mthodes utilises.
enzyme stockde dans les granules azurophiles et I1 semblerait que le dfaut de transduction
represente 5% de son poids sec; elle catalyse la intracellulaire present dans la cellule pithliale
formation d’acide hypochloreux (HOCl) fi partir ne soit pas retrouve au niveau du polynucleaire
de H202 et de chlorures presents dans le cyto- neutrophile. En effet, l’lvation d’AMP cyclique
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intracellulaire par differents agents pharmacologi-
ques (adrenaline, theophylline et forskoline) ale
mme effet inhibiteur sur des fonctions cellu-
laires du polynucleaire neutrophile telles la pro-
duction d’anion superoxyde, la degranulation, la
depolarisation membranaire chez le sujet atteint
de mucoviscidose que chez le sujet normal.9 I1 a
ete montre que la chimioluminescence amplifiee
par le luminol d’une preparation de polynu-
cleaires neutrophiles stimules par le zymosan a
une intensite identique chez les sujets atteints de
mucoviscidose que chez les temoins. Cependant,
la cinetique du phenomene est differente: le
temps mis pour atteindre la valeur maximale de
chimioluminescence (ou pic) est inferieur chez
les patients atteints de mucoviscidose; de plus,
ce parametre est correle t l’etat clinique des
malades. Ces auteurs concluent donc une
hyperreactivite des polynucleaires neutrophiles,
qui apparaissent pre-actives. Enfin, d’autres
travaux portant sur les monocytes et les polynu-
cleaires neutrophiles de malades atteints de
mucoviscidose ont montre une augmentation de
chimioluminescence amplifiee par le luminol
apres stimulation par le f-MLP, le PMA et le
A23187.11

I1 est en effet difficile, dans le cas de la muco-
viscidose de faire la part entre l’activation ou
priming des polynucleaires faisant suite aux
infections et une eventuelle anomalie de type
plus constitutif du polynucleaire neutrophile.
L’etude des neutrophiles de sujets heterozygotes
pour la mutation du CFTR, qui sont totalement
asymptomatiques cliniquement, pourrait fournir
une bonne alternative et permettre de discrimi-
ner entre ces deux possibilites. I1 a ete rapporte
que les monocytes de sujets homozygotes et
terozygotes avaient une capacite accrue d’adherer
sur le verre.2 Dans une recente etude menee
dans notre laboratoire, nous avons mis en evi-
dence une anomalie de la formation des oxy-
dants chlores dependants de la myeloperoxydase
chez les enfants mais aussi chez les parents par
rapport aux sujets temoins. Le mecanisme pour-
rait impliquer l’echangeur sodium/proton car
cette hyperactivite des polynucleaires neutro-
philes est corrigee par des agents bloqueurs de
l’echangeur tels l’amiloride ou I’EIPA, ou dans un
milieu depourvu de sodium (Witko-Sarsat et al.,
soumis pour publication).
En conclusion, le polynucleaire neutrophile

demeure la cellule au coeur du processus inflam-
matoire, la plus specialisee et la plus efficace
dans la generation d’oxydants. I1 apparait donc
important d’explorer les mecanismes de forma-
tion, d’etudier les consequences de cette libera-
tion massive d’oxydants ainsi que leur
importance in vivo.
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Le r61e du stress oxydant dans la muco-
viscidose

Frank J. Kelly
Cardiovascular Research, The Rayne Institute,
St Thomas’ Hospital, London, UK

Bien que l’anomalie genetique responsable de la
mucoviscidose soit bien caracterisee, les evene-
ments conduisant t la destruction progressive du
tissu pulmonaire et la diminution consecutive de
la fonction respiratoire, restent mal connus. C’est
pourquoi notre groupe a etudie depuis quelques
annes le r61e spcifique du stress oxydant et
des defenses anti-oxydantes dans la physiopatho-
logie de la mucoviscidose.-5 Deux faits impor-
tants sont apparus dans cette serie d’etudes.
Premierement, aucun deficit important d’anti-oxy-
dants liposolubles tels que l’cz-tocopherol
(vitamin E) n’a ete retrouve. Ceci reflete proba-
blement le bon etat clinique et nutritionnel des
sujets atteints de mucoviscidose et suivis dans les
etablissements specialises. Deuxiemement, plus
surprenant, malgre des concentrations en sub-
stances anti-oxydantes relativement normales, les
sujets atteints de mucoviscidose montrent des
signes en faveur d’un stress oxydant important.

Le plasma des sujets atteints de mucoviscidose
a une capacite de pieger les radicaux de l’oxy-
gene diminuee par rapport au plasma de sujets
normaux, suggerant une susceptibilite accrue au
stress oxydatif. La presence de lipides oxydes
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(hydroperoxydes) et de proteines oxydees (car-
bonyles) dans le plasma de sujets atteints de
mucoviscidose, suggere que les lesions tissulaires
sont dues aux radicaux libres.2 De plus, nous
avons montre que le produit d’oxydation de
I’ADN, 8-hydroxydeoxyguanosine est present
dans les urines de sujets atteints de mucovisci-
dose.3 Comme nous le mentionnons ci-dessus,
fait interessant mais surprenant, le stress oxydatif
est decelable chez des enfants atteints de mucov-
iscidose dont les defenses anti-oxydantes (vita-
mine E, acide ascorbique, acide urique et
sulphydryles totaux plasmatiques) sont normales.
Ces resultats confirment donc que la production
accrue de radicaux libres est une des compo-
santes de la mucoviscidose, et que les concentra-
tions d’antioxydants circulants sont insuffisantes
chez de nombreux patients atteints de mucovisci-
dose pour pallier les consequences de l’augmen-
tation des oxydants.

Stress oxydant et dclin de la fonction respira-
toire dans la mucoviscidose
La mise en evidence de marqueurs de stress
oxydant dans le plasma ou les urines a permis
de donner une base biochimique aux lesions des
radicaux libres dans la mucoviscidose, mais l’im-
portance clinique de ces resultats reste determi-
ner. Nous avons recemment trouve que la
diminution lice l’ge de la fonction respiratoire
chez les enfants atteints de mucoviscidose est
associee . une diminution de l’alpha-tocopherol,
l’acide ascorbique, et des concentrations de sul-
phydryle. De plus, la reduction de la fonction
respiratoire lice t l’tge est correlee avec une ele-
vation des taux plasmatiques de malondialdehyde
chez les enfants atteints de mucoviscidose.4

Enfin, les sujets avec une diminution severe de la
fonction respiratoire (VEMS < 50% normale) ont
des concentrations plasmatiques en hydroperox-
ydes lipidiques plus elevees que celles des sujets
ayant un deficit de la fonction respiratoire
mineur ou modere (VEMS > 50% normale). Ces
resultats nous incitent t rechercher l’existence
d’une relation entre l’etat de la fonction respira-
toire et l’intensite du stress oxydant.

Dfenses anti-oxydantes et marqueurs du stress
oxydant dans les expectorations
Les expectorations viennent des voles aeriennes,
et representent donc une source de renseigne-
ments plus interessante que le plasma pour
etudier les marqueurs du stress oxydant et les
anti-oxydants. Dans une etude pilote conduite
chez 11 sujets atteints de mucoviscidose, nous
avons demontre qu’il est possible, avec des mod-
ifications mineures des methodes existantes, de
mesurer l’alpha-tocopherol, l’acide urique, l’acide

ascorbique et les sulphydryles totaux dans les
expectorations. Les concentrations et la composi-
tion de ces anti-oxydants montre que les expec-
torations sont un substitut raisonnable de ce qui
se passe dans les voies ariennes suprieures.
Malgre la presence de nombreux anti-oxydants
extracellulaires, des stigmates d’une oxydation
lipidique et proteique sont observes dans les
expectorations des sujets atteints de mucovisci-
dose. Nous n’avons pas eu encore la possibilite
de determiner si les marqueurs du stress oxydant
dans les expectorations sont correles avec ceux
presents dans le plasma des m&mes patients. De
mame, l’existence eventuelle d’une relation entre
les defenses anti-oxydantes et les marqueurs de
stress oxydant presents dans les expectorations,
et la fonction respiratoire meriterait d’etre
exploree.

Thrapeutique anti-oxydante chez les sujets
atteints de mucoviscidose
Deux resultats de notre equipe suggerent qu"une
supplementation en anti-oxydants, au dessus des
taux normaux, pourrait apporter un benefice
therapeutique aux sujets atteints de mucovisci-
dose. Premierement, les marqueurs de stress
oxydant, qui ne sont pas presents chez les
enfants sains de m&me .ge, sont presents chez
beaucoup de sujets atteints de mucoviscidose,
dont les defenses anti-oxydantes circulantes sont
par ailleurs normales pour l’ge. Deuxiemement,
les sujets atteints de mucoviscidose, ayant des
concentrations plasmatiques d’anti-oxydants les
plus elevees, ont la meilleure fonction respira-
toire. Nous avons emis l’hypothese que les sujets
atteints de mucoviscidose subissent des periodes
cycliques de stress oxydant associees avec des
infections respiratoires chroniques et que le
stress oxydant, lorqu’il est superieur aux
defenses anti-oxydantes pulmonaires, entraine
des lesions pulmonaires. L’hypothese que ce
stress oxydant combine au desquilibre pro-
tease/antiprotease, contribue gtla pathologie pul-
monaire de la mucoviscidose et gt l’alteration de
la fonction respiratoire est hautement probable.
Combattre le stress oxydant avec une therapeu-
tique anti-oxydante pourrait aider t diminuer les
lesions pulmonaires, et ainsi retarder l’alteration
de la fonction respiratoire.
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Les strat6gies th6rapeutiques contre les
16sions cellulaires induites par les radi-
caux de l’oxyg6ne?
Dieter Worlitzsch, Gunda Herberth et Gerd Dering
Hygiene Institut, Universitt TObingen, Germany

Dans la mucoviscidose, la maladie autosomale
recessive la plus frequente dans les populations
blanches, les secretions anormales des glandes
exocrines conduisent gt des infections bronchi-
ques chroniques avec des agents pathog6nes
bacteriens opportunistes tels que le Pseudomo-
nas aeruginosa. Ceci entra/ne le recrutement
d’un grand nombre de polynucleaires neutro-
philes (PN) dans les voies aeriennes infectees,
dont l’activation aboutit 5 la liberation d’enzyme
lysosomiaux ainsi qu’une augmentation de leur
consommation d’oxyg6ne et la production de
metabolites derives de l’oxygne tels que l’anion
superoxyde, le peroxyde d’hydroghne, les radi-
caux hydroxyles et peut-etre l’oxyghne singulet.
Comme pour les proteinases lysosomales, ces
derives reduits de l’oxygene sont liberes non seu-
lement dans le phagolysosome mais aussi hors
du phagocyte oO ils peuvent exercer des effets
deleteres sur les tissus avoisinants.

I1 n’est pas encore certain que les derives
reduits de l’oxyghne produits par les PN stimules
contribuent aux lesions pulmonaires au cours de
la mucoviscidose, comme cela a dejgt 6t6 sugger6
dans d’autres maladies des voies aeriennes.2

Cependant, un certain nombre de faits sont en
faveur de cette hypothhse; ainsi, les concentra-
tions 6levees dans les crachats de myeloperoxy-
dase (MPO), une enzyme derivee des PN qui
transforme le peroxyde d’hydroghne (H202) en
derives chlores hautement reactifs, ont 6t4
detectes chez les sujets atteints de mucovisci-
dose-6 et une correlation inverse entre la fonc-
tion respiratoire et les concentrations de MPO a

4 66t6 observee.- En outre, un deficit en glu-
tathion7 et une augmentation de la peroxydation
lipidique8 ont 6galement 6t6 decrits chez les
sujets atteints de mucoviscidose. La presence de
piegeurs endoghnes tels que la superoxyde dis-
mutase (SOD) qui dismute l’anion superoxyde
en peroxyde d’hydroghne, et la catalase qui trans-
forme le peroxyde d’hydroghne en eau et
oxygne, n’a pas encore t 6tudiee dans les cra-
chats ou le liquide de lavage alveolaire. Le gene
de la catalase humaine dans les cellules 6pith6-
limes des voles aeriennes est un ghne de type

’domestique’ qui ne peut 6tre augment6 par l’hy-
peroxie.9

L’inactivation proteique secondaire t une
attaque oxydative n’a pas encore 6t6 clairement
demontree dans la mucovisidose et il serait parti-
culihrement interessant d’etudier une 6ventuelle
inactivation de l’alphal-antitrypsine. De nom-
breuses etudes ont montr6 que la Met58, un
residu important du site de liaison de la s6rine
proteinase, est particulihrement sensible t l’atta-
que oxydative, et que ceci entra/ne une reduction
importante de sa capacit6 de liaison avec l’6las-
tase des neutrophiles.1

Si l’on admet l’existence d’un desequilibre oxy-
dants/anti-oxydants au cours de la mucovisci-
dose, quels moyens therapeutiques permettront
de proteger l’6pithelium pulmonaire, les pro-
teines essentielles, les acides gras, les carbohy-
drates et I’ADN des lesions induites par le stress
oxydant? Certaines strategies sont actuellement
developp6es, incluant rhSOD ou le selenium,2

l’aerosolisation de N-acetylcysteine comme pr6-
curseur du glutathion et l’augmentation de la
barrihre anti-oxydante gt la surface de l’6pithelium
de sujets atteints de mucoviscidose avec des vec-
teurs adenoviraux recombinants deficients pour
la replication et contenant I’ADNc de la catalase
humaine,2 ou de la catalase associee t des lipo-
somes.14
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Cytokines
inhibiteurs

proinflammatoires et

Jean-Michel Dayer
Division of Immunology and Allergy, University
Hospital, Geneva, Switzerland

leurs

Concomittant gtla reaction inflammatoire m&diee
par des substances pro-inflammatoires (cytokines
telles que I’IL-1 et le TNFcz), l’organisme utilise
des mcanismes naturels pour limiter la propaga-
tion de l’inflammation. Parmi eux sont: (1) les
antagonistes specifiques au niveau des recepteurs
des cytokines (It-iRa); (2) les cytokines ayant
une activit biologique s’opposant aux cytokines
pro-inflammatoires (ex: IL-4, I1-13, IL-10, TGFI3);
(3) les inhibiteurs agissant en tant que proteine
liant le ligand (ex.: rcepteurs solubles des cyto-
kines) ou des protines plasmatiques agissant en
tant que protines porteuses; (4) les inhibiteurs
d’enzymes induisant la conversion de procyto-
kines inactives en cytokines actives; (5) les
enzymes scindant les rcepteurs membranaires
des cytokines; (6) la diminution de l’expression
des recepteurs cytokinaires; (7) les enzymes
dgradant les cytokines pro-inflammatoires; (8)
les auto-anticorps naturels anti-cytokines. L’inhibi-
tion peut aussi survenir t d’autres niveaux tels
que: (1) l’inhibition du stimulus induisant la pro-
duction des molecules pro-inflammatoires (ex.:
anticorps anti-CD14) en relation avec la stimula-
tion par les lipoplysaccharides (endotoxines),
anticorps anti-CD 11 et anti-CD 19 en relation
avec les interactions lymphocytes-monocytes
pour la production d’IL-1, de TNFcz, de PGE2 et
de mtalloprotases; (2) l’inhibition au niveau de
la transduction, de la transcription et de la tra-
duction; (3) inhibition au niveaude la :maturation
et de la scretion des cytokines; (4) inhibition
par la modification de la structure fonctionnelle
des cytokines (muteines).

Les facteurs devant tre considrs dans le
cadre du concept de l’quilibre entre cytokines
et inhibiteurs de cytokines sont (1) la squence
d’apparition de ces molecules, (2) le fait que
leur quantite relative est plus importante que leur
quantit absolue; (3) l’effet bnfique potentiel
pouvant exister, pendant une courte periode,
pour une cytokine pro-inflammatoire dans le r61e
de la dfense de l’h6te (ex.: TNFcz); (4) la com-
plexite de certains systemes cytokinaires tels que
le systme IL-1 qui possde au moins deux types
d’antagonistes naturels (IL-1Ra, II-ISR) menant au
paradoxe de la liaison de deux inhibiteurs entre
eux, qui permet t la molecule agoniste (IL-1)
d’exercer toute son activitY; (5) la formation de
complexes instables de cytokines/inhibiteurs de
cytokines. Ainsi, le concept d’inhibiteurs de cyto-

kines doit tre consider plus dans le cadre d’un
systeme ’tampon’ que d’une raction ’on/ofF.

Enfin, un autre aspect important, lors de l’ana-
lyse de l’impact d’inhibiteurs de cytokines, est
celui de la dissociation entre leurs effets immu-
nosuppresseurs et anti-inflammatoires. Par
exemple, la protine de fusion TNF-R: Fc est 100
fois plus puissante pour inhiber les mtallopro-
tases et les PGE2 produites par les fibroblastes
que pour inhiber la proliferation des lympho-
cytes T et la production de leurs cytokines. Par
consequent, les futures approches thrapeutiques
doivent bien distinguer lesquels parmi les inhibi-
teurs des cytokines ont un effet t predominance
anti-inflammatoire, anti-activation des systemes
proteolytiques et immunosuppresseurs.
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Les cytokines de la manifestation pulmo-
naire de la mucoviscidose

Melvin Berger, Tracy Bonfield, James Panuska et
Michael Konstan
Departments of Pediatrics and Medicine, Case
Western Reserve University School of Medicine,
Cleveland, Ohio, USA

Plusieurs caracteristiques de la mucoviscidose
telles que l’afflux excessif de neutrophiles vers
les poumons, la cachexie et l’hyperglobulinmie,
suggerent une implication de cytokines pro-
inflammatoires, par exemple l’interleukine (IL)-
1, le facteur ncrosant des tumeurs (TNF), l’IL-8,
et l’IL-6. Les concentrations et l’action de ces
cytokines etant plus importante au site de leur
production qu’au niveau systmique, nous avons
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recherche leur presence au niveau mme du cellules pitheliales bronchiques obtenues par
poumon, dans des chantillons de fluide de brossage etaient positives pour I’IL-10 en immu-
lavage bronchoalvolaire (LBA) et de prleve- nofluorescence, possdaient des ARNm IL-10, et
ments obtenus par brossage des voles respira- scretaient de I’IL-10 lorsqu’elles taient places
toires. en culture primaire in vitro. Les cellules

Les concentrations des trois cytokines pro- broncho-pithliales des patients CF renfermaient
inflammatoires IL-1, IL-6 et TNF taient considera- nettement moins d’IL-10 en immunofluores-
blement leves dans les fluides BAL provenant cence.2 Ces donnes suggerent que dans le
de patients atteints de mucoviscidose par rapport poumon normal les cellules broncho-&pitheliales

ceux provenant de tmoins sains. Alors que produisent la cytokine anti-inflammatoire IL-10
l’IL-8 n’est pas detectable dans le fluide de LBA afin de rguler de fagon ngative les rponses
des tmoins sains, la concentration de ce puis- locales inflammatoires et de prvenir les lsions
sant facteur chimiotactique pour les neutrophiles de l’pithlium. Dans la mucoviscidose ce mca-
atteint 30 ng/ml, et ce mme au cours d’une nisme suppresseur est dfectueux dans le
priode stable et eloigne d’une exacerbation de poumon infecte. En revanche, dans le cas de la
la maladie pulmonaire. Des concentrations mod- mucoviscidose, les cellules broncho-pithliales
erement levees de l’antagoniste du rcepteur de produisent activement de l’IL-6 et de l’IL-8, qui
I’IL-1 et des formes solubles des recepteurs du exacerbent t leur tour le processus inflamma-
TNF ont te galement retrouves dans le fluide toire.
BAL de patients CF, mais le rapport inhibiteur de A la lumiere de ces observations, les cellules
cytokine/cytokine tait trs faible. L’IL-10, une broncho-pithliales pourraient jouer dans le
cytokine rgulatrice exergant un effet suppres- poumon un r31e dterminant dans la rgulation
seur sur la production des cytokines pro-inflam- locale des processus immunologiques et inflam-
matoires, n’etait pas retrouve dans les matoires. Cette hypothse soulve t son tour les
chantillons CF ou t des taux fortement reduits questions suivantes: une fonction CFTR dfective
par rapport t celui de 3,5 ng/ml observ dans pourrait-elle altrer la production de cytokines
les LBA des sujets sains. Ces differences etaient des cellules pitheliales, m&me en l’absence d’in-
plus marquees chez des patients atteints de fection? Les rponses des cellules epithliales CF
mucoviscidose et infects par Pseudomonas par aux stimuli pouvant rguler de fagon positive la
rapport ceux infectes par Haemophilus influen- production de l’IL-8 et/ou rguler de fagon nga-
zae ou Staphyloccocus aureus. Chez un nourris- rive la production de I’IL-10 seraient-elles differ-
son CF infectS, un traitement antibiotique entes des reponses des cellules normales?
intensif a entrain une diminution des concentra-
tions en IL-6 et IL-8, sans toutefois observer leur
retour la normale. En revanche I’IL-10 est
reste indtectable avant et aprs le traitement
aux antibiotiques.

Afin de comprendre les mcanismes de cette
modulation des cytokines pro-inflammatoires,
nous avons explor les diverses sources cellu-
laires possibles de ces cytokines au sein du
poumon CF. Les macrophages presents dans les
chantillons de LBA des patients CF prsentent R&gtlatior dt g&reC par le$ agertt
une immunofluorescence positive pour I’IL-1, I’IL- ati-irttlam__ratoires

6, l’lL-8 et le TNF. Ce mme profil est obtenu Aleksander Edelman, Franoise Besanon* et
dans des macrophages isols des LBA de sujets Marie-Yvonne Baudouin-Legros
temoins, mais incubus in vitro avec du lipopoly- INSERM U.323, CHU Necker and *INSERM U417,
saccharide (LPS) avant la coloration. En CHU St Antoine, Paris, France
revanche, les macrophages provenant des
temoins non traits par le LPS sont majoritaire- La mucoviscidose rsulte de mutations du gne
ment n&gatifs en immunofluorescence. Fait inat- de 250 kb qui code pour la protine CFTR, un
tendu, les macrophages isoles des patients CF canal Cl-rgul par I’AMP cyclique. La protine
presentent une immunofluorescence positive CFTR se situe la membrane apicale des cellules
pour I’IL-10 et il en est de mme pour les macro- pithliales scrtoires. 1’2 Les mutations du gne
phages isols de tmoins sains traits par le LPS. CFTR provoquent des anomalies de synthese, du

D’autres etudes visant t determiner la source routage, ou de la fonction de la proteine CFTR.
de I’IL-10 retrouve dans le fluide de lavage La maladie a de multiples manifestations domi-
alveolaire des tmoins sains ont montr que des nes par les anomalies de l’pithlium de surface

1. Bonfield TL, Panuska JR, Konstan MW, et al. Inflammatory cytokines in
cystic fibrosis lungs. AmJ Respir Crit Care Med 1995; 152: 2111-2118.

2. Bonfield TL, Konstan MW, Burfiend P, Panuska JR, Hilliard JB, Berger M.
Normal bronchial epithelial cells constitutively produce the anti-inflamma-
tory cytokine interleukin-10, which is downregulated in CF. Am J Respir
Cell Mol Biol 1995; 13: 257-261.
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des voies ariennes qui scrte en grandes quan- aprs 3 heures d’incubation et maximale t 12
tites un mucus pais favorisant l’inflammation et heures. IFN7 et ] taient inactifs sur l’expression
les infections chroniques, du gene CFTR dans les cellules T84, suggrant

L’inflammation provoque la formation d’un une certaine spcificit de I’IFNT. L’inhibition de
grand nombre de mdiateurs intracellulaires et l’expression du gne CFTR induite par I’IFN7
tissulaires capables de modifier les fonctions cel- entrainait aussi une diminution de fonction: le
lulaires. Ainsi les interfrons (IFN), une famille traitement par IFN7 rduisait les flux Cl- dpen-
de protines aux multiples fonctions produites dants de I’AMPc. Le TNFz, qui est produit de
en reponse aux infections virales et bactriennes, fagon concomittante avec I’IFN7 durant les rac-
sont des mdiateurs majeurs de la defense de tions inflammatoires et immunitaires diminuait
l’h)te contre les agents infectieux.4 IFNz et IFN] aussi l’expression du gene CFTR, et de fagon
sont synthetiss principalement par les lympho- synergique avec I’IFN79
cytes et les fibroblastes (respectivement). IFNT, Ces r(esultats suggerent que les processus
une cytokine cl du rseau immunitaire, est inflammatoires pourraient augmenter la sympto-
synthtise par les lymphocytes T et les cellules matologie de la mucoviscidose et diminuer l’effi-
’natural Miler’ apres stimulation antigenique (2) cacit d’une thrapie gnique. C’est pourquoi
et son r31e crucial dans la dfense contre les nous etudions, pour prvenir l’action ngative de
infections parasitaires et virales a rcemment et ces deux cytokines, les effets sur l’expression du
mis en lumire.5 Un autre mediateur de l’inflam- gne CFTR de deux molecules appartenant ft des
mation, le Tumor Necrosis Factor (TNFz), est families diffrentes d’anti-inflammatoires: la dexa-
synthetis par les monocytes/macrophages aussi methasone comme molecule stroidienne et l’as-
bien que par les cellules B et T, les cellules de pirine comme molecule non stroidienne. Dans
Kupffer, les cellules gliales et les adipocytes, et nos conditions exprimentales, la dexametha-
entraine de multiples effets intracellulaires. IFN7 sone (ll.t mol/1) ne provoque aucun effet, ni au
et TNFz modifient galement le transport niveau des ARN messagers ni au niveau fonction-
ionique transepithlial, mais les mcanismes nel. Au contraire, le traitement pendant 48
responsables de cette action ne sont pas bien heures des cellules T84 par l’aspirine ou par
dfinis, l’acide salicylique (0.5 gt 1 mM) diminue les

La colonisation bacterienne et les mdiateurs quantites de transcript CFTR et les flux C1-
tissulaires de l’inflammation pourraient tousles dpendants de I’AMPc. L’effet de l’aspirine ne
deux altrer les fonctions cellulaires. Cependant ncessite pas la synthse de novo de la protine,
leur influence directe ou indirecte sur la fonction puisqu’il persiste apres le traitement des cellules
de CFTR n’a pas et clairement dfinie. Ceci par cycloheximide. Cet effet n’est pas dfi t l’acti-
nous a conduit t explorer les effets des IFN et vation de l’ad&nyl cyclase puisque la production
du TNFz sur l’expression du gne CFTR. d’AMPc induite par la forskoline n’est pas modi-
Dans la mesure o l’inflammation et les infec- fie par le traitement des cellules par l’aspirine

tions pulmonaires constituent le probleme (ou l’acide salicylique).
majeur de la mucoviscidose, les antibiotiques et Ces rsultats suggrent que la production
les mdicaments anti-inflammatoires sont souvent d’IFN7 et de TNFz en rponse aux infections
administrs de fagon systmatique chez ces pourrait aggraver les dysfonctions pulmonaires
patients. L’etude de la littrature montre que ces chez les sujets atteints de mucoviscidose, et cr&er
molecules pourraient modifier les fonctions des un phnotype localis de mucoviscidose chez les
cellules pitheliales. C’est la raison pour laquelle patients non-mucoviscidosiques mais atteints
nous avons etudie les actions exerces par deux d’une maladie pulmonaire chronique bactrienne
medicaments anti-inflammatoires diffrents ou inflammatoire. De plus, nos resultats mettent
(aspirine et dexamethasone) sur l’expression du en evidence une nouvelle action de l’aspirine, uti-
gne CFTR. lisee communement comme anti-inflammatoire
Deux lignees cellulaires adnocarcinomateuses dans la mucoviscidose. De fortes doses d’aspirine

(HT29 et T84) connues pour exprimer de prises de fagon chronique pourraient galement
grandes quantits de protine CFTR nous ont diminuer la scretion de chlore lie t CFTR et
servi de modeles exprimentaux. Nous avons aggraver ainsi l’tat clinique des patients.
observe que I’IFN7 t faibles concentrations (de
0.1 ft 100 UI/ml), diminue l’expression du gene
CFTR (diminution des ARN messagers et de la
protine CFTR) par un mcanisme dose-dpen- 1. Quinton, P. Cystic fibrosis: a disease in electrolyte transport. FASEB J
dant et post-transcriptionnel. Cet effet etait 1990; 4: 2709.

2. Fuller C, Benos DJ. CFTR! AmJ Physio11992; 26: C267.dependant du temps: la diminution des ARN . Welsh JM, Smith AE. Molecular mechanisms of CFTR chloride channel
messagers induite par I’IFN7 etait significative dysfunction in cystic fibrosis. Cell 1993; "/: 1251.
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4. De Maeyer E, De Maeyer-Guignard J. Interferons and Other Regulatory toire se poursuit et amine inexorablement laCytokines. New York: John Wiley, 1988.
5. Dalton DK, et al. Multiple defects of immune cell function in mice with degradation de l’tat des patients. Pour ces

disrupted interferon-7 genes. Science 1993; 259: 1739. raisons, de nouvelles approches thrapeutiques6. Lewis SA, et al. Modulation of epithelial permeability by extracellular
macromolecules. PhysiolRev1995; 75: 561. sont proposes ayant pour but soit une action

7. Besangon F, et al. Interferon-, downregulates CFTR gene expression in anti-inflammatoire, soit un r61e plus direct s’op-epithelial cells. Gastroenterology 1995; 109: 639.
posant au defaut primaire telles que l’Amiloride
et/ou I’UTP voire m&me la therapie gnique.
Dans le champ d’action des thrapeutiques

Traitement anti-inflammatoire clans la
anti-inflammatoires, il est clair que la cible
demeure le polynuclaire. La premiere tape de

mucoviscidose: bases thoriques et pro- la migration du leucocyte dans le poumon impli-
spectives que une activation et une attraction de ces Gel-
Michael W. Konstan et Melvin Berger lules par des mdiateurs solubles. De
Department of Pediatrics, Case Western Reserve nombreuses tudes ont permis d’tablir le
University School of Medicine, Cleveland, Ohio, USA contenu des secretions pulmonaires dans la

mucoviscidose- dont la forte teneur de tousles
L’accumulation des neutrophiles dans l’arbre principaux groupes de facteurs chimiotactiques
respiratoire est l’evidence excessive et joue un du polynuclaire et notamment LTB4, C5a et IL8
r61e important clans la destruction des poumons (revus dans 1). I1 est de ce fait improbable que
qui reste la premiere cause de morbidite et de les molecules antagonistes de ces facteurs, cap-
mortalit dans la mucoviscidose. Les mca- ables de s’opposer leur production ou de
nismes selon lesquels le neutrophile peut alterer bloquer leur rcepteur, aient une activit notable.
la fonction pulmonaire ou ses mcanismes de D’autre part, on ne dispose pas, mSme t la
defense sont multiples et exposes en dtail par phase des essais, d’agent pharmacologique qui
d’autres orateurs dans ce symposium. Plusieurs pourrait interfrer avec des molecules d’adhesion
mdes rcentes2’ dont la n6tre qui conceme des qu’utilise le neutrophile lors de son roulement
patients avec une atteinte moderee4 permettent sur les capillaires sanguins et de sa diapdse
d’affirmer clairement que l’emballement du pro- pour migrer dans l’epithelium pulmonaire.
cessus inflarnmatoire commence trs t6t dans En raison de leurs effets secondaires prvisi-
l’evolution de la mucoviscidose et persiste ineluc- bles qui se sont rvles d’ailleurs problmati.ques
tablement avec des acces d’intensification lors d’un essai t grande chelle aux USA,6 les
brutale.5 glucocorticodes nous ont paru devoir cder la

L’infection pulmonaire chronique est sans nul place aux anti-inflammatoires non stroidiens
doute un stimulus majeur de cette rponse (AINS), en particulier l’Ibuprofen. Ce mdica-
inflammatoir et les exacerbations infectieuses ment agit directement sur le neutrophile dont il
augmentent le nombre de polynuclaires neutro- diminue t la fois les capacits de migration et de
philes et leurs effets dleteres. Certaines observa- degranulation, ainsi qu’ fortes doses ncessaires
tions rcentes semblent montrer que mais atteignables en clinique, il bloque la libra-

23l’inflammation precede infection’ -et/ou que tion de LTB4 ainsi que l’activit de la cyclooxy-
la rgulation des ractions inflammatoires dans le genase (revu dans 7). A l’aide d’un modele
poumon pourrait 8tre gnetiquement anormale simulant l’infection intra-bronchique des
dans la mucoviscidose, mSme si le r61e des poumons- t savoir la distribution du polynu-
exacerbations infectieuses dans l’intensification cleaire dans les cryptes gingivales au niveau
des lsions dues t l’inflammation ne peut 8tre buccal- nous avons pu montrer que l’Ibuprofen
ni. interfere avec la mobilisation du polynucleaire

D’une claire vidence, le traitement visant t chez le volontaire sain tout autant que chez les
diminuer les lesions inflammatoires dolt gale- patients atteints de mucoviscidose.8

ment inclure la prevention ou la diminution du Dans un modele experimental de l’infection
degre de l’infection. Cependant, une fois que chronique t Pseudomonas nous avons pu
Pseudomonas commence 8tre implante, il est montrer que l’Ibuprofen rduit la surface d’ex-
rare de pouvoir l’radiquer et ce malgr l’appari- tension de l’inflammation sans toutefois augmen-
tion incessante d’antibiotiques plus actifs. L’usage ter le r61e nocif des microorganiques infectieux]
de bronchodilatateurs, l’administration intra- Aprs les premieres mdes qui ont permis de
bronchique de la rh-DNase et la pratique rgu- decrire la pharmacocinetique de l’Ibuprofen chez
liere des techniques de dsencombrement des les patients atteints de mucoviscidose, nous
voles aeriennes contribuent t atteindre l’objectif avons mis en place un essai sur 4 ans avec ce
principal de la prSservation du capital respira- medicament chez les patients prsentant une
toire; malgre ces efforts, le processus inflamma- atteinte pulmonaire modre. Compar t un
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groupe placebo, les patients traits par l’Ibupro-
fen prdsentent de maniere significative un ralen-
tissement de la dgradation de leur fonction
pulmonaire et du score radiologique de Brasfield,
conservent leur niveau de poids par rapport fi
leur poids ideal et ont une tendance a tre
moins souvent hospitaliss.9 Cette action est plus
prononce dans le groupe des plus jeunes
patients (5-13 ans): leur taux annuel de declin
du VEMS a t plus lent (88% de rduction de la
vitesse dans le groupe traite). I1 n’y a pas eu d’ef-
fets secondaires observes.

L’usage chez l’homme de l’Ibuprofen est main-
tenant rdpandu partout aux USA et dans les
autres parties du monde. I1 est ncessaire de
fixer la posologie en fonction des caractris-
tiques cintiques propres des patients. D’autres
AINS sont ft l’essai avec des resultats tout aussi
prometteurs (revus dans 10). Les rapports mon-
trant que les stigmates de l’inflammation sont ret-
rouvs prcocement meme chez le nourrisson
dans le cadre de la mucoviscidose, joints fi nos
observations d’une meilleure rponse ft l’Ibupro-
fen des sujets les plus jeunes, incitent ft tester
l’Ibuprofen chez le tout jeune enfant. D’ici ft ce
que la thrapie genique soit mise en place, les
mdicaments anti-inflammatoires verront certaine-
ment leur part augmenter pour atteindre une
place importante dans l’arsenal thrapeutique de
la mucoviscidose.
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Les diff6rentes approches pour la th6ra-
pie g6nique de la mucoviscidose

Patricia Lemarchand
INSERM U25, Facult6 de Medecine Necker-Enfants
Malades, Paris, France

L’identification du g6ne responsable de la mucov-
iscidose (ou g6ne CFTR) a ouvert la porte fi la
thrapie gnique pour traiter les manifestations
respiratoires de la mucoviscidose. La faisabilit6
du transfert de g6ne dans les cellules 6pith6liales
a d’abord 6te demontree dans des cultures
d’6pith6lium bronchique de sujets atteints de
mucoviscidose. Quand le g6ne normal CFTR est
transf6re in vitro dans les cellules epitheliales
provenant d’un individu atteint, les anomalies
biologiques cellulaires associ6es la mucovisci-
dose sont corrig6es. I1 y a donc une ’compl6men-
tation’ du g6ne endog6ne anormal par le g6ne
transf6r6. Ces premieres experiences de compl6-
mentation in vitro ont conduit fi la recherche de
vecteurs pour d6livrer le g6ne CFTR dans les
voies a6riennes. Le vecteur ideal de transfert du
g6ne CFTR in vivo devrait d6livrer le g6ne dans
les cibles cellulaires appropri6es sans provoquer
de toxicit6 ni d’inflammation.

Bien qu’aucun des vecteurs disponibles fi
l’heure actuelle ne poss6de ces crit6res, des
etudes ont d6montr6 dans de nombreux
mod6les animaux la faisabilit6 du transfert du
g6ne CFTR dans le poumon, et des essais clini-
ques chez l’homme ont debut6, utilisant les ade-
novirus recombinants et les liposomes comme
vecteurs de transfert du g6ne CFTR dans l’epith6-
lium des voies a6riennes. Cependant la physio-
pathologie de la mucoviscidose est peu claire et
de nombreuses questions restent gt r6soudre
pour une therapie g6nique efficace de la mucov-
iscidose. Tout d’abord au niveau cellulaire, CFTR
joue un rele important dans plusieurs fonctions
cellulaires. Bien que les manifestations cliniques
respiratoires de la mucoviscidose se situent dans
les voies a6riennes, il n’est pas possible d’6valuer
les fonctions de CFTR de fagon reproductible
dans l’pithlium bronchique in viva II est donc
difficile de d6montrer au site majeur des manifes-
tations cliniques de la maladie qu’une strat6gie
de th6rapie g6nique corrige r6ellement les defi-
cits fonctionnels associ6s aux mutations du g6ne
CFTR, y compris les troubles de la conductance
C1- et l’hyperabsorption de Na+ Deuxi6mement,
CFTR a ete localisee ft la fois dans l’(pith(lium
de surface et dans les glandes sous-muqueuses
des voles aeriennes. Aucun des vecteurs utilises
actuellement dans les essais cliniques ne permet
un transfert de genes efficace dans les glandes
sous-muqueuses. De mme, si la fonction CFTR
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dans les glandes sous-muqueuses est ncessaire tionnels, de nombreuses complications
pour retablir une clairance normale du mucus frequentes et graves menacent la fonction du
dans les voles ariennes, les approches actuelles greffon, notamment l’oedme de reimplantation
ne pemettront probablement pas d’avoir un responsable d’une dfaillance respiratoire aigue
impact sur la maladie dans les bronches cartilagi- chez 20% des patients avec une mortalit
neuses. Enfin, le caractre relativement benin de immediate importante. Cet oedme est la cons-
la maladie pulmonaire chez les sujets portant un quence du syndrome d’isch&mie-reperfusion pul-
allele codant pour une molecule CFTR partielle- monaire. L’augmentation de la dure de survie
ment dfective, suggere qu’une reconsitution du greffon par l’utilisation de la therapie
gntique complete ne sera pas ncessaire, gnique constitue une nouvelle approche thra-
Cependant, le transfert de genes dans l’pith- peutique prometteuse. Le transfert du gene
lium des voies ariennes chez le primate tend t codant pour la superoxyde dismutase et de celui
tre d’efficacite faible et hetrogene, mme avec codant pour la catalase humaine pourrait prote-
les vecteurs adenoviraux recombinants, ger l’endothlium vasculaire pulmonaire contre
En rsum, plusieurs questions cles doivent l’ensemble des oxydants produits lors de la

#etre resolues pour que la therapie gnique de la reperfusion du greffon. Les vecteurs adenoviraux
mucoviscidose soit efficace. A c3t du transfert etant efficaces pour transfrer des gnes in vivo
du gne CFTR, des strategies de therapie genique dans la vascularisation pulmonaire, nous avons
’non-spcifique’ qui pourraient tre appliques evalu la faisabilit du transfert de gene dans le
aux sujets atteints de mucoviscidose ont t greffon pulmonaire dans un module d’allotrans-
developpes, notamment la protection contre le plantation pulmonaire chez le porc. Les vecteurs
stress oxydant et l’augmentation de la dure de adnoviraux peuvent tre utilises pour transfrer
sueeie du greffon pulmonaire.> des gnes in vivo dans le greffon pulmonaire,

Thrapie gnique anti-oxidative pour la mucov-
iscidose
Une partie importante des lesions dans la mucov-
iscidose est due aux oxydants relargues par les

mais de nombreux parametres limitent l’eficacite
du transfert de gene et ncessiteront d’etre am-
liors avant qu’une application clinique puisse
etre envisagee.

cellules inflammatoires gt la surface de l’pith- frn
lium des voies aeriennes, en particulier les neu- . Alton EWFW, Geddes DM. Gene therapy for cystic fibrosis: a clinical

trophiles. Le nombre de neutrophiles dans le perspective. GeneTherapy1995;2:88-95.

lavage alvolaire de sujets atteints de mucovisci- 2. Wilson JM. Gene therapy for cystic fibrosis: challenges and futures
directions. J Clin Invest 1995; 9{: 2547-2554.

dose etant 100 t 1000 fois suprieur gt celui des . Rosenfeld MA, Collins FS. Gene therapy for cystic fibrosis. Chest 1996;
1{}}: 241-252.gens normaux, la quantit potentielle des oxy-

dants dans l’pithlium des voles aeriennes est
norme. La balance oxydants-antioxydants est
encore plus en faveur des oxydants en raison
des niveaux de glutathion tres diminus chez les Tlralie g&riltm
sujets atteints de mucoviscidose. Une strategie
pour proteger l’pithlium est d’augmenter la Gabriel Bellon etAndrea Pavirani*

couverture anti-oxydante de la surface pithliale, Hospices Civils de Lyon, Unit ’Pneumologie
permettant ainsi aux cellules inflammatoires sur Pdiatrique-Mucoviscidose’ Centre Hospitalier Lyon

la surface epithliale de phagocyter et de mer les Sud, 69310 Pierre Benite et *Transgne SA, 11 me de

bacteries, mais protgeant l’pithlium des Molsheim, 67082 Strasbourg, France

lsions induites par les oxydants relargues par L’tat actuel des connaissances laisse penser queles phagocytes durant la phagocytose. Des erodes la thrapie gnique sera un moyen de traiter, ouprliminaires in vitro ont montr que le transfert
au moins de prevenir les manifestations respira-de gne de la catalase humaine pouvait proteger
toires de la mucoviscidose (CF pour Cystic Fibro-les cellules epitheliales bronchiques contre le sis). Les tudes prcliniques demontrent questress oxydant. I’Ad-CFTR, adenovirus deficient pour la r&plica-
tion exprimant le gene CFTR humain normal

Amelioration de la survie du greffon pulmonaire (cystic fibrosis transmembrane conductance reg-
par thrapie gnique ulator), est capable de transfrer de fagon effi-
La transplantation pulmonaire et cardio-pulmo- cace le gne CFTR dans des cellules epithliales
naire represente un espoir therapeutique respiratoires de patients atteints de CF en
nouveau pour les patients atteints de mucovisci- culture, ou dans les voies respiratoires des
dose. Malgr les moyens thrapeutiques conven- animaux de laboratoire.
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Le but de cet essai clinique a et de tester partie non seulement de l’intensit et de la dure
chez 6 patients atteints de CF la tolerance et l’ef- de l’expression transgnique, mais galement de
ficacite biologique d’une dose unique d’un virus son innocuit. De nombreuses questions
dficient pour la rplication exprimant le gne demeurent concernant la toxicit de l’administra-
CFTR humain normal administr par instillation tion de vecteurs adnoviraux dans les poumons
directe au niveau de la muqueuse nasale le de patients atteints de CF. En thorie, plusieurs
premier jour, et par vole d’aerosol au niveau du problmes peuvent survenir lors de l’utilisation
tractus respiratoire infrieur le lendemain. Les d’adenovirus recombinants, tels l’induction d’une
doses administrees ont et par groupes de 2 immunit cellulaire, une ventuelle recombinai-
patients, 105 pfu (pour plaque forming units), son avec un virus sauvage, la production d’anti-
107 pfu et 4.10 au niveau du nez, et 107, 108 et corps neutralisants provoquant une rduction de
5,4.108 au niveau bronchique, l’efficacite du transfert lors de rintroductions

I1 n’a pas te observe d’effet toxique aigu, ulterieures, et une inflammation dans le territoire
d’augmentation du titre des Ac anti-adnovirus, d’administration du virus avec d’ventuelles
de diffusion ou d’excretion de particules de rpercussions systemiques. Pour tenter de
vecteur infectieux. Chez un patient, du DNA de repondre t un certain nombre de ces questions,
I’Ad-CFTR a te dpist dans le sang et les urines des mdes animales ont t effectues, en parti-
2 jours aprs l’arosol.Le DNA deI’Ad-CFTR a t culier sur des primates et des ’cotton rats’. Ces
mis en vidence jusqu’t J 21 au niveau du bros- tudes sont importantes pour valuer la toxicit
sage nasal, J 15 au niveau du brossage bronchi- potentielle de ces virus recombinants sur
que et de la salive, J 8 dans le lavage broncho- l’pithlium respiratoire et le parenchyme pulmo-
alvolaire (LBA) et J 4 au niveau du brossage naire, en particulier l’adnovirus contenant I’ADN
amygdalien. Du RNA messager (mRNA) CFTR recombinant du CFTR humain (AdCFTR).
(dtect par RT-PCR) et la protine CFTR (dtec-
te par immunohistochimie) ont et mis en vi- Les inflammationspulmonaires chez l’animal
dence sur brossage nasal et bronchique jusqu’au Le ’cotton rat’ semble tre un bon module pour
quinzieme jour aprs l’administration, l’evaluation des rpercussions pulmonaires de

Ces rsultats montrent que la nebulisation l’administration des adnovirus recombinants.
d’un vecteur adenoviral est une approche possi- Des tudes ont montr que chez ’le cotton rat’
ble pour le traitement prventif des manifesta- on observe une bonne transfection de ces virus
tions respiratoires de la mucoviscidose, dans les cellules epitheliales de l’arbre bronchi-

que jusqu’aux bronchioles terminales.5’ Aprs
REMERCIEMENTS. Ce travail a et financ par les administration d’adnovirus recombinant, aucune
Hospices Civils de Lyon, le Ministere de la Sant, anomalie du comportement n’a t(e notre chez
I’AFLM, le Ministere de la Recherche, la DRASS Rh6ne- ces animaux et aucune mortalit n’a t enregis-
Alpes et l’Association Expector. tre. Par contre, plusieurs mdes ont montr

qu’il existait une inflammation pulmonaire dont
l’intensit variait avec la dose de virus adminis-
tre et qui disparaissait aprs quelques

Inflammation pulrnonaire associe aux semaines.2’’< L’infiltrat cellulaire tait au dbut
transferts de gnes essentiellement constitu de neutrophiles, puis
Claire Danel de cellules mononucles, en particulier de lym-
Service d’Anatomie Pathologique, Hopital taennec, phocytes et de macrophages vers le 10eme jour.
Paris, France I1 n’a t obsetv ni lsion epithliale bronchi-

que, bronchiolaire ou parenchymateuse, ni inclu-
Pour qu’une thrapie gnique soit efficace, l’in- sions virales comme cel. est dcrit dans les

3613formation gntique doit tre transmise et expri- infections par les adnovirus sauvages. Dans
mee dans les cellules cibles. De nombreux une srie, une valuation de la fibrose a (et
vecteurs tels que les rtrovirus, les adnovirus, effectue 28 jours apres l’administration du
les virus associs aux adenovirus ou bien encore vecteur. I1 n’a ete retrouv ni augmentation du
les liposomes ont t utiliss pour optimiser ce collagene ni modification architecturale des terri-
processus. Les vecteurs adnoviraux presentent toires pri-bronchiolaires, parenchymateux ou
un certain nombre d’avantages.7 Leur facult pleuraux.
transfecter du materiel gnetique efficacement Chez les primates, babouins ou les singes
dans des cellules pitheliales respiratoires les a rhesus, l’effet principal de l’instillation d’adno-
fait choisir pour les premiers essais de thrapie virus recombinants est l’apparition d’une inflam-
gnique sur la mucoviscidose (CF).2’3’5’7-12 te mation alvolaire. L’intensit de ces infiltrats
succs de cette dmarche depend en grande inflammatoires parait lie t la concentration du
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virus. Ces infiltrats s’etendent au delft du terri- la CF. Par ailleurs, les adenovirus deficients pour
toire ot le virus a ete instille traduisant la diffu- la replication augmenteraient l’expression des
sion du virus en dehors de la zone ciblee. ARN messagers et des proteines de l’IL-8 et de
L’analyse microscopique des poumons apres I’ICAM au niveau des cellules A 549 (lignee de
autopsie montre une augmentation du nombre cellules pulmonaires).
de cellules inflammatoires, en particulier des lym-
phocytes, lice t la dose et qui persiste pendant Les essais cliniques
deux mois chez certains animaux. Ces remanie- Plusieurs types de protocoles de transfert du
ments inflammatoires se developpent en 2 gt 3 gene AdCFTR au niveau de l’epithelium nasal et/
semaines apres l’administration du gene. Ils ou bronchique humain ont ere menes;2’3’1’11 le
debutent par un infiltrat lymphocytaire perivascu- but etant d’evaluer l’efficacite et l’inocuite de ce
laire modere, qui s’etend t l’interstitium pulmo- transfert de gene. Dans une des etudes, des
naire chez les sujets recevant les plus fortes doses variables d’AdCFTR (jusqu’t 2 x 109 pfu)
doses (109 t 101 pfu). Les tests cliniques ne ont ete administrees dans le nez et 48 heures
refletent pas cette inflammation, sauf pour quel- plus tard dans les poumons de quatre sujets
ques infiltrats alveolaires, visibles sur les radiogra- atteints de CF.2’3 Une expression de I’ARN messa-
phies pulmonaires et dans les lavaes ger mais egalement de la proteine CFTR a pu
bronchoalveolaires (BAL).1’9 tes anomalies radio- tre mise en evidence au niveau de l’epithelium
logiques disparaissent progressivement. Tout au nasal et bronchique. Toutefois, un des sujets a
long de ces etudes, l’aspect physique et le com- developpe un syndrome clinique dans les 12
portement des animaux restent normaux. Enfin, heures suivant l’administration du virus recombi-
chez tous ces animaux qu’il s’agissent des pri- nant, avec fievre, hypotension, infiltrats pulmo-
mates ou des cotton rats, en dehors du poumon, naires plurilobaires bilateraux, et avec une
aucune anomalie microscopique n’a ete obser- importante augmentation serique d’interleukine-6.
vee. Par contre, ni adenovirus ni anticorps neutrali-

sants n’ont ete mis en evidence. I1 s’agissait vrai-
Mcanismes impliqus dans les rponses inflam- semblablement d’une reaction inflammatoire
matoires dans les tudes animales pulmonaire directement lice t l’administration de
Le mecanisme precis de l’inflammation pulmo- l’adenovirus. Apres un mois les sympt3mes
naire survenant apres l’instillation d’adenovirus avaient disparu sans sequelles apparentes. Aucun
recombinants n’est pas connu. Le fair que des autre agent contaminant n’a ete retrouve. Ce
vecteurs adenoviraux differents comme le patient avait regu la plus forte dose d’adenovirus
AdRSVIgGal (contenant l’Escherichia coli lac Z) (2 X 109 pfu) de l’essai clinique. I1 est donc
ou I’AdCFTR (contenant I’ADN recombinant du probable que les sympt6mes observes soient lies
CFTR humain)entranent le mame type d’inflam- t la dose utilisee, mettant ainsi en balance les
mation, demontre que la reponse inflammatoire avantages de la transfection des adenovirus
est plut3t due aux composants adenoviraux recombinants.
qu’aux genes transfectes. I1 est peu probable que Les experimentations animales, bien qu’ayant
ce soit la lyse cellulaire secondaire t une replica- clairement demontre l’existence d’une inflamma-
tion virale qui soit l’origine du declenchement tion pulmonaire secondaire gt l’administration
de cette inflammation. I1 n’a en effet jamais ete d’adenovirus recombinant, ne laissaient pas
retrouve d’inclusion virale ou de virus sauvage en prevoir l’intensite et la rapidite de l’apparition
culture. L’inflammation pulmonaire est plut3t une des sympt3mes observees dans l’essai humain.
reponse aux antigenes viraux, probablement lice Cette difference pourrait &tre expliquee par les
t l’antigenicite de la proteine de l’enveloppe variations d’especes ou bien encore par l’atteinte
virale et une reponse des lymphocytes T cyto- pulmonaire chronique toujours observee chez
toxiques. Le profil et la sequence de ces infiltrats les patients atteints de CF. L’absence de bons
lymphocytaires sont compatibles avec une modeles animaux pour la CF, en particulier en
reponse t des antigenes etrangers. La survenue ce qui concerne la pathologie pulmonaire, limite
precoce de polynucleaires neutrophiles corres- l’evaluation correcte des transferts de genes chez
pondrait une reponse non specifique de l’h3te, l’animal et rend difficile l’extrapolation t la thera-
I1 a t montr que les cellules epithliales peutique humaine.
bronchiques liberent de l’interleukine-8 (IL-8) Certains auteurs suggerent que chez l’homme,
apres exposition t divers mediateurs comme le des erodes sur la muqueuse nasale pourraient
rumor necrosis factor (TNF), et que l’IL-8 aider t prevoir les problemes lies aux doses
entraine un chimiotactisme des polynucleaires administrees et observes au niveau du
neutrophiles, probablement implique dans Fin- poumon.1 En fait les tests effectues au prealable
flammation pulmonaire chronique observee dans dans le nez ne permettent pas de predire ce qui
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va se passer au niveau du poumon. En effet, bien
que le CFTR soit exprime de fagon identique
dans les cellules dpitheliales du nez et des
bronches, son absence chez les sujets atteints de
CF a des consequences differentes, avec des
remaniements inflammatoires minimes au niveau
de l’epithelium nasal, contrastant avec une
inflammation fi polynucleaires importante et des
modifications dans les pourcentages des diffr-
ents types de cellules dpithliales observes au
niveau de l’dpithlium bronchique.4

Chez l’animal, l’administration intra-bronchique
d’un adenovirus delete pour la rgion E1
entrai’ne une inflammation dont l’intensit varie
avec la dose et qui disparait sans sdquelles appa-
rentes en quelques semaines. L’experience avec
l’instillation est limite mais l’instillation est usuel-
lement sans consequences pathologiques, sauf
pour un patient. L’importance de ce syndrome
ne pouvait tre prddit par les experimentations
animales, montrant ainsi l’importance des essais
chez l’homme, en particulier dans la CF. En
ralite, dans cette affection, le manque de
module animal, surtout pour la pathologie pul-
monaire, et l’importance de l’inflammation sous-
jacente compliquent l’dvaluation de la toxicite
potentielle des vecteurs addnoviraux.
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