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€n permettant des échanges gazeux efficaces, les cel-
lules épithéliales des voies aériennes et des alvéoles
jouent un role essentiel dans les poumons. Occupant
une surface totale moyenne de 100 a 150 m?, ces cellu-
les constituent également la premiére ligne de défense
contre les micro-organismes et les agents pathogenes.
L’épithélium pulmonaire, bien que cela soit moins
connu, joue un réle important dans le transport ioni-
que, ce qui contribue a réguler finement la quantité de
liquide des alvéoles et des voies aériennes [1]. Dans
les voies aériennes, le transport ionique des cellules
épithéliales module le niveau de liquide périciliaire
ainsi que la viscosité du mucus, deux parameétres de
la clairance mucociliaire, mécanisme par lequel les
cellules ciliées des voies aériennes éliminent les micro-
organismes des poumons [2]. Dans les alvéoles, ce
transport ionique, en conjonction avec la sécrétion d’un
surfactant, maintient une couche de liquide optimale
pour éviter le collapsus lors de 'expiration et favorise
des échanges gazeux efficaces.

C’est I’absorption du sodium par les cellules épithé-
liales qui module la réabsorption du liquide des voies
aériennes et des alvéoles. Ce transport tient a I'activité
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face apicale des cellules épithéliales, et de I’action de
la Na, K-ATPase en basolatéral. La Na, K-ATPase pompe
trois molécules de sodium (Na*) a I’extérieur de la cel-
lule et les échange contre deux molécules de potassium
(K*). Le déséquilibre des charges créé par cette activité
enzymatique produit une différence de potentiel mem-
branaire de - 40 mV favorisant I’entrée de Na* a la sur-
face apicale des cellules par le canal ENaC. Le transport
transépithélial du Na*, en créant un gradient osmotique
de part et d’autre des cellules, est le moteur permet-
tant la réabsorption du liquide par I'épithélium pul-
monaire (Figure 1). Dans certaines conditions patho-
logiques, il y a une diminution ou une augmentation de
I’absorption de liquide par I’épithélium pulmonaire. Ces
déséquilibres ont des conséquences importantes sur la
physiologie respiratoire ainsi que sur I'immunité innée
des poumons.

Anatomie d’un canal

Les études électrophysiologiques montrent que dif-
férents canaux Na* sont exprimés dans les poumons
[1]. Dans les alvéoles pulmonaires, 50 % du transport
de Na* est inhibé par I’amiloride, inhibiteur spécifi-
que du canal sodique des cellules épithéliales (ENaC)
(Figure 2). ENaC est un canal constitué de trois sous-
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Figure 1. Principaux transports ioniques
dans les cellules épithéliales alvéolaires.
Les cellules épithéliales de type | (AT1) et
les cellules épithéliales de type Il (AT2)
sont impliquées dans un transport ionique
qui permet le controle de la quantité de
liquide des alvéoles. Du coté basolatéral,
la Na*,K*-ATPase (NaK) pompe le Na* a I’ex-
térieur de la cellule et le K* a Iintérieur. Du

coté apical, plusieurs canaux ioniques per-

mettent aux différents ions de traverser la
membrane cytoplasmique : le canal Na* des

cellules épithéliales (ENaC) sous sa forme

| -
Vaisseau sanguin ' (. N , ~ ( N ‘ (

classique hautement sélective pour le Na*
(HSC) (o,B,y ENaC), ainsi que sous sa forme

| atypique (A-ENaC) non sélective (NSC)
(a€NaC). De nombreux canaux K* situés du

coté basolatéral modulent la sécrétion de ion. Le CI” peut étre sécrété ou absorbé par différents canaux ClI” dont le canal CFTR. L'eau est

absorbée a I’instar de plusieurs ions par la voie paracellulaire mais pourrait également transiter via I’aquaporine 5 (AQP5).

unités distinctes: o, B et y ENaC [3]. Chaque sous-unité comprend
deux domaines transmembranaires, un grand domaine extracellulaire,
ainsi que deux courts domaines amino- et carboxy-terminaux cyto-
plasmiques qui jouent un role primordial dans I'activation et la modu-
lation du canal (Figure 2). Cest la multimérisation des différentes
sous-unités qui permet d’obtenir un canal fonctionnel. Injectés dans
les ovocytes de Xenopus laevis, les ARN aléNaC permettent la synthése
d’un canal sodique fonctionnel, spécifique au Na* et hautement sensi-
ble a amiloride. Linjection des ARN codant pour les trois sous-unités
augmente cependant d’un facteur 100 le courant détecté [3]. Les
sous-unités 3 et YENaC sont incapables de former un canal fonctionnel
lorsqu’elles sont injectées seules. Les hétérodimeres afy et oy ont des
caractéristiques électrophysiologiques différentes de celles du canal
classique (o, B, ).

ENaC dans les poumons

Les sous-unités ENaC sont exprimées de fagon continue dans les pou-
mons de I’épithélium nasal jusqu’aux alvéoles. U'activité du canal
dans les cellules épithéliales des voies aériennes, en conjonction
avec la sécrétion de CI", permet de moduler la quantité de liquide qui
les recouvre. La modulation fine de ce liquide est essentielle au bon
déroulement de la clairance mucociliaire, le processus qui permet aux
cellules ciliées, en conjonction avec la couche de mucus qui recouvre
ce liquide, d’éliminer les micro-organismes pathogenes et les particules
qui pénétrent dans les poumons. Ce mécanisme joue un rdle primordial
dans la défense innée contre les infections [4]. Le canal ENaC a aussi
un role a jouer dans I’homéostasie alvéolaire. €n effet, les deux types de
cellules épithéliales alvéolaires (cellules de types | et I1) expriment ENaC
[1] et sont capables de transporter le Na* (Figure 1). A la naissance,
c’est le transport lié a activité de ENaC qui permet la réabsorption du
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liquide des poumons, libérant ainsi I'espace alvéolaire
pour les échanges gazeux. Les animaux génétiquement
modifiés et qui n’expriment pas alENaC ne survivent pas
a la naissance et sont incapables d’éliminer le liquide
pulmonaire [5].

Effet des agents pathogénes
et de I’inflammation sur le canal ENaC

ENaC étant essentiel a "homéostasie liquidienne des
poumons, on peut se demander si son expression et/ou
son activité sont perturbées lors d’une infection ou
d’une inflammation pulmonaire. Dans un modele expé-
rimental murin, une infection pulmonaire par la bactérie
Pseudomonas entrafne une diminution de I’expression
de la sous-unité BENaC [6] et réduit la clairance liqui-
dienne des poumons [7]. Plusieurs produits bactériens
tels que la flagelline [8], les rhamnolipides [9], ainsi
qu'une hémolysine [10] de Pseudomonas atténuent
également I"expression et I'activité de ENaC ou dimi-
nuent le transport de Na* dans les cellules épithéliales
pulmonaires. D’autres agents pathogénes produisent le
méme effet. C’est ainsi que le virus de P’influenza [11,
12], le virus parainfluenza [13] ainsi que le virus
respiratoire syncytial [14] modulent I’expression ou
'activité du canal ENaC.

La réponse inflammatoire provoquée par une infection
ou un stress pulmonaire constitue un autre facteur
qui, en affectant ENaC, pourrait prédisposer a la for-
mation d’un cedeme pulmonaire. Plusieurs cytokines
pro-inflammatoires que I’on trouve dans les lavages
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Figure 2. Structure d’une sous-unité ENaC. Chaque sous-unité
est constituée de deux domaines transmembranaires (M1, M2),
d’un long segment extracellulaire glycosylé, riche en cystéi-
nes, ainsi que de deux courts fragments cytoplasmiques. Le
domaine extracellulaire représente environ 70 % de la protéine,
ce qui confére a chaque sous-unité une structure qui s’appa-
rente plus a celle d’un récepteur membranaire qu’a celle d’un
canal ionique. C’est la multimérisation des sous-unités qui
permet la formation d’un canal fonctionnel. Parmi les sites qui
modulent Pactivité du canal, le site de clivage par la furine,
situé immédiatement apres le domaine M1 et qui permet a la
protéase de cliver et d’activer le canal. La majorité des sites
qui modulent P"activité du canal se retrouvent cependant dans
les domaines amino- et carboxy-terminaux. C’est le cas des
sites d’attachement des phosphatidylinositol bis et tris phos-
phates (PIP2 et PIP3) qui sont riches en acides aminés chargés

positivement et qui permettent I'interaction avec les phospholipides. Le domaine PY, présent du c6té carboxy-terminal, permet I"attachement de

Nedd-4, une protéine impliquée dans I’endocytose et la dégradation du canal.

bronchoalvéolaires de patients souffrant du syndrome de détresse res-
piratoire aigué (SDRA) exercent une influence négative sur ENaC. C’est
ainsi que le TNFau (tumor necrosis factor) [15], I’interleukine 1- [16],
et le TGF-P (transforming growth factor 3) [17] diminuent I'activité de
ENaC dans les cellules alvéolaires in vitro. Enfin, I'ischémie-reperfusion
survenant lors d’une transplantation pulmonaire, en déclenchant un
stress oxydatif et une inflammation, entraine une baisse importante
des ARN messagers et de la protéine aléNaC dans les poumons [18].
Cette baisse d’expression est accompagnée par une diminution de la
clairance liquidienne et par un cedéme pulmonaire [18]. La réduction
d’activité de ENaC pourrait constituer une des causes de la dysfonction
primaire de la greffe.

Réle de ENaC dans les pathologies pulmonaires

La modulation a la baisse de ENaC par un environnement inflammatoire
ou par différents agents pathogenes est-elle une réponse adaptée de
I’épithélium pulmonaire faisant partie des mécanismes de défense
innée des poumons ou est-ce un facteur contribuant aux mécanis-
mes pathophysiologiques de certaines maladies ? Les connaissances
actuelles ne nous permettent pas de répondre simplement a cette
question.

Dans les voies aériennes, la surexpression de la sous-unité BENaC
chez la souris entrafne une diminution de la clairance mucociliaire
et produit un phénotype qui rappelle ceux de la fibrose kystique et
de la bronchite chronique [19]. Chez les patients atteints de fibrose
kystique, I'activité trop importante de ENaC, en diminuant la quan-
tité de liquide des voies aériennes, inhibe la clairance mucociliaire.
Ce processus, via I’accumulation importante d’un mucus trop épais,
participe a I'infection chronique par la bactérie Pseudomonas, le
principal facteur de morbidité de cette maladie [20]. Une activité trop
grande de ENaC dans les voies aériennes affecte donc la capacité des
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poumons @ maintenir un environnement libre d’agents
pathogeénes. €n stimulant la clairance mucociliaire des
voies aériennes, la diminution de "activité de ENaC lors
d’une infection pulmonaire pourrait donc avoir un effet
bénéfique sur 'immunité des poumons [21].

De fagon paradoxale, une diminution de I'activité ENaC
dans les alvéoles pourrait étre un facteur contribuant
a la sévérité du SDRA en retardant la résolution de
I’cedéme pulmonaire. Dans deux modeles expérimen-
taux, des souris transgéniques exprimant une plus
faible quantité de ENaC dans les poumons se sont
montrées plus susceptibles que les souris sauvages de
développer un cedéme pulmonaire [22]. Par ailleurs,
la mesure de la clairance liquidienne chez des patients
SDRA atteste que la majorité de ceux-ci ont une clai-
rance diminuée [23] et que la préservation de la clai-
rance chez ces patients améliore leur chance de sur-
vie [24]. Finalement, les sous-unités ENaC sont moins
exprimées chez les enfants prématurés manifestant une
détresse respiratoire que chez des enfants prématurés
sains [25].

Quelles sont les causes de la diminution de la clairance
liquidienne chez les patients souffrant de SDRA ? Est-ce
que la modulation de I'expression ou de I'activité de
ENaC par les facteurs inflammatoires est un des méca-
nismes en jeu dans ce processus ? La grande diversité
des causes de SDRA suggere que la modulation d’€NaC
n’est pas le seul facteur pouvant déclencher "appari-
tion d’un cedéme [26]. Si une septicémie légére peut
stimuler la clairance liquidienne, une pneumonie ou un
choc sévere au contraire entraine une diminution de
clairance. Ces Iésions pulmonaires entrainent également
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des lésions épithéliales qu’il faudra réparer avant que la réabsorption
de I'cedéme puisse se produire [27]. Finalement, des canaux ioniques,
autres que ENaC, pourraient participer au processus de résolution de
’cedéme [1]. Plusieurs groupes de recherche ont démontré la présence
d’un canal cationique non sélectif (NSC) sensible a I'amiloride dans
les cellules épithéliales pulmonaires. Les cellules alvéolaires épithé-
liales expriment dans différentes proportions les canaux NSC et ENaC
selon leurs conditions de culture [28]. Lidentité moléculaire exacte
du canal NSC n’est pas connue, mais certains résultats suggérent qu’il
serait constitué de la sous-unité olENaC mais pas des sous-unités 3
ety [28] (Tableau I). Ces résultats laissent entrevoir qu’une associa-
tion dans des proportions différentes des sous-unités ENaC pourrait
former des canaux dotés de propriétés distinctes. Puisque la présence
de glucocorticoides et la tension d’oxygéne semblent étre des para-
metres importants qui influencent la présence du canal ENaC classi-
que, il a été suggéré que lors d’'un cedeme pulmonaire, la baisse de la
tension d’oxygene dans les parties cedémateuses pourrait augmenter
la quantité relative du canal non sélectif (ENaC atypique ; A-ENaC)
par rapport a ENaC, diminuant d’autant la capacité de Iépithélium
pulmonaire a réabsorber le Na*[29]. Cette rétroaction négative pour-
rait expliquer la progression rapide du SDRA chez certains patients. La
diminution de la quantité ou de la proportion du canal ENaC classique
pourrait donc étre un facteur qui contribue au degré de sévérité des
[ésions pulmonaires.

ENaC, une cible thérapeutique
de différentes pathologies pulmonaires ?

Chez les patients atteints de fibrose kystique, la mutation du gene
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), en inhi-
bant I'activité de ce canal CI", permet une suractivité de ENaC dans les
voies aériennes avec les conséquences décrites plus haut. Plusieurs
stratégies pharmacologiques ou moléculaires (siARN) ont été mises
au point récemment pour inhiber 'expression ou I’activité de ENaC
dans les poumons. Alors que I"'usage de I"amiloride chez les patients
atteints de fibrose kystique et présentant des symptémes pulmo-
naires bien établis a donné peu de résultats concluants, des travaux
récents montrent que I'inhibition de ENaC par "amiloride administrée
en traitement préventif augmente la survie et diminue I’accumulation
de mucus dans les bronches de souris surexprimant 3ENaC [30]. Ces
résultats intéressants suggeérent que inhalation d’amiloride, associée
a d’autres traitements visant a diminuer I'activité du canal dans les
poumons (activateurs des récepteurs purinergiques) ou @ augmenter
le volume de liquide des voies aériennes (inhalation de solutions
hypertoniques) de facon préventive avant la colonisation des poumons
par Pseudomonas, pourrait étre efficace pour retarder ou diminuer les
problemes pulmonaires liés a la maladie.

Serait-il possible de diminuer I’cedeme pulmonaire d’un patient en
détresse respiratoire en stimulant le transport du Na* dans les alvéo-
les ? Plusieurs résultats expérimentaux suggérent que cette approche
offre des perspectives encourageantes (Figure 3). Les B-agonistes
et la dopamine, deux agonistes qui augmentent la concentration
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Canal HSC NSC
Sélectivité Na/K > 40 1,1
Conductance (pS) 6 21

Ki Amiloride (nM) 38 1800
Ca™ = > 10 uM

Tableau I. Propriétés du canal EnaC classique (o, B, Y ENaC) et
du canal ENaC atypique (A-ENaC) qui est constitué de la sous-

unité & mais pas des sous-unités 3 et y ENaC.

intracellulaire de cAMP, accroissent la clairance liqui-
dienne des poumons [1], méme en présence de Iésions
pulmonaires [26]. La surexpression de récepteurs
B-adrénergiques dans les poumons chez Ianimal aug-
mente également la clairance liquidienne en élevant la
sensibilité aux catécholamines endogénes [31]. Expéri-
mentalement, il semble donc qu’une augmentation de
Pactivité du canal ENaC constitue une alternative thé-
rapeutique intéressante. Des études cliniques (Etats-
Unis et Royaume-Uni) sont d’ailleurs en cours pour
évaluer I'efficacité thérapeutique des agents B-adré-
nergiques dans le SDRA [32]. Le maintien ou I’augmen-
tation de I'expression du canal ENaC pourraient étre
également des alternatives thérapeutiques. €n effet,
alors que les souris exprimant une plus faible quan-
tité de ENaC dans les poumons sont plus susceptibles
de développer un cedéme pulmonaire [22], celles qui
expriment la mutation Liddle induisant une augmenta-
tion de la quantité du canal dans la membrane montrent
une diminution significative de I’cedéeme pulmonaire
hydrostatique [33]. Il semble donc que les stratégies
qui permettraient d’augmenter la quantité du canal
ENaC (ou sa fonction) pourraient contribuer & réduire
’cedeme pulmonaire. D’autre part, 'augmentation de
I"activité des canaux potassiques ou de la pompe Na, K-
ATPase [34], deux éléments essentiels pour le transport
de Na* et la clairance alvéolaire, pourrait également
étre considérée. D’une fagon générale, les stratégies
pharmacologiques ou moléculaires qui permettent de
moduler ENaC et le transport du Na* dans les poumons
pourraient donc étre des objectifs a atteindre. Leurs
effets thérapeutiques seraient applicables a plusieurs
pathologies pulmonaires.

Conclusion

Le travail de recherche des derniéres décennies a permis
de mieux comprendre les mécanismes moléculaires en jeu
dans le transport des ions, et particulierement celui du
sodium, dans les épithéliums pulmonaires. De plus, ces



Figure 3. Stratégies pharmacologiques et molé-
ENaC ENaC ENaC Dopamine culaires permettant d’augmenter le transport
de Na+ dans les cellules épithéliales alvéolaires.
Les glucocorticoides sont connus pour activer
ENaC de plusieurs facons : (1) en favorisant la
Insertion de canaux Inhibition de Activation ¢ aAMPe synthese de kinases comme SGK et K-ras2A qui
I’endocytose par PIP3 modulent par différents mécanismes une plus
grande présence du canal a la membrane et qui

Nedd4-2 permettent I'activation de celui-ci par PIP3.
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(2) €n stimulant la transcription des génes
o, B et YENaC par activation des sites GRE
(glucocorticoid responsive element) dans les

promoteurs. Les B-agonistes et la dopamine
(RG) AR a, B,y ENaC

en augmentant la production d’AMPc, activent

SGK

K-ras2A

également le transport de Na* en augmentant
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I’insertion de nouveaux canaux, en inhibant

I’endocytose de ENaC et en activant 'ouver-

ture du canal par une augmentation de PIP3.

Le cAMP module également le transport de Na*

Glucocorticoides Depiii T T en activant la Na*,K*-ATPase. Enfin, la trans-

. Trensiasion fection des sous-unités de la Na*,K*-ATPase

B-agoniste des sous-unités augmente le transport de Na* dans les cellules
Na",K"-ATPase épithéliales alvéolaires.
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TIRES A PART
A. Dagenais

Prix Allergan de la SFO 2009

Docteur Cédric Lamirel
lauréat du Prix 2009

Les laboratoires Allergan ont le plaisir de vous annoncer que le Prix Allergan de la
SF0 2008 a été attribué cette année au Dr Cédric Lamirel (CHU d’Angers) pour un travail
original intitulé « Une vision du glaucome depuis 'aire corticale V5/hMT ». Ce prix a été
décerné pendant le congrés de la SFO, le mardi 12 mai 2009.

Le Prix Allergan de la SFO récompense, a hauteur de 5000 €, un travail de recherche
original pharmacologique, clinique, paraclinique ou thérapeutique réalisé par un
ophtalmologiste dans le domaine du glaucome.

Comité scientifique 2009 : Professeurs Jean-Paul Renard (Hépital Militaire du Val
de Grdce - Paris), Jean-Philippe Nordmann (CHNO des Quinze-Vingts - Paris), Jean-
Francois Rouland (Hépital Huriez - CHRU de Lille), Philippe Denis (Hdpital édouard
Herriot - Lyon), Docteurs Eric Sellem (Centre Ophtalmologique Kléber - Lyon) et Philippe
Lassalle (Laboratoire Allergan) sous la présidence du Dr Béatrice Cochener (CHU de

Brest), présidente de la Société Francaise d’Ophtalmologie.

Les laboratoires Allergan renouvellent ce Prix pour ’année 2010, qui sera remis pendant le 116° Congres de la
SFO, en mai 2010. Les candidats devront soumettre leur dossier avant le 1* mars 2010.

Pour tout renseignement complémentaire sur les modalités de candidature, merci de vous adresser directement
au secrétariat du Prix au 04 92 92 44 76 ou a ’adresse €mail suivante : lassalle_philippe@allergan.com
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