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CONTEXTE 
 

L’espérance de vie des patients atteints de mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF) a fortement 

augmenté au cours de ces 20 dernières années, en partie grâce à l'amélioration de leur état 

nutritionnel et aux interventions précoces visant à réduire les affections pulmonaires et gastro-

intestinales. Avec l’augmentation de leur durée de vie (38 ans en moyenne), d’autres 

pathologies associées à cette maladie ont émergé comme le diabète et la maladie osseuse, qui 

sont les deux comorbidités extra-pulmonaires les plus fréquemment rapportées chez le patient 

CF adulte. Une faible densité osseuse est désormais reconnue comme une complication sévère 

de la CF et représente un véritable problème de prise en charge du patient, jeune et adulte. 

De nombreux symptômes dus à la mucoviscidose, ainsi que certains de leurs traitements, 

peuvent entrainer une perte osseuse : infections pulmonaires chroniques, déficience en calcium 

et en vitamine D, retard de la puberté et prise fréquente de glucocorticoïdes peuvent tous avoir 

un impact sur le métabolisme osseux. Cependant, en dépit d’une meilleure prise en charge des 

patients, aucune amélioration significative du statut osseux n’a été observée chez les patients 

CF laissant supposer une origine génétique à ce défaut osseux.  

Bien qu’un phénomène de résorption excessif intervienne probablement dans cette pathologie 

osseuse, l’efficacité modeste des biphosphonates sur l’amélioration de la densité minérale 

osseuse des patients CF laisse supposer que leur formation osseuse est également dérégulée. 

Des études cliniques ont montré que le déficit fonctionnel de la protéine CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator) en soit pouvait être un facteur de risque d’un défaut 

de formation osseuse. Cependant, la manière dont la mutation du gène CFTR impacte le 

métabolisme des ostéoblastes, les cellules formant l’os, n’est pas connue. 

Durant ce travail de thèse, notre objectif a été d’évaluer l’impact de la mutation F508del de 

CFTR sur le métabolisme des ostéoblastes. Nous nous sommes principalement intéressés au 

profil de maturation des ostéoblastes, à l’étude des voies de régulation du remodelage osseux 

et à l’efficacité que pouvaient présenter des correcteurs de CFTR sur ces points d’intérêts. Ce 

manuscrit s’organise autour d’une introduction bibliographique, d’une partie expérimentale 

exposant les résultats obtenus sous forme d’articles publiés et d’une discussion générale 

incluant des perspectives. 

 

L’introduction bibliographique permet une présentation du tissu osseux et de sa structure, en 

présentant notamment les cellules composant l’os et la communication intercellulaire 



Contexte 

13 
 

permettant le contrôle du remodelage osseux. Elle présente ensuite la mucoviscidose, la 

pathologie osseuse associée et les moyens de traitement actuels. 

 

La partie résultats de ce manuscrit repose sur trois articles publiés durant cette thèse.  

La première partie comprend deux articles. Elle expose dans un premier temps les résultats 

obtenus sur l’étude de l’expression de gènes de la différenciation et de la maturation 

ostéoblastique chez des ostéoblastes primaires humains portant la mutation F508del issus de 

patients. Nos résultats font l’objet d’un article intitulé « Cystic Fibrosis and Bone Disease: 

Defective Osteoblast Maturation with the F508del Mutation in Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator » publié dans American Journal of Respiratory and Critical Care 

Medicine, en 2014.  

Dans un second temps sur le même modèle cellulaire, nous présentons les effets d’un correcteur 

et potentiateur de CFTR, le C18 (Vertex Pharmaceuticals, Boston), sur l’expression de gènes 

de maturation des ostéoblastes CF. Ces seconds résultats ont fait l’objet d’un article intitulé « 

Cystic fibrosis bone disease : is the CFTR corrector C18 an option for therapy » publié dans 

European Respiratory Journal, en 2015. 

La seconde partie présente l’étude de la voie de signalisation RANK/RANKL/OPG et des effets 

de correcteurs de CFTR sur cette voie. Ces derniers résultats ont fait l’objet d’un article intitulé 

« Over-expression of RANKL in osteoblasts: a possible mechanism of susceptibility tto bone 

disease in cystic fibrosis » publié dans Journal of Pathology, en 2016. 

 

Une discussion générale permet ensuite de replacer les résultats obtenus dans le contexte actuel 

de la pathologie et de les discuter. Elle s’accompagne de perspectives proposées pour 

poursuivre ce travail.  
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INTRODUCTION 
 

1. Le tissu osseux 

 

1.1. Structure et fonctions 

Le squelette est la structure qui permet le maintien de l’organisme. Il est constitué d’os, un tissu 

conjonctif minéralisé qui lui confère sa rigidité (1,2). Les os sont classés en cinq variétés 

anatomiques selon leur forme et leur taille : les os courts parmi lesquels on retrouve les os du 

poignet, les os longs comme le fémur ou les phalanges, les os plats dont le sternum et les côtes, 

les os irréguliers à l’instar des vertèbres et du bassin et enfin les os sésamoïdes comme la patella 

qui sont souvent retrouvés au niveau des tendons.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Le tissu osseux assure plusieurs fonctions au sein de l’organisme : un rôle de soutien de 

l’organisme et de protection des organes internes, une fonction mécanique, il participe à 

l’homéostasie phosphocalcique, assure une fonction métabolique et enfin possède un rôle 

hématopoïétique (2,3). La rigidité de l’os confère au corps sa capacité de mouvement grâce aux 

interactions avec d’autres tissus comme les muscles et le cartilage (4). Bien que rigide, l’os est 

Schéma 1 : L’os est un tissu dynamique (Van der Eerden BC. et al. (7)) 
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un tissu dynamique en constant renouvellement. De fait, sa composition va lui conférer un rôle 

central dans l’homéostasie du calcium et du phosphate en tant que réservoir de sels minéraux 

qui seront libérés durant le remodelage osseux (5,6). Le renouvellement de l’os va également 

être à l’origine d’une interaction avec d’autres types cellulaires et organes par le biais de 

molécules qui sont relarguées durant la résorption osseuse à l’instar de l’ostéocalcine (OCN) 

(Schéma 1)(7). Enfin, le tissu osseux possède également des rôles dus à la moelle osseuse 

présente dans l’os. Au sein de l’espace médullaire osseux est présente la moelle osseuse rouge 

hématopoïétique dans laquelle sont contenues des cellules souches à l’origine de 3 lignées 

sanguines, les globules rouges, les globules blancs et les plaquettes (8). La moelle osseuse 

jaune, elle, contient de nombreux adipocytes qui vont participer au métabolisme énergétique 

notamment via la régulation du taux de triglycérides circulants (9).  

 

1.2. Organisation du tissu osseux 

La structure du tissu osseux n’est pas uniforme. Parmi les compartiments identifiés la partie 

externe est appelée os cortical. Elle enveloppe une phase interne poreuse appelée l’os 

trabéculaire, qui contient notamment la moelle osseuse. Ces deux compartiments sont 

recouverts de membranes appelées périoste et endoste.  

 

1.2.1.  L’os cortical 

L’os cortical est dense. Il est également nommé os compact, os lamellaire ou encore os 

haversien et forme la paroi externe de l’os. Il représente environ 80% de la masse du tissu 

osseux mais seulement 20% de sa surface. Il est constitué d’ostéons ou systèmes Haversiens 

(Schéma 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 2 : L’os cortical (Anatomy & Physiology (2)) 
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Un ostéon est composé de lamelles de matrice osseuse disposées de façon concentrique qui 

délimitent le « canal de Havers ». Entre les lamelles se trouvent des espaces nommés lacunes 

(ou ostéoplastes) contenant des cellules, les ostéocytes. Ces dernières peuvent communiquer à 

travers la matrice osseuse via des canaux, les canalicules osseux. Les canaux Haversiens 

contiennent des fibres nerveuses amyéliniques et des vaisseaux sanguins, reliés entre eux mais 

également avec les vaisseaux sanguins situés sur la surface externe de l’os via les canaux de 

Volkmann (3).  

 

1.2.2. L’os trabéculaire 

L’os trabéculaire ou os spongieux, compose la partie interne de l’os et compte pour 20% de la 

masse de l’os tandis qu’il représente 80% de sa surface. Il est formé de travées (également 

appelées trabécules) en forme de plaques ou de cordes interconnectées (Schéma 3). La structure 

des trabécules présente des lamelles disposées de façon concentrique laissant place à des 

lacunes dans lesquelles sont contenus des ostéocytes. Dans les extrémités des os longs, les 

métaphyses et épiphyses, ainsi que dans certains os courts et plats l’espace entre les travées 

peut contenir de la moelle osseuse rouge, à l’origine de la fonction hématopoïétique de l’os 

(2,3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3. Le périoste et l’endoste  

La surface externe de l’os cortical est recouverte par une membrane, le périoste à l’exception 

des zones interarticulaires recouvertes de cartilage. Le périoste possède une couche externe 

fibreuse et une couche interne cellulaire. L’endoste, lui, est un tissu conjonctif qui tapisse les 

Schéma 3 : L’os trabéculaire (Anatomy & Physiology (2)) 
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surfaces internes de l’os compact ainsi que les trabécules de l’os spongieux. Le périoste et 

l’endoste contiennent des ostéoprogéniteurs mais aussi des ostéoblastes et des ostéoclastes 

(Schéma 4)(2,3,10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Histologie du tissu osseux 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif ; il est donc composé d’un ensemble de cellules 

(ostéoblastes, ostéoclastes, ostéocytes, cellules bordantes ainsi que leurs progéniteurs) qui 

reposent sur une matrice extracellulaire (MEC). L’os a la particularité de posséder une MEC 

minéralisée qui lui confère sa rigidité. Le tissu osseux est ains composé de deux phases 

majeures : une phase minérale qui représente 50 à 70% du poids sec de l’organe osseux et une 

phase organique qui en compose 20 à 40% ainsi que d’eau (5 à 10%) et de lipides (moins de 

3%) (11). 

 

1.3.1.  Les cellules du tissu osseux 

Deux origines cellulaires donnent naissance aux 4 types de cellules qui constituent le tissu 

osseux : les cellules souches mésenchymateuses (MSC) à l’origine des cellules 

ostéoformatrices (ostéoblastes, ostéocytes et cellules bordantes) et les cellules souches 

hématopoïétiques (HSC) donnant naissance à la lignée des monocytes/macrophages qui 

comprend les précurseurs ostéoclastiques qui se différencient en ostéoclastes.  

 

 

Schéma 4 : Le périoste et l’endoste (Anatomy & Physiology (2)) 
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1.3.1.1. Les ostéoblastes  

Les ostéoblastes, qui représentent 4 à 6 % des cellules présentes dans l’os, sont des acteurs 

majeurs du tissu osseux et de sa dynamique. Ils permettent le maintien et le renouvellement de 

la masse osseuse par la synthèse et la minéralisation de la MEC osseuse et par leurs interactions 

avec d’autres types cellulaires comme les ostéoclastes et les ostéocytes.  

Les ostéoblastes sont issus des MSC, qui, selon les médiateurs perçus et la voie de signalisation 

mise en jeu, peuvent également être à l’origine d’autres lignées cellulaires dont les fibroblastes, 

les myoblastes, les chondrocytes ou encore les adipocytes (Schéma 5) (12). La différenciation 

des ostéoblastes est communément décrite en 3 stades de développement : prolifération, 

maturation de la MEC et minéralisation (12,13). La signalisation wnt, l’expression de RUNX2 

puis de SP7 (codant osterix) permettent d’engager les précurseurs ostéoblastiques dans leur 

voie de différenciation (14). Ces pré-ostéoblastes entament une phase de prolifération durant 

laquelle différentes protéines marqueurs sont produites comme le collagène de type I, la 

fibronectine ou l’ostéopontine (13–15). Il s’en suit une maturation de la MEC durant laquelle 

l’hormone parathyroïdienne (ou parathormone, PTH) induit la production de nombreuses 

protéines par les ostéoblastes dit immatures, comme le collagène de type I, la phosphatase 

alcaline ou encore la BSP-II (Bone sialoprotein II) (13,16,17) qui marque l’initiation de la 

minéralisation (17). Les ostéoblastes matures vont alors rentrer dans la phase de minéralisation 

qui se caractérise par la synthèse de plusieurs protéines spécifiques dont l’ostéocalcine 

(13,14,18). Après la synthèse et la minéralisation de la matrice osseuse, 50 à 70% des 

ostéoblastes vont subir une apoptose tandis que le reste va poursuivre sa différenciation en 

ostéocytes ou en cellules de la lignée bordante (3,13,19).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Schéma 5 : La différenciation ostéoblastique (Dirckx N. et al, (12)) 
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En plus de leur capacité de synthèse de l’os, les ostéoblastes sont capables d’interagir avec les 

ostéoclastes et leurs précurseurs par la synthèse de cytokines impactant leur métabolisme (20). 

 

1.3.1.2. Les ostéocytes 

Il a été proposé que la différenciation ostéocytaire puisse être divisée en quatre stades: les 

ostéocytes ostéoblastiques (pré-ostéocytes de type I), les ostéocytes ostéoïdes (pré-ostéocytes 

de type II), les pré-ostéocytes de type III et enfin les ostéocytes (Schéma 6)(21,22). Les pré-

ostéocytes de type I et II possèdent encore une fonction de synthèse et de sécrétion du collagène 

importante. Lorsque la minéralisation de l’ostéoïde a lieu, il y a une diminution de la sécrétion 

de protéines par les cellules qui sont alors définies comme des pré-ostéocytes de type III. A ce 

moment-là, la matrice n’est pas encore complètement minéralisée. Lorsque c’est le cas, les 

cellules présentes dans la matrice sont nommées ostéocytes. L’expression de gènes spécifiques 

des ostéoblastes comme ceux de la phosphatase alcaline, de l’ostéocalcine ou du collagène de 

type I est diminuée voir absente tandis que d’autres gènes comme SOST et DMP1 sont 

hautement exprimés (19,21,22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ostéocyte est le type cellulaire le plus représenté dans le tissu osseux avec un taux de 90 à 

95% des cellules. Ils sont encloisonnés dans la MEC et présentent de nombreuses ramifications 

dendritiques qui se développent à travers la MEC via les canalicules osseux. Les terminaisons 

dendritiques des ostéocytes permettent une communication intercellulaire soit entre eux soit 

Schéma 6 : La différenciation ostéocytaire (Capulli M. et al, (22)) 
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avec d’autres types cellulaires comme les ostéoblastes et les ostéoclastes via des jonctions 

communicantes qui facilitent le transport de petites molécules de signalisation (22–24). La 

communication intercellulaire est également possible grâce au fluide interstitiel présent dans 

les canalicules qui permet une signalisation paracrine (25).  

Les ostéocytes possèdent un rôle important dans le remodelage osseux. Grâce à leur rôle de 

mécanosenseur et leur capacité de mécano-transduction ils vont communiquer avec les 

ostéoblastes et les ostéoclastes via la sécrétion de différentes molécules capables de moduler le 

remodelage osseux (22–24). 

 

1.3.1.2. Les cellules bordantes 

Après avoir réalisé la formation et la minéralisation de la MEC, les ostéoblastes peuvent devenir 

quiescents et sont alors désignés en tant que cellules bordantes (21). Les cellules bordantes sont 

connectées aux ostéocytes via les canalicules et participent à la régulation des flux en ions 

minéraux dans le fluide extracellulaire osseux. Elles forment ainsi une barrière entre le sang et 

l’os (3). Les cellules bordantes ont un rôle important dans la régulation du remodelage osseux. 

Leur présence empêche la résorption osseuse au niveau des sites où elle ne doit pas avoir lieu, 

puis, elles permettent le recrutement et participent à la différenciation des ostéoclastes (26). De 

plus les cellules bordantes conservent la capacité à se redifférencier en ostéoblastes sous une 

exposition à l’hormone parathyroïdienne ou un effet paracrine des ostéocytes sous l’effet de 

forces mécaniques (3). 

 

1.3.1.3. Les ostéoclastes 

Les ostéoclastes sont les seules cellules capables de résorber l’os. Ce sont des cellules 

plurinucléées hautement spécialisées issues de la différenciation des cellules souches 

hématopoïétiques (Schéma 7)(27,28). Le PU.1 est un facteur de transcription qui permet 

l’engagement des précurseurs myéloïdes dans la voie ostéoclastique (28). La poursuite de la 

différenciation est principalement due à deux cytokines le macrophage colony-stimulating 

factor (M-CSF) et le receptor activator of NF-κB ligand  (RANKL) produites par les 

ostéoblastes (29,30). Dans un premier temps la prolifération des précurseurs ostéoclastiques est 

possible grâce à la liaison de M-CSF à son récepteur (CSF-1R) ce qui active la voie de 

signalisation ERK. La liaison de M-CSF à CSF-1R active également la voie Akt qui permet la 

survie des pré-ostéoclastes. De plus M-CSF stimule également l’expression du récepteur 

receptor activator of NF-κB (RANK) à la surface des pré-ostéoclastes (31). C’est ensuite la 
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liaison de RANKL sur son récepteur RANK qui va permettre la différenciation des précurseurs 

en ostéoclastes (27).  

 

1.3.2 La matrice extracellulaire osseuse 

Les cellules ostéoformatrices synthétisent et secrètent des protéines, puis réalisent des dépôts 

de phosphates de calcium qui vont cristalliser et permettre la minéralisation du tissu osseux 

(3,32), formant ainsi une MEC minéralisée.  

 

1.3.2.1 La phase organique 

La protéine majoritairement présente dans la matrice osseuse est le collagène de type I. Il 

représente 80 à 95% des protéines de ce tissu (11). Le collagène est une molécule formée de 

polypeptides qui forment une structure en triple hélice qui peut être composée d’homo- ou 

hétéro-trimères. C’est l’association du collagène à la partie minérale de l’os qui va conférer les 

propriétés mécaniques ainsi que la rigidité de ce dernier (33). Les 5 à 20% de protéines autres 

que le collagène qui forment le reste de la matrice organique sont répertoriées sous le nom de 

protéines non collagéniques et ont un rôle important dans la formation et la qualité de l’os. Elles 

possèdent en effet un impact sur la formation des fibrilles de collagène et des cristaux 

d’hydroxyapatite. L’ostéocalcine et l’ostéopontine, dont l’unique producteur dans l’organisme 

est l’ostéoblaste, sont les deux protéines non collagéniques les plus abondantes. Elles ont été 

Schéma 7 : La différenciation des ostéoclastes (Edwards JR. et Mundy GR. (28)) 
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montrées comme ayant un impact important dans la minéralisation en favorisant le dépôt de 

minéraux sur le collagène (34). L’ostéocalcine augmente la formation osseuse, notamment en 

favorisant l’adhésion des ostéoblastes à la ligne cémentante (35,36). D’autres protéines non 

collagéniques telles que la fibronectine, l’ostéopontine et la sialoprotéine osseuse ont également 

un impact sur la formation osseuse (35,37). La sialoprotéine osseuse favorise la formation 

osseuse en initiant la minéralisation (38,39). Au contraire l’ostéopontine, elle, va inhiber la 

minéralisation (37). Enfin la fibronectine, elle, favorise la fixation des ostéoclastes matures à la 

MEC et leur activation mais limite leur nombre en inhibant l’ostéoclastogénèse (40).  

 

1.3.2.2. La phase minérale 

Au-delà du rôle de rigidification de l’os, la phase minérale est le principal réservoir en ion 

calcium et phosphate. Elle est principalement composée de cristaux d’hydroxyapatite 

(Ca10(PO4)6(OH)2) qui se fixent au niveau de sites spécifiques des fibres de collagène et peuvent 

intégrer d’autres espèces chimiques comme les carbonates (41). L’accumulation d’ions 

minéraux est à l’origine de la nucléation des cristaux d’hydroxyapatite. Ils vont alors former 

des germes cristallins puis des cristaux d’hydroxyapatite et ainsi permettre la minéralisation du 

tissu osseux. L’élaboration de la phase minérale de la MEC se fait en deux temps.  Une 

minéralisation primaire et rapide, via le dépôt de petits cristaux imparfaits, a d’abord lieu durant 

laquelle environ 65% de la densité minérale osseuse (DMO) est atteinte. Elle est suivie d’une 

minéralisation secondaire, beaucoup plus longue qui va permettre une augmentation du nombre 

et de la taille de cristaux d’hydroxyapatite mais est surtout à l’origine de leur maturation 

aboutissant à la formation de cristaux parfaits et mieux organisés (42). 

 

1.4. Le remodelage osseux 

Le remodelage osseux est un procédé qui assure le renouvellement continu de l’os permettant 

le maintien de son intégrité, de sa résistance et de sa force. Il est également un acteur important 

dans l’homéostasie minérale. La disponibilité des ions calcium et phosphate dans le milieu 

extracellulaire fluctue durant le remodelage osseux et ces ions sont des facteurs important pour 

l’homéostasie osseuse. Les ions phosphates ont un rôle important dans la régulation de la 

fonction des cellules osseuses, notamment les ostéoblastes et les ostéoclastes (3,43). De la 

même façon la concentration en ions calcium extracellulaire et l’expression de récepteurs 

extracellulaires sensible au calcium ont un rôle important dans la différenciation, la 

prolifération et la minéralisation des ostéoblastes (44,45). Le remodelage osseux peut avoir lieu 
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dans l’os ancien au niveau de sites définis aléatoirement ou au contraire cibler des zones de l’os 

qui nécessitent d’être réparées comme dans le cas de microfissures ou de fractures (3,26). Dans 

des conditions physiologiques normales le remodelage est réalisé grâce au couplage coordonné 

de deux processus distincts, la résorption de l’os ancien dans un premier temps suivi de la 

synthèse d’une nouvelle matrice protéique qui va ensuite être minéralisée (3,26,46). Ce 

phénomène se déroule selon un cycle qui est finement régulé et peut se découper en quatre 

phase : résorption, inversion, formation, puis minéralisation (schéma 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.1. La résorption osseuse 
 

La phase de résorption, qui dure entre 2 et 4 semaines, est initiée par la rétractation des cellules 

de la lignée bordante au niveau du site où l’os doit être renouvelé. Les précurseurs des 

ostéoclastes sont alors recrutés et se différencient en ostéoclastes matures qui se fixent à l’os 

sur ces sites rendus accessibles. Les ostéoclastes activés développent une membrane aux bords 

repliés présentant des protéines de surface, les intégrines αvβ3, qui permettent la fixation de la 

cellule à des protéines matricielles osseuse. L’ostéoclaste ainsi fortement lié à l’os délimite la 

zone de scellement par un anneau riche en actine et acquiert une polarisation lui octroyant sa 

fonction de résorption osseuse (30). Au niveau des circonvolutions de la membrane plissée se 

développe un appareil lysosomal important. Des pompes à proton vacuolaires et des canaux 

chlorure (ClC-7) sont intégrés à la membrane au niveau basal. Là, ils vont permettre la 

libération d’ions du cytoplasme vers l’extérieur, entrainant un changement de son pH. 

L’acidification qui en résulte va dissoudre la phase minérale de la matrice osseuse exposant la 

phase organique à l’action de protéases dont les collagénases, les metalloprotéases matricielles 

Schéma 8 : Le remodelage osseux (47) 
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(MMP) et la cathepsine K (Schéma 9)(30,48–50). Il en résulte la formation d’une lacune de 

résorption aussi appelée lacune de Howship. 

Les fragments de collagène qui se retrouvent en concentrations élevées dans la lacune de 

Howship sont alors endocytés et transportés au sein de l’ostéoclaste dans des vésicules de 

transport cytotique puis relargués dans le milieu extracellulaire. Une fois la dégradation de l’os 

effectuée, l’ostéoclaste va entamer une migration. Dans un premier temps il va s’étaler, et le 

réarrangement de son cytosquelette va permettre de rompre les premières zones de scellement 

puis d’en créer de nouvelles. Il en résulte une nouvelle polarisation de la cellule qui va alors se 

contracter et finaliser sa fixation sur une nouvelle zone à résorber (51).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2. La phase d’inversion 

Entre la résorption et la formation osseuse il y a une période de transition appelée phase 

d’inversion (ou phase de réversion) durant laquelle les pré-ostéoblastes sont recrutés et se 

différencient en ostéoblastes matures afin d’assurer la formation d’un os néosynthétisé. Durant 

cette phase un type de cellules intermédiaires est désigné, les cellules de la phase de réversion 

(reversal cells) (53,54). Ces cellules ont une morphologie qui évolue et passe d’une forme 

allongée lorsqu’elles sont proches des ostéoclastes à une forme cuboïde lorsqu’elles se 

retrouvent au voisinage des ostéoblastes. Il a été montré qu’il s’agit de précurseurs des 

ostéoblastes qui vont à terme se différencier en ostéoblastes. Elles expriment le marqueur 

ostéoblastique Runx2 et présentent un gradient d’expression d’osterix montrant une évolution 

vers un profil ostéoblastique (54). Les cellules de la phase d’inversion communiquent à la fois 

Schéma 9 : La résorption osseuse par l’ostéoclaste (Rodan S. et Duong L. (52)) 
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avec les ostéoclastes et les ostéoblastes matures, et ont donc un rôle important dans le couplage 

entre la résorption et la formation osseuse. Elles vont déposer une fine couche de protéines 

appelée cément afin de préparer la surface de l’os érodé pour la néosynthèse osseuse (54,55).   

 

1.4.3. La formation et la minéralisation osseuse 

La synthèse de la matrice organique et sa minéralisation nécessitent une période de 4 à 6 mois 

(3). Après la phase d’inversion les ostéoblastes immatures comblent la lacune de résorption en 

synthétisant une nouvelle matrice organique via la sécrétion de collagène (principalement de 

type I) et de nombreuses protéines non collagéniques formant ainsi un tissu appelé ostéoïde. En 

parallèle, l’expression de la phosphatase alcaline non tissu spécifique va permettre la 

dégradation du pyrophosphate (PPi), un puissant inhibiteur de la minéralisation osseuse, en 

phosphate inorganique nécessaire à la cristallisation de l’hydroxyapatite (56). Une fois qu’une 

quantité égale à l’os résorbé a été reformée, le cycle de remodelage prend fin.  

 

1.4.4. Régulation du remodelage osseux  

Le remodelage osseux est un processus finement régulé, grâce à la communication entre les 

cellules du tissu osseux, et plus particulièrement entre les ostéoblastes et les ostéoclastes 

(Schéma 10).  

 Schéma 10 : La régulation du remodelage osseux (Baron R. et Kneissel M.  (67)) 
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1.4.4.1. La voie RANK/RANKL/OPG 

Le renouvellement osseux est initié par la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en 

ostéoclastes matures qui vont résorber l’os. RANKL, produit par les ostéoblastes, est une 

cytokine qui appartient à la superfamille des tumor necrosis factor et existe sous au moins 3 

formes, deux membranaires (RANKL1 et 2) et une soluble (RANKL3) (57). RANKL1 et 

RANKL2, possèdent un domaine transmembranaire dont la partie active est située sur le 

domaine extracellulaire et peut être clivée sous l’action de différents ADAM (A Disintegrin 

And Metalloproteinase) et MMP (57). La dernière isoforme RANKL3, soluble, est directement 

secrétée dans le milieu extracellulaire (57,59). La possibilité que RANKL soit présent sous 

forme soluble, que ce soit par l’isoforme RANKL3 ou après clivage des deux autres isoformes, 

suggère que l’interaction directe entre ostéoblastes et pré-ostéoclastes pourrait ne pas être 

obligatoire pour la différenciation des ostéoclastes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il a été montré in vitro qu’en présence de M-CSF, l’addition de RANKL soluble dans du milieu 

de culture était suffisant pour permettre la différenciation et l’activation des ostéoclastes (61). 

Cependant dans des modèles de cocultures, en l’absence de l’ajout de RANKL exogène, le 

contact entre les cellules est nécessaire et suffisant pour cette différenciation. Ceci suggère 

qu’aux concentrations disponibles dans ce modèle la forme soluble de RANKL n’est pas 

obligatoire pour permettre la différenciation des ostéoclastes bien qu’il ait été montré qu’elle 

possède la capacité de l’initier (62,63). La stimulation des ostéoclastes et de leurs précurseurs 

Schéma 11 : La voie de signalisation RANKL dans les ostéoclastes (Kular J. (60)) 
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par M-CSF permet de promouvoir l’expression membranaire de RANK. Ce dernier peut ainsi 

lier son ligand RANKL ce qui entraine une cascade de signalisation intracellulaire commençant 

par la fixation de TRAF6 à la partie intracellulaire du récepteur RANK. Ceci initie la voie NF-

κB permettant la transcription de gènes nécessaires à la différenciation des ostéoclastes, tel 

NFATc1 (schéma 11) (64,65).   

De façon intéressante les ostéoblastes vont également produire un antagoniste à RANKL, 

l’OPG. La production d’OPG est régulée par la voie de signalisation wnt/β-caténine (66). C’est 

la fixation de ligands wnt sur les corécepteurs LRP5 (Low density lipoprotein receptor-related 

protein 5) et Frizzled qui initie la voie de signalisation wnt/β-caténine. Cela permet la 

stabilisation et l’accumulation de la β-caténine intracellulaire qui va alors transloquer vers le 

noyau et permettre la transcription de nombreux gènes dont celui codant l’OPG (Schéma 

12)(67). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

L’un de ces ligands, wnt16, a été récemment montré comme fortement impliqué dans le contrôle 

de l’épaisseur de l’os cortical et du risque de fractures non-vertébrales en limitant 

l’ostéoclastogénèse. Cette protéine produite par les ostéoblastes montre à la fois un effet 

autocrine en stimulant l’expression d’OPG dans les ostéoblastes et un effet sur la différenciation 

Schéma 12 : La voie de signalisation wnt (Baron R. et Kneissel M. (67)) 
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des ostéoclastes via la signalisation de RANKL en inhibant les premières étapes de la voie de 

signalisation NF-κB (Schéma 13) (68). 

 

 

 

 

 

L’OPG est une cytokine soluble qui possède 4 domaines récepteurs du TNF qui lui permettent 

de reconnaître et fixer le ligand RANKL. Ce dernier ne peut alors plus se fixer à son récepteur 

RANK, ce qui limite la différenciation des ostéoclastes (Schéma 14)(43,46). Du fait de 

l’implication de RANKL dans l’ostéoclastogénèse et de l’action de l’OPG comme antagoniste, 

le ratio RANKL/OPG est cliniquement considéré comme un marqueur important de 

l’homéostasie osseuse, en tant qu’indicateur de l’ostéoclastogénèse et donc de la résorption 

osseuse. Il peut également être un indicateur de la réparation de fracture (il est alors parfois 

inversé et l’on parlera du ratio OPG/RANKL) (69–71).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 13 : La protéine wnt16 dans le remodelage osseux (Movérare-Skrtic S. et al. (68)) 

 

Schéma 14 : Les interactions entre RANK, RANKL et OPG (Kumar V. et al. (72)) 
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D’autres molécules comme les prostaglandines interviennent sur la voie wnt/β-caténine et 

impactent la signalisation réalisée par RANKL et RANK. 

1.4.4.2. La prostaglandine E2 

La prostaglandine E2 (PGE2) est un lipide abondamment retrouvé dans l’os qui dérive de 

l’acide arachidonique via l’action des prostaglandines G/H synthases 1 et 2, actuellement 

dénommées cyclooxygénases (COX) du fait de leur fonction première. Le gène PTGS1 codant 

la COX-1 est constitutivement exprimé dans les cellules et est peu régulé tandis que le gène 

PTGS2 codant la COX-2 est induit de façon rapide et transitoire sous l’action de différents 

facteurs (73). La PGE2 est impliquée dans la régulation du remodelage osseux. Elle est connue 

pour être un facteur favorisant la formation osseuse dans le cas de fractures ou encore via le 

rôle de mécanosenseur des ostéocytes (73). L’action de la PGE2 sur la formation osseuse est 

principalement médiée par deux des quatre récepteurs connus pour la PGE2, EP2R et EP4R. 

La PGE2 est capable de promouvoir la formation osseuse via la transcription de RUNX2 et la 

voie de signalisation wnt/β-caténine en favorisant la translocation de la β-caténine (74–77). En 

effet, la PGE2 entraine une diminution de production de la sclérostine, un inhibiteur de la 

formation osseuse qui agit sur la voie wnt/β-caténine. La PGE2 est également reconnue pour 

augmenter la résorption osseuse dans le cadre de l’inflammation (73). Dans ces conditions, la 

PGE2 entraine une diminution de la production d’OPG et une augmentation de l’expression de 

RANKL (73). De ce fait, l’ostéoclastogénèse est également impactée par l’action de la PGE2 

sur la voie RANK/RANKL/OPG (schéma 15). De façon intéressante, une grande partie des 

connaissances sur les capacités pro-ostéoclastogènes de la PGE2 résultent de recherches basées 

sur des modèles murins. Pourtant chez l’homme il a été décrit que la PGE2 pouvait être un 

puissant inhibiteur de la différenciation ostéoclastique et pourrait montrer que la signalisation 

via la PGE2 est différente chez l’homme et chez la souris (78).  

 

 

 

 

 

 

 
Schéma 15 : L’impact de la PGE2 sur les interactions RANK/RANKL/OPG (Blackwell KA. et al. (73)) 
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La voie des prostaglandines est elle-même soumise à différents moyens de facteurs régulateurs. 

Ainsi, les micro-ARN, qui ont un rôle important dans le contrôle du remodelage osseux 

impactent cette voie de signalisation. 

 

1.4.4.3. Les micro-ARN 

Les micro-ARN ou miRNA sont des ARN endogènes non codant, d’une taille comprise entre 

21 et 23 nucléotides. Ils régulent l’expression post-transcriptionnelle des gènes en se fixant à la 

partie 3’UTR d’ARN messagers cibles. Il est estimé qu’il existe plus de 2500 miRNA dans le 

génome humain et qu’ils contrôleraient l’expression de plus de 50% des gènes (79). De 

nombreux miRNA ont un rôle important dans la régulation du remodelage osseux en ciblant 

des gènes codant des facteurs de transcription, pouvant ainsi influencer le phénotype osseux. 

Ils peuvent notamment impacter la différenciation cellulaire des ostéoclastes et ostéoblastes 

(Schéma 16)(80,81). 

Différents miRNA comme le miR-101 et le miR-146a sont notamment impliqués dans la 

régulation de l’expression de la COX-2 et donc indirectement dans la production de PGE2. La 

diminution de l’expression de ces miRNA entraine ainsi une surexpression de la COX-2 et une 

augmentation du taux de PGE2 (82,83).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 16 : L’impact des miRNA dans l’ostéoblastogénèse (Kim KM. et Lim SK. (80)) 
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1.4.4.4. L’hormone parathyroïdienne  

La PTH a également un rôle important sur le remodelage osseux. Elle possède à la fois un rôle 

anabolique en agissant directement sur les ostéoblastes et les ostéocytes et un rôle catabolique 

en favorisant la résorption osseuse (84). La PTH influence les ostéoblastes en favorisant leur 

différenciation, leur survie et réactive les cellules de la lignée bordante qui retrouvent un 

phénotype ostéoblastique (85). L’expression de plusieurs gènes codant des facteurs de la 

différenciation des ostéoblastes dont Runx2, la phosphate alcaline ou encore le collagène de 

type I est stimulée par l’action de la PTH (86,87). La parathormone a une action importante sur 

la voie wnt. Elle va favoriser son activation en inhibant l’action de la sclérostine (SOST) et de 

Dickkopf1 (DKK1), mais également en stimulant la production de Smad3 (84,86,88). La PTH 

entraine également une augmentation de la résorption osseuse, sans pour autant impacter 

directement l’activation des ostéoclastes (80). En effet la PTH va moduler l’expression et la 

synthèse de RANKL et OPG par les ostéoblastes en augmentant le ratio RANKL/OPG et 

favorisant ainsi l’ostéoclastogénèse et l’activation des ostéoclastes.  

 

1.4.5. Les interactions entre les ostéoclastes et les ostéoblastes 

Bien que la résorption osseuse soit la principale action allouée aux ostéoclastes, ces derniers 

interviennent également dans le processus de formation de l’os en interagissant avec les 

ostéoblastes. La libération, durant la dégradation de la matrice osseuse, de facteurs de 

croissances tels que TGF-β et IGF-1, la production par les ostéoclastes de signaux solubles 

comme BMP-6 (bone morphogenetic protein) ou wnt10b (aussi appelés « clastokines ») ou 

encore les interactions directes entre les ostéoclastes et les pré-ostéoblastes (via l’éphrine B2 et 

son récepteur l’éphrine B4) vont permettre le recrutement et la différenciation des ostéoblastes 

(89–91). Au contraire la clastokine semaphorine4D inhibe cette différenciation ostéoblastique 

(92). La sphingosine 1 phosphate (S1P) est également une molécule produite par les 

ostéoclastes, grâce à l’action de la sphingosine kinase (SPHK1) et permet de stimuler la 

différenciation et la minéralisation ostéoblastique (93,94). En se fixant sur son récepteur, 

présent sur les ostéoblastes, la S1P impacte la différenciation des ostéoblastes en activant 

plusieurs voies de signalisation dont la voie wnt/β-caténine. Elle agit également sur 

l’ostéoclastogénèse en favorisant la production de RANKL par les ostéoblastes via l’expression 

de COX-2 et PGE2 (Schéma 17)(93-95).  

Toutes ces molécules concourent à réguler la balance ostéoclastes/ostéoblastes au niveau local 

pour une résorption optimale. Cependant certaines molécules relarguées durant la resorption 

osseuse peuvent agir beaucoup plus à distance et sur divers organes. 
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1.4.6. Libération de facteurs hormonaux lors de la résorption 

Bien que considéré comme relativement inerte, l’os a endossé un rôle endocrinien par le biais 

de l’ostéocalcine (OCN). Cette protéine impacte différents organes, qui en retour ont un impact 

direct sur le métabolisme osseux via la sécrétion de molécules, comme l’insuline par le 

pancréas. Ils vont, par cette communication, augmenter la résorption osseuse entrainant la 

libération de l’ostéocalcine. (Schéma 18)(96,97).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 17 : La régulation du remodelage osseux par la S1P (Lotinun S. et al. (94)) 

 

Schéma 18 : L’impact d’autres organes sur la libération d’ostéocalcine (Ferron M. et Lacombe J. (97)) 
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Cette ostéocalcine, protéine spécifiquement secrétée par les ostéoblastes, est une composante 

importante de la MEC osseuse. Elle est emprisonnée en son sein sous une forme inactive au 

moment de la minéralisation. Lors de la résorption osseuse l’ostéocalcine inactive est libérée 

dans la lacune de résorption où elle subit une décarboxylation sous l’action du pH acide, ce qui 

lui confère une conformation active. Bien que spécifiquement produite par l’os, l’ostéocalcine 

est retrouvée dans la circulation générale et devient alors une hormone dérivée des ostéoblastes 

qui peut se fixer au récepteur Gprc6a présent sur les cellules-β du pancréas (96,98,99). Elle va 

alors favoriser la prolifération des cellules-β et augmenter l’expression et la sécrétion d’insuline 

par ces cellules (Schéma 19). En retour, il a été montré chez l’homme et chez la souris qu’un 

récepteur à l’insuline (InsR) est présent à la surface des ostéoblastes et déclenche une voie de 

signalisation qui va stimuler la décarboxylation de l’ostéocalcine en favorisant le remodelage 

osseux, créant ainsi une boucle de régulation entre l’os et le pancréas via l’expression de 

l’ostéocalcine et l’insuline (96,100). De plus chez la souris il a été démontré que la signalisation 

via l’insuline aboutit à une diminution de l’expression du gène TNFRSF11B codant l’OPG 

suggérant une favorisation de l’ostéoclastogénèse, de la résorption osseuse et donc de la 

libération d’ostéocalcine sous contrôle du pancréas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 19 : Le rôle endocrinien du tissu osseux via l’ostéocalcine (Ferron M. et Lacombe J. (97)) 
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Plus récemment une étude in vitro sur une lignée de précurseurs ostéoblastiques de souris (les 

MT3C3-E1) a montré que l’insuline et le glucose, utilisés séparément ou ensemble, 

augmentaient l’expression du récepteur PTH1R à la PTH, suggérant que ces ostéoblastes 

deviennent plus sensibles à la PTH et peuvent donc favoriser l’ostéoclastogénèse. Il est 

notamment décrit qu’un taux élevé de glucose induit une forte production de RANKL (101). 

De façon intéressante il a été démontré que la voie de signalisation RANKL a un impact sur le 

développement du diabète sucré de type II en inhibant la prolifération des cellules-β du pancréas 

(102). Ainsi l’OPG, comme le Dénosumab (un anticorps monoclonal dirigé contre RANKL) 

vont pouvoir limiter l’action de RANKL et favoriser la prolifération des cellules-β.  

L’impact de la signalisation par RANKL sur le diabète a également été observé au niveau 

hépatique chez la souris. En effet l’inhibition de RANKL entraine une augmentation de la 

résistance du foie à l’insuline, impactant ainsi le métabolisme du glucose et prévenant 

l’apparition du diabète sucré (103).  

La boucle de régulation existant entre l’os et le pancréas laisse penser qu’une telle régulation 

pourrait exister avec d’autres organes dont l’impact sur le métabolisme osseux est connu. 

L’importance des hormones sexuelles dans le développement osseux est bien documentée et a 

permis d’envisager l’os comme un candidat probable pour avoir en retour un impact sur la 

fonctionnalité des organes sexuels. Ainsi dans un modèle de souris déleté pour le gène de 

l’ostéocalcine, les testicules, vésicules séminales et les épididymes ont une masse plus faible. 

Une diminution de 50% dans le compte de spermatozoïdes a également été rapportée (104). De 

plus il a été montré ex-vivo que la production de testostérone par des explants de testicules ou 

directement par des cellules primaires de Leydig pouvait être modulé par le surnageant de 

culture d’ostéoblastes. Cependant ce surnageant n’a pas d’impact sur des explants d’ovaire, 

malgré l’importance des œstrogènes dans la régulation du remodelage osseux (100,105). C’est 

l’ostéocalcine sous sa forme décarboxylée et qui se retrouve dans la circulation générale qui va 

stimuler la production de testostérone en se fixant au récepteur Gprc6a.  

L’absence de lien entre l’ostéocalcine et la production d’œstrogène laisse penser que la voie 

hypothalamo-pituitaire classique n’est pas mise en jeu ostéocalcine et testostérone. En effet,  

l’ostéocalcine n’influence pas la production de l’hormone lutéinisante (LH) mais stimule la 

production de testostérone en l’absence de LH (90,96,97). Ces observations laissent penser que 

cette voie de régulation pourrait être indépendante de la voie hypothalamo-pituitaire classique.  

Ces données de la littérature semblent dessiner un modèle d’axe de régulation os-pancréas-

testicule tel que suggéré par Oury et al., et Karsenty et Oury (Schéma 20) (100,104).  
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Bien que l’axe hypothalamo-pituitaire n’ait pas d’impact sur la production d’ostéocalcine, le 

cerveau est un acteur essentiel pour le maintien de la masse osseuse et de son renouvellement. 

Il agit soit de façon directe par la sécrétion de neurotransmetteurs qu’il produit, ou 

indirectement en relayant les signaux reçus par des hormones périphériques, comme la leptine 

des adipocytes. En retour l’os a également un impact sur le cerveau, et cela dès le stade fœtal. 

L’ostéocalcine, dans sa forme décarboxylée est capable de passer la barrière hémato-

encéphalique et peut se fixer de façon spécifique aux neurones de différentes parties du cerveau 

dont l’hyppocampe (106). L’ostéocalcine va alors entrainer l’expression de gènes nécessaires 

pour la synthèse de neurotransmetteurs monoamine, tandis qu’elle va inhiber l’expression 

d’autres comme les gènes codant les enzymes nécessaires à la synthèse de l’acide γ-

aminobutyrique (106,107). Le principal effet de la régulation de l’expression de ces 

neurotransmetteurs concerne les changements d’humeurs, notamment en prévenant l’anxiété et 

la dépression (106,107). De plus l’ostéocalcine maternelle est importante dans le 

développement du cerveau du fœtus en diminuant l’apoptose des neurones et favorisant 

l’apprentissage et la mémorisation chez les nouveau-nés (106). En conséquence il a été montré 

que des maladies affectant le cerveau pouvaient avoir des effets sur le squelette et inversement.  

Schéma 20 : L’axe Pancréas-Os-Testicule (Karsenty G. et Oury F. (104)) 
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2. La mucoviscidose 

La mucoviscidose (cystic fibrosis, CF) est la maladie génétique, récessive héréditaire et létale 

la plus importante dans les populations caucasiennes. Elle touche environ 70,000 personnes 

dans le monde (108) dont près de 7000 recensées en France (109). Bien que les principales 

causes de mortalités soient les déficiences des voies respiratoires et digestives, d’autres 

systèmes sont impactés dont le système osseux.  

 

2.1. Généralités 

Dans de nombreux pays un dépistage néonatal a été mis en place et permet d’identifier entre 95 

et 98% des nouveau-nés atteints de mucoviscidose. En France celui-ci a été généralisé sur 

l’ensemble du territoire (métropole et DOM-COM) en 2002. Il est basé sur le dosage sanguin 

d’une protéase, la trypsine immuno-réactive, dont la production est anormalement élevée en cas 

de pathologie pancréatique durant la vie fœtale et les premiers mois après la naissance. Mais ce 

dosage n’étant pas spécifique de la mucoviscidose il est couplé à une recherche génétique des 

mutations les plus fréquentes causant la maladie, soit une trentaine d’entre-elles. En cas de 

dépistage positif le diagnostic est confirmé par le test à la sueur et une évaluation clinique 

globale.  

Le test à la sueur a été décrit pour la première fois en 1959 par les docteurs Gibson et Cook et 

est basé sur le fait que les patients atteints de mucoviscidose ont une sueur fortement chargée 

en ion chlorure et sodium. Ce test explique ainsi l’une des premières descriptions 

historiquement attribuée à la pathologie, datant du moyen-âge, qui rapportait une sueur au goût 

anormalement salé chez des nouveau-nés. C’est en 1938 que la mucoviscidose est reconnue 

comme une pathologie à part entière, sur la base d’autopsies révélant des kystes au niveau 

pancréatique (lui conférant son nom anglais de Cystic Fibrosis), une malabsorption des graisses 

et des protéines ainsi que la présence d’un mucus visqueux et épais à proximité des glandes 

mucipares lui octroyant le nom alternatif de « mucoviscidosis » resté dans la langue française 

(110).  

A ce jour environ 2000 mutations différentes responsables de la mucoviscidose ont été 

recensées. Elles sont réparties en 6 classes en fonction des conséquences induites sur la synthèse 

et l’expression d’un canal membranaire anionique : le « cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator » (CFTR) (Schéma 21). Une grande majorité des mutations a une 

incidence assez faible, les mutations les plus communes représentant environ 96% des patients 

avec une prévalence variable selon les populations. La mutation la plus fréquente est la mutation 



La mucoviscidose 

37 
 

F508del, de classe II, avec environ 85% des patients dans le monde qui porte cette mutation sur 

au moins un allèle (111). 

 

2.2. La protéine Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator  

La protéine CFTR est exprimée dans de nombreux tissus incluant les poumons, le pancréas, le 

foie, les intestins, les glandes sudoripares, ou encore le système reproducteur et l’os (112–115). 

La protéine CFTR appartient à la famille des transporteurs ABC pour ATP-Binding Cassette. 

Bien que la principale fonction décrite de cette protéine soit celle d’un canal chlorure, elle 

permet également le transport des ions carbonate HCO3
- et du glutathion (116,117). Ce canal a 

également été montré comme régulant la fonction d’autres canaux comme celle du canal sodium 

ENaC (118). 

Comme toutes les protéines de la famille des transporteurs ABC, la protéine CFTR possède 

deux domaines transmembranaires (TMD1 et TMD2), chacun d’eux étant relié à un domaine 

de fixation de l’ATP (NBD1 et NBD2). Le domaine NBD1 a la particularité d’être relié au 

domaine TMD2, via un domaine régulateur R, dont la phosphorylation est nécessaire pour 

l’ouverture du canal (Schéma 22)(119).  

 

Schéma 21 : Les classes de mutations de CFTR (Amaral MD.111) 
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Trois formes différentes de CFTR ont été identifiées selon leur niveau de glycosylation. La 

protéine CFTR est initialement synthétisée sous une forme non glycosylée appelée forme A et 

n’est présente qu’en très faible quantité, ce qui la rend difficilement détectable. La forme B est 

une forme immature dont la glycosylation est incomplète. Enfin la forme C dite mature 

correspond à la protéine CFTR dont la glycosylation est totale (120,121). Dans la 

mucoviscidose, lorsque la protéine porte la mutation F508del, on remarque que la forme C 

(mature) de la protéine n’est plus détectable et le niveau de forme B est largement diminué 

(Schéma 23).   

En tant que transporteur ABC, le canal CFTR s’ouvre et se referme de façon ATP dépendante. 

Les deux NBD de CFTR présentent un site de fixation à l’ATP mais des structures et des rôles 

différents. Contrairement à NBD2, il semble que NBD1 ne soit pas capable d’hydrolyser l’ATP 

bien que son affinité pour cette molécule soit plus forte. 

 

A B 

Schéma 22 : La structure de la protéine CFTR (Cyr DM. (119)) 

 

Schéma 23 : La modélisation de CFTR (A) et ses différentes formes détectées par 

western blot (B) (Hanrahan JW. et al. (120)) 
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La fixation d’une molécule d’ATP sur NBD2 entraine l’ouverture du canal CFTR en initiant la 

dimérisation des deux NBD. Cette molécule d’ATP est ensuite hydrolysée, entrainant une 

séparation partielle du dimère NBD, un changement de conformation et donc la fermeture du 

canal. Il semble que l’ATP fixé au site NBD1 régule le taux de fermeture du canal en stabilisant 

sa conformation ouverte (Schéma 24)(122–124).  

 

 

 

 

 

 

 

 

La mutation F508del résulte en la délétion d’une phénylalanine en position 508 dans le domaine 

NBD1. Le canal CFTR ainsi muté va être reconnu par la cellule comme mal synthétisé et sera 

majoritairement retenu dans le réticulum endoplasmique. Une grande partie de CFTR est alors 

dégradée par le protéasome (124). Une faible fraction de F508del-CFTR est tout de même 

acheminée à la membrane mais la protéine n’est pas pleinement fonctionnelle et peu stable.   

2.3. Physiopathologie 

La mucoviscidose est une pathologie qui atteint de nombreux organes. Cependant les atteintes 

pulmonaires et pancréatiques sont les principaux facteurs de morbidité (Schéma 25). 

La mucoviscidose est qualifiée d’exocrinopathie généralisée. L’absence ou la dysfonction de 

CFTR et les changements ioniques qui en découlent sont en effet responsables de l’acidification 

et de la déshydratation des fluides sécrétés par l’ensemble des glandes exocrines de l’organisme. 

Le mucus, originellement première barrière de défense des voies respiratoires, devient épais, 

stagnant, acide et il favorise les infections récidivantes et le développement d’une inflammation 

chronique (115,126,127). Cette inflammation, majoritairement à neutrophiles cause des 

dommages irréversibles au niveau des poumons. En effet l’élastase du neutrophile (EN) libérée 

par les polynucléaires neutrophiles activés est un important facteur de risques pour le 

développement de bronchectasies, premier facteur de morbidité de mucoviscidose (128). L’EN 

Schéma 24 : L’ouverture et la fermeture du canal CFTR (Elborn JS. et Vallières E. (123)) 
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intervient dans la modulation de la réponse inflammatoire, la sécrétion du mucus et 

l’élimination des bactéries et est également un régulateur de l’activité des canaux CFTR et 

ENaC (129). L’inflammation chronique des voies respiratoires entraine l’apparition d’une 

inflammation systémique par le passage de cytokines pro-inflammatoires des poumons vers la 

circulation sanguine (130,131). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après les poumons, le pancréas est l’organe le plus touché chez les patients atteints de 

mucoviscidose. Une grande majorité des patients ont une fonction exocrine pancréatique 

dysfonctionnelle, voire une insuffisance pancréatique. Les fluides pancréatiques, riches en 

protéines, vont devenir visqueux et obstruer les conduits en l’absence d’une protéine CFTR 

fonctionnelle, causant des dommages pancréatiques avec la destruction progressive des cellules 

β du pancréas. Une déficience de sécrétion de l’insuline et du glucagon induit un diabète chez 

plus de 50% des patients adultes CF (CF-related diabetes, CFRD) (133,134). A noter que ce 

diabète associé à la mucoviscidose est distinct des diabètes de type I et II bien qu’il partage des 

caractéristiques avec ceux-ci. C’est l’un des principaux facteurs de comorbidité de la 

pathologie. 

Schéma 25 : Les principaux symptômes de la mucoviscidose (132)) 

 



La mucoviscidose 

41 
 

Les intestins sont également touchés par la mutation de CFTR et les symptômes liés 

apparaissent très tôt dans le développement de la maladie, les obstructions liées à 

l’accumulation du mucus pouvant déjà être présentes in utero. Ainsi l’iléus méconial, corrélé 

avec la sévérité du génotype du patient, est la manifestation la plus précoce et l’une des plus 

graves de la pathologie. En effet, cette complication est létale si non traitée (115,135). L’atteinte 

intestinale entraine une mauvaise digestion des aliments, une malabsorption des vitamines, des 

graisses et des nutriments (136,137).  

En plus des problèmes respiratoires et digestifs, les patients CF souffrent d’un problème de 

fertilité, présent chez la grande majorité des hommes atteints de mucoviscidose et près de la 

moitié des femmes. Chez 99% des patients masculin une azoospermie obstructive est observée, 

due à l’absence congénitale bilatérale des canaux déférents. Bien que le rôle direct de CFTR 

dans la fertilité masculine ne soit pas encore bien connu, des études permettent de suggérer 

qu’au niveau des cellules de Sertoli l’entrée d’ion HCO3- médiée par CFTR impacte la 

spermatogénèse liée à l’hormone folliculo-stimulante par un effet direct sur la capacitation des 

spermatozoïdes (137,138).  

Plus récemment, un autre tissu a été montré pour être directement affecté par la mucoviscidose, 

l’os. Etant une complication commune de mucoviscidose, il est devenu primordiale de 

comprendre la pathogénie de cette maladie osseuse. 

 

2.4. La pathologie osseuse associée à la mucoviscidose 

 

La mucoviscidose n’est plus aujourd’hui une pathologie qualifiée de pédiatrique, l’espérance 

de vie des patients ayant largement augmentée lors de ces dernières décennies et plus de la 

moitié des patients sont des adultes (109,139). Cette amélioration de l’espérance de vie a 

également révélé l’émergence de nouvelles comorbidités, facteurs importants de mortalité. 

Parmi celles-ci figure la maladie osseuse associée à la mucoviscidose (CF-related bone disease, 

CFBD) qui est aujourd’hui reconnue comme une complication commune de la pathologie, plus 

de 50% des patients adultes souffrant d’un phénomène d’ostéopénie ou d’ostéoporose 

(140,141).   

Les principaux signes cliniques d’une atteinte osseuse observés chez les patients adultes ayant 

la mucoviscidose sont une diminution de la densité minérale osseuse (DMO) et une 

augmentation des risques de fractures, notamment vertébrales et costales (Schéma 26).  
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D’abord considérés comme secondaires, liés aux symptômes et traitements de la maladie et non 

importants d’un point vue clinique vu la faible espérance de vie des patients, ces phénomènes 

sont aujourd’hui reconnus comme des facteurs important de morbidité. Ils peuvent être à 

l’origine d’une cyphose excessive qui impacte la fonction pulmonaire, rend inefficace la toux 

et donc la clairance du mucus (143,144). En clinique un indicateur de l’intégrité osseuse est 

évalué par le T-score et/ou le Z-score qui représentent l’écart standard entre la DMO mesurée 

chez le patient et celle obtenue chez une population de jeunes adultes dont la densité est sensée 

être optimale (T-score) ou celle obtenue chez une population du même âge (Z-score). Un T-

score est considéré comme normal lorsqu’il est supérieur à -1, s’il est compris entre -1 et -2,5 

le T-score révèle une ostéopénie et s’il est inférieur à -2,5 alors il marque un phénomène 

d’ostéoporose. Chez les patients mucoviscidosiques adultes, la prévalence de l’ostéopénie est 

de 38% et celle de l’ostéoporose 23,5% (145). D’autres critères cliniques de la maladie tels que 

le volume expiratoire forcé en 1 seconde (FEV1), ou l’indice de masse corporelle sont très bien 

corrélés avec les résultats des Z et T-scores et soulignent l’importance du statut osseux 

(146,147). Des études récentes portant sur de jeunes patients en insuffisance pancréatique, mais 

dont les autres signes cliniques, notamment l’atteinte pulmonaire, sont modérés, ont montré que 

les déficits osseux corticaux et trabéculaires étaient plus marqués chez les filles. Il est également 

rapporté que cette atteinte osseuse ne peut pas être totalement explicitée par le genre sexuel 

(148).  

Schéma 26 : Les fractures aiguës et non-soudées chez un patient mucoviscidosique 

(Dean CN. et al. (142)) 
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Un grand nombre de facteurs liés à la pathologie sont connus pour avoir une influence sur 

l’intégrité osseuse : l’inflammation chronique, la malabsorption des nutriments et des 

vitamines, une activité physique faible, l’utilisation fréquente des glucocorticoïdes ou encore le 

retard observé dans la puberté et donc la sécrétion d’hormones sexuelles indispensable à un bon 

développement osseux. Longtemps considérés comme à l’origine de la pathologie osseuse des 

patients CF (141,147,149–151), ces facteurs ne tiennent plus désormais le rôle d’agent causal 

puisque des études ont montré que la mutation F508del était un facteur de risque indépendant 

du développement d’une pathologie osseuse (152). Ceci est renforcé par des études cliniques 

montrant que la pathologie osseuse pouvait apparaitre chez de jeunes enfants dont l’âge est 

inférieur à 6 ans (les plus jeunes ayant à peine 2 ans), avec une atteinte pulmonaire faible donc 

ni infections ni traitement au long court, et un statut nutritionnel normal. Une ostéopénie est 

observée chez 28 à 47% des enfants atteints de mucoviscidose et une ostéoporose chez 20 à 

34% (153,154). Une étude récente a montré que la microarchitecture de l’os trabéculaire était 

altérée chez de jeunes patients CF notamment l’organisation en plaques de l’os trabéculaire, 

avec des plaques moins nombreuses, plus fines et présentant moins d’interconnections (Schéma 

27), attribuant ce défaut à une formation osseuse altérée (155). Cette organisation de l’os 

trabéculaire est très bien corrélée avec la force et la résistance de l’os, pouvant expliquer 

pourquoi les patients CF présentent un risque de fracture élevé pour les os riches en os 

trabéculaire comme les vertèbres et les côtes. Certaines études rapportent un statut osseux 

normal chez les enfants CF pré-pubères ainsi qu’une fréquence d’apparition de fractures 

similaire à celle d’une cohorte d’enfants non mucoviscidosiques d’un âge équivalent (156). Ces 

différences de résultats trouvés entre les études ont plusieurs explications possibles, notamment 

les techniques utilisées, la pertinence des populations contrôle ou encore la façon dont sont 

ajustés les résultats, pouvant par exemple prendre en compte la stature, le sexe et le statut 

pubertaire des patients (153).    

 

 

 

 

 

Schéma 27 : La microarchitecture de l’os trabéculaire tibial (Putman MS. et al. (155)) 

Os trabéculaire de tibia de jeune femme de 28 ans ayant la mucoviscidose (a) ou en bonne 

santé (b)  
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Il a été cliniquement établi que la faible DMO observée chez les patients pouvait venir d’un 

dérèglement du remodelage osseux qui présente une augmentation de la résorption et une 

diminution de la formation osseuse. De plus il a été montré que ce dérèglement pouvait déjà 

être présent chez de jeunes enfants, avant l’atteinte de la puberté (69,142,157,158).  

 

2.5. Les traitements du déficit osseux 

La prise en charge du déficit osseux des patients CF est devenue essentielle pour leur permettre 

un développement correct, limiter les douleurs liées à la toux et leur assurer une meilleure 

qualité de vie. 

 

2.5.1. Les traitements anti-ostéoporotiques  

Les traitements les plus utilisés pour lutter contre les phénomènes d’ostéopénie et 

d’ostéoporose, hors contexte CF, visent à limiter la résorption osseuse en inhibant l’action des 

ostéoclastes. Les biphosphonates, qui sont des analogues chimiques des pyrophosphates non 

hydrosolubles, sont ainsi utilisés comme agents anti-résorptifs. Ils agissent sur les ostéoclastes 

grâce à cette analogie qui leur permet de se fixer à l’hydroxyapatite de la phase minérale 

osseuse. Selon qu’ils soient de la 1ère ou 2nde génération, ils agissent sur différentes voies de 

signalisation des ostéoclastes et inhibent leur action, voir mènent à leur apoptose (159). Bien 

que ces traitements aient montré un effet intéressant sur l’augmentation de la DMO et la qualité 

de la minéralisation ils sont également montrés pour fortement impacter la formation osseuse 

(160). En effet l’impact sur les ostéoclastes va avoir un effet indirect sur les ostéoblastes via la 

communication intercellulaire. Le système de contact cellulaire entre ostéoclaste et ostéoblaste 

est notamment impacté par l’utilisation des biphosphonates et va réduire la différenciation des 

ostéoblastes (161). De plus, différentes études ont montré que les biphosphonates inhibent 

l’activité des ostéoblastes (152–164) et limitent l’effet anabolique de la PTH sur le métabolisme 

osseux (165,166). En plus de cet effet sur la formation osseuse, l’utilisation de biphosphonates 

a, comme tout traitement, des effets secondaires, mais qui sont considérés comme négligeables 

aux vues des bénéfices apportés. Néanmoins, dans de rares cas l’utilisation de biphosphonates 

a été à l’origine d’une ostéonécrose de la mâchoire non réversible (167,168).  

Un autre agent anti-résorptif utilisé est le Dénosumab. C’est un anticorps qui va mimer l’action 

d’OPG et se fixer à RANKL pour inhiber son interaction avec RANK et ainsi limiter la 

différenciation, l’activation et la survie des ostéoclastes. C’est un anti-résorptif puissant, 

fréquemment utilisé, et dont les effets indésirables sont moindres par rapport aux 
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biphosphonates (169). Il induit toutefois des cas d’hypocalcémie et des cas rares d’ostéonécrose 

de la mâchoire ont également été rapportés suite à son utilisation (170). Enfin comme tout agent 

anti-résorptif il va également limiter la formation osseuse (171). Plus récemment un autre type 

de traitement a été autorisé pour le traitement des phénomènes ostéoporotiques et la régulation 

des fractures, le tériparatide, dont l’action est anabolique (172,173). Il s’agit d’un fragment de 

la parathormone humaine (acides aminés 1 à 34) correspondant à sa fraction active. Le 

tériparatide va agir sur les ostéoblastes de la même façon que la PTH en se fixant sur les 

récepteurs PTH1R et ainsi favoriser leur prolifération, leur activation et leur survie (174). 

Cependant la PTH possède également un rôle catabolique par sa capacité à augmenter la 

production de RANKL et inhiber la production d’OPG (84,175). Cet effet semble être retrouvé 

lors du traitement au tériparatide, deux études cliniques ayant montré que, durant le traitement, 

les patients présentaient une augmentation du taux de RANKL sérique ainsi qu’une diminution 

du taux d’OPG. Ces dérégulations seraient responsables de l’accélération du remodelage osseux 

observé durant ces traitements (176,177).  

 

2.5.2. Traitement de la pathologie osseuse associée à la mucoviscidose 

L’utilisation de biphosphonates est possible chez les patients adultes CF. Elle est considérée 

lors de fractures non traumatiques, si le Z et/ou le T-score est égale ou inférieur à -2 et qu’il y 

a des signes cliniques évidents de perte osseuse, si le patient est sous traitement aux 

glucocorticoïdes supérieur à 3 mois ou encore s’il est dans l’attente d’une greffe et présente un 

Z et/ou T-score inférieur à -1,5. En amont, si ce n’est déjà fait, la déficience en vitamine D doit 

être corrigée et la prise de calcium optimisée (147,178). Le traitement aux biphosphonates a 

montré une amélioration de la DMO chez les patients adultes mais n’a pas permis de montrer 

d’impact sur l’incidence des fractures (179–181). Chez l’enfant et l’adolescent l’utilisation des 

biphosphonates n’est pas systématique. La décision d’utiliser ce traitement doit être prise en 

accord avec un pédiatre spécialisé, notamment à cause des risques d’une utilisation à long terme 

(178). Cependant, l’efficacité et la relative sureté d’une utilisation à court terme (inférieure à 3 

ans) permettent de traiter les enfants dans l’attente d’une greffe présentant une faible DMO et 

des fractures osseuses peu traumatiques.  

Concernant le tériparatide, il n’existe pour l’heure qu’une seule étude rapportant son utilisation 

chez quatre patients atteints de mucoviscidose. Un traitement de 2 ans a ainsi permis une nette 

augmentation de la densité minérale osseuse sans voir l’apparition d’effets secondaires chez 

trois des patients (182). Le dernier patient a dû arrêter son traitement au tériparatide car il a 

montré des signes d’intolérance.  
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Le Dénosumab n’est pas encore utilisé chez les patients mucoviscidosiques mais pourrait 

représenter une alternative aux biphosphonates. 

 

De nouveaux traitements prometteurs visant à directement corriger le défaut de CFTR sont 

actuellement développés, certains d’entre eux ayant même déjà reçu une utilisation temporaire 

d’utilisation.  

 

2.5.3. Les traitements de la mucoviscidose 

Jusque très récemment, l’intégralité des traitements proposés aux patients atteints de 

mucoviscidose consistait à prendre en charge le mieux possible les symptômes causés par la 

mutation du gène CFTR pour améliorer leur qualité de vie et retarder le plus possible la 

dégradation fatale des organes impactés. Aujourd’hui de nouvelles stratégies sont développées 

et visent directement à corriger le défaut de CFTR avec, comme finalité, l’obtention d’un 

traitement curatif plutôt que symptomatique. Trois grandes stratégies existent, la première 

consiste à prendre pour cible puis à corriger le défaut du gène ou de son transcrit. La seconde 

stratégie vise à stimuler la fonction d’autres canaux ioniques présents à la membrane afin de 

contrebalancer le défaut d’activité de CFTR. Une dernière stratégie a pour but de corriger le 

défaut protéique en permettant l’acheminement de la protéine CFTR à la membrane et/ou sa 

fonctionnalité afin qu’elle retrouve son rôle de canal anionique (Schéma 28)(183–185). Dans 

le cadre de cette dernière stratégie plusieurs molécules sont développées dans le but de corriger 

les différents défauts liés aux classes de mutation de CFTR. Ainsi des molécules potentiatrices 

permettent une restauration de la fonction de CFTR en favorisant sa conformation ouverte et 

ciblent les mutations de classe III comme la G551D. Des molécules correctrices sont également 

synthétisées et ont pour objectif de permettre la synthèse et l’acheminement de la protéine 

CFTR mutée à la membrane plasmique. L’utilisation combinée de ces deux types de molécules 

vise à corriger des mutations de classe II, notamment la mutation F508del. Actuellement deux 

traitements développés par la société Vertex Pharmaceuticals ont reçu une autorisation 

d’utilisation temporaire en France. Kalydeco®, dont la substance active est l’Ivacaftor, est 

recommandé pour les patients dont l’âge est supérieur à 6 ans portant la mutation G551D, et 

Orkambi® qui est une combinaison d’un correcteur et d’un potentiateur (Lumacaftor et 

Ivacafor) est recommandé pour les patients âgés de plus de 12 ans et portant la mutation F508del 

(186). L’utilisation d’Ivacaftor chez les patients adultes portant la mutation G551D permet une 

amélioration de la FEV1 de l’ordre de 10,5% chez les patients adultes, et une observation 

similaire a été faite pour l’utilisation chez les enfants âgée de 6 à 11 ans (187,188). De plus 

l’utilisation d’Ivacaftor a permis un gain de poids d’environ 3 kg de ces patients ainsi qu’une 
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diminution de 55% du risque d’exacerbations pulmonaires chez les adultes. Pour les patients 

portant la mutation F508del, le traitement par Orkambi présente des effets bénéfiques mais plus 

modestes. Le gain en FEV1 se situe aux alentours de 4%, l’augmentation de l’IMC est d’environ 

1% et on observe une diminution de 30% du nombre d’exacerbations pulmonaires (189).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le défaut osseux dans la mucoviscidose ayant été directement lié à la mutation de CFTR, il 

semble intéressant d’étudier les effets potentiels que pourraient avoir ces molécules correctrices 

sur la physiologie osseuse dans le cadre de la pathologie CF. 

 

2.6. Dysfonction de la protéine CFTR dans les cellules osseuses 

La fragilité osseuse chez les patients mucoviscidosiques étant un facteur de comorbidité 

principal, il devient indispensable de pouvoir prendre en charge au mieux cette pathologie. Pour 

cela il est primordial d’en comprendre les mécanismes afin de développer des stratégies 

thérapeutiques appropriées. Les premières hypothèses sur cette pathologie, qui se traduit par un 

phénomène ostéoporotique, étaient qu’elle est étroitement liée à l’inflammation chronique, 

notamment au moment de phases d’exacerbation durant lesquelles une augmentation du nombre 

de précurseurs ostéoclastiques est observée dans le sang des patients (158,190). Cependant, la 

faible présence de marqueurs ostéoclastiques comme dans d’autres pathologies osseuses laisse 

penser que la perte osseuse associée à la mucoviscidose a une mécanique plus complexe et que 

Schéma 28 : Les stratégies de traitement de la mucoviscidose (Barry PJ. et al. (185)) 
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d’autres types cellulaires pourraient être impliqués. L’utilisation de modèle animaux et la 

réalisation d’études in vitro sont donc indispensables pour mieux appréhender cette pathologie. 

 

2.6.1. Etudes in vitro 

La mise en place de modèles de cultures d’ostéoblastes in vitro permet de s’intéresser aux 

mécanismes cellulaires qui pourraient être dérégulés lorsque le canal CFTR est muté. Dans un 

premier temps, il a été montré dans les ostéoblastes primaires humains et issus de souris que 

ces cellules sont bien capables d’exprimer la protéine CFTR. Cependant bien que son 

expression soit membranaire dans les ostéoblastes matures de souris, l’étude de son expression 

dans des ostéoblastes primaires humains n’a actuellement permis qu’une mise en évidence 

cytoplasmique (115,191).  

Différentes études se sont focalisées sur l’effet d’une inactivation de CFTR. Soit par délétion 

du gène, soit pas inhibition pharmacologique. Ainsi des ostéoblastes issus de calvaria de souris 

dont le gène CFTR a été déleté ont été isolés et mis en culture. Une diminution de la 

différenciation de ces ostéoblastes et de la formation osseuse a été observée sur ce modèle 

cellulaire. Ce même modèle a permis de montrer un ratio RANKL/OPG élevé, notamment dû 

à une dérégulation de la voie wnt/β-caténine, ainsi qu’une augmentation de l’ostéoclastogénèse 

(192). Sur des ostéoblastes primaires humains, l’inhibition pharmacologique de CFTR par un 

inhibiteur spécifique, CFTRinh-172, montre une diminution importante de la production d’OPG 

(193).  

La mutation F508del-CFTR présente sur les ostéoblastes impacte fortement l’expression de 

différents gènes spécifiques de la différenciation et la maturation ostéoblastique chez la souris 

(194). Ainsi une activation importante de la voie NF-κB et une diminution de la voie de 

signalisation wnt/β-caténine ont été montrées dans des ostéoblastes issus de souris F508del 

(195). Dans un modèle de culture d’ostéoblastes primaires humains issus d’un patient CF 

hétérozygote et portant les mutations F508del/G542X, il a été montré que l’activité chlorure du 

canal CFTR était totalement absente et que la production d’OPG était très diminuée en 

comparaison avec des ostéoblastes primaires normaux, renforçant l’idée d’une dérégulation de 

la voie wnt/β-caténine lorsque le canal CFTR est muté (196). Récemment il a été montré que 

les ostéoblastes, aussi bien humains que murins produisent de la kératine 8, une protéine 

cytoplasmique rentrant dans la composition des filaments intermédiaires du cytosquelette (197). 

Dans ce dernier type cellulaire il a été montré que la kératine 8 se fixe de façon préférentielle à 

la protéine CFTR portant la mutation F508del par rapport à la protéine native. De plus il a été 

montré qu’en limitant cette intéraction, l’acheminement de la protéine F508del-CFTR pouvait 
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être restauré. La délétion du gène codant la kératine 8 dans des souris sauvages entraine 

l’apparition d’un phénomène d’ostéopénie lié à une diminution de plusieurs gènes de la 

différentiation ostéoblastique. De façon intéressante et opposée, la délétion du gène codant la 

kératine 8 dans un modèle murin F508del-CFTR homozygote corrige l’expression de gènes 

d’expression de différentiation, améliore l’activité de formation et limite la perte osseuse. Son 

effet est lié à une régulation indirecte des voies NF-κB et wnt/β-caténine (197). 

 

2.6.2. Les modèles animaux 

Le développement de modèles animaux, notamment murins est très intéressant dans l’étude de 

la CFBD. En effet ces modèles, dont le gène CFTR a été invalidé ou a subi la mutation F508del, 

ne présentent pas certains symptômes cliniques présents chez l’homme tels que l’atteinte 

pulmonaire et la malnutrition. Cette particularité permet donc d’étudier l’atteinte osseuse en 

écartant l’impact d’autres complications de la pathologie (198). Ces modèles révèlent une 

atteinte osseuse importante avec une quantité d’os et une DMO plus faible, se traduisant par 

des phénomènes d’ostéopénie et d’ostéoporose, tant au niveau de l’os trabéculaire avec des 

travées plus fines, qu’au niveau de l’os cortical. De plus l’étude des biomarqueurs osseux a 

montré une réduction de la formation et une augmentation de la résorption osseuse dans ces 

modèles (198–200). Des études basées sur un modèle de souris homozygote pour la mutation 

F508del ont montré une diminution de la formation osseuse et du taux de minéralisation, ainsi 

qu’une altération importante de la microarchitecture osseuse chez ces animaux (194).  

Dans un modèle de souris F508del, l’utilisation d’un correcteur de CFTR, le miglustat, qui est 

déjà autorisé pour le traitement d’autres pathologies comme la maladie de Gaucher, a été testé 

et a permis une restauration de la masse, la formation et l’architecture osseuse de ces souris 

(201). Ces résultats nous suggèrent que l’utilisation de potentiateurs et correcteurs de CFTR 

pourrait être une stratégie thérapeutique envisageable dans le cadre de la pathologie osseuse 

associée à la mucoviscidose.  
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OBJECTIFS 
 

 

Une meilleure prise en charge du statut nutritionnel et le développement de stratégies 

thérapeutiques pour diminuer les symptômes de la mucoviscidose ont permis une amélioration 

du statut clinique et une augmentation importante de l’espérance de vie des patients. Parmi ces 

avancées, l’optimisation de la supplémentation en calcium et en vitamine D, un meilleur 

traitement des atteintes respiratoires ou encore une amélioration du statut nutritionnel sont 

autant de directives retrouvées dans les recommandations destinées au traitement des patients 

atteints de mucoviscidose et qui peuvent avoir un impact sur le métabolisme osseux. Cependant 

malgré ces évolutions positives, des études ont montré que la DMO des patients ne montre 

aucune amélioration significative (202).  

Bien que la perte osseuse chez les patients soit bien corrélée avec les phases d’inflammation et 

d’exacerbation pulmonaire, l’observation de la CFBD chez de jeunes enfants, avec une atteinte 

pulmonaire modérée et un statut nutritionnel correct laisse penser qu’il existe une prédisposition 

à une fragilité osseuse liée à la mutation de CFTR. Cependant les mécanismes cellulaires 

impliqués dans le dérèglement du remodelage osseux ne sont pas encore bien connus et 

nécessitent de plus profondes investigations afin de développer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques.  

Dans l’objectif de répondre à cette question, nous nous sommes demandés dans quelle mesure 

la mutation du canal CFTR pouvait avoir une implication dans la pathologie osseuse associée 

à la mucoviscidose en impactant la fonctionnalité des ostéoblastes. 

Ainsi mon travail de thèse a reposé sur deux objectifs principaux : 

1) Dans un premier temps mon travail a consisté à étudier l’impact de la mutation F508del 

sur l’expression de gènes dans des ostéoblastes primaires humains issus de patients 

ayant la mucoviscidose, les études cliniques ayant montré que la formation osseuse 

était fortement impactée dans la pathologie osseuse. Nous avons alors évalué dans 

quelle mesure la différenciation, la maturation et la fonction des ostéoblastes étaient 

impactées par la mutation de CFTR. Nous avons également testé l’efficacité d’un 

correcteur et potentiateur de CFTR, C18 (encore appelé VRT534), qui est un analogue 

de Vx-809 et vise à corriger la mutation F508del de CFTR, sur la restauration de 

l’expression de gènes ostéoblastiques.   
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2) Nous avons poursuivi nos investigations en évaluant la synthèse de protéines 

appartenant à des voies de signalisation ostéoblastiques. Nous nous sommes 

particulièrement intéressés à la production des cytokines RANKL et OPG et à leur ratio, 

facteur clé du remodelage osseux. Nous avons complété cette approche en étudiant 

l’impact que peuvent avoir des correcteurs et potentiateurs de CFTR dans la 

restauration de la synthèse de ces protéines. Les correcteurs Vx-770 et Vx-809, connus 

sous les noms d’Ivacftor et Lumacaftor respectivement ont reçu une autorisation de 

commercialisation de la Food and Drug Administration aux Etats-Unis et une 

autorisation temporaire d’utilisation en France sous une formulation combinée 

(Orkambi®) pour les patients porteurs de la mutation F508del. Nous avons donc testé 

leur efficacité in vitro sur la restauration de la fonctionnalité des ostéoblastes mutés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats : 1ère partie, article 1  
 

52 
 

RESULTATS 
 

1ère partie : 
Mucoviscidose et pathologie osseuse : défaut de maturation des ostéoblastes 

portant la mutation F508del sur la protéine Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator 

 

Une faible densité minérale osseuse et un risque de fractures élevé sont communément observés 

chez les patients atteints de mucoviscidose et peuvent affecter de très jeunes enfants. Les 

fractures des côtes et des vertèbres thoraciques peuvent aggraver la détérioration des voies 

respiratoires en impactant la clairance du mucus. Le mécanisme de la perte osseuse précoce 

chez les patients mucoviscidosique est multifactoriel. Les déficiences en vitamine D et calcium, 

les infections pulmonaires chroniques, le retard de puberté et l’utilisation fréquente de 

glucocorticoïdes chez les patients atteints de mucoviscidose peuvent tous compromettre la santé 

osseuse. Cependant les mécanismes responsables de la maladie osseuse associée à la 

mucoviscidose sont toujours inconnus. Le phénomène d’ostéoporose observé chez les patients 

a surtout été attribué à un excès de résorption osseuse dû aux infections et inflammations 

chroniques du patient. Cependant l’hypothèse que les ostéoclastes soient les seules cellules 

impliquées dans ce phénomène est controversée, et l’efficacité modeste d’inhibiteurs de la 

résorption osseuse comme les biphosphonates suggère que d’autres types cellulaires comme les 

ostéoblastes peuvent être impactés par la mutation de CFTR.  

Dans la mucoviscidose, la mutation F508del est celle la plus fréquemment retrouvée sur la 

protéine cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) avec environ 85% des 

patients qui portent cette mutation sur au moins un allèle. Des études cliniques et portant sur 

des modèles murins de la mucoviscidose ont montré que la mutation F508del de CFTR avait 

un impact sur la formation osseuse. Cependant l’implication du défaut de CFTR sur 

l’ostéoblastogénèse reste inconnue. 

Le but de cette étude a été d’évaluer dans quelle mesure la mutation F508del présente dans des 

ostéoblastes pouvaient influer l’expression de gènes spécifiques de ces cellules au niveau de la 

différenciation et de la maturation cellulaire. Pour cela nous avons cultivé des ostéoblastes 

primaires humains normaux et des ostéoblastes humains porteurs de la mutation F508del et 

nous avons évalué l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la différenciation et la 

maturation des ostéoblastes par PCR quantitative.  
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Ces résultats ont été publiés dans American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 

en 2014. 
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Les principaux résultats obtenus durant cette étude sont les suivants : 

 

- Les ostéoblastes portant la mutation F508del-CFTR expriment des gènes spécifiques de 

la différenciation ostéoblastique de façon identique à des cellules non mutées cultiveés 

in vitro dans les mêmes conditions. 

  

- La mutation F508del-CFTR entraine une dérégulation de l’expression de plusieurs 

gènes de maturation des ostéoblastes, notamment une diminution de l’expression des 

gènes codants la COX-2 et l’OPG ainsi qu’une augmentation de l’expression du gène 

codant RANKL. 

 
- Dans les ostéoblastes F508del-CFTR primaires, la production d’OPG et le taux de 

PGE2, métabolite de la COX-2, sont diminués en comparaison avec des ostéoblastes 

non mutés. 

 
- L’activité du canal chlorure F508del-CFTR est diminuée en comparaison de l’activité 

du canal CFTR d’ostéoblastes non mutés.  

 

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que les cellules primaires humaines de la 

lignée ostéoblastique dont le gène CFTR porte la mutation F508del expriment de façon normale 

plusieurs gènes spécifiques de la différenciation ostéoblastique tandis que l’expression de gènes 

de maturation est fortement impactée. La dérégulation de l’expression de deux de ces gènes 

codant pour l’OPG et la COX-2 a pu être confirmée par l’observation de la diminution de la 

production de la protéine OPG et du métabolite résultant de l’action de l’enzyme COX-2, la 

PGE2.  

La production de l’OPG est médiée par la voie de signalisation wnt/β-caténine et est fortement 

impliquée dans la formation osseuse. La COX-2 est une enzyme qui permet la conversion de 

l’acide arachidonique en prostaglandines dont fait partie la PGE2. De façon intéressante cette 

dernière a été montrée comme participant la signalisation via la voie wnt/β-caténine et possède 

un rôle dans la formation osseuse et la réparation de fractures.  

Nos résultats suggèrent ainsi que la perte osseuse précoce des patients atteints de mucoviscidose 

pourrait être due à une réduction de la formation osseuse par les ostéoblastes portant la F508del 

sur le canal chlorure CFTR découlant d’une dérégulation de la voie de signalisation de la voie 

wnt/β-caténine et se traduisant par une diminution de la production d’OPG et de PGE2. 
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L’utilisation de correcteurs et potentiateurs de CFTR qui ont été montré comme efficace en 

clinique au niveau pulmonaire pourrait être une stratégie thérapeutique intéressante à évaluer 

au niveau du métabolisme osseux.
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1ère partie : 

La maladie osseuse de la mucoviscidose : le correcteur de CFTR, le C18, 
est-il une thérapie envisageable ? 

 

Bien que les atteintes respiratoires et hépatiques soient les principaux facteurs de mortalité de 

la mucoviscidose, l’ostéoporose et le risque de fractures vertébrales et costales liés à la 

mucoviscidose sont devenus des facteurs de comorbidités importants avec l’augmentation de 

l’espérance de vie des patients. L’étiologie de la faible densité minérale osseuse est 

multifactorielle et résulte probablement à la fois d’un défaut de gain osseux durant la puberté 

et d’une perte osseuse plus importante à l’âge adulte. Cependant de récentes études laissent 

supposer que le défaut génétique de CFTR, notamment la mutation F508del présente chez près 

de 80% des patients, pourrait être directement impliqué dans la perte osseuse précoce des 

patients.  

A partir d’explants osseux de côtes de patients portant la mutation F508del nous avons 

précédemment montré que la mutation F508del présente dans les ostéoblastes conduit à une 

dérégulation du ratio des ARNm RANKL/OPG et une diminution important de l’expression de 

la COX-2 ainsi que de la production d’un de ses métabolites, la PGE2, fortement impliqué dans 

le remodelage osseux. Par ailleurs une étude clinique a rapporté que le ratio sérique de 

RANKL/OPG était particulièrement élevé chez des enfants et adolescents atteints de 

mucoviscidose. De nouveaux traitements qui ciblent la mutation F508del via l’utilisation de 

correcteurs et potentiateurs de CFTR sont développés pour traiter l’atteinte pulmonaire dans la 

mucoviscidose. Certaines molécules possédant à la fois les activités correctrices et 

potentiatrices ont montré qu’elles pouvaient partiellement corriger in vitro l’expression et 

l’activité du canal F508del-CFTR à la membrane d’épithélia respiratoires dérivés de patients. 

Une de ces molécules, le C18 (Vertex Pharmaceuticals, Boston) est capable de se fixer à la 

protéine F508del-CFTR et favorise sa conformation active après avoir permis sa synthèse 

(203,204).  

Dans cette étude, nous avons étudié l’efficacité que pouvait présenter cette molécule C18 sur la 

fonctionnalité d’ostéoblastes primaires dérivés de patients atteints de mucoviscidose et portants 

la mutation F508del. Dans un premier temps nous avons évalué l’effet de cette molécule sur la 

restauration de l’activité canal chlorure de la protéine F508del-CFTR. Nous avons ensuite 

analysé si l’addition de C18 pouvait corriger les défauts d’expression de gènes clés du 

remodelage osseux observés dans des ostéoblastes F508del. 
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Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication dans European Respiratory Journal en 

2015. 
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 Les principaux résultats obtenus dans cette seconde étude sont les suivants : 

 

- L’ajout du correcteur et potentiateur C18 dans le milieu de culture des ostéoblastes 

F508del permet de retrouver une fonctionnalité de canal chlorure importante, 

correspondant à environ 85% de l’activité d’ostéoblastes non mutés. Une correction 

similaire a été trouvée avec le correcteur Vx809 (non montré dans l’article). 

 

- La correction de l’activité du canal CFTR dans des ostéoblastes F508del permet de 

diminuer le ratio des ARNm RANKL/OPG qui est augmenté dans ces cellules. 

 

- La correction de la protéine F508del-CFTR permet également de corriger le défaut 

d’expression de COX-2 observé dans les ostéoblastes portant la mutation F508del. Cette 

restauration de l’expression de COX-2 est accompagnée par une amélioration de la 

production de PGE2 qui est un de ces métabolites. 

 

L’ensemble des résultats obtenus permettent de montrer que la molécule C18, dont l’activité 

correctrice et potentiatrice de F508del-CFTR a déjà été montré dans d’autres modèles 

cellulaires respiratoires est également efficace in vitro sur des ostéoblastes primaires humains. 

Une incubation pendant 48h d’ostéoblastes primaires humains porteurs de la mutation F508del  

en présence de C18 permet de retrouver une activité de canal chlorure similaire à des 

ostéoblastes non mutés. De plus, cette activité correctrice s’accompagne d’une régulation de 

l’expression de gènes important du remodelage osseux, qui avaient précédemment été montrés 

comme fortement impactés dans ces cellules : OPG, RANKL et COX-2. Ces résultats suggèrent 

donc que des molécules avec une activité correctrice et potentiatrice, à l’instar de C18, peuvent 

être considérées comme des stratégies thérapeutiques envisageables pour la maladie osseuse de 

mucoviscidose. 
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2ème partie : 
Surexpression de RANKL par les ostéoblastes F508del-CFTR : un 
mécanisme possible de susceptibilité à la pathologie osseuse dans la 

mucoviscidose 
 

La maladie osseuse chez des patients mucoviscidosiques est un facteur de comorbidité 

important de cette pathologie. Les seuls traitements existants aujourd’hui pour pallier à la perte 

osseuse visent à limiter le phénomène de résorption osseuse en inhibant l’action des 

ostéoclastes, mais n’ont montré qu’une efficacité relative. Il est donc nécessaire de comprendre 

les mécanismes physiopathologiques de la perte osseuse associée à la mucoviscidose afin de 

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

Des études cliniques ont mis en évidence chez des patients mucoviscidosiques que, malgré le 

nombre important de précurseurs d’ostéoclastes dans la circulation sanguine durant les phases 

d’exacerbations pulmonaires, la perte osseuse observée chez les patients semble également 

résulter d’un manque de formation osseuse par les ostéoblastes. Dans quelle mesure la mutation 

F508del peut-elle altérer la fonctionnalité des ostéoblastes ? Cette question n’est, aujourd’hui 

encore, pas tranchée 

L’expression de CFTR par les ostéoblastes a été montrée aussi bien dans des modèles murins 

que chez l’homme, mais sa fonction dans le tissu n’est pas encore bien connue. Notre équipe a 

précédemment montré que des ostéoblastes primaires humains portant la mutation F508del 

présentent une perte importante de fonctionnalité du canal CFTR, et que plusieurs gènes clés 

du remodelage osseux dont les gènes codant RANKL et OPG ont une expression altérée. De 

façon intéressante l’utilisation de molécules pharmaceutiques ayant pour but de corriger le 

défaut de CFTR conduit d’une part, à un regain d’activité de ce canal et, d’autre part, normalise 

l’expression des gènes impactés par la mutation.  

Les objectifs de cette étude sont triples : 

 Tout d’abord évaluer l’impact de la mutation F508del sur la voie de signalisation 

RANK/RANKL/OPG, l’expression des gènes étant altérée dans les ostéoblastes primaires 

F508del-CFTR.  

 

 Dans un second temps, nous voulons évaluer l’impact d’un environnement pro-

inflammatoire sur l’activité des ostéoblastes. Pour cela les expérimentations sont réalisées 

dans 3 conditions différentes, une condition dite contrôle sans stimulation qui permet une 
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comparaison entre cellules non mutées et les ostéoblastes F508del-CFTR o avec l’ajout au 

milieu de culture des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α ou IL-17) qui sont souvent 

présentes en concentrations élevées dans le sérum de patients CF.  

 

 Nous avons évalué l’impact de différents correcteurs et potentiateurs de CFTR destiné à 

traiter les patients portant la mutation F508del, à savoir le couple Vx770 et Vx809 

(possédant une autorisation temporaire d’utilisation en France sous le nom Orkambi®) et un 

correcteur et potentiateur de CFTR, le C18.   

 

Les résultats obtenus lors de cette étude ont été publiés dans Journal of Pathology en 2016. 
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Supplementary Materials and methods 

 

Primary osteoblast cultures and treatments 

Trabecular bone explants prepared from rib or sternum fragments harvested from 9 CF 

patients (median age 18 (range 13-37) years; genotypes 8 F508del/Fdel508, one 

F508del/G542X) were collected during lung transplantation. Trabecular bone explants of 

femoral head or tibial tray were also collected from 14 non-CF subjects (median age 60 (range 

28-78) years who underwent trauma surgery, or from rib or sternum fragments of organ donors 

(used as non-CF controls). The bone samples were obtained after written informed consent of 

patients and the approval by our local research ethics committee in accordance with the usual 

ethical legal regulations (Article R 1243-57). All procedures were done in accodance with our 

authorization and registration number DC-2014-2262 given by the National ‘‘Cellule de 

Bioéthique’’. All CF and non-CF primary osteoblasts were obtained by migration from 

trabecular bone fragments (see Figure 1A). The fragments were cut into small pieces, washed 

in phosphate-buffered saline (DPBS, Gibco® - Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) 

containing 1% of penicillin and streptomycin (Gibco® - Thermo Fisher Scientific, Illkirch, 

France) four times for five min, digested in a solution of 0.5% trypsin-EDTA (Gibco®-Thermo 

Fisher Scientific, Illkirch, France) and then in type II collagenase (Sigma Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France). The fragments obtained were placed in 25 cm2 culture flasks containing 

DMEM (Gibco® - Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) supplemented with 20% fetal 

bovine serum (Dutscher, Brumath, France) and 1% of penicillin and streptomycin (Gibco® - 

Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) solution and incubated at 37◦C in a 5% CO2 

humidified atmosphere. When they reached confluency cells were amplified in 75 cm² culture 

flasks at a density of 10,000 cells/cm² and fetal bovine serum medium content is decreased at 

10%. Amplification step is repeated three times. In all experiments cells were used at the fourth 

passage (i.e. a 18-20 wk culture period after the first seeding) and cultured in osteogenic 

differentiation medium composed of the above described medium added with 10 mM of β-

glycerophosphate and 50 mM of ascorbic acid (both from Sigma Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) but without dexamethasone because of its anti-inflammatory properties. For 

each non-CF and CF donor, cells were seeding in two independent wells at 10,000 cells/cm² 

for each condition, and studies of each parameter were realized at least in duplicate. In all 

experiments, cells were starved with culture medium containing 2% of fetal bovine serum for 

24 h. Then cells were treated for 24 h with and without the pro-inflammatory cytokine TNF-α 

or IL-17 (20 ng.ml-1 each, R&D systems, Lille, France). For pharmacological inhibition of CFTR 

chloride channel conductance in non-CF osteoblast, the 24 hours of starvation were followed 

by incubation in 10 M of CFTR-inh 172 (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) for 48 

h ( in 2% FBS culture medium, as we previously showed [42]). After the first 48 h, CFTR-inh172-
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containing culture medium was renewed with or without TNF-α and IL-17 for another 24 h 

incubation period. In other experiments, starved cells were treated with and without CFTR 

correctors (VX-770, VX-809 and C18, 10 M of each, Vertex Pharmaceuticals, Boston, 

Massachusetts) and 2 M 15-d PGJ2 (Cayman chemical, Ann Arbor, Michigan) for 24 h. Then, 

each medium was renewed and added with TNF-α or IL-17 (20 ng.ml-1 each). At the end of 

incubation periods, supernatants were collected and stored at -20°C. Cells were immediately 

freezed at -80°C in cell lysis buffer (50 mM Trizma hydrochloride, 2.5 mM EGTA, 10 mM NaF, 

1 mM PMSF, 2 mM Na3VO4 (all from Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 1 mM 

EDTA, 1% Triton X100 (both from Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) for total protein 

extract, or freshly processed for membrane isolation using a Subcellular Protein Fractionation 

Kit for Cultured Cells (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) accordingly to the 

manufacturer’s instructions. 

 

ELISA measurements 

The levels of production of OPG (in supernatants) and RANKL (in cell lysates or membrane 

extracts) were assessed using DuoSet® ELISA kits (R&D systems, Lille, France) according to 

the manufacturer’s instructions. All results were normalized to the amount of total protein 

content by using the BCA kit (Pierce BCA Protein Assay Kit - Thermo Fisher Scientific, Illkirch, 

France) according to the manufacturer’s instructions.  

 

Alkaline phosphatase (ALP) activity and bone mineralization  

ALP activity and extracellular matrix mineralization, used as markers of osteoblast 

differentiation and maturation were determined at days 7, 14 and 21 after seeding at the fourth-

passage. ALP activity was measured using the p-nitrophenyl phosphate (pNPP) technique. 

Osteoblasts were lysed in an alkaline buffer (0,1 M Tris, 0,06% triton X100 (both from Bio-Rad, 

Marnes-la-Coquette, France), 0.25 M NaCl, 0.02% NaN3 (both from Sigma Aldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France), pH 10.2) and lysate was incubated in a buffer containing pNPP as 

a substrate (aminomethyl propanol 10 mM (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, Illkirch, 

France) MgCl2 2mM (Merck, Fontenay sous bois, France), pNPP 2 mM (Fisher Bioreagents, 

Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France), pH 10.2, 2 h at 37°C. ALP activity in the samples 

hydrolyses pNPP resulting in production of inorganic phosphate and paranitrophenol (PNP) 

and is measured by spectrophotometry at 405 nm using FLUOstar Omega microplate reader 

(BMG Labtech, Champigny sur Marne, France) with a correction of non-specific background 

at 750 nm. In parallel, ALP activity is evaluated with a standard curve based on order 2 dilution 

range of patient’s serum containing a known ALP activity. All results were normalized to the 

amount of total protein content in each well.  
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For extracellular mineralization assays, osteoblasts were fixed in ice-cold ethanol for 1 h then 

washed with deionized water and stained with 2% alizarin red (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) in deionized water for 10 min. Cells were washed 2 times with deionized 

water to eliminate non-specific staining. After imaging on a Zeiss Axiovert 200M inverted 

microscope (Carl Zeiss, Marly le Roi, France) cells were then destained using 1% 

cetylpyridinium chloride monohydrate in 10 mM sodium phosphate (both from Sigma Aldrich, 

Saint-Quentin Fallavier, France) for 30 min at room temperature. The optical density was read 

at 562 nm using FLUOstar Omega microplate reader (BMG Labtech, Champigny sur Marne, 

France) with a correction at 750nm. 

 

Immunofluorescence  

For CFTR immunostaining, non-CF osteoblasts were cultured on glass cover slips until 

confluent state in the osteogenic differentiation medium. Cells were fixed in 4% 

paraformaldehyde (Agar Scientific, Elektron Technology, Cambridge, UK) added with 0.1% 

Triton X100 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) for 5 min in order to permeabilize the cells, 

which were then washed twice with DPBS (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). 

After blocking with 3% BSA (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) in DPBS 

overnight, cells were incubated for 1 h with the mouse IgG2A anti-human CFTR monoclonal 

antibody (clone 24-1, R&D Systems, Lille, France). After washing twice with DPBS cells were 

blocked with BSA 3% for 30 min and then incubated for 30 min with the horse anti-mouse 

biotinylated antibody (diluted at 1/50 in BSA 1%, Vector, Burlingame, California), rinsed in 

DPBS and incubated in a solution of streptavidine-Alexafluor®488 (diluted at 1/200, Molecular 

Probes) for 30 min and rinsed in DPBS. Glass coverslips were finally mounted in Fluorescence 

Mounting Medium (Dako, les Ulis, France).  

For membranous RANKL immunostainings, confluent CF and non-CF osteoblasts with and 

without TNF-α stimulation were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min, without Triton X100, 

then washed twice with DPBS. Cells were blocked for 1 h in BSA 3% before incubation for 1 h 

with the mouse IgG2B anti-human RANKL monoclonal antibody (1/50 diluted in BSA 1%, clone 

70525, R&D Systems, Lille, France). After washing twice with DPBS cells were blocked with 

BSA 3% for 30min and then incubated for 30min with the goat anti-mouse biotinylated antibody 

(diluted at 1/50 in BSA 1%, Vector), rinsed in DPBS and incubated in a solution of streptavidin-

AlexaFluor®488 (diluted at 1/200, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) 

for 30 min and rinsed in DPBS. After rinsing cells, nuclei were counterstained for 5 min with 

DAPI (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). Glass coverslips were finally 

mounted (Fluorescent Mounting Medium, Dako, les Ulis, France). Controls consisting of 

identical procedure without the step of first antibody to assess non-specific background. 
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The immunofluorescence experiments were repeated at least four times under TNF-α 

stimulation. Immunofluorescence images were obtained using a Zeiss Axiovert 200M 

microscope system (Carl Zeiss, Marly le Roi, France). 

 

Transmission electron microscopy 

For ultrastructural microscopy examinations of CF and non-CF osteoblasts, cultured cells were 

detached using trypsin-EDTA (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France), pelleted and 

then fixed in 2.5% glutaraldehyde for 1 h at room temperature. After rinsing, cells were 

embedded in a drop of 5% BSA in dH2O, by addition of 50 µL of 25% glutaraldehyde. They 

were post-fixed in 2% osmium tetroxide for 1 h at 4°C, dehydrated in a graded series of ethanol 

and embedded using an Agar 100 resin kit (Agar Scientific, Elektron Technology, Cambridge, 

UK) following manufacturer’s instructions. Ultrathin sections (70 nm, obtained using a Reichert 

Ultracut E ultramicrotome with a Diatome diamond knife) were examined with a JEOL 2100 

FEG STEM (JEOL, Croissy sur Seine, France) operating at 200 kV.  

 

Statistics  

The significance of the results was first assessed with non-parametric Kruskal-Wallis test 

followed by post-hoc exact, non-parametric, Wilcoxon-Mann-Whitney test (StatXact 7.0, Cytel 

Inc). Stratification was used when appropriate. We used non-parametric statistics owing to a 

lack of normal distribution of the assessed variables. Stratification allowed the impact of donor 

variability to be taken into account. Differences were considered significant at p < 0.05. 
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Les principaux résultats obtenus lors de cette étude sont les suivants : 

- La production de la protéine RANKL est augmentée dans les ostéoblastes F508del. 

RANKL est présent de façon importante dans la membrane cellulaire. 

 

- La stimulation pro-inflammatoire exacerbe la production de RANKL dans les 

ostéoblastes F508del mais ces derniers ne sont pas capables d’augmenter leur 

production d’OPG, notamment en réponse au TNF-α. 

 

- En conséquence, le ratio RANKL/OPG est déséquilibré dans les ostéoblastes F508del 

et ce déséquilibre est aggravé par les conditions pro-inflammatoires. 

 

- L’inhibition pharmacologique de CFTR dans des ostéoblastes normaux entraîne des 

résultats similaires sur les productions d’OPG et de RANKL et, 

 

- L’utilisation du correcteur C18 permet une diminution de la production de RANKL dans 

les ostéoblastes F508del, dans des conditions inflammatoires et non-inflammatoires. 

 

Nos résultats permettent de montrer que la voie RANK/RANKL/OPG est fortement impactée 

dans les ostéoblastes possédant le canal F508del-CFTR. Cette dérégulation conduit à un ratio 

RANKL/OPG augmenté qui pourrait indiquer une favorisation de l’ostéoclastogénèse et donc 

de la résorption osseuse. De plus, alors que la maladie osseuse de la mucoviscidose est souvent 

considérée comme une conséquence des autres symptômes de la maladie et de leurs traitements, 

nos résultats montrent que l’absence de fonctionnalité du canal CFTR a un rôle direct dans ces 

dérégulations même si les mécanismes à l’origine de celles-ci restent à éclaircir. Nous avons 

également montré que l’environnement pro-inflammatoire, caractéristique de la maladie, a 

également un impact sur la fonctionnalité des ostéoblastes F508del et peut aggraver les 

dysfonctionnements observés.  

Enfin nous avons mis en évidence que l’utilisation du correcteur et potentiateur de CFTR, le 

C18, qui est un analogue structural de la molécule Vx809 (Lumacaftor) permet de diminuer la 

production de RANKL et ainsi corriger au moins de façon partielle le ratio RANKL/OPG 

suggérant que ces molécules sont des stratégies thérapeutiques intéressantes. De façon 

étonnante, le couple de molécules Vx770 et Vx809 (Orkambi®) n’a pas montré d’effet 

significatif sur le niveau de production de RANKL. 



Discussion et perspectives 
 

84 
 

DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

 

La maladie osseuse représente un véritable problème de prise en charge du patient CF, jeune et 

adulte. Plus de 50% des patients adultes présentent un phénomène d’ostéopénie ou 

d’ostéoporose (141). Le problème osseux des patients a longtemps été sous-estimé. D’une part 

car l’espérance de vie relativement basse des patients n’en faisait pas un facteur de risque 

majeur, et d’autre part parce que de nombreux cofacteurs liés aux symptômes et à leurs 

traitements pouvaient avoir un impact sur le métabolisme osseux (141,143). Il était donc admis 

qu‘un phénomène de résorption excessive, lié à un nombre élevé de précurseurs ostéoclastiques 

observé durant les phases d’exacerbations pulmonaires était responsable de la maladie osseuse 

associée à la mucoviscidose (CFBD) (158,190). Cependant plusieurs études cliniques, mais 

également fondamentales, ont montré que les mutations du gène CFTR, et notamment la 

mutation F508del, étaient directement impliquées dans la perte osseuse observée chez les 

patients et qu’elles pouvaient être responsables d’un défaut de formation osseuse (152,158). 

Afin de compiler les informations les plus récentes sur ces aspects nous avons, dans le cadre de 

cette thèse, publié une revue intitulée: « Bone disease in cystic fibrosis: new pathogenic insights 

opening novel therapies »  (annexe 1). 

Les deux acteurs cellulaires majeurs du remodelage osseux sont les ostéoblastes et les 

ostéoclastes. Les premiers pour leur capacité de formation, et les seconds pour leur capacité de 

résorption osseuse (3). Ce remodelage osseux assure le renouvellement tissulaire et est finement 

régulé. Des interactions directes ou indirectes entre ostéoblastes et ostéoclastes permettent de 

coordonner l’action de ces deux types cellulaires (89,205,206). Des études basées sur des 

ostéoblastes murins dont le gène CFTR a été déleté ou porte la mutation F508del ont montré 

une dysfonction de la voie wnt/β-caténine (207). De plus un modèle cellulaire d’ostéoblastes 

primaires humains dont l’activité de CFTR a été bloquée de façon pharmacologique montre une 

diminution de la production d’OPG rejoignant l’hypothèse que la voie wnt/β-caténine pourrait 

être impactée par l’absence de fonctionnalité de CFTR (193). L’étude de ces 

« communications », sur la base de modèles cellulaires porteurs de la mutation F508del in vitro, 

est donc nécessaire pour mieux appréhender les mécanismes responsables de la pathologie 

osseuse des patients. 
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 Les ostéoblastes F508del-CFTR 

Les interactions entre le récepteur RANK, présent à la surface des ostéoclastes et leurs 

précurseurs, et RANKL qui est produit par les ostéoblastes, sont primordiales pour la 

différenciation et l’activation des ostéoclastes (58). Les ostéoblastes produisent également un 

antagoniste à RANKL, l’OPG qui permet de limiter l’interaction RANKL/RANK en se fixant 

à RANKL. Ainsi, c’est majoritairement le ratio de ces deux cytokines RANKL/OPG qui va 

permettre une régulation du remodelage osseux (208–210). Dans notre modèle de culture in 

vitro utilisant des ostéoblastes primaires humains, nous avons montré que l’expression des 

gènes ainsi que la production des cytokines RANKL et OPG sont dérégulées dans les 

ostéoblastes F508del-CFTR, entrainant une augmentation du ratio RANKL/OPG aussi bien au 

niveau des ARNm que des protéines. Cette dérégulation, notamment via l’augmentation de la 

production de RANKL, pourrait être à l’origine d’une augmentation de l’ostéoclastogénèse et 

d’une élévation de l’activité de résorption osseuse des ostéoclastes (211–214). Cependant afin 

d’exercer son action pro-ostéoclastogénique RANKL doit être exprimé à la membrane des 

ostéoblastes afin de se lier à RANK (215,216). Dans notre étude nous avons montré que les 

ostéoblastes portant la mutation F508del sur CFTR présentent une expression membranaire de 

RANKL bien plus importante que des ostéoblastes non mutés. 

Dans la mucoviscidose, l’accumulation du mucus dans le tractus respiratoire crée un terrain 

propice aux infections pulmonaires, qui vont devenir récidivantes et entrainer un phénomène 

inflammatoire chronique des voies respiratoires (217,218). Ainsi plusieurs cytokines pro-

inflammatoires vont être trouvées en concentration élevée dans les expectorations, lavages 

broncho-alvéolaires et sérums de patients atteints de mucoviscidose, dont le TNF-α et l’IL-17 

(219–222). De façon générale, un contexte inflammatoire, et plus spécifiquement ces deux 

cytokines, sont connues pour avoir un impact important sur le métabolisme osseux en favorisant 

l’ostéoclastogénèse (223–226). Le TNF-α est une cytokine polymorphique et, dans la 

mucoviscidose, certains génotypes sont associés avec une forte production de cette cytokine et 

une réduction de la densité minérale osseuse (DMO) (227). Dans nos études, nous avons montré 

qu’en la présence de ces deux médiateurs pro-inflammatoires, TNF-α et IL-17, la dérégulation 

du ratio RANKL/OPG est exacerbée dans les ostéoblastes F508del-CFTR. Ce phénomène est 

dû à une augmentation de la production de RANKL, avec une localisation membranaire plus 

importante, et une incapacité à augmenter la production d’OPG en contrepartie. Cette 

observation conforte l’hypothèse d’un lien direct entre la mutation F508del-CFTR, la 

production de RANKL et certaines cytokines pro-inflammatoires comme suggéré dans d’autres 

études (253,224).  
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La forte expression membranaire de RANKL, que nous avons identifiée dans les ostéoblastes 

F508del suggère, une facilitation à l’activation des ostéoclastes et à la résorption osseuse chez 

les patients CF. Une perspective très intéressante à notre travail pourrait-être de neutraliser 

l’effet de la surexpression de RANKL à l’aide d’anticorps spécifiques (Dénosumab, Amgen) 

ou, sur la base d’une étude récente, en utilisant des fragments solubles d’un nouveau récepteur 

à RANKL (228).  

Les cytokines pro-inflammatoires ne sont pas les seuls médiateurs impliqués dans la régulation 

de la triade RANK-RANKL-OPG. En effet, la PGE2 notamment est également fortement 

impliquée dans le métabolisme osseux. Cette prostaglandine est connue pour intervenir à la fois 

sur la résorption et la formation osseuse (73). Son action pro-ostéoclastogène a principalement 

été montrée dans des modèles animaux ou cellulaires murins (229–231) mais est peu décrite 

chez l’homme (232). Dans ces modèles, la PGE2 entraine une augmentation de la production 

de RANKL (230,230) alors qu’un effet opposé (à savoir une action inhibitrice de 

l’ostéoclastogénèse) a été observé chez l’homme (78). Dans notre modèle d’ostéoblastes 

primaires humains, nous avons montré que l’expression du gène codant la COX-2, une enzyme 

permettant la synthèse de la prostaglandine E2 (PGE2), était fortement diminuée dans les 

ostéoblastes portant la mutation F508del. De même, la synthèse de PGE2 était effondrée dans 

les cultures d’ostéoblastes F508del, or, la PGE2 influence également la formation osseuse via 

la voie wnt/β-caténine en régulant l’expression de la sclérostine, un inhibiteur majeur de cette 

voie (76,233,234). Elle favorise ainsi la transcription du gène codant l’OPG contrôlée par la 

translocation de la β-caténine. Cette diminution de synthèse de la PGE2 pourrait expliquer en 

partie les défauts de production d’OPG également observés dans notre modèle.  

Il existe quatre récepteurs connus pour la PGE2, nommés EP1R à EP4R. L’action de la PGE2 

sur la formation osseuse est principalement liée à la signalisation de PGE2 via les récepteurs 

EP2R et EP4R (73,76). L’inhibition de l’ostéoclastogénèse par la PGE2 chez l’homme semble 

médiée par ces même récepteurs (78). Nous avons observé que le profil d’expression des quatre 

récepteurs à la PGE2 était modifié dans les ostéoblastes F508del (résultats non publiés). Nous 

avons ainsi noté que l’expression de tous les récepteurs est diminuée lorsque la cellule porte la 

mutation F508del, l’EP3R étant le plus fortement impacté, ceci pouvant entraîner un défaut de 

signalisation intracellulaire et donc participer au retard de formation osseuse. Ces résultats, 

obtenus à l’échelle transcriptionnelle, doivent cependant être confirmés à l’échelle protéique. Il 

serait également très intéressant d’identifier précisément les acteurs moléculaires en aval des 

récepteurs susceptibles d’être impactés dans le cadre de la mucoviscidose. 
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Les phénomènes de résorption et formation osseuse sont finement régulés et coordonnés afin 

d’assurer l’homéostasie tissulaire osseuse (33). Le ratio RANKL/OPG est un marqueur 

important du remodelage osseux, notamment dans le cas de la réparation de fracture (206). De 

fait l’observation, dans notre modèle, d’un ratio RANKL/OPG élevé suggère une possible 

augmentation de la différenciation et de l’activation des ostéoclastes suivie d’une élévation de 

la résorption osseuse chez les patients CF (235). En réponse à cette activité ostéoclastique 

accrue, le maintien de l’homéostasie nécessiterait idéalement une réponse tissulaire tendant vers 

une augmentation de la synthèse et de la libération de facteurs favorisant l’ostéoblastogénèse. 

Or, la sphingosine 1 phosphate (S1P), synthétisée et sécrétée par les ostéoclastes via l’action 

d’une enzyme, la sphingosine kinase 1 (SPHK1), est un puissant inducteur de la formation 

osseuse et les ostéoblastes sont décrits comme exprimant les récepteurs à la S1P (236). Cette 

dernière active la voie wnt/β-caténine et agit sur la différenciation ostéoblastique et la synthèse 

d’OPG (237,238). La S1P permet également une induction de la COX-2 et stimule ainsi la 

synthèse de PGE2 qui conduit à une augmentation de la production de RANKL (95). Par 

ailleurs, RANKL est un facteur augmentant l’activité de la kinase SPHK1, aboutissant à une 

boucle de régulation entre les ostéoblastes et les ostéoclastes (95). Aussi, nous formulons 

l’hypothèse que le manque de formation osseuse chez les patents CF pourrait être dû, entre 

autres, à un défaut de signalisation par la S1P. Dans la poursuite de ces travaux de thèse, nous 

aimerions donc tester cette hypothèse par l’étude de l’expression des récepteurs à la S1P, et 

évaluer l’effet de cette dernière sur l’activité des ostéoblastes F508del et plus particulièrement 

sur l’évolution du ratio RANKL/OPG et la production de PGE2.  

En plus de l’effet de médiateurs peptidiques et lipidiques à activité autocrine et/ou paracrine, la 

régulation du métabolisme osseux peut également s’opérer directement au cœur des cellules par 

l’action des micro ARN (miRNA) (80). En effet, de nombreux miRNA ont été identifiés dans 

la régulation des facteurs de transcription intervenant dans les différentes périodes de la 

prolifération, différenciation et maturation des ostéoblastes, ainsi que dans certaines 

pathologies osseuses (80,239). Certains de ces miRNA, miR-101 et miR-146a notamment, ont 

été identifiés comme directement impliqués dans la régulation de la signalisation par la voie 

des prostaglandines en limitant l’expression de COX-2 et donc la synthèse de PGE2 (82,83).  

De façon intéressante il a été montré, dans des cellules épithéliales nasales de patients atteints 

de mucoviscidose, que certains miRNA sont surexprimés et que leur inhibition par des 

oligonucléotides bloquant permet une stabilisation de l’expression des ARNm de F508del-

CFTR ainsi qu’une augmentation de sa fonction de canal anionique (240). D’autres équipes ont 

montré des taux élevés des miR-145, -223, et -494 dans des épithélia bronchiques de patients 

porteurs de la mutation F508del, qui sont associés à une réduction de l’expression de CFTR 
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(241). Nos premières données obtenues par un profil miRNome avec la collaboration du 

laboratoire de Génétique de Maladies Rares, EA 7402 Université de Montpellier, indiquent que 

l’expression de plusieurs catégories de miRNA ciblants des gènes de différenciation et de 

maturation ostéoblastique est très différente (soit augmentée, soit diminuée) entre les 

ostéoblastes F508del primaires de patients CF comparés à des ostéoblastes normaux. 

L’expression de certains gènes ostéoblastiques pourrait ainsi être réprimée par une 

surexpression de miRNA, liée à la mutation F508del-CFTR. Aussi, l’inhibition de ces miRNA 

pourrait libérer des facteurs ostéoblastiques capables de corriger la fonction ostéoblastique. 

Nous souhaiterions donc approfondir cette hypothèse via l’étude du rôle de certains miRNA 

dans la pathologie osseuse associée à la mucoviscidose par des méthodes de transfection de 

miRNA ou d’oligonucléotides bloquant.   

Au-delà de toutes ces cibles thérapeutiques potentielles pour corriger la CFBD, notre première 

intention reste de corriger l’activité CFTR dans les ostéoblastes. Aujourd’hui, deux traitements 

pour les patients atteints de mucoviscidose disposent d’une autorisation temporaire 

d’utilisation : Kalydeco®, destiné aux patients portant la mutation G551D, et Orkambi®
, 

proposé aux patients homozygotes pour la mutation F508del. Ces traitements, basés sur des 

molécules correctrices et potentiatrices de CFTR visent à permettre la restauration de la 

synthèse de CFTR malgré les mutations (correcteurs) puis à améliorer son activation après son 

acheminement à la membrane plasmique (potentiateurs) (186,242). La société Vertex 

Pharmaceuticals qui produit déjà les deux premiers traitements disponibles continue de 

concevoir de nouvelles molécules et d’étudier leur efficacité. Ainsi le C18 (un analogue de 

Vx809, Lumacaftor) et Vx661 sont en cours d’étude. De nombreuses autres molécules ont 

montré, à minima in vitro qu’elles possédaient une action correctrice de CFTR, au moins 

partiellement. La molécule N91115, produite par la société Nivalis Therapeutics est notamment 

présentée comme une nouvelle classe de molécule : un stabilisateur de CFTR. Cette molécule 

diminue l’action de chaperonnes qui sont responsables de la dégradation de CFTR. Son 

mécanisme d’action étant différent des correcteurs et potentiateurs de CFTR ; son efficacité a 

été testée en association avec ces molécules et une étude préclinique a permis de montrer que 

le N91115 entraine une amélioration de la fonction de CFTR en association avec des correcteurs 

et potentiateurs de CFTR. Dans une étude clinique, la molécule N91115 a montré qu’elle était 

bien tolérée par les patients et elle est actuellement en cours d’essai clinique de phase 2 en 

association avec Orkambi® (243).  

D’autres molécules ont également montré in vitro une amélioration de l’acheminement de la 

protéine F508del-CFTR à la membrane en limitant sa dégradation par le protéasome. La 

roscovitine par exemple, qui permet également d’améliorer l’activité antibactérienne des 



Discussion et perspectives 
 

89 
 

macrophages et stimuler l’apoptose des neutrophiles, contrôle ainsi à la fois les infections et 

l’inflammation chronique (240). De même, le Miglustat® (Actélion), qui est utilisé dans la 

maladie de Gaucher, est capable d’améliorer in vivo le statut osseux de modèles murins porteurs 

de la mutation F508del-CFTR en améliorant la formation et l’architecture osseuse (201). Sur 

notre modèle d’ostéoblastes mutés F508del-CFTR nous avons montré que l’utilisation de 

molécules correctrices de CFTR (le Vx809 et le C18) permettent de restaurer l’activité de canal 

chlorure de F508del-CFTR ainsi que corriger le ratio des ARNm de RANKL/OPG et 

l’expression de COX-2 de même que la production de PGE2. Dans ce même modèle nous avons 

également montré que l’ajout de C18 qui présente à la fois une activité correctrice et 

potentiatrice de CFTR permet de corriger la production de RANKL des ostéoblastes portant la 

mutation F508del-CFTR en la ramenant à un niveau similaire à celle d’ostéoblastes non mutés. 

Ce résultat n’est cependant pas retrouvé lorsque de l’utilisation du couple de molécules 

correctrices et potentiatrices Vx770 et Vx809, qui sont les principes actifs d’Orkambi®. Bien 

que présenté pour corriger le défaut de CFTR dû à la mutation F508del dans le tissu respiratoire, 

ce couple de molécules semble donc avoir un effet limité sur le métabolisme osseux. De plus 

l’utilisation d’Orkambi® chez les patients homozygotes F508del, bien qu’efficace, présente une 

amélioration plus modeste sur certains paramètres de la pathologie (FEV1, IMC, exacerbations 

pulmonaires) que l’utilisation de Kalydeco® chez les patients portant la mutation G551D 

(187,242). Cela pourrait refléter la nécessité d’une classification plus approfondie des mutations 

causant la mucoviscidose. En effet certaines mutations présentent des caractéristiques de 

plusieurs classes de la classification actuelle. Ainsi la protéine F508del-CFTR qui est 

répertoriée comme une mutation de classe II, car retenue par le réticulum endoplasmique et 

dégradée par le protéasome présente également des spécificités des mutations de classe III et 

de classe IV (245).  

La réduction de la production de RANKL par le correcteur C18 est également présente lors 

d’une stimulation pro-inflammatoire au TNF-α et tend même à être plus marquée. Cela pourrait 

être directement dû à un effet du TNF-α qui a été montré in vitro dans des cellules HeLa et des 

cellules épithéliales bronchiques de patients F508del. Dans ces cellules, sur des temps courts 

tels que ceux que nous utilisons, il a été montré que le TNF-α était capable de permettre 

l’expression membranaire de la protéine F508del-CFTR et de la rendre fonctionnelle (246).  

Cette diminution de la production de RANKL pourrait améliorer le remodelage osseux et ainsi 

restaurer la formation et la qualité osseuse. Une récente étude rétrospective clinique, bien que 

basée sur une petite cohorte de patients, a montré pour la première fois que l’utilisation d’une 

molécule potentiatrice de CFTR chez des patients portant la mutation G551D permet une nette 

amélioration de leur statut osseux, se traduisant notamment par une élévation de leur DMO au 
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niveau des vertèbres lombaires (annexe 2). L’amélioration d’autres symptômes avec le 

potentiateur de CFTR, le Vx770 (Ivacaftor), comme les statuts nutritionnels et respiratoires 

peuvent également avoir un impact sur le métabolisme osseux. Cependant, dans cette étude, ni 

l’indice de masse corporel ni le volume expiratoire maximal en 1 seconde ne sont corrélés avec 

l’amélioration observée de la DMO. De plus pendant la durée du traitement aucun de ces 

patients n’a eu de supplémentation en vitamine D ni de traitements aux biphosphonates ou aux 

hormones sexuelles stéroïdiennes. L’utilisation de molécules correctrices de CFTR chez les 

patients atteints de mucoviscidose semble donc être une stratégie thérapeutique intéressante qui 

nécessite de plus amples investigations.   

 

 Etudes fonctionnelles des ostéoclastes F508del-CFTR 

Afin d’appréhender au mieux les interactions entre les ostéoclastes et les ostéoblastes dans la 

pathologie osseuse associée à la mucoviscidose, nous avons commencé à développer un modèle 

d’étude des ostéoclastes F508del-CFTR. Nos objectifs sont d'analyser l’impact de la mutation 

F508del sur le phénotype des précurseurs ostéoclastiques, la formation puis l'activité de 

résorption osseuse des ostéoclastes matures F508del. Dans la mesure où de plus en plus de 

patients CF auront un traitement avec des correcteurs de CFTR, il devient nécessaire d’évaluer 

les modifications de l’activité des ostéoclastes engendrées par la présence de ces correcteurs. 

Pour cela, nous utiliserons des cellules mononuclées (PBMC) issus du sang périphérique des 

patients CF qui seront différenciées en ostéoclastes in vitro par l’adjonction de M-CSF et 

RANKL (61). 

Une de nos perspectives sera de mettre en place un système de cocultures afin d’appréhender 

au mieux les interactions entre les ostéoblastes et les ostéoclastes qui sont les deux principaux 

acteurs du remodelage osseux. Il sera ainsi intéressant d’étudier la capacité des ostéoblastes 

F508del à induire la différenciation des ostéoclastes et réciproquement. Par ailleurs, une étude 

récente a montré, chez la souris, que les ostéoblastes issus d’os plats (calvaria) entrainent 

l’apparition d’un plus grand nombre d’ostéoclastes que les ostéoblastes issus des os longs (247). 

Or pour la culture d’ostéoblastes, les tissus osseux issus de patients CF que nous récupérons 

habituellement sont des fragments de côtes ou de sternum (os plats) obtenus lors de 

transplantations pulmonaires. Nous voudrions donc évaluer leur capacité à promouvoir 

l’ostéoclastogénèse par rapport à des ostéoblastes venant d’autres sites osseux.  

Ayant observé une dérégulation du ratio RANKL/OPG chez les ostéoblastes F508del, un 

modèle de coculture nous permettrait également d’évaluer l’impact de l’évolution du rapport 
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RANKL/OPG sur la différenciation et l’activation des ostéoclastes F508del en comparaison à 

des ostéoclastes non porteurs de mutations sur le gène CFTR. De plus, la signalisation par la 

S1P modulant la production de RANKL et d’OPG (95,236), elle pourrait participer à la 

dérégulation du ratio de ces deux cytokines. Un défaut de signalisation par la voie S1P pourrait 

ainsi expliquer, au moins partiellement, le découplage entre la formation et la résorption osseuse 

qui est observé chez les patients atteints de mucoviscidose. Il sera donc intéressant de comparer 

la production de S1P par les ostéoclastes F508del avec celle d’ostéoclastes non mutés, 

complétant ainsi l’étude envisagée de la voie de signalisation par le S1P par l’évaluation du 

profil d’expression des récepteurs à la S1P dans les ostéoblastes F508del. 

Enfin, des études sur des interactions entre les ostéoblastes et les ostéoclastes, portant ou non 

la mutation F508del, pourront être complétées par une évaluation de l’impact de correcteurs et 

potentiateurs de CFTR comme le C18 pour lequel une efficacité sur les ostéoblastes F508del a 

déjà été montrée.  

Les perspectives des travaux de cette thèse ont pour but de proposer, à court terme, des 

correcteurs de CFTR permettant de rééquilibrer le remodelage osseux et la formation osseuse 

dans la mucoviscidose. Améliorer le statut osseux permettra d’augmenter la durée et la qualité 

de vie des patients jeunes et adultes atteints de mucoviscidose. 
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ANNEXES 
Annexe 1 : 
Bone disease in cystic fibrosis: new pathogenic insights opening novel therapies  
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Annexe 2  
 

Bone demineralization is improved by ivacaftor in patients with cystic fibrosis carrying the 
p.Gly551Asp mutation 
 

Isabelle Sermet-Gaudelus 1, Martial Delion 2, Isabelle Durieu 3, Jacky Jacquot 2, Dominique 

Hubert 4 

1 INSERM U1151, Service de Pneumo-Pédiatrie, Hopital Necker, Université Paris Sorbonne, Paris. 

France 
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France 
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4 Service de Pneumologie. Hôpital Cochin, Université Paris Sorbonne, Paris. France 

 

Abstract  

Low bone mineral density (BMD) is a common problem in adults with Cystic Fibrosis (CF), the etiology 
of which is multifactorial. In this study, we provide the first evidence that ivacaftor improves BMD in 
CF patients carrying the p.Gly551Asp mutation. Consistently, in vitro experiments with TNF-α-
stimulated primary F508del-CFTR osteoblasts demonstrated that correction of p.Phe508del-CFTR 
markedly decreased RANKL protein production, a major factor of bone résorption. These clinical and 
fundamental observations suggest that rescue of mutated CFTR protein improves bone remodeling and 
support the link between CFTR and bone cell physiology. These findings represent a step forward in the 
development of potential new therapies for CF-related bone disease.  

 

Keywords: Cystic fibrosis; bone density; CFTR corrector; RANKL 

 

1. Introduction 

 

Ivacaftor strongly improves respiratory function and nutritional status in patients with cystic fibrosis 
(CF) carrying gating the p.Gly551Asp gene mutation [1]. This beneficial effect is due to functional 
restoration of the CFTR protein as assessed by the correction of CFTR dependant defective chloride 
transport in sweat glands and nasal epithelium after treatment of patients with ivacaftor [2]. Low bone 
mineral density (BMD) is a common problem in adults with CF, the etiology of which is probably 
multifactorial [3]. Emerging data suggest a direct role of CFTR in bone formation [4,5]. We reviewed 
retrospectively BMD of the lumbar spine in patients treated with ivacaftor to investigate the impact on 
bone mineralization. Moreover, to link molecular CFTR functional restoration to bone cell physiology, 
we studied whether CFTR correction in human primary CF osteoblasts modified the production of the 
receptor activator of NF-kB ligand (RANKL), a major factor involved in the bone résorption. 
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2. Methods 

 

BMD measurements 

Change in BMD was assessed before and after at least 1 year of treatment with ivacaftor by Dual energy 
X-ray absorptiometry (DXA) at the L2-L4 lumbar spine (LS), and expressed as a LS Z-score according 
to local normative data.  

 

Osteoblast primary cultures  

We used a model of primary human osteoblast culture previously established in our laboratory from rib 
bone fragments obtained from CF patients undergoing lung transplants (Professor F Barthes, Hôpital 
Européen Georges Pompidou). Bone samples were obtained after patient informed consent. Primary 
human osteoblasts derived from 14 days-confluent culture were validated according to the main specific 
markers of osteoblastic phenotype as previously reported [6]. Levels of RANKL production were 
assessed in cell lysates using DuoSet® ELISA kits (R&D systems, Lille, France) according to the 
manufacturer’s instructions. They were assessed at basal state or after 24 h incubation with tumour 
necrosis factor alpha (TNF-α) 20 ng/ml, in the presence or absence of 20 µM C18 for 24 hours. C18 is a 
chemical analog of the CFTR corrector VX-809, also known as VRT-534. All the results were 
normalized to the amount of total protein content by using the BCA kit (Pierce BCA Protein Assay Kit 
- Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). 

 

3. Results 

Patients 

Seven patients, all pancreatic insufficient, with a median age of 37 years (26-52 years) had been treated 
for 1 to 3 years with ivacaftor. One patient was p.Gly551Asp homozygous and the 6 others were 
p.Gly551Asp compound heterozygotes either with p.Phe508del (n=3), or p.Ser492Phe, p.Arg347His 
and p.Asp1152His respectively. Those patients displayed different status of disease severity as assessed 
by the Forced Expiratory Volume in one second (FEV1), ranging from 20 to 93% predicted (Table 1). 
All the patients had a normal 25(OH) vitamin D level. 

 

Bone mineralization 

Results are shown in Table 1. LS Z-score improved significantly by a mean of 0.9 (0.1-2.5) after a mean 
of 1.7 years-treatment (p=0.04; Wilcoxon Rank Test). None of the patients had been treated with 
biphosphonates or sex steroid hormone, nor experienced changes in vitamin D supplementation. There 
was no correlation between bone mineralization improvement and genotype (i.e the patient homozygous 
for p.Gly551Asp did not improve better). As expected, treatment with ivacaftor led to significant 
nutritional and respiratory improvements. Increase in bone mineralization was not statistically related 
to changes in respiratory function, weight, antibiotic courses or 25(OH) vitamin D blood level.  
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Table 1 

 

* last evaluation available 

** Wilcoxon test 

 

Primary osteoblasts 

We investigated primary osteoblasts from 5 p.Phe508del homozygous patients [median age 18 (range 
13-37) years]. We assessed the RANKL production in TNF-α stimulated osteoblasts treated for 24 h 
with 20 µM C18 in comparison to non-treated cells (Figure 1). TNF-α stimulation significantly 
increased RANKL production compared to non-stimulated osteoblasts. In the presence of the corrector 
C18, we observed a statistical significant decrease of RANKL production in both basal and TNF-α-
stimulated conditions (p<0.008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  

Relative production of receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) protein after 24 h treatment with 
20 ng/ml TNF-α, in the presence or absence of 20 µM C18 from 14 days-culture of confluent osteoblasts. 
Data were obtained from 5 CF patients homozygous for the p.Phe508del mutation. Each square 
represents one donor value; the red bar represents the median value. * p < 0. 01 versus control, # p < 
0.01 versus + TNF-α. 

 Pre-ivacaftor Post-ivacaftor* p** 

LS Z-score -1.1(0.7) -0.4(0.3) 0.04 

FEV1% predicted 48(9) 59(9) 0.02 

WeightW FEV1% Weight (Kg) 60(2) 64(4) 0.04 

Number of antibiotic courses 1.3(0.4) 1(0.6) 0.4 

25(OH)vit D level (mmol/l) 62(10) 71(8) 0.6 
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4. Discussion 

 

Our findings provide the first evidence that ivacaftor improves CFTR related bone disease in patients 
with the p.Gly551Asp mutation and more generally that restoration of CFTR function can provide 
benefits in bone remodeling.  

 

This improvement can be obviously partly related to the benefits observed in the nutrition and infection 
status of CF patients. However, although we can not exclude a defect in statistical power because of the 
small sample, the fact that the bone mineralization change was not related to BMI nor FEV1 increase, 
suggests that improvement in BMD Z-Score may be linked to a direct effect of ivacaftor on CFTR 
activity in bone cells. This hypothesis is supported by the fact that such considerable improvement in 
bone mineralization has never been reported in CF after clinical improvement alone.  

To investigate further this hypothesis, we assessed the effect of CFTR activity correction in human 
primary osteoblasts. We did not have any bone samples from patients carrying the p.Gly551Asp 
mutation (very few patients in France, and none recently transplanted), but were able to get bone samples 
from p.Phe508del patients.  

Bone metabolism is tightly regulated by a number of growth factors, cytokines, prostaglandins and 
hormones which control both the bone formation and the résorption processes [5-9]. Among those, 
RANKL is one of the main inducer of osteoclast formation and activity and therefore regulates bone 
résorption.  

Our in vitro experiments first show on the one hand an enhanced RANKL production in TNF-α-
stimulated p.Phe508del osteoblasts and thus support a link between the high levels of pro-inflammatory 
cytokines produced during CF exacerbations and bone résorption. This was recently suggested by 
clinical data reporting high serum TNF- production in patients with a decreased bone density [10]. 
Serum levels of RANKL were also found elevated in CF adults, and an increase of production of 
osteoclasts precursors in peripheral blood was found associated with a bone loss during pulmonary 
infections [8] . Very importantly, we show here that the CFTR corrector C18 significantly decreased the 
RANKL protein production, even under pro-inflammatory condition. This result confirms our previous 
observation that C18 reduces RANKL transcript level in resting CF osteoblasts [11].  

Altogether, those results provide evidence for the first time for a physiopathological link between CFTR 
activity, defective osteoblast metabolism [12] and bone résorption activity in CF patients. We previously 
showed in the murine model that pharmacological correction of CFTR, as assessed by cAMP activated 
chloride conductance, led to improved bone formation rate, bone mass and microarchitecture in F508del 
mice, highlighting the interest of such a strategy to reduce bone loss in CF patients [13].  

These clinical and fundamental observations suggest that rescue of mutated CFTR protein improves 
bone remodeling. These findings represent a step forward in the development of potential new therapies 
for CF-related bone disease.  
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CORRECTION DU DÉFICIT OSSEUX DANS LA MUCOVISCIDOSE 

La maladie osseuse est une complication sévère pour les patients atteints de mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF). Les fractures vertébrales et 

costales impactent les capacités pulmonaires et la clairance du mucus bronchique. La meilleure prise en charge des symptômes des patients CF 

a permis l’amélioration de leurs qualité et espérance de vie. Cependant malgré l’optimisation de facteurs impactant le métabolisme osseux 

aucune amélioration notable n’a été observée dans la fragilité osseuse. Plus de 80% des patients CF sont porteurs de la mutation F508del du 

gène CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) sur au moins un allèle. L’implication directe de la mutation F508del dans la 

maladie osseuse a été montrée, bien que son rôle dans le dysfonctionnement du métabolisme osseux reste encore à élucider. Notre travail a 

permis de mettre en évidence que la mutation F508del portée par les ostéoblastes humains est responsable d’une dérégulation importante de 

la voie de signalisation RANK/RANKL/OPG aboutissant à un ratio RANKL/OPG élevé, potentiateur de l’ostéoclastogénèse et de la résorption 

osseuse. Nous avons également mis en évidence que le contexte inflammatoire chronique de la pathologie pourrait exacerber la perte 

osseuse, les cellules CF étant plus sensibles à ces stimulations. Par ailleurs, nous avons montré que l’utilisation de molécules pharmaceutiques 

comme des correcteurs et potentiateurs de CFTR, actuellement utilisés en essais cliniques, permettent une normalisation au moins partielle 

des dérégulations observées des ostéoblastes CF, et apparaissent comme des nouvelles stratégies thérapeutiques. 
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CORRECTION OF BONE LOSS IN CYSTIC FIBROSIS 

Bone disease is a serious complication for patients with Cystic Fibrosis (CF). Rib and vertebral fractures worsen lung function and mucus 
clearance. Better care of CF patient’s symptoms enable an improvement in life quality and expectancy. Despite optimization of factors 
impacting bone metabolism no improvement was observed in bone loss of patients with CF. More than 80% CF patients carried the F508del 
mutation on the CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) gene on at least one allele. The role of the F508del mutation in 
the dysfunction of bone metabolism is yet unclear, but its involvement has been already shown in clinical studies and mouse models.  

Our work shown that F508del mutation on human osteoblasts causes a dysregulation in the RANK/RANK-L/OPG signalling leading to a high 

RANK-L to OPG ratio that may improve osteoclastogenesis, and thus the bone résorption. We also show that chronic inflammatory status of CF 

patients could exacerbate bone loss because of a high sensitivity of osteoblasts with the F508del-CFTR mutation. In addition, we demonstrate 

that the use of drugs as CFTR correctors and potentiators cause an improvement of the dysregulation observed and seems to be a promising 

therapeutic strategy. 
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