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A bréviations
Sutroduction

I) La mucoviscidose
A) Historique
Figure 11 : Distribution géographique de la mucovisidose.

B) Données cliniques
Figure 12 : La mucoviscidose, une maladie polyviscéle.

1) Atteintes pulmonaires
2) Atteintes digestives
3) Atteintes génitales
4) Atteintes endocrines
5) Atteintes musculo-squelettiques
C) Le geneCF
Figure 13 : Les différentes classes de mutations aniveau du geneCF.
1) Classe |
2) Classe |l
3) Classe Il
4) Classe IV
5) Classe V
6) Classe VI
D) La protéine CFTR
1) Biosynthése et maturation

a) Biosynthése
b) maturation

Figure 14 : Processus de biosynthése et de maturafi de la protéine CFTR.

2) Structure prédite
Figure 15 : Schéma représentatif de la structure pédite de la protéine CFTR.

3) Transport intracellulaire

a) RE - appareil de Golgi

b) Appareil de Golgi — membrane plasmique
4) Fonction

a) CFTR, un canal Cl
Figure 16 : Représentation schématique du transportles ions Cl- dans une cellule

épithéliale d’un épithélium sécréteur.

b) CFTR, une protéine de régulation
i) ORCC
i) ENaC
iii) ROMK
iv) Aquaporines
v) Echanges QHCOs

c) Autres fonctions
i) Trafic vésiculaire et fusion des endosomes
ii) Régulation du pH intracellulaire
iii) R6le dans l'infection et I'inflammation
iv) Role dans les jonctions cellulaires

5) Interactions avec d’autres protéines
a) Interactions via la partie N-terminale

b) Interactions via la partie C-terminale

Figure 17 : Alignement des séquences de la partie-terminale de CFTR chez
plusieurs espéces.

Figure 18 : Interactions régulant I'activité de CFTR a la membrane plasmique.

6) Régulation de l'activité canal Cl
Figure 19 : Modéle de la régulation de I'ouvertureet la fermeture ATP-dépendante du canal
CFTR phosphorylé.
7) Dégradation
a) Au niveau du RE
b) Endocytose et recyclage
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c) Réle des protéines chaperonnes
Figure 110 : Principales chaperonnes impliquées da’lERQC.

i) HSP70
i) HSP90
iii) CNX
Figure 111 : Cycle de la calnexine.
Figure 112 : Interaction entre CNX et CFTR.
E) La protéine CFTR-F508del
1) Modifications de la protéine CFTR mutée
a) Modifications topologiques
b) Madifications fonctionnelles

2) Biosynthése de la protéine CFTR-F508del
Figure 113 : Processus de biosynthése et de maturation de la pgéme CFTR-F508del.

3) Maturation artificielle de la protéine CFTR-F508del

4) Localisation de la protéine CFTR-F508del
Figure 114 : Localisation des protéines CFTR sauvage et CFTR-FB@el.

5) Dégradation de la protéine CFTR-F508del
a) La réponse UPR et la protéine CFTR-F508del
b) Les chaperonnes de 'ERQC et la protéine CFTB8HSI
c) Voies impliguées dans la dégradation des preséGFTR

Figure 115 : Modéle des voies de dégradation majeas de CFTR sauvage et mutée

F508del.
II) Les GTPases, ou protéines G

A) Les petites protéines G

Figure 116 : Cycle des protéines G monomériques.

B) Les grosses protéines G

Figure 117 : Transduction du signal par les grosseprotéines G.
1) Les sous-unités @y
2) Les sous-unités @

Figure 118 : Les classes de protéines G hétérotriméues.
Tableau I1 : Classification des sous-unitée des protéines G.

a) La classe Gs
b) La classe Gi
c) La classe Gq
d) La classe G12

Figure 119 : Alignement des séquences ded(s; et Gay; et motifs consensus.
i) Localisation
i) Activation
iii) Désactivation
iv) Fonctions
[II) Les complexes jonctionnels

A) Généralités

Figure 120 : Organisation des structures d'adhérene intercellulaires.

B) La jonction serrée (TJ)

1) Présentation
Figure 121 : Organisation et principales moléculesles jonctions serrées.

2) Principales molécules des jonctions serrées
a) Les claudines
b) L'occludine
c) Les JAM
d) La protéine ZO-1
C) Lajonction adhérente (AJ)

1) Présentation
Figure 122 : La superfamille des cadhérines.

2) Les cadhérines classiques

a) Organisation et assemblage
Figure 123 : Représentation de cadhérines classigse

b) Partenaires cytoplasmiques : les caténines
i) la B-caténine
ii) la y~caténine
i) La caténine p120
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c) La E-cadhérine
d) La P-cadhérine
e) La N-cadhérine

Objectifs

Figure O1 : Les protéines @, et Gays agissent sur de nombreuses protéines.

Figure O2 : Réle des protéines @, et Gaiz dans les complexes jonctionnels des cellules égiiles rénales.

CAtatériel et CMethodes

[) Produits utilisés
II) Biologie moléculaire
A) Les plasmides utilisés
B) Méthodes courantes de biologie moléculaire
1) Purification de fragments d’ADN
2) Digestion
3) Ligation
4) Souche et culture bactérienne
5) Transformation bactérienne
6) Purification d’ADN plasmidique
C) Clonage par réaction de polymérisation en chaine
Tableau M1 : Amorces utilisées pour le clonage deds; et Gas.
D) Mutagénese dirigée
Tableau M2 : Amorces utilisées pour la mutation déSa;; et Gotys.
Figure M1 : Principe de la mutagenése dirigée.

E) Construction des outils moléculaires
Figure M2 : Constructions moléculaires réalisées.

[lI) Culture cellulaire
A) Les lignées utilisées
1) BHK-21
2) COS-7
3) COS-1
4) A549
5) 16HBE140-
6) CFBE41o-
7) CFBE-wt
8) IB3-1
9) S9
10) HEK-293
B) Conditions de culture
C) Repiquage
D) Congélation
E) Déplétion en ATP et en GTP
1) Déplétion en ATP

2) Déplétion en GTP
Figure M3 : Mode d’action du MPA.

IV) Tissus bronchiques humains
V) Expression des protéines recombinantes
A) Transfections stables
1) Transfection stable au phosphate de calcium

2) Stabilisation des cellules transfectées : sélixt par résistance aux

antibiotiques
3) La cytométrie en flux
a) Le principe de I'analyse cytométrique
Figure M4 : Principe d’'un cytometre en flux.
b) Le protocole de I'analyse cytométrique
B) Transfections transitoires

VI) Mesure de la résistance transépithéliale
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Figure M5 : Systéme de mesure de la RTE.

VII) Mesure de l'invasion bactérienne

Figure M6 : Schéma de l'infection de la monocouchee cellules épithéliales sur Transwell palP. aeruginosa
exprimant la GFP.

VIII) Test de blessure

Figure M7 : Principe du test de blessure.

IX) Transfection des ARN interférents
Figure M8 : Principe de l'interférence par ARN.

X) Evaluation du niveau d’expression des ARNm
A) Extraction des ARN totaux
B) Transcription inverse des ARNm
C) PCR guantitative

1) Obtention des gammes étalon
Tableau M3 : Amorces utilisées pour les expériencefe PCR quantitatives.

2) Détermination du niveau d’'expression des ARNm
Figure M9 : Principe de la PCR quantitative.

XI) Imagerie
A) Immunolocalisation cellulaire
1) Principe général
Figure M10 : Principe de I'immunofluorescence indiecte.
2) Protocole d'immunomarquage
3) Microscopie a épifluorescence
4) Microscopie confocale
B) Immunohistochimie
Figure M11 : Principe de I'immunohistochimie.
C) Proximity Ligation Assay
Figure M12 : Principe du « proximity ligation assay».
XII) Techniques biochimiques
A) Méthode de perméabilisation cellulaire et bleeagr anticorps
B) Extraction protéique
C) Immunoprécipitation
D) Fractionnement subcellulaire
1) Centrifugation différentielle
2) Fractionnement subcellulaire sur gradient delgcrose
E) Spectrométrie de masse
F) Mesure de I'activité GTPasique
Tableau M4 : Composition du tampon de mesure de I&ivité GTPasique.
G) Dosage protéique
H) Electrophorése et immunodétection
Tableau M5 : liste des différents anticorps utilisé pour I'étude et de leurs fournisseurs.
I) Marquage métabolique au soufre 35
1) Présentation
2) Protocole

XIII) Statistiques

(Résullats

[) Implication de Gaj, et Ga;; dans la dégradation de la protéine CFTR
sauvage et mutée
A) Identification d'une voie de dégradation déperidadu GTP

1) Mise en évidence dans les cellules BHK
Figure 1 : Effet de I'AIF, et du MPA sur la dégradation de CFTR sauvage et ntée F508del.
2) Mise en évidence dans les cellules épithélialdwonchiques

humaines
Figure 2 : Effet de I'AIF, et du MPA sur la stabilité de CFTR sauvage et mug dans les
cellules HBE et CFBE.

B) La voie de dégradation dépendante du GTP eali$ée au niveau du RE
Figure 3 : Role du GTP et des protéines périphériges du RE dans la dégradation de CFTR508del.
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C) Identification et implication de d3, et Guy; dans la dégradation de CFTR

mutée 144
Figure 4 : Implication des protéines G, et Gos3 dans la voie de dégradation dépendante du GTP. 145
D) Localisation réticulaire des protéines zet Go; 146
1) Caractérisation des différentes constructions deprotéines G, et
Ga13 147
Figure 5 : Expression des protéines €, et Ga;; sauvages et mutées. 148
2) Les protéines @3, et Gaz sont principalement localisées dans le
RE 149
Figure 6 : Localisation des protéines @i, et Gotyz. 150
E) Les protéines &, et Qa3 colocalisent avec la protéine CFTR sauvage et
mutée 152
Figure 7 : Colocalisation de CFTR sauvage et mutéevec les protéines @12, Gay; et la CNX. 153
F) La protéine @, et non @3 interagit avec les protéines chaperonnes
CNX et HSP90 155
Figure 8 : Interaction des protéines CFTR sauvageCFTR-F508del, Gai, et Ga,; avec les protéines
chaperonnes HSP90 et CNX par immunoprécipitation. 156
Figure 9 : Interaction des protéines CFTR sauvageCFTR-F508del, Gu;, et Gayz avec les protéines
chaperonnes HSP90 et CNX par PLA. 158
G) La protéine @, stabilise la protéine CFTR mutée F508del 159
1) Expression transitoire 160
Figure 10 : Effet de I'expression de @i, sur la quantité de CFTR-F508del exprimée de
maniére transitoire dans les cellules COS-7. 160
2) Expression stable 161
H) Implication de HSP9O0 et de la CNX dans la vaeedégradation dépendante
du GTP 161
1) HSP9O stabilise les protéines @, et CFTR-F508del 162
Figure 11 : Effet de HSP9O0 sur la stabilité de @&, CFTR-F508del et CFTR sauvage. 163
2) Une déplétion en GTP stabilise les protéines HSB et CNX 163
Figure 12 : Effet du GTP sur la stabilité des protéhes HSP90 et CNX. 164
3) Le MPA et I'AlF 4 stabilisent l'interaction entre CFTR-F508del et
les protéines chaperonnes 165
Figure 13 : Effet d'inhibiteurs du protéasome, de 'AIF,; et du MPA sur la stabilité de
I'interaction CFTR-chaperonnes. 165
II) Implication de Ga;, et Gaiz dans le contrble des jonctions
intercellulaires : cas de la mucoviscidose 167
A) La résistance transépithéliale pulmonaire ehlecoviscidose 168
Figure 14 : Expression de CFTR et résistance tranp#héliale des cellules HBE, CFBE et CFBE-wt. 169
B) Mauvaise organisation des jonctions cellulaie¢stress du cytosquelette
dans les cellules mucoviscidosiques 170
1) Organisation des jonctions cellulaires 170
Figure 15: Organisation membranaire des protéinegonctionnelles et délocalisation de
I'actine dans les cellules mucoviscidosiques. 171
2) Stress du cytosquelette 172
C) Expression différentielle des protéines jonatiglies dans les cellules saines
et mucoviscidosiques 172
Figure 16 : Expression des protéines jonctionnellegans les cellules HBE, CFBE et CFB#&it. 173
D) Expression différentielle des protéines jonatieiies dans les tissus sains et
mucoviscidosiques 174
Figure 17: Expression des protéines jonctionnelles dans dessgils bronchiques sains ou
mucoviscidosiques. 175
E) Les protéines ZO-1 et E-cad sont rapidementadi&grs dans les cellules
CFBE 176
Figure 18 : Stabilité des protéines E-cad et ZO-1amhs les cellules HBE, CFBE et CFBE-wt. 176
F) Implication des protéinesog; et Goty; 177
1) Implication des protéines G hétérotrimériques 177
Figure 19 : Effet du MPA et de I'AIF, sur le TER des cellules épithéliales. 178
2) Diminution de I'expression de @, et Gay; dans les cellules et tissus
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Figure 21 : Expression et localisation des protéines @3, et Ga,; dans les tissus bronchiques
sains et mucoviscidosiques.

3) Interaction avec ZO-1 et E-cad dans les cellulesines

a) Colocalisation

Figure 22 : Colocalisation des protéines @, et Guy; avec les protéines des
jonctions cellulaires.

b) Interaction

Figure 23 : Interaction des protéines @&, et Ga; avec les protéines jonctionnelles
E-cad et ZO-1.

G) La diminution de l'expression deag et Gois diminue la migration des
cellules CFBE-wt

Figure 24 : Test de la blessure sur les cellulesi#igliales rénales et bronchiques.
H) Une diminution de l'expression deag diminue le TER et favorise
l'invasion de I'épithélium bronchique p&r aeruginosa

A) Réduction du TER par une diminution de I'expres$on de Ca;,

B) Test d'invasion épithéliale parP. aeruginosa

Figure 25 : Effet de la diminution d’expression deGai, ou Gass sur le TER et la résistance a
I'invasion par P. aeruginosa.

SDiscussion - Gonclusions

[) Implication de Gai, et Gaiz dans la dégradation de la protéine CFTR

sauvage et mutée
Figure D1 : Mécanisme possible de I'action de &3, sur la stabilité de CFTR-F508del.

[I) Implication de Ga;, et Gaiz dans le contrble des jonctions

intercellulaires : cas de la mucoviscidose
Figure D2 : Mécanisme possible de I'action de &3, sur la stabilité de CFTR-F508del.
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Abbréviations

°C = Degreé Celsius

B-cat = B-caténine

pCi = MicroCurie

MM = MicroMolaire

Q = Ohm

4PBA = Sodium-4-phénylbutyrate
ABC = ATP Binding Cassette

ABP = Avidine-Biotine-Peroxydase
ACVIlI = Adénylate Cyclase VII

ADN = Acide DesoxyriboNucléique
ADNc = ADN complémentaire

AEZ2 = Anion Exchanger 2

Ahal = Activator of HSP90 ATPase 1
AJ = Jonction adhérente

AIF ; = Fluorure d’aluminium

AM = Anticorps Monoclonal

AMP = Adénosine mono-phosphate
AMPc = AMP cyclique

APC = Adenomatous Polyposis Coli
AQP = Aquaporine

AP-1 = Activator Protein 1

AP-2 = Activator Protein 2

ARN = Acide RiboNucléique

ARNmM = ARN messager

ASIP = Agouti Signaling Protein
ATF6 = Activating Transcription Factor
ATP = Adenosine TriPhosphate

BFA = Brefildine A

BiP = Binding Ig Protein

BSA = Albumine de Sérum Bovin
Ca’* = lon calcium

CAL = CFTR Associated Ligand

CF = Cystic Fibrosis

CFBE = CFBE41o0-

CFP = Cyan Fluorescent Protein
CFTR = Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regula
CHIP = Carboxyl terminus of Hsc70-Interacting Protein
CHOP = C/EBP Homologous Protein
CHX = Cycloheximide

CK = Cycle de Krebs

CI"= lon chlorure

CNX = Calnexine

CO, = Dioxide de carbone

COPI = COat Protein |

COPIl = COat Protein Il

CRT = Calréticuline

CSK = Cytoskeletal

Csp = Cystein string protein

CT = Cycle Treshold

CTX = Toxine cholérique

Cyt = Fraction cytosolique

DAB = DiAminoBenzidine

DAG = DiAcylGlycérol

Dab2 = Protéine Disabled 2

DAPI = 4',6'-diamidino-2-phénylindole
DEPC = DikthylPyroCarbonate
DMSO = DiMéthylSulfOxide

dNTP = DésoxiriboNucléotides TriPhosphate
DO = Densité Optique

DPBS= Dubelco’s Phosphate Buffer Saline
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E-cad = E-cadhérine

EBP50= Ezrin Binding Protein 50 kDa

ECL = Enhanced ChemiLuminescence

EDEM = ER Degradation-Enhancing 1,2-Manosidase-likegino
EDTA = Acide Ethyléne Diamine Tétracétique

elF2a = Eukaryotic Initiation Factor@®

EMT = Epithelial Mesenchymal Transition

ENaC = Epithelial N& Channel

Endo F (ou PNGase F¥ Peptide N-Glycanase F

Endo H = Endoglycosidase H

EPAC = Exchange Protein directly Activated by cAMP
ERAD = Endoplasmic Reticulum Associated Degradation
ERC = Endosomal Recycling Compartment

ERGIC = ER/Golgi Intermediate Compartment

ERM = Domaine de fixation Ezrine/Radixine/Moesine
ERQC = Endoplasmic Reticulum Quality Control
ESAM = Endothelial cell-Selective Adhesion Molecules
FRAP = Fluorescence Recovering After Photobleaching
GA = Geldanamycine

GAP = GTPase Activating Protein

GAPDH = GlycerAldehyde 3-Phosphate DeHydrogenase
GEF = Guanine Exchange Factor

GFP = Green Fluorescent Protein

GIcNAc = N-acétylglucosamines

GPI = Glycosyl-Phosphatidylinositol

GSK = Glycogene Synthase Kinase

GTP = Guanosine TriPhosphate

GTPyS= GTP non-hydrolysable

GTPgs = Systéme de régénération du GTP

H,O = Eau

H,0, = Peroxide d’hydrogéne

HA = Hémagglutinine

HBE = 16HBE14o0-

HSC = Heat Shock Cognate

HSP = Heat Shock Protein

Hz = Hertz

I” =lon iodure

IBMX = 3-isobutyl 1-méthylxanthine

IHC = ImmunoHistoChimie

IMP = Inosine MonoPhosphate

IMPDH = Inosine MonoPhosphate DésHydrogénase
IP = Immunoprécipitation

IP3 = Inositol triphosphate

IRE1p = Inositol-Requiring Enzyme

JAM = Junctional Adhesion Molecules

JMD = JuxtaMembrane Domain

kb = Kilo paire de Base

kDa = Kilo Dalton

KIR = K" Inward Rectifier channel

Lac = Lactacystine

LARG = Leukemia-Associated RhoGEF

LB = Milieu Lysogeny Broth

LDH = Lactacte DésHydrogénase

LEF = Lymphocyte Enhancing Factor

LPA2-R = Récepteur a I'acide lysophosphatidique de type 2
LSB = Laemmli Sample Buffer

Ly = Lysat total

M = Molaire

MDCK = Madin Darby Canine Kidney

MG = MG132
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Mg?* = lon magnésium

Mic = Fraction microsomale enrichie en RE
Mics = Mic décapée

Mito = Fraction mitochondriale

ml = Millilitre

MLC = Chaine légére de la myosine

MMP = Matrix MetalloProteinase

MOI = Multiplicity Of Infection

Mp = Protéines associées a la membrane des Mic
MPA = Acide MycoPhénolique

MV = Mucoviscidose

MVP = Major Vault Protein

MUPP1 = Multi-PDZ Protein 1

Na" = lon sodium

NADH = Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NBD = Domaine de liaison aux nucléotides
NES = Nuclear Export Signal

NFxB = Nuclear FactokB

ng = NanoGramme

NGS = Sérum normal de chévre

NHE-RF = Na/H" Exchanger - Regulatory Factor
NLS = Nuclear Localization Signal

Ny = Fraction nucléaire

Occ= Occludine

ORCC = Outwardly Rectifying Chloride Channel
PAGE = PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
PAR-1 = Récepteur activé par la thrombine
PATJ = PALS1-Associated TJ protein

PBS = Phosphate Buffer Saline

PCR = Réaction de Polymérisation en Chaine
PDI = Protein Disulfide Isomerase

PDZ = PSD-95/Dlg/Z0O-1

PERK = Double-strand RNA-activated Protein kinase-E&® Kinase
PI3K = Phosphatidyl-Inositol 3'-Kinase

PKA = Protein Kinase A

PKC = Protein Kinase C

PLA = Proximity Ligation Assay

PLC = PhosphoLipase de type C

PMSF = PhenylMethylSulfonyl Fluoride
PNGase F (ou Endo FFr Peptide N-Glycanase F
PP2A= Protein Phosphatase 2A

PTX = Toxine pertussique

gPCR = PCR quantitative

R = Domaine Régulateur

RCPG = Récepteurs Couplés aux Protéines G
RE = Réticulum Endoplasmique

RGS = Regulator of G protein Signaling

Rib = Fraction ribosomale

RIPA = RadiolmmunoPrecipitation Assay

RISC = RNA Induced Silencing Complex

RMAL = RING finger protein with a Membrane Anchor 1
ROMK = Renal Outer Medullary Kchannel

ROS = Espéces réactives de I'oxygéne

RTC = Complexe ribosome/translocon

RTE = Résistance TransEpithéliale

SDS= Sodium Dodecyl Sulfate

SDS-PAGE= SDS PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
SNAP-25= SyNaptosomal-Associated Prot@in
SNARE = SNAp REceptor

SOC = Milieu Super Optimized Culture
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SRP = Signal Recognition Particule

Sura = Suramine

SVF = Sérum de Veau Fcetal

Ty = Temps de demi-vie

TA = Température Ambiante

TCA = Acide TrichloroAcétique

TCF = T-Cell Factor

TER = Résistance TransEpithéliale

TGN = TransGolgi Network

TJ = Jonction serrée

TMAO = TriMéthylAmine N-Oxide

TMD = Domaine transmembranaire

TRITC = Tetramethyl Rhodamine Iso ThioCyanate
UGGT = UDP-Glucose GlucosylTransferase
UPR = Unfolded Protein Response

UV = Ultra Violet

VAMP-2 = Vesicle-Associated Membrane Protein 2
VAP = VAMP Associated Protein

VTC = Vesicular Tubular Cluster

wt = Sauvage

XBP-1 = X-box Binding Protein 1

XMP = Xanthine MonoPhosphate

YFP = Yellow Fluorescent Protein

Z0-1 = Zonula Occludens 1
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|) La mucoviscidose
A) Historique

Avec une fréequence d'un porteur sain sur 25 adulsesnucoviscidose (MV), ou
fibrose kystique du pancréas, est la maladie ggmetautosomale récessive la plus répandue
dans les populations Caucasiennes (Girodon-Boul@@msta, 2005). A I'échelle mondiale,
la MV touche en moyenne un enfant sur 2.500 natesafWelshet al, 2001) (Fig. 11). En
France, I'incidence moyenne est de 1/4200, aveermimt une différence entre le nord-ouest
(1/2.500) et le sud-est (1/10.000) (Girodon-Boukr&l Costa, 2005).

France: 1/4200

Canada Europe de I’ouest

3\‘( ;‘_';'_? P i 1 Bretagne:1/1700
: :): delF508 Europe 27% . Nord finistere: 1/377
87% 3 : de Pest

Chine Canada: 1/2600
3 Israel ~ Gs42X Saguenay: 1/902
+ N1303K
Japon
Afrique UK: 1/2400
Irlande: 1/1700

3120+1G-A delF'508 Finlande:1/25000

0
delF508: 38% ) 0% Asie: 1/10000
G542X: 3.5% Amérique Afrique: 1/15000
AufStralié?

du sud

Figure 11 : Distribution géographique de la mucovisidose.
Répartition géographique de la population mucosissique. L'incidence moyenne dans la populationdrae
est d'une naissance sur 2500 avec des variatiaograghiques et ethniques. Les régions les plushémssont
représentées en jaune.

D’apres F. Becq.

C’est en 1936 que le Dr. Guido Fanconi, un pédistiiese, décrit la mucoviscidose
chez des enfants supposés atteints de maladiegoeelgt la nomme fibrose kystique du
pancréas (Fancomit al, 1936). Deux ans plus tard, une pédiatre amégcadnDr. Dorothy
Hansine Andersen considere la maladie comme uité anpart entiere (Andersen, 1938). Le
Dr. Sydney Farber, trouvant la dénomination « cyBbrosis » trop liée a un seul organe,
sous-entendu le pancréas, fit référence a la neaksalis le nom de « mucoviscidosis » en
1943 pour rendre compte de I'état visqueux du mdesspatients (Farber, 1943).

Le mode de transmission est mis en évidence en p@d@\ndersen et Hodges qui

avancent une transmission génétique autosomalssiee§ Andersen & Hodges, 1946).
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C’est en 1953 que le Dr. Paul di Sant’ Agnese neoatr déséquilibre électrolytique
dans la sueur des malades mucoviscidosiques awetenrur fortement augmentée en ions
chlorures (C) et sodium (N§ (Darling et al, 1953; di Sant'/Agneset al, 1953). C’est grace

a cette découverte que le test de la sueur feragparition quelques années plus tard pour

diagnostiquer les malades (Gibson & Cooke, 1959).
Le Dr. Paul Quinton, atteint de la mucoviscidoserasle premier a montrer que

'augmentation des électrolytes dans la sueur @stadl'impermeéabilité aux ions Qlans les

glandes sudoripares (Quinton, 1982, 1983).

B) Données cliniques
La MV est une maladie a atteinte polyviscérale @t la plupart des organes

possédant un épithélium, a savoir la peau, le sysdigestif, 'appareil reproducteur et les
voies respiratoires (Fig. 12). L'atteinte des voiespiratoires constitue la principale cause de
morbidité et de mortalité chez les malades. Le @atg sévérité de la maladie varie en

fonction des mutations et des facteurs environnésenDe Braekeleest al, 1997; Gos®t

al., 2004).

Voies respiratoires
Obstruction et infections chroniques

Foie
Cirrhose de type biliaire

Pancréas
Fibrose et diabéte insulino-dépendant

Intestin gréle

Teus mécomal
Appareil reproducteur
Stérilité

i f L L _ )
i 4 \l {j—— Glandes sudorlpares
fjIL [ | Forte concentration de sel dans la sueur
[ [
! :‘."‘ § j
h_ .J “ ¥
| ¢ W
& | |
/ «i b 'l\
~ i
&%’ s

Figure 12 : La mucoviscidose, une maladie polyviscale.
La mucoviscidose touche plusieurs organes, prifeipant les voies respiratoires.
D’aprés Welsh & Smith, 1995.
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1) Atteintes pulmonaires

Les atteintes pulmonaires sont la cause de méretlitle morbidité la plus importante
dans la MV (Cystic_Fibrosis_Foundation, 2008). l&stdydratation de la surface des voies
aériennes mene a une perturbation de la clairangepcilliaire et par conséquent a une
accumulation et a un épaississement du mucus @fiece des voies aériennes (Knowles &
Boucher, 2002).

Cet épaississement du mucus combiné a linfectiantésienne, principalement
Staphylococcus aureugt Pseudomonas aerugingsaza avoir pour conséquence une
obstruction des voies respiratoires et l'instablatd’une inflammation chronique exacerbée
(Khair et al, 1996; Moskowitzet al, 2008). Ces facteurs seront la cause principal&ade
destruction des tissus pulmonaires qui sera assacife insuffisance respiratoire, qui dans

certains cas peut évoluer vers un cceur pulmondioskowitz et al, 2008; Sharma, 2010).

2) Atteintes digestives

Le premier symptdome est 'iléus méconial, qui s torme d’obstruction intestinale
partielle ou compléte résultant de sécrétions iimales visqueuses (Eggermont & De Boeck,
1991). Ceci provoque des douleurs abdominales ©jues pouvant mener les malades a
I'anorexie (Rosenstein & Langbaum, 1983).

Dans la MV, la perte de la fonction pancréatigueisat dans les premieres années de
vie. Chez I'adulte, le mucus va obstruer les canaancréatiques et entrainer une fibrose du
pancréas (Oppenheimer & Esterly, 1975). L'absemceéatrétion des enzymes digestives qui
en résulte provoque une carence alimentaire essgs®i protéines, et vitamines liposolubles.
Une supplémentation alimentaire doit alors étreereis place.

On observe aussi des atteintes hépatobiliairesgmiévoluer en cirrhose biliaire qui
constituent la seconde cause de mortalité des ewmlagrés les atteintes pulmonaires
(Cystic_Fibrosis_Foundation, 2005).

3) Atteintes génitales
Plus de 95% des hommes atteints de MV sont irdsrtiCette infertilité est le résultat
d'une azoospermie causée par une modification chalcdéférent, qui peut étre absent,
atrophié, ou présentant une fibrose (Kapamal, 1968; Holsclawet al, 1971). Les femmes
sont en général fertiles, bien que quelques cas @vanucus cervical anormal contribuant a

une réduction de leur fertilité aient été rappo(@gpenheimeet al, 1970).
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De plus, un retard de puberté responsable de $adde la fertilité a été observé chez
les malades. Ce retard serait le résultat d'un giigment du systeme hormonal sexuel
(Weyleret al, 1999). Weyler et ses collaborateurs ont en efi@itré que la protéine CFTR
régule la sécrétion de gonadolibérine au niveathgipothalamus (Weyleet al, 1999). Cette
hormone régule elle-méme une voie de signalisalmoutissant au contrdle de la sécrétion

des hormones sexuelles.

4) Atteintes endocrines

Un diabéte insulinodépendant est diagnostiqué @Rezles malades agés de 11 a 17
ans (Cystic_Fibrosis_Foundation, 2006). Il est da &brose du pancréas qui provoque sa
destruction, incluant les cellul@sproductrices d’insuline dans les flots de Langesh@anng,
1996; Hardin et al, 1997). 20% des malades de la MV atteints dunbéta
insulinodépendant présentent des complicationsavesiculaires, a savoir des rétinopathies,
neuropathies et néphropathies (Anderseml, 2006; Schwarzenbergt al, 2007; van den
Berget al, 2008).

5) Atteintes musculo-squelettiques

L’hippocratisme digital, une déformation des doigtsdes ongles due, entre autres, a
des maladies respiratoires chroniques, peut é@ntré chez les malades de la MV (Braude
et al, 1984). Jusqua 15% des patients peuvent développee ostéoartropathie
hypertrophique impliquant la partie distale du féndu tibia, du péroné, du radius, de l'ulna
et de 'hnumérus (Cohest al, 1986). Environ 23,5% des adultes atteints de Mwuffsent
d’ostéoporose et 40% d’'ostéopénie (Netial, 2006; Paccowet al, 2010). Les causes
principales de cette perte de densité osseus& lléeMV sont une carence en vitamine D
(89%), un diabete insulinodépendant (53%), un mdie masse corporel faible (39%) et une
post-transplantation pulmonaire (25%) (Robertsox&donald, 2010).

L’ensemble de ces données anatomopathologiques moose toute la complexité
des atteintes causées par la MV. Traiter un symgtéerait certes une avancée dans le
traitement de la maladie mais d’autres symptomesdsaient tout de suite le dessus. La

thérapie parfaite consisterait donc a viser tosi®fganes touchés.
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C) Le geneCF

Le gene impliqué dans la mucoviscidose a été mévatence en 1989 par les équipes
de Tsui, Collins et Riordan (Kereet al, 1989; Riordaret al, 1989; Rommenst al, 1989).

Il est localisé sur le bras long du chromosomeu7paus q31 (Tsuet al, 1985; Ellsworthet

al., 2000). Ce gene, comportant 27 exons, est afpgdéc Fibrosis (CF)et code pour un
ARN de 6,5 kb, dont 4,4 kb codent pour une glyctgine de 1480 acides aminés nommée
Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regul@lerR) (Keremet al, 1989; Riordan

et al, 1989; Rommenst al, 1989).

Aujourd’hui, plus de 1850 mutations sont recensésurple gene CF
(Cystic_Fibrosis_Mutation_DataBase_Statistics). t€suces mutations, en fonction de leur
effet sur le comportement de la protéine CFTR &bétclassées en six classes (Fig. 13) (Welsh
& Smith, 1993; Haardet al, 1999).

q@ﬁﬁ
Normal I II
Absence de ilité a
5 Arrétde la Régulation Conductance Synthése Insrablh{e B
synthése : 2 e e la membrane
S maturation défectueuse diminuée réduite ;
protéique prlasmigque
Mutation Mutation Mutation Mutation Mutations Délétion du
Non-Sens Faux-Sens Faux-Sens Faux-Sens Faux-Sens C-terminal
Non-Sens
G542X N1303K G551D R117H AA55E T70
Décalage Deélétion Epissage
:;11:22;1 F508del alternatif
3849+10k
394delTT bC? T
Mauvais
épissage
1717-
1G? A

Figure 13 : Les différentes classes de mutations édtifiées au niveau du gen€F.
I'y a 6 classes de mutations au niveau du géRe Chaque classe représente un effet différent sur |
comportement cellulaire de la protéine CFTR.

D’aprés Durie et al., 1999.
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1) Classe I: Mutations affectant la biosynthése de la pra&tdFTR.
Ces mutations impliquent une absence totale oueflartle la protéine CFTR a la
membrane apicale. Ceci peut étre di a l'apparipodmaturée d’'un codon stop dans la
séquence (mutation non-sens, ex : G542X), a urlafeau cadre de lecture (ex : 394delTT),

ou a des mutations entrainant un mauvais épismtaRNm (ex : 1717-1A).

2) Classe IlI: Mutations entrainant un défaut de maturationaderotéine
CFTR.

Dans ce cas, la protéine est synthétisée mais esstgrande partie séquestrée au
niveau du réticulum endoplasmique (RE), ou elleasidement dégradée (Chesigal, 1990;
Ward & Kopito, 1994). Ce sont des mutations faussseu un acide aminé est substitué par
un autre, comme pour la mutation N1303K, ou sup@ricomme pour la mutation F508del.
Cette derniére, correspondant a la délétion denémylalanine en position 508, est la plus
rependue chez les malades et représente envirord@8%lleles mutants du geGe (Kerem
et al, 1989).

3) Classe lll: Mutations ayant pour effet un défaut de régatatie la
protéine CFTR.
Ces mutations affectent la plupart du temps lesailo@s de liaison aux nucléotides,
dont le rble est de réguler I'activité canal @ CFTR. La protéine est synthétisée et présente
au niveau de la membrane apicale, mais ne peuéfpasactivee. Ces mutations sont des

mutations faux-sens (ex : G1244E).

4) Classe IV: Mutations affectant I'activité de la protéine THE

La majeure partie de ces mutations se situent lgardomaines transmembranaires de
la protéine, essentiels a la formation du canabisen Ces mutations sont de type faux-sens
(ex : G314E). La protéine est correctement localis@is présente une activité pouvant étre
treés réduite (Sheppasat al, 1993).

5) Classe V: Mutations touchant la stabilité de TARNm.

Elles se situent sur le promoteur, les sites d&&ge, ou la partie codante du g&te

La biosynthese de CFTR est donc fortement réduite.
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6) Classe VI: Mutations réduisant la stabilit¢ de la proté@ETR a la
membrane plasmique.

Cette classe, qui est la derniere décrite, rassetabl mutations situées sur la partie
C-terminale de la protéine CFTR. Ces mutations aitdeestabilité de CFTR au niveau de la
membrane apicale des cellules épithéliales. Laépreta une activité normale et est
correctement adressée a la membrane apicale, naigst rapidement internalisée, puis
dégradée par les voies lysosomales et protéasoifitd@sdtet al, 1999; Benharougat al,
2001; Sharmat al, 2004).

D) La protéine CFTR

La protéine CFTR est une glycoprotéine de 1480eacidminés avec une masse
moléculaire d’environ 168 kDa (Riordat al, 1989). Elle appartient a la superfamille des
transporteurs ABC (ATP Binding Cassette). Chez fithoe, CFTR est classée dans la sous
famille des ABCC et porte le nom de ABCC7 (FreleKin, 2006).

Les transporteurs ABC sont trés conservés. On ééouve, en effet, chez les
procaryotes comme chez les eucaryotes. Ils ontfpogtion de transporter de maniere active
des molécules telles des lipides, des protéines,sdecharides, des drogues ou des ions
(Higgins & Linton, 2004; Gadsbsgt al, 2006).

1) Biosynthese et maturation

Les protéines membranaires sont toutes synthéteéaiveau du RE, compartiment
primordial au repliement et a la maturation de medéines. L'action combinée de plusieurs
protéines dites « chaperonnes » assure le boremegtit des protéines au niveau du RE. En
effet, elles assurent le réle de senseur du repléndans ce compartiment (Gething &
Sambrook, 1992). Pour la plupart d’entre elles, megéines chaperonnes s’associent a la
chaine polypeptidique naissante et l'aide au repiet tant que celui-ci n’est pas correct. La
sortie du RE est alors régulée par un systeme dédte de qualité dénommé ERQC
(Endoplasmic Reticulum Quality Control) qui empédbherafic des protéines mal repliées et
les dirige vers la dégradation (Ellgaard & Helep2@01).

a) Biosynthése

La biosynthese de la protéine CFTR se produit egtdpes. Tout d’abord, la

transcription du gen€F en ARNm, puis I'épissage de cet ARNm, et pour figa traduction
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en protéine. Cette traduction a lieu au niveau rilessomes se trouvant sur le RE. La
séquence N-terminale de CFTR est linéaire et hydrog, elle est nommeée peptide signal.
C’est ce peptide signal qui va permettre 'ancrdgecomplexe ARNm/ribosoméa le SRP
(Signal Recognition Particule), formant ainsi lemgexe ribosome/translocon (RTC). Le
canal de translocation, constitué de plusieursgpres, fixe ensuite le peptide signal. L'entrée
de la chaine polypeptidique dans le RE ne se tatlgrsqu’elle comporte au moins 70 acides
aminés. La translocation de CFTR est alors initid@s la lumiere du RE, suivie par
I'orientation des boucles cytoplasmiques et parsBrtion des segments transmembranaires
dans la bicouche lipidique du RE (Sadlish & Sk&€Q4).

Le repliement de la protéine CFTR s’effectuera@ ohaniére co-traductionnelle
puisque le domaine N-terminal acquiere une actifotéctionnelle alors que le domaine
C-terminal est encore en cour de synthese au niveaubdsome (Cheret al, 2000).
Cependant, des études plus récentes favorisepolthgse d’'un repliement post-traductionnel
(Chenet al, 2004; Duet al, 2005). Lorsque le repliement de CFTR est achell&acquiére
la conformation de protéine canal par des modiboat post-traductionnelles, ce qui lui
permet de quitter le RE en cas de bon repliemend, &re dirigée vers la voie de dégradation
protéolytiqgue en cas de mauvais repliement. Ert,dffe nombreuses protéines chaperonnes
présentes dans le RE et participant a 'ERQC, corBipe Grp94, ou encore la calnexine
(CNX), sont capable de reconnaitre les domainedéipgees naissants dans leur état
provisoire, assurer leur bon repliement, et leédgant les reconnaitre comme mal repliés et

les diriger vers la dégradation.

b) Maturation

Dans le RE, la protéine CFTR va subir plusieuap&s de glycosylation de maniére
co-traductionnelle. La séquence protéiqgue de CFTdRtient 2 sites potentiels de
N-glycosylation : deux asparagines en position 8990&, présentes au niveau de 4
boucle extracellulaire. Ceci rend possible la Jisation des différents « niveaux » de
maturation de la protéine CFTR par migration surSjeS-PAGE et western-blot (Chemeg
al., 1990; Gregoret al, 1990).

CFTR est en premier lieu synthétisée sous la fadina précurseur non glycosylé
d’environ 130 kDa appelé forme A.

Cette forme A est alors rapidement glycosylée aaani du RE pour donner naissance
a la forme immature de 140 kDa nommée forme B, @mmé core-glycosylée. Pour cela,
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I'oligosaccharide précurseur, une unité de 14 ésidglucidiques comprenant 2
N-acétylglucosamines (GIcNAc), 9 mannoses et 3 gksosst greffé a la chaine
polypeptidique naissante par l'oligosaccharyltrarede. Les deux glucoses terminaux sont
alors immeédiatement enlevés parll;3-glucosidase Il etd’l,2-glucosidase I. Apres un laps
de temps durant lequel la protéine atteint un tedagré de repliement, le dernier glucose est
éliminé par lal,3-glucosidase Il. Cette forme de la protéindhegien mannoses, est sensible a
I'Endoglycosidase H (Endo H) (Lukaes al, 1994; Ward & Kopito, 1994).

Les mannoses sont ensuite remplacés par des glucmmplexes au niveau de
I'appareil de Golgi. Cette derniére étape de glytai®n donne la forme C, forme mature, ou
encore forme complexe-glycosylée de CFTR, de 17@, kibsensible a I'Endo H, mais
sensible a la Peptide N-Glycanase F (PNGase F da En

Glycosylation
complexe
170kDa

30% I 70% Dégradation

| C@%

N-glycosylation
140 kDa RE
Noyau /

Figure 14 : Processus de biosynthése et de maturati de la protéine CFTR.

70% des protéines CFTR nouvellement synthétisées séguestrées au niveau du RE, puis rapidement
dégradées. Les 30% restants sont dirigés versdiapae Golgi pour subir une glycosylation complepuis
quitter I'appareil de Golgi pour la membrane plagpne.

La maturation de la protéine CFTR est un processssinefficace. En effet, seuls

environ 30% de la forme B sont capables de quigtdRE pour I'appareil de Golgi et ainsi
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atteindre la forme C. Les 70% de la forme B restaonht séquestrés au niveau du RE et sont
rapidement dégradés (Fig. 14). Le faible taux deunaéion de CFTR semble étre di a un
processus complexe de repliement impliquant de mneuases interactions intra- et
intermoléculaires. La forme immature de CFTR serpbleséder une conformation altérée par
rapport a la forme mature (Chenal, 2000).

Cette inefficacité de maturation semble étre foamindépendante de la lignée
cellulaire dans laquelle est exprimée CFTR, eumricée par la surexpression de la protéine.
En effet, Varga et collaborateurs ont démontré lggiicacité du processus de maturation de
CFTR peut avoisiner les 100% dans les celluleshélgiies Calu-3 et T84 exprimant
constitutivement CFTR alors gu'il n'est que de 30%ns les systemes d'expression
hétérologues COS-7 et HelLa (Vargaal, 2004).

Il est connu qu’un défaut de glycosylation pewesément diminuer I'expression de
protéines membranaires a la surface cellulaire,amea des maladies graves telles qu'une
rétinite pigmentaire, une hypoglycémie hyperingéiiique persistante ou le syndrome de
craniosténose (Coniet al, 2002; Zhuet al, 2004; Mitraet al, 2006). Le manque de
glycosylation peut retarder le repliement correetpiotéines en les empéchant d’interagir
avec la CNX et/ou la calréticuline (CRT), et atténlkeur stabilité dans de nombreux
compartiments cellulaires, incluant la surfaceuailie (Melikianet al, 1996; Gonget al,
2002; Chenet al, 2006). Mais la base moléculaire de ce défauttdeilge des protéines
membranaires mal repliées n’est pas encore coliere.qu’'une N-glycosylation défectueuse
altére le repliement et la stabilité de CFTR (Haair& Amaral, 2005; Changt al, 2008), le
niveau d’expression de la protéine CFTR compleyeagylée est [égerement réduit dans des
cellules déplétées en CNX (Farinha & Amaral, 200&jyonedaet al, 2008; Rosseet al,
2008), suggérant que le N-glycane ai un role is&que dans la biogenese du canal CFTR.
Une étude récente montre qu’en plus de recrut€NX et promouvoir le repliement de
CFTR en cour de traduction, les core-glycanes amteffet direct sur la maturation
conformationnelle de CFTR dans le RE, et que leglydanes stabilisent la structure de
CFTR (Glozmanet al, 2009). Cette méme étude suggere un rble directNdglycanes,

indépendamment des chaperonnes, dans la vie aaldis protéines membranaires.
2) Structure prédite

Une structure 2D de faible résolution de CFTR esince (Rosenbergt al, 2004),

mais sa structure 3D reste a déterminer.
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Figure 15 : schéma représentatif de la structure pédite de la protéine CFTR.

&

Les parties et représentent respectivement les domaines transraemites (TMD) 1 et 2. Lv
représente la glycosylation au niveau de I§™4boucle extracellulaire.M indique le segment
transmembranaire en héliaeRr représente le domaine régulatedBD (Nucléotide Binding Domain) 1 et 2
correspondent aux domaines de liaison et d’hydeoties|’ATP.

D’aprés Klein et al., 1999

En 1989, Riordan et ses collegues ont proposé tmnetwe tertiaire pour la protéine
CFTR en comparant sa séquence peptidiqgue avecdallres membres de la famille des
ABC (Fig. I5). Selon cette structure, la moléculeETR est composée de 5 domaines. Deux
domaines hydrophobes transmembranaires, les dosn@aM®1 et TMD2 (TransMembrane
Domain), qui comportent chacun 6 segments transmamalves en hélice (M1 a M12),
deux domaines de liaison et d’hydrolyse de I'ATé%, lomaines NBD1 et NBD2 (Nucleotide
Binding Domain), et un domaine de régulation, lendme R, possédant de nombreux site de
phosphorylation par les protéines kinases (PK) & €Riordanet al, 1989; Riordan, 2005).
La protéine CFTR posséde aussi des sites de ghatiosy présents sur le TMD2, entre les
segments transmembranaires M7 et M8 (Fig. 15) (Greiral, 1994). A ce jour, malgré la
présence de certaines structures de CFTR détersnaveae une faible résolution (2D), celle
prédite en 1989 reste la plus acceptée et la diliséa pour l'interprétation de certains
résultats biochimiques et fonctionnels (Rior@éaml, 1989).

En plus de la structure 3D, il existe aussi un tdébacernant I'oligomérisation de la
protéine CFTR. En 2001, Ramjeesingh et collaborataoutenaient I'hnypothese d’une
dimérisation de CFTR (Ramjeesinghal, 2001), alors qu’au méme temps les hypothéses du
monomere et du multimere ont aussi été avancéemn@tfal, 2002; Liet al, 2004).
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3) Transport intracellulaire

a) RE-appareil de Golgi

Les 30% de la protéine CFTR passant la barriertEfRQC sont transportés vers la
membrane plasmique afin d’assurer la fonction dasport des ions CIPour cela, CFTR
doit tout d’abord quitter le RE pour se rendre piad’'appareil de Golgi. L'export hors du
RE se fait par I'intermédiaire de vésicules CORID@t Protein Il) qui bourgeonnent a partir
de la membrane du RE (Schekman & Orci, 1996; W&rad, 2004). Elles sont composées de
protéines recouvrantes Sec23p/Sec24p, Secl3p/Sex3tlp la GTPase Sarl (Kuehn &
Schekman, 1997). Ces vésicules COPII, une foisrdedxees de leurs protéines recouvrantes,
fusionnent par la suite avec un complexe tulvélsiculaire appelé ERGIC (ER/Golgi
Intermediate Compartment) ou VTC (Vesicular Tubu@uster), situé du cot€is de
I'appareil de Golgi (Aridoret al, 1995). Ce complexe est caractérisé par la présdinme
protéine transmembranaire non glycosylée de 53 :KBRGIC53 (p53/p58), protéine de
liaison aux vésicules impliquées dans le transpitiappareil de Golgi de la majorité des
protéines transmembranaires, de p63 et de la dgetéx (Schweizeet al, 1993; Pelham,
1997). Bien gu’une colocalisation ai été observiteeeERGIC53 et CFTR-F508del (Gilbert
et al, 1998), aucune interaction entre les protéinesRC&duvage et ERGIC53 n’a été décrite.

Pour que CFTR puisse quitter le RE, il faut qu’'sggquence signal d’export composée
principalement de deux acides aspartiques situgosition 565 et 567 (YRAD) et exposés
a la surface de NBD1, soit reconnue par des menaoresmplexe COPII (Lewist al, 2004;
Wang et al, 2004). De plus, la mutation de la séquenceDAR en YKAAA entraine la
rétention de CFTR dans le RE (Waetgal, 2004). Riordan et collaborateurs ont aussi montré
gu'il existe au niveau de CFTR des séquences deRYR impliquées dans la rétention dans
le RE des protéines mal repliééSRQRY, *RYR*® *>*RAR>® et “RRR’®° (Riordanet al,
1989). Il semblerait que ces motifs empéchentadesport du RE vers I'appareil de Golgi, et
la mutation de ceux-ci, particulieremeffRQR* et ***RAR®> permet de restaurer ce
transport (Changet al, 1999; Hegedugt al, 2006). Il est probable que dans le cas de la
protéine CFTR sauvage, ces sites soient masquas, @lie le mauvais repliement de la
protéine CFTR-F508del rend ces sites accessibles.

Un transport rétrograde de CFTR de 'appareil adgiGvers le REvia des vésicules
de type COPI a aussi été mis en évidence (Banaykh 2000; Hegedust al, 2006).

Il existe en réalité deux voies d’adressage de&cpbur I'export de CFTR du RE (Yoo

et al, 2002). La premiére, dite conventionnelle, esvdge classique d’acheminement de
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CFTR a travers I'appareil de Golgi, qui consisteuantransfert progressif du compartiment
cis- vers le compartimerttans-Golgi, avec au passage une glycosylation de typeptexe
(forme mature) (Wangt al, 2004). La seconde, dite non conventionnelle, igue quant a
elle un transport vésiculaire direct entre le REeatompartimentrans-Golgien (Yooet al,
2002). Cette voie non conventionnelle est en ac@wec I'observation de Bannykh et
collaborateurs selon laquelle CFTR est faiblemertumulée dans l'appareil de Golgi
(Bannykhet al, 2000).

b) Appareil de Golgi-membrane plasmique

Le transport de la protéine CFTR de I'appareilGiggi vers la membrane plasmique
reste assez mal connu. Cependant, on sait qu'dssée des interactions protéine-proteine,
particulieremenvia la séquence DTRL se trouvant sur la partie C-tesieide CFTR et des
protéines a domaine PDZ (PSD-95/DIg/Z0O-1) (Chehgl, 2002). La compétition entre les
protéines & domaine PDZ NHE-RF1 (W4'-Exchanger Protein Factor) et CAL (CFTR
Associated Ligand) semble étre trés importanteefi@t, I'interaction entre CFTR et CAL
favorise la séquestration de CFTR a l'intérieurlaeellule alors que son interaction avec
NHE-RF1 favorise son adressage a la membrane glasniChenget al, 2002; Chengpt al,
2004). Cependant, d’autres études ont montré @isdnce de la séquence DTRL au niveau
de la partie C-terminale de CFTR induit une disstimn des protéines NHE-RF1 et CFTR
sans toutefois avoir d’incidence significative sarlocalisation apicale de cette derniére
(Benharougaet al, 2003; Ostedgaaret al, 2003).

Ces résultats suggerent I'existence d’autres sigiae la séquence DTRL impliqués

dans lI'adressage de CFTR de l'appareil de Golg \&emembrane plasmique.

4) Fonction
La protéine CFTR assure plusieurs roles distir@sst un canal ionique permettant la
sécrétion des ions QlAndersonret al, 1991; Beaet al, 1991; Tabchararet al, 1991), mais
c’est aussi une protéine régulatrice de la foncti@utres canaux ioniques (Schwiebetral,
1999; Barriereet al, 2009). CFTR est aussi capable de transportertrésaumolécules et
d’intervenir dans la régulation du pH intracelluéa{Barriereet al, 2009).
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a) CFTR, un canal ClI

Dans un épithélium sécréteur, I'absorption de’ Ma la sécrétion de Thkont les

éléments majeurs de la fonction épithéliale. Daes épithélia, le flux se fait du pdle
basolatéral vers la lumiere. La force motrice ngaies au transport secondaire actif d’ions Cl
est produite par la pompe M&*-ATPase. Les ions Céntrent par la membrane basolatérale
grace a des co-transporteurs de typé/K#2CI et sortent du coté apical par diffusion

passive a travers les canaux (€lg. 16).

Cr Pole apical

)

N

l O Canaux CI-
@D NaK-ATPase

«@» co-transporteur Na*/K*CI-

RE .’ Canaux K*

Noyau
I Jonctions serrées

Golgi

K+ 2CT o0

L |
Pdle basal

3Na* K*

Figure 16 : Représentation schématique du transporties ions Cldans une cellule épithéliale.
Les ions chlorures entrent dans la cellule padle pasavia le co-transporteur N&*/CI” et en ressortent par le
pole apicale via les canaux Giomme CFTR.

Modifié d'aprés McCann & Welsh, 1990.

Parmi ces canaux, il y a la protéine CFTR, candbCalisé au niveau de la membrane
apicale de plusieurs épithélia tels que I'intedes, glandes salivaires, le pancréas et les voies
respiratoires (Crawfordt al, 1991; Denninget al, 1992b).

En 1983, Quinton a démontré que le transport d’'©hsiépendant de 'AMPc et de la
PKA n’est pas détectable au niveau de la membraieala des cellules épithéliales
provenant de malades mucoviscidosiques (Quinto83)1Peux ans apres la découverte du
géne responsable de la MV, Anderson et ses coddms ont mis en évidence le role de
CFTR comme canal Ckensible a 'TAMPc en mutant les deux lysines (365) sensées
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influencer la ségquence de perméabilité aux halagén{Andersoret al, 1991). Bear et ses
collaborateurs ont montré que la conductance weitaéii canal CFTR est d’environ 7 pS
(Bearet al, 1992).

La sélectivité ionique de CFTR est due majoritagatnaux acides aminés charges
positivement présents dans les TMD1 et TMD6 (Akabtasl, 1994; Cheung & Akabas,
1996, 1997; Akabas, 2000; Smith al, 2001; Linsdell, 2006). CFTR est trés spécifiqug a
anions mais la sélectivité entre les halogénuresres faible et s’établie de cette maniere :
Br>CI'>I'>F (Andersonet al, 1991). CFTR a aussi été montré comme eétant oapbl
laisser passer plusieurs anions simultanément,mpie des anions polyatomiques avec la
séquence de perméabilité suivante :3sIROI'>HCO; >HCOO>CH3;COO (Tabcharankt al,
1993; Linsdellet al, 2000). Le canal CFTR semble également étre pdrmea glutathion,
un tripeptide impliqgué dans la protection cellldatontre les espéces réactives de I'oxygene
(ROS) (Rounet al, 1993; Kogaret al, 2003).

b) CFTR, une protéine de régulation

Le nom « Transmembrane conductance Regulator »édania protéine CFTR était
basé sur le classement de nombreuses anomaliesiragles épithélia mucoviscidosiques,
incluant une régulation altérée d’autres canauxt€lque 'ORCC (Outwardly Rectifying
Chloride Channel) (Gabrigdt al, 1993) ou encore une hyperabsorption des ionsuisogar
le canal N4 sensible a I'amiloride, TENaC (Epithelial N&hannel) (Knowlest al, 1981;
Quinton, 1983; Bouchest al, 1986; Stutt®t al, 1995). La perte de I'activité de transport des
ions CI, qui pourrait étre indirectement impliqguée dansgrdmsport d’eau et d’ions (Quinton,
1983; Andersoret al, 1991; Bearet al, 1991), n'étant pas suffisante pour expliquer les
disfonctionnements épithéliaux observés dans ledeal MV, I'hypothése d’'une fonction
régulatrice a été émise. Ces modeles de régulgdmnCFTR sont surtout basés sur son
appartenance a la superfamille des ABC et sur gacda a fixer des protéines contenant des
domaines PDZ (Shodt al, 1998).

i) ORCC
Il est bien établit, depuis 1983, que la MV est @émegrande partie a un défaut de
transport des ions Ch travers les cellules épithéliales (Quinton, )9830RCC a été
incriminé dans la maladie a cause de sa fonctioald@ régulée par TAMPc et du fait qu'il

soit inactif chez les personnes atteintes de MV.effet, 'ORCC est impliqué dans la
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conductance membranaire et ne fonctionne qu’erepoésde la protéine CFTR (Schwiebert
et al, 1994). CFTR régule 'ORCglia des kinases, par un mécanisme autocrine/paraguine
implique le transport, controlé par CFTR d’ATP ddesmilieu extracellulaire. L'ATP va
alors se lier aux récepteurs purinergiques P2R stimuler TORCC (Schwiebest al, 1995).
L’activité de 'ORCC est fortement augmentée erspnee de PKA, de PKC et d’'ATP, alors
gu'’il nest pas directement activé par ces compdsaprotéine CFTR fonctionnelle est donc
tres importante pour l'activité maximale de ce ¢d@mbrielet al, 1993; Jovowet al, 1995;
Schwiebertet al, 1998). L’étude de la régulation de 'ORCC paféatiéntes molécules CFTR
tronquées a permis de montrer que les domained=d&® @écessaires au transport des ions
CI" et a la régulation d’autres protéines ne sontlpasnémes. En effet, la partie de CFTR
composée de TMD1-NBD1-R (TNR-CFTR) a une perméabiiux ions Cl et régule
I'ORCC via I'export d’ATP, alors que le domaine TMD1 seul péde une activité canal Cl
mais n’a pas d’activité régulatrice sur TORCC,qté laisse penser que ce sont les domaines
NBD1 et R de la protéine CFTR qui seraient implgjuans la régulation de 'ORCC
(Schwiebertet al, 1998). Il a été montré que le glibenclamide iehibctivité d’ORCC dans
les patchs excisés seulement quand CFTR est aqssné (Julienet al, 1999). L’hypothese
avancée est que le glibenclamide affecterait Vaétides transporteurs localisés autour de la
protéine CFTR en se liant a cette derniere. Les @net le glibenclamide pourraient rentrer

en compétition pour un méme site (Sheppard & Rainin$997).

i) ENaC
Le canal ENaC sensible a I'amiloride assure I'apson des ions Naa travers la
membrane apicale des cellules épithéliales. Danégdéhélia de malades de MV, I'absorption
accrue d'ions Naest décrite depuis longtemps (Knowtdsal, 1983; Boucheet al, 1986).
L’absence de CFTR a la membrane apicale entraiméfeinune augmentation de I'absorption
de Nd sensible a TAMPc. Ce phénoméne est certaineméri th levée de l'inhibition de
'ENaC par CFTR (Stuttst al, 1995). Le canal ENaC est activé par TAMPc ePkKA dans
les cellules MDCK ainsi que dans les fibroblastessduris. En revanche, il est insensible
lorsqu’il est exprimé dans les ovocytes de Xénamequi suggere que la régulation par
'AMPc nécessite des protéines régulatrices aduitedles. En revanche, si ENaC est co-
exprimé avec la protéine CFTR, I'effet de 'AMP¢ gw/ersé, se traduisant par I'activation de
CFTR tout en maintenant I'inhibition d’ENaC (Madt al, 1996; Chaboet al, 1999). ENaC
et CFTR étant naturellement co-exprimés dans leseaé&ellules épithéliales, la conductance
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Na" peut étre inhibée par l'activation de CFTR aveme® conséquence d’une part la

diminution de l'absorption en électrolyte et d'autpart l'inversion du flux de NacCl.
L’inhibition d’ENaC par CFTR dans les épithélia deses respiratoires (Maét al, 1998) et

du colon (Mallet al, 1999) reflete I'importance du mécanisme par |edgs voies peuvent

passer de I'absorption a la sécrétion.

Les bases moléculaires de la régulation négatiENaC par CFTR sont trés

controversées. A ce jour, quatre hypotheses existen

CFTR serait un partenaire d’interaction direct @uwu plusieurs sous-unités
d’ENaC. Des études de double hybride ont montré dae partie
carboxyterminale d’ENaC peut interagir avec les domain&DN et R de
CFTR (Kunzelmanret al, 1997). Des expériences de troncation ont aussi
démontré que NBD1 est essentiel a la régulatiomthégd’ENaC (Schreiber
et al, 1999a). De plus, l'interaction entre CFTR et ENe<t rompue par la
mutation G551D, située dans le domaine NBD1 dedéme CFTR (Stuttst

al., 1995).

Comme dans le cas de la régulation dORCC, CFTRitsenpliqué dans
'export de I'ATP intracellulaire. Ce dernier poaitr en effet inhiber le
transport transépithélial de Npar I'activation de la phospholipase C et de la
PKC liée au récepteur purinergique P2R (Schregbat, 1999a).

Les canaux CFTR et ENaC n’interagiraient pas d#reent entre eux et la
régulation se ferait par couplage électrochimigu&ctivation de CFTR
modifierait le potentiel membranaire, altérantllexfd’'ions Na (Nagelet al,
2001).

CFTR et ENaC interagiraienia des éléments associés a la membrane et au
cytosquelette. C’est cette interaction indirecté mpprmettrait a CFTRyia la
PKA, d'interférer avec la régulation d’ENaC. Le radisme exact reste a
déterminer mais il a été montré que les canaux CEJ#&htiello, 1996) et
ENaC (Berdiewt al, 1996) sont affectés par les interactions avepietines

du cytosquelette, comme l'actine. L'expression afale d'une protéine
régulatrice ou d’'une protéine liant CFTR ou ENaGwwsquelette permettrait
ainsi d’expliquer la régulation tissue spécifigueNaC par CFTR. L’actine
pourrait étre une de ces protéines (Schwiebtrl, 1999). Une étude plus
récente a conforté cette hypothése en montrants das cellules MDCKI
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stablement transfectées par ENaC et CFTR, que GE§&#e non seulement
I'activité d’ENaC mais aussi sa stabilité a la meanle plasmique (Let al,
2007).

Si dans les épithélia respiratoires et intestindagtivité d’ENaC est inhibée par
CFTR, des études ont montré que dans les glandaarigares, épithélium purement
absorbant, I'activité d’ENaC dépend de CFTR et aemgpen avec 'activité de CFTR (Reddy &
Quinton, 2003). Ni la phosphorylation, ni 'ATP, sent nécessaires a I'activation d’ENaC
par CFTR mais cette activation requiére la foncttanal Cl de CFTR. Les auteurs ont de
plus démontré que l'activation d’ENaC n’est pas dUBAMPc ou aux protéines G mais a la
fonction canal Clde CFTR (Reddy & Quinton, 2005).

Il semblerait donc que la direction du couranti@luence le mécanisme d’interaction
entre CFTR et ENaC puisque ENaC est activé lorgegiéons Cl sont absorbés, alors qu'il

est inhibé lorsque les ions ' @bnt sécrétés.

i) ROMK

C’est une famille de canaux nommés KIR (Kward Rectifier channel) qui assure la
sécrétion des ions'KElle comprend les canauxig, les canaux KIR6.x et les canaux rénaux
ROMK (Renal Outer Medullary Kchannel) 1, 2 et 3. Les canaux ROMK intervienrdarts
le recyclage du Kau niveau de la membrane apicale des cellulebddipiles rénales. Mais
des canaux similaires ont aussi été retrouvés\aaunides voies respiratoires (Loussougrn
al., 1996).

Un grand nombre de facteurs, tels le pH intratahe, les niveaux d’ATP intra- et
extracellulaires et les molécules sulfonyluréesibégiclamide, tolbutamide), régulent
I'expression et la fonction de ROMK. D’autres trpodeurs ABC, les récepteurs aux
sulfonylurées SUR1 et SUR2, conferent généralehaesgnsibilité au glibenclamide du canal
Katp €t augmentent I'interaction ATP-dépendante emsesbus unités KIR6.x (Inagadd al,
1995).

Cependant, I'absence de sous-unité SUR dans learsiggéré la présence d’'un autre
élément régulateur pour ces canaux, probablemenRGfui est surexprimé dans cet organe
(Aguilar-Bryanet al, 1995; Benharouget al, 1996; Moralest al, 1996; Benharouget al,
1997).In vitro, des études suggerent que CFTR est nécessaingibition de ROMK par le
glibenclamide et I'ATP cytosolique (Ruknudat al, 1998). Les études concernant I'effet de
CFTR sur la fonction de ROMK laissent penser d'pag que cet effet nécessite le TMD1, le
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NBD1 et le domaine R de CFTR (McNicholetsal, 1996; Cahillet al, 2000), et d’autre part
que linteraction de ces protéines se fait via plegéines a domaine PDZ, comme NHE-RF
(Yoo et al, 2004).

L’équipe d’Hebert a de plus démontré que la pnatdCFTR située a la membrane
plasmique confére la sensibilité de ROMK a I'ATmsé#e rein de souris (Let al, 2006).

L’ensemble de ces données permet de penser gterdation entre ROMK et CFTR
est similaire a ce qui a déja été observé powrdaaux Krp, a savoir un modele général pour
la régulation des canaux ‘Kpar les transporteurs ABC, avec comme différenae q
I'interaction entre ROMK et CFTR n’est pas direatais fait probablement intervenir des

protéines intermédiaires, comme NHE-RF @twal, 2006).

Iv) Aquaporines

Les aquaporines (AQP) sont une classe de protémeesbranaires, constituées de 6
hélicesa transmembranaires, formant un pore facilitantdagport bidirectionnel de I'eau a
travers les membranes (Agre, 2006). Les AQPs sopliquées dans plusieurs fonctions de
I'épithélium (Verkman, 2005). Une différence de rpénbilité a I'eau aprés I'activation de
CFTR par 'AMPc dans les ovocytes de xénope suggeee CFTR pourrait étre impliqué
dans la régulation d’'un ou plusieurs canaux trariapb I'eau (Schreibeet al, 1997). La
méme équipe a montré deux ans plus tard que cé @aitd’ AQP3 (Schreibeet al, 1999b).
Bien que dans [I'épithélium pulmonaire, 'AMPc indeai l'internalisation de I'AQPS5,
I'activation de la perméabilité a I'eau dépendadee CFTR n’a toutefois pas encore été
déemontrée dans les cellules des voies aérienneisdifPentet al, 2008).

L’AQP9 de I'épididyme de rat cotransfectée avec BRIans des ovocytes de xénope
entraine une augmentation de la perméabilité al'etil semble que le domaine NBD1 de
CFTR soit essentiel a cette activité (Cheenagl, 2003). Dans I'épididyme de rat, 'AQP9
colocalise avec CFTR et NHE-RF1 ; CFTR est paeaii un régulateur important de 'AQP9
et l'interaction entre CFTR, NHE-RF1 et AQP9 faeili'activation de 'AQP9 par 'AMPc
(Pietrementet al, 2008). Les aquaporines 1 et 5 ont aussi été alidées avec CFTR dans
les cellules pancréatiques humaines (Burghatdtl, 2003) et dans les cholangiocytes
(cellules hépatiques du canal biliaire) ou AQPlocalise aussi avec I'échangeur d’anion
AE2 (Anion Exchanger 2) (Banalest al, 2006). Ces cellules épithéliales permettent la
dilution et l'alcalinisation de la bile. CFTR jowtr donc un rdle important dans ces processus
via son activation AMPc-dépendante, permettant laétiécr de Cl et de HCQ. En effet,
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dans les cholangiocytes, 'AMPc induit un traficoodonné de vésicules contenant AE2,
AQP1 et CFTR vers la membrane luminale, assurasi an mouvement passif d’eau et de
bicarbonate (Banalext al, 2006).

CFTR et les AQPs interagissent aussi dans I'éjnitnéde la cornée. Le transport de
fluide implique généralement un transport secoedaént actif de Clcréant le gradient
osmotique nécessaire au transport transépithébal'ehu (Hamann, 2002). Les profils
d’expression de CFTR et des AQPs dans I'épithélderma rétine et de la cornée laissent
penser qu’'elles sont impliquées dans la réegulatiorolume des fluides aqueux, des larmes,
ainsi que de la pression locale (Da & Verkman, 20@4mportance de CFTR dans le
transport d’eawia les AQPs est confirmé par le fait que les patiantgoviscidosiques
souffrent parfois d’cedemes cornéens, d’altératie’tdydratation de la surface de I'ceil, ou
de décollement de la rétine (Castagial, 2001). Reigada et Mitchell ont montré en 2005
qgue le canal CFTR est fonctionnel dans I'épithélidenla cornée et de la rétine (Reigada &
Mitchell, 2005). La régulation de la sécrétion aetdes ions Clet de I'absorption des ions
Na" détermine la sécrétion d’eau et de larmes. Cepgndgamode d’interaction entre CFTR
et les AQPs n’est pas encore bien défini. En peuBAMPCc qui permet d’activer les AQPs et
CFTR, des études ont démontré que les GTPasesdrabm moduler la fonction de CFTR,
d’ENaC, et des AQP (Saxena & Kaur, 2006a, b; Sareab 2006a; Saxenet al, 2006Db).

v) Echanges QHCOys

Les ions bicarbonate (HG® ont un rOle important dans le maintient du pH
intracellulaire. La sécrétion de H@(peut étre assurée par le couplage de CFTR et d’'un
échangeur CHCO; (ou d'un canal HC®) ou par CFTR lui-méme (Seidlet al, 1997;
Reddy et al, 2001). La protéine CFTR régule un échangdHCIO; dans les cellules
surexprimant CFTR (comme les NBT3 ou les HEK-293) ainsi que dans les tissus
exprimant CFTR de maniére endogéene, comme les dsnpancréatiques, ou encore les
duodéna de rat et de lapin (Lekal, 1999b; Leeet al, 1999c; Choiet al, 2001). Le canal
CFTR a une conductance aux ions HC@ celle-ci est abolie lorsque CFTR est inactif ou
absent de la membrane apicale (Redtlyl, 2001). Ceci suggére un réle des ions HCO
dans la MV. L'absence d’alcalinisation du suc paatique conduisant a I'activation précoce
d’enzymes digestives qui détruisent le pancréaks peurrait expliquer les insuffisances
pancréatiques séveres présentes chez certainsemalasl HCQ@ joue aussi un réle majeur
dans l'alcalinisation de la bile en étant sécrét€l@s cholangiocytes en réponse a la sécrétine.

42



Stroduction

Cette excrétion de HCOdans la bile entraine un changement du pH intdeéle, ce qui
nécessite une régulationa des transporteurs ioniques, comme la protéine CHI&R
glucagon, en se fixant sur son récepteur, indug¢ angmentation du niveau d’AMPc
intracellulaire, ce qui active la PKA, qui a somtstimule I'échangeur anionique AE2 (ClI
/HCGOy), permettant alors la diffusion d’eaia I'aquaporine. Le Climporté dans la cellule
est excrété par CFTR a travers la membrane apmaigi permet le maintient du gradient de
CI" et l'activation de AE2 (Banalext al, 2006).

c) Autres fonctions

I) Trafic vésiculaire et fusion des endosomes

La protéinurie observée chez certains patienta eeucoviscidose pourrait étre due a
une mauvaise régulation de I'endocytose des régepépres fixation de leur ligand (Joueet
al., 2007). Chez les patients de la mucoviscidoselPAv'étant plus capable de stimuler la
sécrétion de mucine dans [I'épithélium, ceci va cffie la sécrétion vésiculaire
ATP-dépendante de mucus dans des organes comme |légafiontserragt al, 1996). De
plus, I'expression et I'activation de CFTR favorisda fusion des endosomes entre eux
(Biwersi et al, 1996). Ceci est di au transport d’'iong €lant donné que la fusion est inhibée

lorsque ces ions sont remplacés par du gluconaite; aon transporté par CFTR.

i) Régulation du pH intracellulaire

Des travaux ont montré en 1991 que le pH a liatée des organelles des cellules
mucoviscidosiques est plus basique que celui dgetles des cellules saines (Barastcal,
1991; Elgavish, 1991). La protéine CFTR est enteffgable d’influencer le pH soit de
maniere directe, en acidifiant le pH de ces ordasgelsoit de maniére indirecte, par
I'intermédiaire d’échangeurs GHCO;™ de la famille SLC26 (Changt al, 2009; Singtet al,
2010). Ce role que joue CFTR dans le pH est pdigireiment important lors d’invasions
bactériennes. En effet, dans les macrophages, hagopomes contenant les bactéries
phagocytées fusionnent avec les lysosomes pourefolenphagolysosome. Ici, les bactéries
sont détruites par des enzymes dont I'activitéoptimale dans un environnement acidifié par
I'intermédiaire, entre autres, de CFTR.contrarig les bactéries phagocytées ne sont pas
lysées et proliferent dans les phagolysosomesalkges malades (Det al, 2006; Swanson,
2006; Zhanget al, 2010).
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Ce phénomeéne a lieu dans les cellules épithél@iémonaires. En effet, a cause de
I'absence d’'un CFTR fonctionnelle, et par conséguene mauvaise régulation du pH, les
bactériesStaphylococcus aureust Pseudomonas aeruginogze sont pas digérées, alors

gu’elles le sont dans les épithélia sains (Jaryh&ung, 2006; Kongt al, 2006).

iil) ROle dans l'infection et l'inflammation

Puisque la protéine CFTR joue un rble dans [I'#ciion des organelles
intracellulaires, nécessaire a I'élimination dextéaes, elle pourrait indirectement étre
impliquée dans le systeme immunitaire et dansdegssus d’'infection/inflammation observé
chez les patients. En outre, il a été démontréparet collaborateurs que CFTR fait office de
récepteur pour les bactériBseudomonas aeruginogdSalmonella typh{Pieret al, 1997;
Pier et al, 1998). Dans le cas de@seudomonas aerugingsaon association avec CFTR
entraine le recrutement de la protéine MVP (Majaul Protein) puis I'internalisation de la
bactérie, ce qui provoque l'activation du facteuclgaire NikB (Nuclear Factok B). Ceci
entraine ensuite I'apoptose de la cellule infea@e&élimination de linfection bactérienne
(Schroedeet al, 2002). En revanche, chez les malades, cette dmstmaréactions initiant la
réponse immunitaire précoce est rompue, conduisamdi a la colonisation des voies
aériennes par cette bactérie pathogene opportdiateroret al, 2003).

De plus, il a été démontré que I'absence de CFiitRaiee une augmentation des
céramides, conduisant a la production de ROSnteG@& TR & I'inflammation (Zhangt al,
2010).

iv) Réle dans les jonctions cellulaires

A I'échelle cellulaire, la diminution de la résista transépithéliale des épithélia
pulmonaires est I'une des caractéristiques clé ékeldppement et de lI'aggravation de la
mucoviscidose. En effet, la perte du complexe jonciel permet aux bactéries et a leurs
toxines de franchir la barriere luminale et d’attke la membrane basolatérale ou elles
peuvent interagir avec plusieurs protéines memimemé_eeet al, 1999a). Cette entrée non
controlée augmente le degré dinfection et engendoalement une exacerbation du
processus de la réponse inflammatoire (Humleted, 2007).

La présence de la protéine CFTR a la membrane flasnsemble étre requise pour
une fonction contrélée de la barriére épithélibkeSimpleet al, 2010). En effet, Le Simple et

collaborateurs montrent que I'expression de CFTiR/age dans des cellules MV permet de
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restaurer la résistance transépithéliale et quendemcouches de cellules MV cultivées 24h a
29°C (condition utilisée pour restaurer le trafetlglaire normal de la protéine CFTR mutée,
F508del (Denninget al, 1992a)) présentent une résistance transeépithéjisi augmente
jusqu’a atteindre un niveau comparable a celuicediales exprimant CFTR sauvage.

L’inhibiteur de CFTR, le CFTR.172, n'affecte pas la résistance transépithéliale d
cellules traitées, suggérant que la modulationjoiestions cellulaires par CFTR ne dépend
pas de son activité mais résulte plus probablemersa localisation a la membrane et de son
interaction avec des protéines situées a la paighbéllulaire (LeSimplet al, 2010).

La liaison de protéines & domaine PDZ immobiliseTRFet lui permet d’interagir
avec d’autres composants de complexes macromoi€subu niveau de la membrane apicale.
Ce type d’interaction peut permettre a CFTR deisedvec des protéines associées aux
jonctions serrées comme la protéine a domaine PDZL{Wanget al, 1998a) ou a des
protéines régulatrices qui contrdlent 'assembldgeomplexes jonctionnels (Zahraoui, 2004).

Il est intéressant de noter que CFTR module ausstdmmunicationvia les
« gap junction » a travers un mécanisme impliqleaphosphorylation de tyrosines (Huagig
al., 2003).

5) Interactions avec d’autres protéines

a) Interactions via la partie N-terminale

La partie N-terminale de CFTR est capable dirgeravec différentes protéines
jouant un réle important dans la régulation du t&#IR.

Il existe une régulation de l'adressage de CFTRIigquant des protéines SNARE
(SNAp REceptor), qui sont impliquées dans le traftcacellulaire et en particulier la fusion
vésiculaire (Solineet al, 1993). La syntaxine 1A, appartenant aux protéfBN#\RE, est
connue pour former un complexe avec les protéidésPs25 et VAMP-2 régulant le trafic
vers la membrane plasmique (Sutitral, 1998). La syntaxine Al interagit également avec
la partie N-terminale de CFTR, ce qui a pour effethiber le courant Clactivé par TAMPc
(Narenet al, 1997; Nareret al, 1998). En effet, en se liant a la partie N-teaterde CFTR,
la syntaxine Al romprait les interactions inter-égones de la protéine (notamment les
interactions N-ter/R et N-ter/NBD1), nécessairesan fonctionnement du canal (Nareh
al., 1999).
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Les résidus essentiels a l'interaction entre laasyne Al et CFTR sont des acides
aminés hydrophiles localisés dans le domaine Ha dgntaxine : S225 et E238 (Ganeskan
al., 2003).

La syntaxine 8, impliquée dans le trafic des enduws précoces vers les endosomes
tardifs, inhibe I'activité canal Cle CFTR ainsi que son export vers la membranenige.
Cette régulation est due a une interaction direatéa un complexe de protéines (Bilabal,
2004).

La protéine Csp (Cystein string protein) est ca@nmour interagir et réguler
I'association en complexe des protéines SNARE comansgntaxine Al, la syntaxine 4 ou le
VAMP. Les protéines Csp, CFTR et syntaxine Al iadgssent physiquement et
fonctionnellement (Narewet al, 1997; Chamberlairt al, 2001; Zhanget al, 2002). Csp
pourrait donc, par sa faculté a s’associer ave@teggines CFTR et SNARE, fournir un
nouveau mécanisme de régulation en couplant l'atitin du canal CFTR avec son transport
par une machinerie incluant les protéines SNAREwtfonction dans le trafic intracellulaire.

En 2007, une étude a démontré que la partie Nitatende CFTR interagit aussi
directement avec les filamines, qui sont des pmegiimpliquées dans le pontage des
molécules d'actine, mettant en évidence un lieeadientre CFTR et le cytosquelette. Cette
association entre CFTR et les filamines sembleigtpliquée dans la régulation de I'ancrage
et de la stabilisation de CFTR a la membrane plgsen{Thelinet al, 2007).

b) Interactions via la partie C-terminale

Les domaines PDZ sont des motifs d’environ 90 exidminés permettant des
interactions protéiques principalement avec le doen@€-terminal des protéines cibles et sont
présents chez toutes les espéces. lIs régulemttézactions protéine-protéine, les clusters de
protéines et la colocalisation de transporteurscateaux et de protéines de signalisation au
niveau des sous-domaines cellulaires. Les prot@oetenant des domaines PDZ contiennent
souvent d’autres motifs d’interaction protéine-piog tels que le motif de fixation a I'ezrine,
a la radixine et a la moésine (domaine ERM).

Le canal CFTR interagit avec de nombreux canauagisporteurs qui régulent le
canal au niveau de son expression, de son trafaeaa fonction. Le domaine C-terminal de
CFTR posseéde une séquence consensus DTRL, sittee les résidus 1477 et 1480, et
reconnue par des domaines PDZ (Skotdl, 1998; Wanget al, 1998a; Hegedust al, 2003).
Cette extrémité, trés conservée chez les difféseggpeces (Fig. 17), n'est pas indispensable a
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I'activité canal Clde CFTR mais I'est pour sa localisation apical@yht et al, 2000) et sa
stabilité (Haardet al, 1999).

~
~
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Figure 17 : Alignement des séquences de la partie-terminale de CFTR chez plusieurs especes.
Les 3 derniers acides aminés correspondent a leeség consensus de liaison aux domaines PDZ.
D’aprés Wang et al., 1998a.

Les protéines associées a CFTR forment un comphexgéprotéique impliqué dans la
régulation de CFTR (Guggino, 2004; Li & Naren, 20Rtordan, 2005).

La premiére protéine a domaine PDZ a avoir étéitgecomme interagissant avec
CFTR est lisoforme 1 du NHE-RF dont 'homologueniain est EBP50 (Ezrin Binding
Protein 50 kDa) (Short al, 1998). NHE-RF1 et 2 possedent, dans leur padier@inale,
un domaine ERM se liant a I'ezrine, et permettant protéines liées a NHE-RF d’interagir
avec l'actine au niveau de la partie apicale d=elale. Il a été montré par des expériences de
FRAP (Fluorescence Recovering After Photobleachgque les domaines PDZ de NHE-RF
interagissent avec CFTR au niveau de la membraagmpdue de maniere extrémement
dynamique (Haggiet al, 2004). Cette interaction inhibe I'activité etdarméabilité aux ions
CI' de CFTR (Benharougat al, 2003). La présence de ce domaine PDZ laisse srygée
possible dimérisation de CFTRa ce domaine. Cette dimérisation, induite par lliattion
entre CFTR et le complexe NHEF1/CAP70, semble améliorer la fonction canal @&
CFTR (Wanget al, 2000b; Raghuranet al, 2001). Cependant, I'existence d’'une forme
dimérigue de CFTR n’a pas été structuralement dééen
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L’interaction entre CFTR et les protéines NHE-RER epar I'intermédiaire de leurs
domaines PDZ favorise une régulation réciproque diég€rentes protéines. Ainsi, par
l'intermédiaire de NHE-RF1, CFTR interagit aveaéeepteuB,-adrénergique (Nareet al,
2003), et par l'intermédiaire de NHE-RF 2, CFTRemagit avec le récepteur a l'acide
lysophosphatidique de type 2 (LPA2-R) (Li & Nar@005). Il a aussi été montré un couplage
entre le transport dAMPc par MRP4 et I'activité @ETR dans I'épithélium intestinal, par
l'intermédiaire de la protéine PDZK1/CAP70 (et al, 2007). La partie C-terminale de
CFTR est donc impliqguée a la fois dans la régutatie la protéine elle-méme et dans la
régulation d’autres protéines.

L’interaction de CFTR avec les domaines PDZ de N®H- et CAL régule le niveau
de CFTR a la membrane plasmique. Le trafic de C#iR la membrane nécessite la liaison
de NHE-RF1 a la fois a la partie C-terminale de BFeE a I'actinevia I'ezrine (Swiatecka-
Urbanet al, 2002). La compétition entre CAL et NHE-RF1 poaifikation au motif DTRL
de CFTR régule également le trafic du canal CFTR.eHet, la surexpression de CAL
provoque une réduction du nombre de canaux CFT& radmbrane et facilite le trafic de
CFTR vers les lysosomes alors que cet effet peati@tersé par la surexpression de NHE-
RF1 (Chenget al, 2002; Chenget al, 2004). Il a aussi été démontré que la compétition
dynamique entre NHE-RF1 et la protéine Shank2 pedixation a la partie C-terminale de
CFTR au niveau de la membrane plasmique pourreat igipliguée dans le maintient de
I’'homéostasie du transport épithélial d’ions etfldées (Leeet al, 2007). Deux études de
2007 ont mis en évidence le fait que NHE-RF1 semjfiliqué dans la stabilisation de la
protéine CFTR mutée F508del apres correction dedétaut d’adressage. Mais cet effet n’est
pas suffisant pour que la demi-vie de cette pretéita membrane plasmique soit identique a
celle de la protéine sauvage (Kwenhal, 2007), bien gu’elle soit capable de corrigerdéadt
d’adressage de CFTR-F508del et donc de restaucentiuctance des ions’ @Bossarcet al,
2007).

Il est fortement probable que la régulation deHagphorylation de CFTR dépende de
son interaction avec les protéines telles que PRR2A (Protein Phosphatase 2A) et PKC au
sein d’'un complexe macromoléculaire formé par le®ractionsvia les domaines PDZ
(Fig. 18). Il a été montré par exemple que PP2Apliguée dans la déphosphorylation du
domaine R, se fixait a la partie C-terminale de BRJar l'intermédiaire de la séquence
DTRL (Thelinet al, 2005).
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PKC, PIP,
Rho

Figure 18 : Interactions régulant I'activité de CFTR a la membrane plasmique.
Plusieurs protéines interagissent directement disegotement avec CFTR, comme la protéine phospiatAs
(PP2A) et IAMP Kinase (AMPK). Ces protéines inhibbd’'activité du canal et diminuent la sécrétion@ea
travers la membrane plasmique apicale des celipitbéliales. D’autres protéines interagissant aQed R
augmentent son activité, comme l'isoforme 1 du/N4&exchanger regulatory factor (NHERF1), le récepteur
pour l'activation de la Kinase C-1 (RACK1), la ptote kinase C (PKC), la protéine kinase A (PKAEetine.
ERM : ezrin, radixin, moesin binding domain ; PIRthosphatidylinositol biphosphate.

D’apres Guggino & Stanton, 2006.

6) Régulation de I'activité canal CI

L’'ouverture du canal est régulée par des mécanisimghosphorylation, de liaison, et
d’hydrolyse d’ATP. A 37°C, la durée d’ouverture estprise entre 100 et 250 ms. Plusieurs
modeles de régulation du canal existent, maisus pbnnu est certainement celui établi par
Gadsby et son équipe, reposant sur des étudedusédfionction, qui propose que des
changements de conformation du domaine R par pbogahion permettent le passage des
ions CI en levant I'état d’inhibition de linteraction ert 'ATP et les domaines NBD
(Gadsbyet al, 2006).

La premiére étape de l'activation consiste en umesphorylation effectuée par les
PKA stimulée par 'AMPc. Le niveau d’AMPc est cdilfr par la balance entre sa synthése
par les adénylate-cyclases et son hydrolyse pgoHesphodiestérases (Kelley al, 1995).
Le degrés de phosphorylation du canal déterminsilplesnent la probabilité d’ouverture,
mais bien que les résidus phosphorylables du darRisoient connus, ceux impliqués dans
I'ouverture et la fermeture du canal restent iraiag (Hwanget al, 1994).In vitro, sur canal
isolé, neufs résidus serines du domaine R sontpblooglés par la PKA : 660, 670, 700, 712,
737, 753, 768, 795 et 813. Les cinétiques de plargfatiions sont aussi influencées par la
proximité et I'activité des phosphatases endogéleck cellule. Il a aussi été démontré que
I'activation de la protéine kinase C (PKC) stimldgphosphorylation ultérieure de CFTR par
la PKA (Tabcharanet al, 1991; Yurko-Mauro & Reenstra, 1998). L'inactivatidu canal se
produit aprés déphosphorylation par des protéinessghatases (Becegt al, 1993).
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L'inhibition des protéines phosphatases endogéngsnante I'efficacité de stimulation de

CFTR et ralentit son retour a I'état inactivé.

7 e
A8

QOuvert

( [

ADP
Figure 19 : Modéle de la régulation de I'ouvertureet de la fermeture ATP-dépendante du canal CFTR
phosphorylé.
Les TMDs sont représentés en bleu clair, NBD1 en lidbncé et NBD2 en vert foncég CCFTR au repos, C
fixation d’ATP sur NBD1, G: fixation d’ATP sur NBD2, puis dimérisation, outire du canal avant hydrolyse

d’ATP par NBD2 et fermeture du canal (retour@. C
D’aprés Gadsby et al., 2006.

La deuxiéme étape de régulation consiste en lsolaet I'nydrolyse de I'ATP sur les
NBDs, entrainant une modification conformationnales TMDs du canal. L’hydrolyse de
I'ATP représente I'étape limitante a la fois powulerture et la fermeture du canal (Fig. 19)
(Gadsby & Nairn, 1999). Dans des expériences ddé€ipes de fusion, les activités
ATPasiques ont été localisées sur les résidus 893:6ur le domaine NBD1 et 1208-1399
pour le domaine NBD2 (Seibegt al, 1997).

7) Dégradation
a) Au niveau du RE

Comme précisé précédemment, seulement 30% desSn@a®ICFTR synthétisées sont
capable de quitter le RE pour se rendre vers lagipde Golgi. Les 70% restant sont

séquestrés et dégradés au niveau du RE, principatgrar le systeme ubiquitine/protéasome
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(Lukacs et al, 1994; Ward & Kopito, 1994; Gelmaat al, 2002). Les protéines néo-
synthétisées sont tout d’abord contrlées par kesye ERQC composé de plusieurs
protéines chaperonnes, dont les principales sontalaexine et la calréticuline. Ces
chaperonnes vont interagir avec les protéines penelar repliement coet post-traductionnel
pour éviter que des formes présentant un défanepleement ne quittent le RE (Pired al,
1994; Looet al, 1998; Ahner & Brodsky, 2004).

Les protéines reconnues comme mal repliées saosditendirigées vers un autre
systeme dénommé ERAD (Endoplasmic Reticulum AsgsetiaDegradation), dont la
principale fonction est la dégradation. Ce systermemposé lui aussi de protéines
chaperonnes dont HSP90, HSP70, HSC70 et la CNXligugla rétrotranslocation de la
protéine reconnue comme mal repliée vers le cysopdvia le canal Sec61 pour gu’elle soit
dégradée par le protéasome (Nakatsukasa & Bro@6Kg).

Dans le cas précis de la dégradation de CFTR olizipe chaperonne majoritairement
impliquée est la CNX, qui retient CFTR dans le RE pne interaction prolongée qui permet
le retrait d’'un mannose de la forme immature patdrmédiaire d’'une mannosidase | (Petd
al., 1994; Ward & Kopito, 1994). La perte de ce maenosnstitue un signal de dégradation
(Jakobet al, 2001). La protéine ainsi déglycosylée est recenpar une lectine se trouvant
dans le RE, 'lEDEM (ER Degradatiiinhancing 1,2-Manosidase-like protein), qui couostit
une interface entre la calnexine et 'ERAD. Pasldte, la protéine CFTR déglycosylée est
transloquée par le canal Sec61, puis dégradée gaoieéasome (Bebdk al, 1998). Le rble
des protéines HSP70 et HSP90, impliquées elles dass le systéeme ERAD, est de faciliter
la formation d’'un complexe comprenant notammentf”Hine E3 ubiquitine ligase, qui relie
les HSP a la dégradation protéique (Meaclearml, 2001; Youngeet al, 2004). Une fois ce
complexe formé, la protéine CFTR, liee a HSP70,pedsgubiquitinylée et dégradée par le
protéasome (Jensenal, 1995; Warcet al, 1995; Gelmaret al, 2002).

Cependant, I'utilisation d’inhibiteurs du protéasmna lactacystine et le MG-132, ne
suffit pas a inhiber entierement la dégradatiotaderotéine CFTR (Jenset al, 1995; Ward
et al, 1995). Ceci suggere I'implication d’autres voiesdégradation de la protéine CFTR. Il
a été montré que des cystéine-protéases pouvaientrpliquées (Stratfordt al, 2003). De
méme, Lukacs et collaborateurs ainsi que De Keukedt collaborateurs ont démontré que la
déplétion en ATP, indispensable au bon fonctionmgnde systéme ubiquitine/protéasome,
n'a pas d'effet significatif sur la dégradation @ETR, suggérant ainsi I'existence d’'une voie
de dégradation ATihdépendante (Lukacst al, 1994; De Keukeleireet al, 2008). Plus
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récemment, une voie de dégradation de CFTR dépendanGTP, et non de I'ATP, a été
mise en évidence au niveau du RE (De Keukektiad, 2008).

b) Endocytose et recyclage

A la suite des étapes de maturation et d’adress@gd@R atteint la membrane
plasmique ou elle est rapidement internalisée ¢em al, 1994; Bertrand & Frizzell, 2003).
Ce sont des vésicules a manteau de clathrine euibleat assurer cette internalisation et
diriger les protéines ainsi internalisées verseledosomes (Lukaast al, 1997). Les équipes
de Lukacs et Hu ont aussi mis en évidence le fag des motifs di-leucine et tyrosine
présents sur les domaines N- et C-terminaux de C&Qdmstituent un signal d’endocytose
(Princeet al, 1999; Weixel & Bradbury, 2000; Het al, 2001). CFTR est recruté dans ces
vésicules a manteau de clathrine grace a 'aideodwplexe qu’elle forme avec la myosine VI
et la protéine adaptatrice Disabled 2 (Dab2) (Sakd-Urbanet al, 2002). Ce phénomeéne
permet a la cellule de réeguler le nombre de car@&XR a la surface apicale des cellules
épithéliales.

L'internalisation de CFTR se fait via des motifsésifigues et avec des protéines
adaptatrices de la membrane plasmique, tellesaguedmplexes AP-1 et AP-2 (la sous-unité
B2 d’AP-2 se liant a la clathrine) (Bradbuey al, 1994). AP-1 intervient dans le transport du
TGN (TransGolgi Network) vers d’autres compartinsemmomme les lysosomes. AP-2, quant
a elle, intervient au niveau de la membrane plagelit] a été montré par des expériences de
pull down que CFTR, par son coté C-terminal, s@ li@ protéine AP-2, mais pas a la protéine
AP-1 (Weixel & Bradbury, 2000). L'internalisatioredCFTR est perturbée par I'inhibition de
son interaction avec le complexe AP-2, ou encordepmasquage de son site de fixation sur
la myosine VI (Weixel & Bradbury, 2000, 2001; Chesigal, 2004; Gentzsclet al, 2004).
Les protéines ainsi internalisées dans ces vésicalet soit adressées a la voie de dégradation
lysosomale, soit recyclées a la membrane plasmiges. dernieres sont alors transportées
vers le compartiment des endosomes de recyclageC (EEEndosomal Recycling
Compartment) (Mukherjeet al, 1997). Il a été montré que CFTR peut entrer dams
compartiment pour étre par la suite recyclée adambrane plasmique (Picciarbal, 2003).

Le temps de demi-vie de CFTR a la membrane étaszaourt, ce phénomene de recyclage
est indispensable pour pallier a l'internalisatamnstitutive de CFTR et ainsi augmenter la
durée de son séjour a la membrang,£14 a 18h) (Swiatecka-Urbaet al, 2002; Sharmat

al., 2004). Rme-1 et Rabll, qui sont des GTPasestaflss des endosomes de recyclage,
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pourraient jouer un rdle dans la régulation dedeies de CFTR des ERC, en effet, leur
surexpression induit I'accumulation de CFTR dasseledosomes (Gentzsehal, 2004).

c) Réle des protéines chaperonnes

De nombreuses protéines chaperonnes sont impiglayes les étapes de la « vie » de
la protéine CFTR, de sa synthése a sa dégradatiopassant par sa maturation. En effet, au
cours de son repliement, CFTR se lie a plusieusp@ionnes cytosoliques et résidentes du
RE ainsi qu'a des enzymes, en particulier cellepaasables des modifications des parties
glycosidiques, appartenant au systeme ERAD (leinal, 1994; Looet al, 1998; Brodsky,
2001; Ahner & Brodsky, 2004; Wargg al, 2006). Le mécanisme de contrdle du repliement
des protéines au niveau du RE, I'ERQC, implique mmmbreuses chaperonnes et
cochaperonnes afin d’éviter I'agrégation et diriges protéines non correctement repliées
vers la dégradation (Meacharat al, 2001). Les principales protéines chaperonnes
interagissant avec CFTR sont HSP70, HSP9O0 et hexiale (Fig. 110).

] [ I

; | RN
Vésicules
de sécrétion

Endosome

Lysosome

) 1 -

- "" \"'

R IENZ

Calnexine

Figure 110 : Principales chaperonnes impliquées danl’'ERQC.

Plusieurs chaperonnes sont impliquées dans leeragiit et le contrle du repliement de la protéiRg

Hsp : «Heat shock proteim protéine inductible par un stress thermique, Hetleat shock cognate, forme

constitutive des Hsp, OST : oligosaccharyl-trarefer Ub : ubiquitine, Ubc : Ubiquitine conjugating

enzyme (E2), CHIP : €-terminus of Hsc70 Interacting Proteiprotéine se fixant au C-terminal de Hsc70.
Modifié d’apres Farinha et al., 2002.
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1) HSP70 (Heat Shock Protein 70)

La famille des protéines HSP70 est, comme sonlhodique, constituée de protéines
d’environ 70 kDa inductibles notamment par un ctimrmique. Elle comprend entre autres
la protéine co-chaperonne BiP (Binding Ig Protelrg.protéine HSP70, impliquée dans le
repliement protéique, a été décrite parmi les peesi chaperonnes a interagir avec la
protéine CFTR nouvellement synthétisée (Yamigal, 1993). La protéine HSP70, en
association avec HSP40 et d’autres co-chaperoromsnie Hdj1/2, CHIP, HspBP1, ...),
forme un complexe multiprotéique qui influence fessage des protéines vers leur voie de
sécrétion, ou de dégradation. Il a été montré fokerdaction entre le domaine NBD1 de
CFTR et la protéine HSC70 (Heat Shock Cognate #f)ne constitutive de HSP70,
augmente ['efficacité de repliement du domainenbilie la formation d’agrégat (Stricklaetl
al., 1997). HSC70 interagit avec saatmperonne Hdj-2 qui est localisée au niveau daca
cytosolique du RE. Ici, Hdj-2 recrute HSC70 poufiseau ribosome et ainsi interagir avec la
chaine polypeptidique naissante (Meachamal, 1999). Le complexe HSC70/Hdj-2, trés
présent au moment ou NBD1 est exprimé au niveawydosol mais tres réduit apres
I'expression du domaine R, interagirait avec CFTRhaveau du NBD1 afin d’'empécher son
agrégation et ainsi faciliter la voie de repliemantenant a la formation d'un complexe
intramoléculaire entre les domaines NBD et R de RHIa co-chaperonne CHIP (C-terminus
of Hsc70 Interacting Protein) est colocalisée aW8C70 et CFTR dans le RE. La
surexpression de CHIP retiendrait CFTR dans le Riadditerait son ubiquitinylation et sa
dégradation (Meacharat al, 2001). Une autre co-chaperonne interagissant BN3€70 et
impliquée dans le processus de maturation de CFSiRaeprotéine Csp (Cystein String
Protein). Cette derniere se lie a la partie N-teate de CFTR et régule son transport ainsi
gue sa maturation (Zhargg al, 2002). Il a aussi été montiré vitro que Csp a I'effet inverse
de Hdj-2 sur la stabilisation de la forme B de CEFTRutes deux entrent en effet en
compétition pour se lier au domaine R de maniedépendante de HSP70. Elles agiraient

donc comme des chaperonnes a part entiere (Ztaadg 2006b).

i) HSP90 (Heat Shock Protein 90)

La famille des protéines HSP90, comprenant pameke la proteine GRP94, est
constituée de protéines d’environ 90 kDa inducsilpar un choc thermique. Elles jouent un
réle essentiel dans la prévention de I'agrégatiola €égradation des protéines mal repliées
(Buchner, 1996; Schneidet al, 1996). L'inhibition de HSP90 par la geldanamycamraine
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un blocage de la maturation de CFTR et une acdi&lgrde sa dégradation par le protéasome,
laissant supposer une implication dans la stabiisade la protéine CFTR néosynthétisée
(Loo et al, 1998). De méme, I'inactivation dans la levure besiologues de HSP9O0, a savoir
HSP82 et HSC82, perturbe la stabilité de CFTR, yppiule fait que HSP90 préserve CFTR
dans un état correctement replié (Youlkgral, 2004). Dans la cellule, il semblerait que
CFTR, non entierement repliée, soit prise en chgrge le complexe chaperonne/co-
chaperonne HSC70, puis transférée vers le complR890 lorsqu’elle acquiert une
conformation correcte, celle-ci empéchant l'agriégatde NBD1 (Wegeleet al, 2006).
HSP90 posséde aussi des co-chaperonnes comme let P2@&-1, ce qui place HSP90 au
centre d'un processus de décision concernant leniiede CFTR (Fig. 110) (Wangt al,
2006).

Ahal (Activator of HSP90 ATPase 1) est la plus néeeco-chaperonne de HSP90
identifiée et a été montrée comme accélérant céraditbment I'activité de HSP9O0 in vitro
(Panaretolet al, 2002). Des études récentes suggerent que desrieations différentes de
HSP90 coexistent en absence de nucléotide, et ag peut largement influencer sa voie de
signalisation méme en absence d’ATP (Hesstingl, 2009; Mickleret al, 2009).

Wang et collaborateurs ont mis en évidence uningp@rtant d’Ahal dans le mauvais
repliement de CFTR (Wangt al, 2006). En effet, cette étude montre que la stébdt
I'export de CFTR sauvage et muté F508del au nivlkaRE sont sensibles au niveau d’Ahal,
mais le mécanisme responsable de ce phénomenendotite étre élucidé. En 2010, Koulov et
collaborateurs ont suggéré que Ahal accélére Itlyske de I'ATP par HSP90 (Koulcat al,
2010). De plus, les auteurs démontrent que destiongad’Ahal influencent sa capacité a

promouvoir le repliement de CFTR et son trafic juada membrane cellulaire.

i) CNX

Le couplage entre le repliement et 'TERQC a lieumiédiatement apres le transport de
la protéine en cours de synthese dans la lumierREwia le translocon. Le transfert de
I'oligosaccharide précurseur (GlcNAanyGlcs) sur la chaine polypeptidique croissante est
la modification la plus commune. Pour les glycogmds, 'ERQC implique deux lectines
homologues résidentes du RE. La CNX, une protéiaesinembranaire, est une lectine
réticulaire de 90 kDa (Wadat al, 1991). La deuxieme de ces lectines est une pmtéi
soluble, la calréticuline (CRT). Ces derniéres ramessent avec les N-glycanes N-liés

monoglucosylés (GIcNAdanGlc) apres étalage du coeur oligosaccharidique'getidn de
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I'al,2glucosidase | (Hammonek al, 1994; Heberet al, 1995; Wareet al, 1995; Bergeron
et al, 1998).
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Figure 111 : Cycle de la calnexine.
La calnexine assiste le repliement des glycopretitans le réticulum endoplasmique. Aprés le teansle
I'oligosaccharide coeur (GlelansGIcNAC,, ou Glc est le glucose (cercles rouges), Maneestdnnose (cercles
bleus) et GIcNAc est le N-acetylglucosamine) ahaie protéique naissante, deux glucoses sonté&nfear les
glucosidases | et Il. Ceci génére une glycoprotéioaoglucosylée (GlManyGIcNAc,) pouvant interagir avec
la calnexine. Cette chaperonne s’associe avec ERpRp57 forme alors un pont disulfure (S-S) avec la
glycoprotéine liée. Le clivage du glucose restanmtlp glucosidase Il annule alors l'interaction@lacalnexine.
Les glycoprotéines correctement repliées vont gbansvoir quitter le réticulum endoplasmique alote des
protéines mal repliées vont devenir un substrat’dBP-glucose:glycoprotéine glucosyltransférasej ga
replacer un glucose et permettre une autre inferaevec la calnexine. Si la protéine ne parviamgis a se
replier correctement, le résidu mannose (cercle)bést enlevé pardl,2-mannosidase |. Ceci méne a une
reconnaissance de la protéine par 'EDEM, qui sesite dégradée par le systéeme ERAD.

D’apres Ellgaard & Helenius, 2003.

La CNX posséde un domaine lectine pour lier le @ et une boucle distincte
impliquée dans l'interaction directe protéine-pna¢é(Schraget al, 2001). Cette chaperonne
fixe également de 'ATP, du &3 du Zrf* et interagit avec la co-chaperonne ERp57. Cette

co-chaperonne est une thiol-oxydoréductase de rtalléades disulfide-isomérases (PDI)
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(Ellgaard & Helenius, 2001), qui sont en chargdadormation des ponts disulfures (Oliver
et al, 1997). L'association entre le substrat glycopouté, les lectines et la co-chaperonne se
termine par I'action de &1,3-glucosidase I, qui clive le dernier résiduagise du glycane. Si
la glycoprotéine atteint sa conformation nativde el’est pas retenue dans le RE et est
transportée vers I'appareil de Golgi ou elle achexenaturation. Si tel n’est pas le cas, un
résidu glucose est ajouté sur le N-glycane patiiacde 'UDPglucose glucosyltransférase
(UGGT) (Parodi, 2000). Ceci facilite a nouveau i@sbn de la CNX et I'entrée de la
glycoprotéine dans une voie de repliement appeliecycle de la calnexine » (Fig. 111)
(Wadaet al, 1997; Zapuret al, 1998).

Ce cycle se poursuit jusqu’a ce que la glycopret@oguiert sa structure native et soit
exportée vers I'appareil de Golgi ou dirigée vergégradation.

Ainsi, le complexe formé par la CNX, la glucosidéis¢ UGGT, 'ERp57 et 'TEDEM
agit dans deux directions : augmenter I'efficadt® repliement et prévenir I'export d’une
protéine mal repliée et/ou prématurément oligongéris

L’interaction entre la CNX et les protéines néokwtisées se fait tres tot dans le
processus de maturation co-traductionnelle (Gteal, 1995). Son mode d’interaction avec
CFTR sauvage de conformation intermédiaire resterenmal défini. Cependant, des études
ont montré que la CNX était associée de maniersitre a la forme immature de CFTR
sauvage, alors qu'elle restait associée plus longneé a CFTR-F508del, jusqu'a sa
dégradation par 'ERAD (Pindt al, 1994; Ward & Kopito, 1994). D’autres travaux rieve
que la mutation des asparagines de CFTR, ou goet’de castanospermine, un inhibiteur de
glucosidases, qui prévient I'association entre INXCet les glycoprotéines, n'ont pas d’effet
sur la maturation de CFTR sauvage (led@l, 1998). Le choix du modele cellulaire pourrait
expliquer ces resultats contradictoires. En effehe étude menée sur les cellules
immortalisées d’'un épithélium respiratoire a morgtéen présence de castanospermine, la
vitesse de dégradation de CFTR-F508del augmentecémnme celle de CFTR sauvage mais
de maniére moins importante (Watial, 1996), alors que dans les cellules CF15, le rsigtu
un inhibiteur de k1,2-glucosidase, restaure un CFFB08del mature et fonctionnel a la
membrane apicale en empéchant l'interaction enEEREF508del et la CNX (Noreet al,
2006). Il a aussi été démontré que la surexpresi@da CNX entrainerait aussi le blocage de
CFTR sauvage dans le RE, en la protégeant de tadkigpn. Il existerait donc deux points
de contrdle au niveau du RE, dont I'un, indépendignta CNX, prendrait en charge CFTR-
F508del pour 'emmener vers la dégradation (Far8k#amaral, 2005).
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R domain

Figure 112 : interaction entre CNX et CFTR.
La calnexine (CNX) se lie & CFTRa le site de glycosylation présent dans la 4émelbaexdracellulaire, entre
les hélices transmembranaires M7 et M8. Il est gséue cette liaison oriente les hélices 7 et BEER dans
le bon sens. Les hélices transmembranaires de GGehRreprésentées par des cylindres gris clairs |gou
TMDL1 et gris foncés pour le TMD2. Le numéro de libe transmembranaire est indiqué sur le haut dejuh
cylindre.

D’aprés Rosser et al., 2008.

Plus récemment, Rosser et collaborateurs ont midvetence que la CNX interagit
avec les sucres de la boucle extracellulaire 4lesufMD2, ce qui stabilise ou oriente ce

domaine et favorise son interaction avec le TMD#gy.(A2) (Rosseet al, 2008).

E) La protéine CFTR-F508del

La mutation F508del, consistant en la délétiomd’phénylalanine en position 508 du
domaine NBD1 de CFTR, représente environ 70% ddatimons observées chez les malades
(Keremet al, 1989). Cette mutation de classe Il perturbe pdiement post-traductionnel de
CFTR et entraine son élimination rapide. En efee37°C, la protéine CFTR-F508del est
retenue dans le RE. Ce phénomene est responsatdésince de permeéabilité aux ion &t
de l'instauration, dans la membrane plasmique, e’perméabilité excessive et non régulée
aux ions N4 (Berger & Welsh, 1991).

1) Modifications de la protéine CFTR mutée

a) Modifications topologigues

Les premiéres études ont montré que la mutatiod8di& causait une mauvaise

configuration structurale du domaine NBD1, exposaini certains motifs aux protéines
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chaperonnes, entrainant la reconnaissance de téim@oCFTR mutée par 'ERQC, sa
rétention au niveau du RE et sa dégradation raf@@dmanet al, 2002). Mais des études
postérieures ont suggéré que la mutation F508deghit’qu’un effet local sur le repliement de
NBD1. En effet, cette mutation n'engendre pas delifiroation de la structure globale de
NBD1, obtenue par rayon sur des NBD1 purifiés (Lewist al, 2005), et n’altere pas son
profil protéolytique (Duet al, 2005). En revanche, la mutation F508del altérstdailité de
NBD2, probablement par un défaut d’interaction deetomaine NBD1 (Dt al, 2005).

La phénylalanine 508 est probablement impliquées dies interactions hydrophobes
qui sont critiques pour le repliement globale dpriatéine (Stricklanet al, 1997), et pour la
mise en place des hélices transmembranaires (Ehah, 2004), formant ainsi office un
signal de reconnaissance pour le systtme ERAD.pb®kon du motif réticulaire RXR
(Changet al, 1999), ainsi que le fait de masquer le signakpet di-acidique (Wangt al,
2004), pourrait contribuer a la rétention de lat@ire CFTR mutée dans le RE et a sa
dégradation. Ainsi, la mutation de quatre résiduginine : R29, R516, R555 et R766
provoque l'adressage d’environ un tiers des pre®ilCFTR-F508del a la membrane

plasmique ou elles sont fonctionnelles (Chanhgl, 1999).

b) Modifications fonctionnelles

Lorsque la protéine CFTR-F508del est restauréenadmbrane plasmique a l'aide de
chaperonnes chimiques dans les cellules mucovsgdes, elle est fonctionnelle mais
présente un défaut d’ouverture du canal (Dalenetias, 1991; Drummet al, 1991; Pasyk &
Foskett, 1995; Satet al, 1996). En effet, des mesures de patch clampséesi en
configuration cellule attachée ont montré une rédocde la probabilité d’ouverture et une
augmentation du temps de fermeture (Haets al, 1996; Hwanget al, 1997). En
configuration membrane excisée, des expériencegsatidh clamp ont montré que le canal
CFTR-F508del présente, apres phosphorylation, wx d&activation sept fois plus faible que
celui de CFTR sauvage (Wargal, 2000a).

2) Biosynthése de la protéine CFTR-F508del
L’'absence de protéine CFTR-F508del a la membrdagmique peut provenir soit
d'un défaut d’'adressage de la protéine, soit d'imstabilité élevée a la membrane. Des
expériences de marquage métabolique ont permisnd&vune de ces hypothéses. En effet,

seule la forme immature de CFTR-F508del est présendiquant qu’elle ne subit pas de
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maturation, et par conséquent ne peut quitter le@Ei laisse donc penser gu'’il s’agit bel et
bien d’un défaut d’adressage de la protéine (¥¥eail, 1996; Zhanget al, 2003).

~ R

1
e=====p> Dégradation
140 kDa
= -

Figure 113 : Processus de biosynthese et de maturation de la pgtne CFTR-F508del.
1% des protéines CFTR-F508del nouvellement syrsthési effectuent des allers-retours entre le RE eist
golgi, les 99% restants sont séquestrées au ndie&RE, puis rapidement dégradées.

Modifié d'apres Lukacet al, 1994 et Chengt al, 1990.

99%

Tout comme la protéine sauvage, la protéine CF5888el est synthétisée au niveau
du RE sous la forme d'un précurseur de 140 kDa dtskt al, 1994). Elle contient alors une
chaine oligosaccharidique riche en mannose, laargnekensible a 'endoglycosidase H, alors
que la protéine CFTR sauvage acquiere par la smiéerésistance a cette endoglycosidase
(Chenget al, 1990). La mutation F508del perturbe donc une ettd@ maturation de la

protéine au niveau du RE.

3) Maturation artificielle de la protéine CFTR-F508del
Plusieurs procédés ont été utilisés pour tentegésleudre le probleme d’adressage de
la protéine CFTR-F508del. Ainsi, I'abaissement dadmpérature a 26°C (Dennimy al,
1992a; Sharmat al, 2001) ou l'utilisation de chaperonnes chimiquesime le glycérol, le
DMSO (DiMéthylSulfOxide) ou le TMAO (TriMéthylAminéN-Oxide) (Brownet al, 1996;
Satoet al, 1996; Fischeet al, 2001) ont permis de corriger le défaut d’adressigy CFTR
muté et a diriger la protéine vers la membranenpigge. Principalement utilisé dans les

études, le glycérol est connu depuis longtemps ptalniliser le niveau de conformation des
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protéines (Gekko & Timasheff, 1981a, b) et fadilieeur repliementn vitro (Sawanoet al,
1992). Les cellules exprimant CFTR-F508del traig@eglycérol montrent une forme mature
de la protéine, et leur conductance @épendante de 'AMPc est partiellement restaurée
(Brown et al, 1996; Satoet al, 1996). Cependant, l'activité est réduite en maisie la
probabilité diminuée de l'ouverture du canal (Haets al, 1996). L’hypothése la plus
probable est que le traitement par le glycéroliksable précurseur de la protéine dans une
conformation capable de tromper 'lERQC. Plus récemmRennolds et collaborateurs ont
montré que la restauration de l'adressage de CFIBdel vers la membrane plasmique
grace a un abaissement de la température se faitidiere Golgindépendante et engendre la
présence a la fois de protéines matures et imnsaueniveau de la membrane plasmique
(Rennoldset al, 2008).

Il est aussi possible de corriger le défaut d'ssisge de CFTR-F508del en utilisant le
sodium-4-phénylbutyrate (4PBA), un dérivé non tocdu butyrate de sodium, régulateur
transcriptionnel connu pour permettre la surexpoesde CFTR. Il agit sur son promoteur
dépendant de la metallothionéine (Chengl, 1995), et induit la maturation, I'adressage a la
membrane plasmique et la restauration de la coadoetCl AMPc-dépendante (Rubenstein
et al, 1997). Le 4PBA agit probablement en modifiamtraction entre CFTR-F508del et
les protéines chaperonnes HSC70 et HSP70 (Choo-Radgitlin, 2001; Rubenstein &
Lyons, 2001).

En plus du glycérol, du DMSO, du TMAO et du 4PBBon nombre d'autres
molécules pharmacologiques visant a rétablir 'expte CFTR-F508del a la membrane
plasmique existent (Egaat al, 2002; Egaret al, 2004; Norezt al, 2006).

Le fait qu'un abaissement de la température ourgtraitement par des chaperonnes
chimiques puisse restaurer l'adressage a la membnalasmique de la protéine
CFTRF508del suggere qu'un mauvais repliement du castlael’'origine de ce défaut
d’adressage. Malheureusement, lorsque CFTR-F5@8tieldressée a la membrane plasmique,
elle y est trés instable. Elle est en effet rapieleninternalisée et dégradée dans le cytoplasme
par la voie ubiquitine/protéasome et la voie lysoale (Lukacset al, 1993; Sharmat al,
2001; Sharmat al, 2004; Swiatecka-Urbaet al, 2005).

4) Localisation de la protéine CFTR-F508del

Les toutes premieres expériences d’immunofluoreseeéalisées sur la localisation

de la protéine CFTR-F508del ont montré qu'elle seuve dans un compartiment
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périnucléaire, et non a la membrane plasmique commeotgine CFTR sauvage (Cheag
al., 1990). En utilisant des cellules COS transitogatrtransfectées soit par CFTR-F508del,
soit par CFTR sauvage, il a été observé que CFTBd& n’atteint pas la membrane
plasmique, suggérant qu’elle ne transite pas gphreil de Golgi. Une étude de 1993
montre par microscopie électronique que le comperii ou est bloquée CFTR-F508del est
le RE (Fig. 114) (Yanget al, 1993). Cette observation a été confirmée partaléquipes
(Lukacset al, 1994; Ward & Kopito, 1994). La protéine CFTR-FB86Best bloquée dans une
mauvaise conformation sous sa forme immature aganidu RE, puis dégradée rapidement
(Ward & Kopito, 1994).

Figure 114 : Localisation des protéines CFTR sauvage (A et C) &FTR-F508del (B et D).
A-B: images en microscopie confocale de cellules bresaésales humaines issus de patients sains (A) et
atteints de mucoviscidose (B). La protéine CFTR wastialisée en blancC-D: Images en microscopie
électronique des cellules CFPAC, Nu : noyau, erE; Rt : mitochondrie, Gc : appareil de Golgi, mvb :
molecular vesicular bodies, ERGIC : ER/golgi Intediaire Compartment et pm : membrane plasmique. La
protéine CFTR est visualisée en noir. Echellgsm {C) et 0,um (D).

Modifié d’aprés Yanget al, 1993 et Dormeet al, 2001.

Une autre étude a montré que la protéine CFTR-@0Beut interagir avec la
protéine ERGIC53, qui est marqueur du compartinleRGIC se situant entre le RE et le
cisGolgi (Gilbert et al, 1998), suggérant ainsi gu’une infime partie destgines CFTR-
F508del échapperait a 'TERQC. Confirmant cette ols®n, des études ont montré que
CFTR-F508del est localisée au niveau de la memlptaseique des épithélia respiratoires et
intestinaux de patients homozygotes pour la mutatsuggérant un défaut de localisation
tissus spécifique (Kaliret al, 1999), et que c’est aussi le cas dans des épittél souris
homozygotes pour CFTR-F508del (Steagall & Drumn®9)9
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5) Dégradation de la protéine CFTR-F508del
Les systemes « Unfolded Protein Response » (UPRIRAD représentent deux voies
d’élimination des protéines ayant une conformatianorrecte. Ces deux systemes se
recouvrent partiellement et sont capable de se ensgs. En absence d'une réponse UPR
fonctionnelle, la capacité du systtme ERAD est mbement suffisante pour reconnaitre les
protéines mal repliées, et les conduire vers laattgion. Ces observations suggerent que
'ERQC, 'ERAD et 'UPR sont trois systemes treédientre eux (Chevet al, 2001).

a) La réponse UPR et la protéine CFTR-F508del

En cas de stress du RE, la machinerie du systéRie &bt nécessaire pour une

efficacité maximale de dégradation. La réponse pB&rait jouer un role de balance dans le
trafic des protéines au niveau du RE pendant lesdes de stress, principalement lorsque
I'import des protéines en cours de synthese epbeixdes protéines destinées a la dégradation
sont en concurrence pour la machinerie de transtoca

La réponse UPR chez la levure est bien caractémséeil n’en est pas de méme dans
les cellules de mammiferes. Trois composants dautatn ont été identifiés : la protéine
kinase transmembranaire PERK (double-strand RNAwted Protein kinase-like ER
Kinase), la glycoprotéine transmembranaire IREhpditol-Requiring Enzyme) et le facteur
de transcription transmembranaire ATF6 (Activaflmgnscription Factor).

En se basant sur les similitudes de la signalisatela réponse induite par l'inhibition
de la N-glycosylation, de la réduction des pontsulfiires et la déplétion en calcium au
niveau du RE, les génes codant pour la protéineamenlRE1lp (hIRE1lp) et la protéine
murine IRE1p (MIRE1p) ont été caractérisés. Il is’dyine glycoprotéine transmembranaire
a activité kinase et endoribonucléase. Mais il derali que la réponse UPR requiére des
voies d’activation additionnelles qui produisents deponses pro- ou anti-apoptotiques
(Tirasophonet al, 1998; Wanget al, 1998b). Wang et collaborateurs ont observé que la
surexpression de la protéine sauvage hIRE1p actleainaniere constitutive la réponse UPR,
alors que la surexpression de la protéine hIREigctéuse pour son activité kinase, inhibait
la réponse UPR. De plus la surexpression de l@ip@MIRE1p transfectée induit 'apoptose
(Wanget al, 1998b).

La deuxiéme protéine identifiée, ATF6, subit unet@olyse sous les conditions de
stress du RE générant un fragment cytosolique sjuredransioqué dans le noyau et agit

comme un facteur de transcription (Ha&teal, 1999; Wanget al, 2000c).
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La troisieme protéine est une protéine kinase in@nsbranaire résidente du RE
appelée PERK, qui est activée par un stress duHRElinget al, 1999; Soockt al, 2000).
PERK, ainsi activée, phosphoryle la sérine 51 dctefa d'initiation de la traduction
elF2a (Eukaryotic Initiation Factor), provoquant la dimtion de la synthese protéique
(Hardinget al, 1999).

Plusieurs études ont montré que I'activation deto@s protéines est régulée par la
chaperonne BiP (Mot al, 1992; Bertolottiet al, 2000; Okamurat al, 2000; Urancet al,
2000; Sheret al, 2002). Ces travaux montrent que BiP interagitdvelp, ATF6 et PERK
pour les maintenir a I'état de monomeres inactifgts d’accumulation de protéines de
conformation instable dans le RE, BiP relache BEPERK, entrainant leur oligomérisation
puis leur activation (Bertolotet al, 2000; Liu & Kaufman, 2003). La dissociation dd°Rat
d’ATF6 permet aux sous-unités ATF6a et ATF6b deditar vers I'appareil de Golgi, ou
elles sont clivées par des protéases. Les fragnmmdsoliques, aprés migration dans le
noyau, activent la transcription (Zhaegal, 2006a). Beaucoup de protéines induites par la
réponse UPR sont impliquées dans le repliemengjyleosylation intrinséque au RE et le
transport vésiculaire (Traveet al, 2000). Cette réponse implique la voie de dégraalat
ubiquitine-protéasome puisqu’elle implique, chezldaure, I'enzyme de conjugaison de
I'ubiquitine : Ubc7 ou UbE2G2 chez ’lhomme (Mgal, 2000).

La mutation F508del de la protéine CFTR se caraet§rar une rétention dans le RE.
L’hypothése que cette rétention puisse déclen@herdcessus de stress réticulaire et induire
une réponse UPR est donc tout a fait envisage@elgendant, 'absence d’interaction directe
ou indirecte entre BiP et CFTR (Yaegial, 1993; Pindet al, 1994; Looet al, 1998), laisse
penser qu’il n'y a pas de réponse UPR dans lesileslimucoviscidosiques. De plus, une
étude réalisée sur les cellules primaires a pedmtablir qu’il n’existait pas de réponse UPR
dans les cellules des voies aériennes des patrertsviscidosiques (Nanwe al, 2006). Ces
auteurs montrent qu’il n'y a pas de différence @iession protéique du facteur pro-
apoptotique CHOP (C/EBP Homologous Protein) ou al@rbtéine BiP entre les cellules
mucoviscidosiques et non mucoviscidosiques. Aucdiférence significative n'a été
observée au niveau de la phosphorylation de PERKacteur elF2 et de I'épissage de la
protéine XBP-1, le substrat de IRE1 (Namtal, 2006).

Cependant, le stress du RE est souvent induit ggaiprbtéines mutantes mal repliées
(Rutkowski & Kaufman, 2004; Schroder & Kaufman, 3DOIl a ainsi été suggéré que
'accumulation de la protéine CFTR mutée F508deisdee RE peut causer un stress en
activant la réponse UPR (Rab al, 2007). Et une étude plus récente révele que I'pE&R
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étre déclenchée dans la MV (Kerbirieti al, 2007). Ceci supporte aussi des observations
antérieures selon lesquelles I'activation de 'URPRibe I'expression endogene de CFTR
(Rabet al, 2007). En effet, les auteurs montrent que I'ation de 'UPR affecte le niveau
d’expression de CFTR endogéne au niveau de 'ARM@is pas celui de CFTR exogéne,
suggérant que cette répression transcriptionnstleiblée au niveau du promoteur de CFTR
endogeéne.

b) Les chaperonnes de 'ERQC et la protéine CFTB8HSI

La reconnaissance des protéines CFTR-F508del comdtaet des protéines de

conformation incorrecte et leur adressage verola ge dégradation se fait par le systéme
ERQC. Cependant, si nous retrouvons les principetl@peronnes décrites pour la protéine
CFTR sauvage, leurs réles peuvent s’avérer différen présence de la mutation F508del.

La protéine HSP90 a été décrite comme interagisaat les chaines naissantes de
CFTR sauvage et CFTR-F508del. Elle assiste audygiement ainsi qu’a la maturation de la
protéine nouvellement synthétisée, participant iagusx derniéres étapes de I'ERQC.
L'utilisation de drogues perturbant l'interactiorvea la chaperonne HSP90, comme la
geldanamycine déstabilise la protéine CFTR-F508tebnduit a son élimination (Lcat al,
1998).

Plus récemment, de nouvelles co-chaperonnes deOH§#B et Ahal, ont éte
identifiées, plagant Hsp90 comme un point centeldécision pour le devenir de CFTR
(Wang et al, 2006). La co-chaperonne p23 inhibe I'activité ASRue de Hsp90, mais
stimule la formation du complexe de repliement conpnt Hsp90 et stabilise la liaison entre
Hsp90 et la protéine en cours de repliement (Wegelal, 2004). Les études de Wang
montrent que la réduction de la quantité de [23%jvo, augmente la dégradation de CFTR-
F508del, alors que sa surexpression prévient sadiipn, mais non sa maturation (Waatg
al., 2006). Une explication simple est que la réductie la quantité de p23 empéche le
transfert vers Hsp90 et favorise la liaison de tatgne CFTR immature au complexe
Hsp70/Hsp40 et donc sa dégradation. A I'inverseptzhaperonne Ahal est un stimulateur de
I'activité ATPasique de Hsp90 qui agit comme unactéur tardif dans le complexe Hsp90-
CFTR-F508del (Wegelet al, 2004). Wang et collaborateurs ont montré queitexgpression
de Ahal déstabilise CFTR-F508del, alors que sa-swpiession améliore la stabilité, la
maturation et permet la restauration d’'un canal R#FB08del fonctionnel a la membrane
plasmique (Wangt al, 2006).
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La chaperonne Hsp70 semble, quant a elle, impligleges le contréle qualité de
CFTR-F508del et sa rapide dégradation. L'équipérdeg a montré en 1993 que la forme
immature des protéines CFTR sauvage et mutée gittenzec la chaperonne Hsp70. Le taux
de protéines CFTR-F508del associées a Hsp70 dimenuparallele de la dégradation de
CFTR-F508del, laissant penser que Hsp70 est imgdiglans le ciblage de CFTR-F508del au
niveau du systeme ERAD (Yargg al, 1993). La chaperonne Hsc70 est connue pour former
un complexe avec Hdj-2. Ce complexe interagit aB&d R-F508del de maniere deux fois
plus abondantes qu'avec CFTR sauvage (Meachtaml, 1999). Par conséquent CFTR-
F508del semble avoir plus de difficulté que CFTRuvs@e a parvenir a se replier
correctement au cours de sa liaison avec le coraghsc70/Hdj-2. Ces observations, allant
dans le méme sens que celles de Lukacs (Lukbed, 1994), laissent penser que CFTR
sauvage et CFTR-F508del existent sous une mémercaation immature dans les premieres
étapes de la biosynthése mais seulement la prot€iRER sauvage peut se replier
correctement et atteindre sa conformation natigejui est cohérent avec I'existence de deux
formes de CFTR sauvage dans le RE : formes B éZlginget al, 1998). Cette incapacité a
se replier, et donc a passer 'ERQC, proviendrait défaut d’interaction entre le NBD1 et le
domaine R ou d'autres parties du C-terminal (Meacle al, 1999). De plus, la sous
expression de Hsp70 entraine le repliement de CFHBBdel (Rubenstein & Zeitlin, 2000;
Choo-Kang & Zeitlin, 2001), alors que sa surexgmss’a pas l'air d’avoir d’effet notable
sur la stabilité¢ de CFTR sauvage ou de CFTR-F50@emlinhaet al, 2002). De maniere
intéressante, la surexpression de la cochaperoenéisph70, Hsp40/Hdj-1, qui stimule
I'activité de repliement de Hsp70, stabilise latpmoe CFTR sauvage mais n’a pas d’effet sur
la stabilité de CFTR-F508del (Farinbaal, 2002).

La protéine CFTR-F508del, dans son état de rephémmstable, forme un complexe
avec la protéine CHIRia son interaction avec le complexe Hsc70/Hsp40. éfattion entre
Hsc70 et CHIP forme une E3 ubiquitine ligase. CM#Palors interagir avec I'E2 UbcH5a
afin de faciliter I'ubiquitination et la dégradati@e CFTR-F508del (Younget al, 2004). I
a aussi été montré que la protéine E3 RMA1 du cexepE3 RMAL1/E2 Ubc6e/Derlin-1,
localisée dans la membrane du RE, semble recoaraiprotéine CFTR-F508del (Younger
et al, 2006).

En effet, la délétion de la phénylalanine en positb08 provoque l'arrét de la
maturation de CFTR dans une conformation incorregteonnue par RMAL. Il semblerait
que 'E3 RMAL détecte les défauts de repliemenndaiére co-traductionnelle alors que I'E3

CHIP les détecte de maniere post-traductionnelke.cB fait RMAL et CHIP agiraient de
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maniére séquentielle au niveau de la membrane detREns le cytosol de fagon a contrdler
parfaitement le niveau de repliement de la prot€R&R (Youngeret al, 2006). Une autre
étude, appuyant le réle de la voie ubiquitine/msténe dans la dégradation de CFTR-
F508del est I'étude de Johnston qui montre queulexpression de CFTR-F508del ou
I'inhibition du protéasome permet I'accumulationldeprotéine sous une forme stable de haut
poids moléculaire et multi-ubiquitinylée appeléeaggresome » (Johnstost al, 1998).
Cependant, ces observations ont été réalisées démnsonditions artificielles que I'on ne
retrouve pas dans une cellule ou la protéine megeexprimée de facon endogene. Une étude
a démontré que la protéine CFFR08del interagit avec la lectine CNX. Cette int&m
semble prolongée pour le mutant CFTR-F508del papad a CFTR sauvage (Pired al,
1994). Cependant, il a été décrit par Farinha kalmorateurs que la surexpression de la CNX
permettrait la déstabilisation de CFTR-F508del npais celle de CFTR sauvage (Farirgta
al.,, 2002). Cette méme équipe propose gu'il existelaitx points de contrdle au niveau du
RE, dont I'un serait indépendant de la CNX et gei@ernier niveau de contrble prendrait en
charge la protéine CFTR-F508del (Farinha & Amdalh5) Cependant, ces travaux ne sont
pas en adéquation avec les différentes études ambnine interaction directe entre la protéine
CFTR-F508del et la CNX (Pindt al, 1994; Egaret al, 2002). Une étude d’'Okiyoneda a
également montré qu'une surexpression de la CNXnauatg la quantité de CFTR-F508del
au niveau du RE (Okiyonedsd al, 2004).

c) Voies impliguées dans la dégradation de la preté
CFTRF508del

Difféerentes études ont démontré que la voie ubiggHprotéasome est responsable, au

moins en partie, de la dégradation co- et postttiohnelle de la protéine CFTR
ubiquitinylée de conformation incorrecte. En paifiier, les équipes de Jensen et Ward ont
utilisé des drogues inhibant plus ou moins spéaegfigent le protéasome tels que le MG132
ou la lactacystine. lls ont ainsi montré que lat@re CFTR, suite a ces traitements, se
retrouve sous forme polyubiquitinylée (Jensdnal, 1995; Wardet al, 1995; Satcet al,
1998; Xionget al, 1999). De plus, ces mémes auteurs ont démonél'giquitination
n'était pas simplement une conséquence de I'acationldes protéines lors de l'utilisation
d’inhibiteurs du protéasome, mais bien un pré-re@uia reconnaissance des protéines par le
protéasome. La protéine CFTR est ciblée par l&Bys ERAD grace aux chaperonnes (Loo
et al, 1998; Meachanet al, 1999; Meachanet al, 2001), puis sa rapide élimination dépend
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de sa retranslocatiovia le canal Sec61 (Bebdét al, 1998) et du protéasome cytosolique,
pouvant étre ou non associé au RE, ou des deuxd@ibet al, 2001).

Golgi
post ER

Complete CFTR ﬂﬁ

Successful folding Folding
offull-lengthFTR %0 (ﬂo T - E

9

s?: g‘%‘z @l £ &
Phes‘” @ GlIGIl 7@ @<:'UG o Mand
°'° SNy owani /. ERAD: Major
'@ 031— ER Lumen \ leak point ,// degradative pathway
~ for misfolded wt-CFTR
o i 0,:0 —~
First checkpoint: prolonged ManBB,;@)
O .'_.' o3 %\\ﬂ Hsc70 association EDEM : |
" o 0\
_ERPIuw L i
3 Hsp = b cT0l A B A
BPinff_m 4 chip’* gﬁ,:' Q O A
Hsc70-mediated Ubiquitination: B @lc) Glucose
Major degradative pathway for :g? o Misncis
F508del-CFTR Il B HotoNia by e i GHNAS

ER

Figure 115 : Modéle des voies de dégradation majeas de CFTR sauvage et mutée F508del.
(i) La synthése de la protéine CFTR débute avedrsartion dans la membrane du réticulum endoplgsenet
I'attachement d'un complexe Hsc70/Hdj-2 (ou Hspd@PpM au domaine cytosolique naissant. La celldiksa
ce contréle Hsc70/Hsp70 comme premier point derdtanpour évaluer la conformation de CFTR. La réten
prolongée de CFTR-F508del mal replié par Hsc70 pearCHIP d’interagir avec Hsc70/Hsp70 (probablemen
en déplacant Hdj-2) et entraine la dégradation dtam par la voie Hsc70-CHIP-UbcH5a. Le E2 Ubc6tpeu
également contribuer a la dégradation de CFTR-F&0&d niveau du réticulum endoplasmique. Contragrgm
a ce qui se passe avec CFTR-F508del, CFTR saupage/equel I'interaction intramoléculaire NBD1-Rle
repliement est correctement réalisé, continue ttamsie de repliement a travers l'interaction de rgesidus N-
glycosyl (ii) avec la calnexine (iii). CFTR sauvagequiert sa conformation native par des sériesessives de
libération-déglucosylation (iv) et reliaison-reghsylation (v) par la calnexine, qui constitue égaat le second
point de contrdle de 'ERQC. Aprés un repliementrect, CFTR sort du réticulum endoplasmique etisged
vers la voie de sécrétion (vi). Toutefois, la pneseprolongée dans le cycle de la calnexine peenamCFTR
mal pliée a étre un substrat de la mannosidasé.l Qette enzyme clive les résidus mannoses, &t générer le
glycane intermédiaire Man8B qui est reconnu paDEM, qui cible la protéine a 'ERAD (viii). Selonec
modele, CFTR-F508del suit une voie majeure de diédien du premier point de contréle de 'TERQC(Hsc70
dépendant), alors que la protéine CFTR sauvageephée subit une dégradation protéolytique au rs@@mint
de contrdle (calnexine-dépendant).

D’aprés Farinha & Amaral, 2005.

Cependant, ces auteurs montrent que malgré l'itibibdu protéasome, la dégradation
des protéines CFTR sauvages ou mutées, bien qraiealcontinue. Ce ralentissement causé

par l'inhibition du protéasome n’entraine en aucas la maturation de la forme immature de
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CFTR sauvage ou mutée (Jensdral, 1995; Wardet al, 1995). De plus, la déplétion en
ATP de la cellule n'a pas d’effet significatif dardégradation de la protéine CFTR suggérant
implication d’'un systéme protéolytigue ATP-indémant en plus de la voie ubiquitine
protéasome ATP-dépendant (Lukaes al, 1994; De Keukeleireet al, 2008). Tous ces
éléments laissent penser qu’'il existe d’autresesyss protéolytiques au sein du systeme
ERAD ou une voie paralléle, impliqguées dans la dégtion de la protéine CFTR.

Différents points de vue se confrontent sur ceatéei Certains auteurs pensent qu'il
n'existe pas d’autre systeme de dégradation et’opngbition incompléte de la dégradation
de CFTR provient d’une inhibition partielle du prasome. lls ont alors utilisé des inhibiteurs
ciblant d’autres voies de dégradation et arrivelat éonclusion que le systtme ERAD serait
'unique systeme de dégradation de CFTR (Gelraaml, 2002). A contraria une étude
menée par I'équipe de Dorner tend a montrer quecgis®ines-protéases pourraient étre
impliquées dans la voie de dégradation de la pret€FTR (Stratforet al, 2003).

Il est a noter que I'existence d’'une voie de dégtiad alternative du systéme ERAD a
déja été proposée pour d’autres protéines (Waxetaml, 1987; Uradeet al, 1993;
Heinemann & Ozols, 1998; Loo & Clarke, 1998; Amsheif al, 1999; Cabrakt al, 2000;
Mancini et al, 2003). L'équipe de Sifers a par exemple montr@ ¢m protéineal-
antitrypsine humaine incorrectement repliée pougtié dégradée par des voies distinctes
suivant le type de mutant : le mutant nul de Homgdest dégradé par le protéasome tiu
al., 1999) alors que le mutant Pl Z est dégradé pampuotéase encore inconnue, sensible aux
inhibiteurs des tyrosines-phosphatases (Caddral, 2000). Plus réecemment, il a été montré
que la forme incorrectement repliée de la chaperoBiP est dégradée par une voie

indépendante du protéasome (Donesal, 2005).

Récemment, il a été montré dans notre laborataiee'glimination de CFTR-F508del
est plus dépendante du GTP que de I'ATP (De Keuketd al, 2008). La caractérisation
biochimique suggere la participation de protéinekéBerotrimériques et la spectrométrie de
masse a permis d’identifier, dans la fraction nsornale enrichie en RE, deux protéines

GTPasiques appartenant a la famille des protéinesGa,, et Gus.
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Il) Les GTPases, ou protéines G

Par définition, les GTPases lient et hydrolysenBTeP, une coenzyme de transfert de
groupement phosphate, et existent ainsi sous fiooises : liees au GTP, liées au GDP et
vides (échange entre le GDP et le GTP). L'activatie la protéine G se fait par échange du
GDP par le GTP, provoquant un changement confoomadil, alors que le passage a I'état
inactif se fait par hydrolyse du GTP. Ces deux &tagont lentes et nécessitent des protéines
régulatrices (Bournet al, 1991).

Il existe deux grandes familles de protéine G :destéines G monomériques (ou
petites protéines G) comme Ras, Rho, Rac, Sar, SR® les protéines G hétérotrimériques
(ou grosses protéines G) composées de trois soigs@n  ety).

Les protéines G sont caractérisees par des ségquanmesensus de liaison et
d’hydrolyse du GTP (Fig. 119).

A) Les petites protéines G

Forme active Forme inactive

Figure 116 : Cycle des protéines G monomériques.
L’activation de la protéine G se fait par la liaisdu GTP, qui est ensuite hydrolysé par I'acti@G€Pasique de
la protéine G, ce qui permet le retour a la fornaetive. T : GTP ; D : GDP.

La famille des petites protéines G monomériquesnegliquée dans la prolifération
cellulaire (voie des MAP Kinases), dans la polymsetion de I'actine et surtout dans le trafic
vésiculaire (Clabecept al, 2000). Les membres de cette famille possedentséneence
consensus (commune aussi a la sous-uni@dS grosses protéines) @sponsable de
I'échange GTP-GDP et de 'activité GTPasique irsgue. L'échange du GDP pour du GTP,
en présence de la GEF (Guanine Exchange Factbey @au niveau du site de fixation des
nucléotides. L’interaction entre le phosphatet les résidus amino-acyls, Lys16 et GIn61,
placés dans le domaine Hé&® joue un rdle primordial dans la stabilisatide I'état de

transition (Li, 2003). Le passage a |'état inadtf la petite protéine G a lieu par I'hydrolyse
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du phosphate du GTP en présence d'eau et de sa GAP (GTPaseafiogvProtein) qui
interagit avec un oxygene du phosphate en podftioar I'intermédiaire de I'Arg 789 (Allin
et al, 2001).

B) Les grosses proteines G

Cette famille de protéines G joue un réle importdans la régulation de la réponse
cellulaire & son environnement et est impliquéesdantransduction des signaux entre les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) de labmema plasmique et les effecteurs

enzymatiques intracellulaires (Fig. 117).

Guo, effectors

Gp/y effectors

Figure 117 : Transduction du signal par les grosseprotéines G.

La protéine constituée de cylindres jaunes reptésamrécepteur couplé aux protéines G hétérotigués ; A :
activateur du récepteurs;: sous-unitén de la protéine G By : sous-unité$y de la protéine G; D: GDP ;
T:GTP.

A I'état inactif, les 3 sous-unitéset py sont associées, la sous-unitétant liée a une
molécule de GDP. La vision communément admise fostue la fixation du ligand, ou
premier messager, tel les hormones ou les iopS<tiale RCPG va entrainer un changement
conformationnel du récepteur qui va impliquer uffeni@ supérieure pour une protéine G
hétérotrimérique particuliere et favoriser leur casation. Cette interaction engendre une
modification de la conformation de la sous-unitéduisant une diminution de l'affinité de la
sous-unitén pour le GDP, favorisant alors la fixation d’'une émile de GTP a la place du
GDP. Cet échange va permettre I'activation desépres G et entrainer la dissociation du
complexe hétérotrimeérique en une sous-unigt un dimergy (Neer, 1995). La sous-unité
liée au GTP, mais également le dimérg vont pouvoir interagir avec les effecteurs
appropriés. Puis le GTP est hydrolysé en GDP grdtzctivitée GTPasique intrinseque de la

sous-unité, permettant la reformation du complexg inactif (Wanget al, 2002; Milligan
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& Kostenis, 2006). Toutefois, ce modeéle classiqumi partenaires (RCPG, protéines G et
effecteurs) laisse maintenant place a un modeéleadrey partenaires. En effet, I'hnydrolyse
spontanée du GTP, au sein des-&IP purifiées, est trop lente pour rendre comps d
vitesses de désactivation de leurs effecteurs. Whtri@me partenaire au systeme a ainsi été
identifié : il s’agit des protéines RGS (Regulatifr G-protein Signaling). Ces protéines
accélerent de 50 a 100 fois I'hydrolyse du GTPses-unités & et comprennent plus de 30
membres (Dohlman & Thorner, 1997).

L’implication des protéines GTP-dépendantes dasglieers processus cellulaires a
été étudiée soit directement par modulation depfession des protéines candidates, soit
indirectement, par modulation de 'activité de pestéines par I'utilisation d’inhibiteurs de
I'activité GTPasique comme les complexes fluoroahates qui sont des complexes ternaires
formés de fluor, d’aluminium et d’ion hydroxyle gst AIFx. Ces molécules inorganiques
miment la structure chimique du phosphgtet affectent I'activité de nombreuses enzymes
GTPases et ATPases (Li, 2003). La transducine é§&tune des premieres protéines G ayant
servi de modéle pour I'étude de I'effet des comeseftuoroaluminates. L'ajout simultané de
fluor et d’aluminium promeut la dissociation deG# de la GBy, inhibant ainsi son activité
GTPasique (Kanahet al, 1985). Par la suite il a été montré que I'AlFxfige de maniére
covalente sur le groupement phosplfatees nucléotides-diphosphates avec une forte @fini
conférant a la protéine un état semblable a cetiau GTP. Parmi les complexes
fluoroaluminates, I'All; et I'AlF4 sont les deux complexes majoritaires.

La fixation du GTP se fait au niveau du domaine-Ra&sde la sous-unité & par
I'interaction entre deux résidus amino-acyls : G2t Argl78 et le phosphatedu GTP.
Dans ce modéle, I'AlF mime le phosphate en interagissant avec les deux résidus. I
stabilise ainsi I'état de transition du phosphdtmkibe I'activité GTPasique de la sous-unité
Ga (Li, 2003).

Mittal et collaborateurs ont été les premiers cedér qu'en présence de quantité
stoeechiométriqgue de Ras-GDP et de GAP (GTPase-AdtivRroteins), le complexe ternaire
Ras-GDP-AIFx-GAP peut étre isolé sur gel filtratidnittal et al, 1996). Mais contrairement
aux protéines G hétérotrimériques, I'activationea Ipar la fixation de I'Alg qui prend une
structure bipyramidale trigonale qui lui permetndiener le phosphatedu GTP (Li, 2003).

En effet, des études ont confirmées que l/AlRteragit seulement avec la sous-unité
Go des protéines G hétérotrimériques (Kahn, 199ajsajue I'AlF; interagit stablement avec
les protéines G monomériques en présence de leBr(B8urneet al, 1991; Ahmadiaret al,
1997).
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1) Les sous-unités @y

Gpy représente un complexe de deux sous-unités deotaiqe G associees sous
forme de dimeére trés stable qui est uniquemenbdiésians des conditions de dénaturation
(Hamm & Gilchrist, 1996). L’association entrgfsest non-covalente et a lieu au niveau du
cytosol, avant 'acheminement du complexe a la nramdb plasmique (Hamm & Gilchrist,
1996). La sous-unité G une petite protéine de 9 kDa, est composée de laélices alpha,
dont l'une est impliquée dans l'interaction avep (&lapham & Neer, 1997). Il existe 13
isoformes de ¢ qui ont une identité de séquence comprise entigb2d (Hamm & Gilchrist,
1996).

Chez 'Homme, il existe cing formes distinctes dmisunités G, GB1 a 5, qui
présentent une grande similarité de séquence ceenpntre 50-83% (Hamm & Gilchrist,
1996). La sous-unité [§ une protéine d’environ 35 kDa, est constituéeddax régions
structurales distinctes, un segment N-terminal dien 20 acides aminés en hélice alpha
impliqué dans l'interaction avec la sous-unitg @ reste de la séquence est impliqué dans la
formation d’'une structure particuliére répétée ig {€lapham & Neer, 1997). Cette séquence
répétée est appelée ‘WD-repeat’ et n'est pas uréglaesous-unité & En effet, plus d’'une
guarantaine de protéines possedent un motif ‘WRatpCes protéines sont impliqguées dans
plusieurs phénomenes cellulaires tels que la traotisoh des signaux, I'épissage des pré-
ARNmM, la régulation transcriptionnelle, I'assemldadu cytosquelette et le transport des
vésicules (Tam & Saier, 1993). Le lien qui uni lkeembres de cette superfamille est leur
capacité a former des assemblages macromolécul&eesconséquent, cette propension a
former des complexes protéiques s’avere étre urteepaentielle du fonctionnement de ces
protéines a WD-repeat. La structure cristallineelé\gue la sous-unitépGest principalement
composée de feuilled-arrangés en anneau, ressemblant a une hélicetemib&hacun des
‘WD-repeat’ est formé de deux diméres de résidugptbphane-Aspartate (WD) et de
Glycine-Histidine (GH) séparés par une région \weale 40 acides aminés (Tam & Saier,
1993). L'implication de Gy dans la signalisation se fait a plusieurs niveauopparticipant a
I'activation des récepteurs, en influencant le ey@ITPasique de la sous-unité &nsi qu’en
permettant l'activation de certains effecteurs tejse certains canaux ioniques, la
phosphatidyl-inositol 3'-kinase (PI13K), les PIfCles Src ainsi que I'activation des adénylates
cyclases ACII, IV et l'inhibition des adénylatesctases de type | (Schwindinger & Robishaw,
2001). De plus, le dimére participe directementaadésensibilisation des récepteurs en
permettant le recrutement des kinases de la fadell@RK2 (Boekhoftt al, 1994).
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2) Les sous-unités @

Les protéines @Gsont réparties en plusieurs classes, en fonctian tdenologies de

séquence et de leur capacité a activer ou a inbdrains effecteurs (Fig. 118 et Tab. 11).
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Figure 118 : Les classes de protéines G hétérotrimfues.

Les cadres gris représentent les différentes fasde sous-unité. Les + représentent une activation, les — une
inhibition. Entres parenthéses sont les toxinegbait les sous-unités Dans les cadres blancs se trouvent les
différents membres de chaque famille de sous-unité

Gs (stimulatrice) active I'adénylate cyclase afaugmenter la synthese d’AMPc.
Golf (olfactive) est associé aux récepteurs olfscti
» Gi (inhibitrice) inhibe I'adénylate cyclase.
Gt (transducine) transduits les signaux visuelssdanrétine en conjonction
avec la rhodopsine.
* (g stimule la phospholipase C.
» (12, importante pour réguler le cytosquelette,jdestions cellulaires, et les autres

processus liés au mouvement.

Les sous-unités & possedent un domaine en héliceest un domaine GTPasique
similaire a la structure de p21lras (Gilman, 1981)s précisément, le domaine GTPasique est
composé de cing hélices entourant six feuillet$ standards, dont cinq paralléles et un
antiparallele. Le domaine en héliagpossede une longue héligeentourée par cing hélices
plus courtes et est lié au domaine GTPasique pax degments, le premier composé des
résidus 54 a 58 et le deuxieme des résidus 173 §Rawet al, 1997). Ces deux segments

lient une structure en fourche responsable dealaoin des nucléotides (GDP/GTP). Les
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changements conformationnels de cette structuréorche favorisent le contact avec le
dimérepy. En dehors de certaines régions communes, leSipestG sont tres divergentes et
il est possible de les classer en quatre sous-typesGi, Gq et G12 (Tab I11).

Tableau 11: Classification des sous-unitéa des protéines G.

. Sous - . Modulateurs
Familles Effecteurs Expression :
types Pharmacologiques
Go(S) Adénylate cyclase
GagL) Canaux Maxi K Ga : ubiquitaire
Gs ] ] CTX
Gag(XL) Src tyrosine kinase
Gaoif Tubuline Gd,y : Neurones
GO,y
Go, : neurone G,: PTX
G0y Adenylate cyclase
Gay Rapl1GAPII
Gajp ERK/MAPkinase Gai.i3 : Ubiquitaire @;: PTX
_ Canaux K
Gi Gaig .
Canaux Cga
Ga, Src tyrosine kinase Ga, : neurones et plaquettes
Goy ; Gay; : cellules batonnets
Tubuline Gay : PTX, CTX
GOy, cGMP-PDE GOy, : cellules cbnes
Golgyst Gogst - cellules du godt aigre/dou OGust - PTX
Gog Phospholipase ¢ o
Gag1 - ubiquitaire Glg11: YM-254890
G Gayq p63-RhoGEF
q Gag, Bruton's tyrosine kinase
Gai1s/16 Canaux K Ga5/16: cellules hématopoiétiques
E-cadhérine
Gay, Z0-1
p115RhoGEF
G12 PDZ-RhoGEF ubiquitaire
LARG
Go3 .
Protein Phosphatase 5 (PPYJ)
AKAP110

a) La classe Gs

La classe Gs est composée deg & Guy, identiques a prés de 88% (Newdsal,
2002). La sousnité Gus est exprimée dans la majorité des cellules, patred’'expression de
Goeir est limitée a certains neurones. Toutes deux gdesséa capacité d’activer I'adénylate
cyclase. L’activation de cette enzyme permet lavemsion de I'ATP en AMPc, qui est un
second messager important dans l'activation deKA RBinsi que dans l'activation de la
protéine EPAC (Exchange Protein directly ActivabydcAMP). Gos et Guor SOnt également
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des substrats pour une ADP-ribosylation catalys#reuyme toxine deé/ibrio cholerae la
toxine cholérique (CTX). Cette modification post-traduatielle inhibe I'activité GTPasique
de la protéine G, résultant en une protéine blogiaés sa conformation active (Newsal,
2002). En plus d’induire la production d’AMPcgoginteragit avec les kinases c-Src et Hck,
protéines régulatrices importantes dans plusienieswde signalisation, dont la transactivation
des récepteurs tyrosine kinase par les RCPGdiMdé, 2000). La fixation de & (sous forme
active liee au GTP) a c-Src entraine un changersgnttural au sein de cette kinase,
favorisant ainsi son autophosphorylation et soivaibn. De plus, cette stimulation de c-Src
est indépendante de Il'action denGsur l'adénylate cyclase (Mat al, 2000). En plus
d’interagir avec Src, Gis peut également se fixer aux tubulines et promauears activités
GTPasiques (Sarmet al, 2003). La tubuline est une GTPase importante passemblage
dynamique des microtubules, l'une des composantes cgtosquelette des cellules
(Roychowdhury & Rasenick, 2008). Sous I'action &&SPG, les @s sont les seules sous-
unités Gi capables d'internaliser et de permettre I'actowatdes tubulines dans le cytosol
(Daveet al, 2009).

b) La classe Gi

La classe Gi est composée de1Gaip, Gojz, des deux isoformes rétiniennea (et
Gayp, des isoformes du systeme nerveux centrglGet Goo.g, ainsi que @, principalement
exprimée dans les plaquettes sanguines (Ho & Wt868). Tous les membres de cette
famille contiennent un résidu cystéine en C-terinfsauf Gi;) sensible a I’ADP-ribosylation
par la toxine deBordetella pertussjsla toxine pertussiquéPTX) (Hsiaet al, 1984). Cette
modification covalente irréversible rend impossiladibération du GDP suite a la fixation
d’un ligand sur un récepteur couplé a Gi. Le blecdgs réponses cellulaires par la PTX a été
un outil important pour I'étude de l'implication sleprotéines Gi dans les processus de
signalisation cellulaire. Ainsi, il a été détermigée la sous-unité dp active la GMPc
phosphodiestérase de la rétine, un effecteur mdjgus la vision chez les vertébrés (Rebf
al.,, 1985). Les membres de la sous-famille 6t Gu, sont impliqués dans l'inhibition de
I'adénylate cyclase, dans la régulation de certaamgaux ioniques et dans la régulation de la
phospholipase C. Tout comme$5Gai; (contrairement a &) est capable d’interagir avec la
tubuline (Daveet al, 2009). Pour ce qui est de la sous-unitg, Gomparativement aux autres
membres de la famille dg son expression est limitée a certains neuronaaxeplaquettes et
cette Gt n’est pas inhibée par la PTX. Par contre; &mble avoir des actions identiques aux
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autres @; sur les différents effecteurs et étre activéelgmmémes RCPG (Fields & Casey,
1997).

c) La classe Gq

La classe Gq contient cing membreso; G Gaya, Gais, Goie et Gog. Les membres de
cette classe ne sont pas des substrats pour laoreatADP-ribosylation catalysée par la
PTX et la CTX. G est responsable de la regulation de la clfpsieEs phospholipases de type
C (PLCH$), qui est impliquée dans I'accumulation du diabydgrol (DAG) et de I'inositol
triphosphate (IP3) qui entrainent la libération déserves de C& Gug et Guy; sont
largement exprimés dans tous les tissus, contraimerux autres membres de cette famille
dont I'expression est plutdt restreinte a certéypes cellulaires (Nevest al, 2002). De plus,
Gag semble étre impliquée dans la régulation de cesaGTPases de type Rho, en activant
par exemple p63RhoGEF (Lugt al, 2005).

d) La classe G12

Finalement, la derniere classe de sous-unitéestcomposée deug et Guyz. Malgré

le fait qu’elles soient exprimées dans la majodiés tissus, les fonctions de ces deuxn®
sont pas clairement définies. L’expression et Keation de G, et Guyz dans des cellules
embryonnaires P19 en différenciation ont été olisrven réponse a l'acide rétinoique
(Neveset al, 2002). Une des fonctions les plus connues padie &emille de protéines G est
leur implication dans l'activation de RhoA via Keraction avec des protéines a activité
échangeuse de nucléotide (GEF = Guanine nucle&tdbange Factor). La premiere GEF
rapportée comme interagissant aveg et Guyz est p115RhoGEF (Kozasa al, 1998). En
plus d’activer RhoA, G, et Guyz sont impliqués dans la réorganisation du cytosjtesken
permettant I'activation des cadhérines (Meggsal, 2001; Meigset al, 2002). G, est
impliguée dans la translocation de la protéine phatase 5 (PP5) et est responsable
également de I'activation de cette phosphatasd’g@de arachidonique (Yamagucht al,
2002). La stimulation des récepteurs couplés oaz @ngage I'activation sélective de la
protéine PKA sans I'élévation de la concentratiohMPc. Gayz en se fixant a TAKAP110
permet le relachement de la sous-unité catalytitpueKA du complexe AKAP110-PKA (Niu
et al, 2001). En plus de ces exemples, des donnéesuamtiqque G, et Guyz peuvent
interagir avec de nouvelles protéines et influeriears fonctions, comme par exemple le
transporteur NaH™ (Lin et al, 1996).
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Les sous-unités @&, et Gui3, seuls membres de la famille G12, n'ont été que pe
étudiées, mais semblent d'ores et déja impliquées dle nombreux processus cellulaires.

Elles possedent les séquences consensus des @saB(frig. 119).

G@l? 25  AGSGARDAEREARRRSRDIDALLARERRAVRRLVKILLLGAGEGGKSTFLKQMRITHGRE 84
BBl 16 PcCILITSGEAEQORKSKETDKCLSREKTYVKRLVKTLLT BT FLKMRITHGOD 75

Gxl?2 B85 FDOQEALLEFREDT IFDNILEGSEVLVDARDELGIPHWOYSENEFHGMFIMAFENKAGIP——— 141
- 16 FDORAEREEFRPT IYSHV IKGMRVLVDAREKLHTPWGDN SHQOHGDEIMMMSFDTRAPMAROG 135

GEl?2 142 -VEPATFOLYVPALSATWRDSGIREAFSERSEFQIGESVEYFLDNLDERIGOIHNYFESKOD 200
- 136 MVETRVFLOYLPATRATWADSGIOHAYDRRREFQLGESVEYFLDNLDKIGEPDYIPSQOQD 195

Gel? 201 TLLARKATKGIVEHDFVIKKIPFRMVDVGGQRSQROKWFQCFDGITSTLFMVSSSEYDOV 260
Bl 16 1raRRPTKGIHEYDFEIKNVEFKV RS ERKRWFECFDSVT STLFLVS SSEFDQV 255

Gel? 261 DMEDRRTNRLVESHMNIFET IVNNKLFFNVSITLFLNKMDLLVEKVKTVSIKKHFEDFRGD 320
Bl :5¢ LEDRLTHRLTESLWIFET IVWHRVFSHVSTILFLEBLLEEKVOIVSIKDYFLEFEGD 315

Gal?2 321 PHRLEDVORYLVQCFDRERRN-RSKPLFHHFTTATDTEHVRFVFHAVEDT ITOQENIKDIM 379
- 316 PHCLRDVOKFLVECFRNERFDQOOKPLYHHFTTATHTENIRTLVFRDVEDT ITHDHIKQIM 375

Goel2z 380 Lo 381

Bl ¢ w0 377

Figure 119 : Alignement des séquences deds et Gay; et motifs consensus.
Le motif 1 est le motif Walker A de liaison a 'ATBt au GTP, le motif 2 est une séquence consensus
d’hydrolyse du GTP et le motif 3 est une séquemeesensus de liaison du GTP.

1) Localisation

Gay, et Guyz sont exprimés dans tous les tissus de I'organidniéigan et al, 1992;
Spicheret al, 1994). Cependant leur localisation a I'échelldutaire est peu connue. Au
niveau des cellules épithéliales, ces protéines partiellement localisées au niveau des
jonctions cellulaires (Denkeet al, 1996; Dodane & Kachar, 1996; Hamilton & Nathanson
1997). Comme toutes les autres protéines G hétégiques, elles sont aussi localisées au
niveau de la membrane plasmique (Spidtaal, 1994). Plus récemment, il a été montré que
la partie N-terminale de d3,, mais pas @3, présente une séquence de localisation dans la
mitochondrie (Andreevat al, 2008).

i) Activation
Plus de 30 récepteurs couplés aux protéines Gtérrapportés comme interagissant
avec Gy, Goys, ou les deux (Riobo & Manning, 2005). De nombr&G&PG peuvent se lier
et activer plus d’'un membre d’'une sous-famille datgine G (Yamaguchet al, 2003). Des

études suggerent que la plupart des récepteuragigsant avec €, peuvent interagir avec
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Guy3s, etvice versaRiobo & Manning, 2005). De plus, de nombreux péears se liant a
Gay, ou Gogz peuvent également se lier a d’autres protéinest @lus particulierement dg
(Hermans, 2003; Riobo & Manning, 2005; Zhaegal, 2006c). Ceci rend tres difficile
I'analyse précise des voies de signalisation depoetgines G. Il a également été montré que
les protéines @, et Guz peuvent étre phosphorylées par la PKC, et quee cett
phosphorylation peut étre induite par le phorbolniy#istate 13-acétate (PMA), et inhibée
par la calphostine C (Calph C) (Offermaratsl, 1996).

iii) Désactivation

Tout comme les autres sous unitédes protéines G, dz; et Guy3 alternent entre un
état inactif lorsqu’elles sont liees au GDP et tat actif lorsqu’elles sont liees au GTP et
possédent une activité GTPasique intrinseque. i@Gegarotéines, les GTPase activating
proteins (GAP), permettent d’accélérer la désatiimades protéines G. Les protéines
pl15RhoGEF et leukemia-associated RhoGEF (LARG) a&ét montré comme agissant
comme des GAP spécifiques poutuset Guys in vitro (Kozasaet al, 1998; Wellset al,
2002; Suzukiet al, 2003). p115RhoGEF, LARG et PDZ-RhoGEF/GTRAP48t ses
membres connus de la famille des RhoGEF de manesjféui contiennent un domaine
d’homologie des RGS qui reconnait les protéineg, ®t Guys activées (Fukuharet al, 1999;
Chenet al, 2005b; Tesmeet al, 2005; Kreutzet al, 2006). Bien que pl15RhoGEF et
LARG soient des GAP spécifiques deugi; PDZ-RhoGEF ne semble pas avoir d'activité
GAP pour ces sous unités (Hattal, 1998; Kozasa&t al, 1998; Suzuket al, 2003).

Iv) Fonctions

Appuyant le réle central de dp et Guys, des études montrent qu’une régulation
anormale de leurs voies de signalisation est ptésdgsns certaines pathologies comme la
leucémie, la transformation cellulaire, I'invasitumorale et les métastases, I'hypertension et
I'ataxie (Voyno-Yasenetskayet al, 1994; Aragayet al, 1995; Jheet al, 1997; Kourlaset al,
2000; Martinet al, 2001; Kellyet al, 2006a; Kellyet al, 2006b; Moerst al, 2008; Wirthet
al., 2008).

Il semblerait aussi quedg; puisse agir de concert avec d’autres sous unitegatle
biais d'interactions. Le groupe de Sternweis aféat démontré que l'interaction entrenget
Gai, permettait une synergie d’action pouvant augmemaemproduction d’AMPc par

'adénylate cyclase VII (ACVII) (Jiangt al, 2008). La formation d’'un complexe ACVII-
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GosGay, pourrait expliquer cette synergie d’interactiohalaussi été mis en évidence que
Gag11 et Guyp agissaient de maniére synergique pour moduletiite de la phospholipase
C-$1 en réponse a I'activation de AT1aR (Ushio-Fudtaal, 1998).

D’autres fonctions plus directes de ces deux pmetiont aussi été rapportées. Ces
différentes fonctions sont :

» Activation des petites protéines G
Il a été démontré que les protéines;£et Guyz activent les petites protéines G
monomeriques (Ras, Rho, ARF, Rab et Ran) (Tekal, 2001).

e Systéme immunitaire

Des souris déficientes en p115RhoGEF présententiéfasits au niveau du systéme
immunitaire, ce qui est appuyé par le fait que RIMIEGEF est fortement exprimé dans les
tissus hématopoiétiques (Hat al, 1996; Whiteheackt al, 1996; Aasheimet al, 1997;
Girkontaiteet al, 2001; Rubtsoet al, 2005). Ces souris on €galement une populaticnteéd
de cellules T dans leur foie et leurs ganglionsdigatiques, un défaut dans la migration
lymphocytaire, la formation de pseudopodes et Esitinvia les intégrines, suggérant que la
voie pl15RhoGEF, et doncog et Guys, sont requises pour la fonction normale des
lymphocytes (Girkontaitet al, 2001; Franciet al, 2006).

» Croissance et transformation cellulaire

Des études montrent que, par le biais de Rho#, 6t Gz interviennent dans les
voies de signalisation concernant la croissandalagk et la tumorigenése (Chanal, 1993;
Jianget al, 1993b; Jones & Gutkind, 1998). Martin et sesatmfateurs ont démontré que la
surexpression du récepteur activé par la throm@#eR-1) favorise la transformation et la
croissance des NIH-3Tda Gaz/13(Martin et al, 2001). PAR-1 stimule I'activité du facteur
de réponse au sérum et du facteur de transcriptfedB, qui sont aussi des effecteurs de
RhoA. D’autres études suggerent que les RCPG emtanieoGry, et Guyz peuvent favoriser
la tumorigenese et la croissance des cellules wlewlAragayet al, 1995; Fukuharat al,
2001; Radhika & Dhanasekaran, 2001; Marinisseral, 2003). En effet, des travaux ont
démontré que les niveaux protéiques dg.Gont plus élevés dans des tissus de cancers du

sein ou d’adénocarcinome prostatique (Keliyal, 2006a; Kellyet al, 2006b).
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» Systéme nerveux

Dans le systeme nerveuxof; et Gz jouent un role important dans la migration
neuronale, le guidage axonal, la formation desegatérébelleux et cérébraux et la libération
de neurotransmetteurs (Jho & Malbon, 1997; Katolal, 1998; Kranenburget al, 1999;
Dettlaff-Swiercz et al, 2005; Hiley et al, 2006; Moerset al, 2008). Elles activent
spécifiguement RhoA dans des lignées cellulairagamales et causent une rétraction des
neurites (Katohet al, 1998; Kranenburget al, 1999). Une étude a démontré que des
changements morphologiques pouvaient avoir lieusdas cellules gliales en réponse a
I'activation de G, et Guyz (Honmaet al, 2006). La méme étude suggere aussi que la
stimulation du récepteur thromboxane A2 cause umelifgration des astrocytes,

principalemenvia la voie de signalisation dz,/Gas.

» Contraction musculaire

Il est admit que lors de la liaison avec des vassiticteurs, les récepteurs se liant a la
fois aux membres des familles Gq et G12 stimulemqthlosphorylation de la chaine légere de
la myosine (MLC) via les voies de signalisation ldekinase C&/MLC afin de réguler le
tonus des muscle lisses vasculaires (Gatlaal, 2000). Des souris avec une double
déficience conditionnelle pourdg et Guy3 ont été développées par I'équipe d’Offermanns
(Wirth et al, 2008). Les segments aortiques de ces sourisregsales réponses contractiles
altérées aux vasoconstricteurs comme l'angiotensie thromboxane Aet I'endothéline 1.
De plus, ces souris sont quasi compléetement presédé I'hypertension induite par le sel,
alors que leur pression sanguine basale n’estffextée. Des phénotypes similaires ont été
observés chez des souris n'exprimant pas LARG tEngellules des muscles lisses. Ces
données suggerent que la voie1£a3LARG est un régulateur clef du tonus musculaire des

muscles lisses dans un contexte d’hypertension.

» Hypertrophie cardiaque
Gayo et Guyz activent également la kinase N-terminale c-Justietulent I'échange
Na'/H" (Dhanasekaran & Dermott, 1996). Dans les cardimyigs, I'activation de cette
kinase déclenche les réponses hypertrophiques €8ugicClerk, 1998). Il a été décrit que les
réponses hypertrophiques induites par le récepteadrénergiqgue sont médiées en partie par
une voie @i213Rh0-JNK et en partie par une voienfs-JNK indépendante de Rho
(Maruyamaet al, 2002).
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* Angiogenese

Une étude montre qu’une déficience em4xhez la souris nuit au développement du
systeme vasculaire et est létal au stade embryen(@ffermannset al, 1997). Les mémes
auteurs, ayant cultivé des fibroblastes embryopsaile ces souris, ont observé une motilité
altérée en réponse a la thrombine et au LPA. Bienlg formation de vaisseaux sanguins
grace a la difféerenciation des cellules progéresien cellules endothéliales n’ait pas été
affectée, l'angiogenése, qui comprend la germinatla croissance, la migration et le
remodelage des cellules endothéliales existant&® gravement perturbé (Offermaratsal,
1997; Offermanns, 2001). Une autre étude utilisemplaquettes de ces souris dépourvues de
Gay3 montre que cette sous unité est impliqué dansnidstase normale et la thrombose. Les
plaguettes dépourvues deifg mais pas celles dépourvues de£ont des changements de
formes et une agrégation altérés en réponse aephssactivateurs plaquettairgsvitro, et
échouent a former des thrombi stabkes vivo Les souris présentent e€galement une
augmentation importante du temps d’arrét de saigném@u niveau de la queue (Moetsal,
2003).

» Cytosquelette

Guay2 et Guys activent des Rho-GEF comme LARG, P115, TRIO et R6®nt de ce
fait une influence certaine sur les processus diél plasticité du cytosquelette, tel la
chimiotaxie ou la morphogenése neuronale (Kueterl, 2002; Rojaset al, 2007). En
formant des complexes avec ces Rho-GEk, @t Gu,3 favorisent I'activation de RhoA (Sah
et al, 2000). Toujourvia RhoA, G, et Guyz induisent 'assemblage des filaments d’actine
et de myosine (fibres de stress), et sont impliguEas la contraction cellulaire (Ridley, 2001;
Etienne-Manneville & Hall, 2002; Sahai & Marsh&002).

» Jonctions cellulaires

Meigs et ses collaborateurs ont mis en évidenceiniaeaction entre les protéines de
la famille G12 et la partie cytoplasmique des caideé de maniére indépendante de
I'activation de Rho (Meiget al, 2001; Meigset al, 2002). Les cadhérines sont des protéines
impliquées dans la formation des jonctions celteli(Barthet al, 1997; Behrens, 1999). De
plus, I'adhésion cellule-cellule médiée par la Bfeaxine est diminuée parg et G 3 et cet
effet est spécifique de cette famille de protéilshétérotrimériques dans un modéle
d’expression hétérologue dans les cellules K562ddet al, 2002). Lin et collaborateurs ont

montré, chez le poisson-zébre, que et Guys sont requises pour la gastrulation (leinal,
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2005) et régulent I'épibolie en modulant négativati&ctivité de I'E-cadhérine (Liret al,
2009). D'autres études ont montré une interactioneeGu,, et Guyz et la protéine ZO-1
(Zonula Occludens-1), impliquée dans les jonctieesées (Meyeet al, 2002; Sabatlet al,
2008). Ces travaux montrent que;gregule la perméabilité des cellules épithéliataal@be

la formation des jonctions serrées dans les csllitdeales MDCK. Meyer et collaborateurs
ont démontrés, toujours dans les MDCK, que la pret&u;, hyperactive (G;,QL) perturbe

les protéines des jonctions serrées et adhéraitese la localisation polarisée des protéines
membranaires, et réduit la fonction de barrier¢hépale en activant la voie de signalisation
de la Src tyrosine kinase (Meyet al, 2003). Une étude plus récente a démontré que la
protéine Gz hyperactive (G13QL) perturbe également les protéines impliguéess des

jonctions serrées et adhérentes des cellules M@K 4toet al, 2009).

L'implication, d’'une maniere directe, des protéil@es13dans le développement et le
maintien du complexe jonctionnel au niveau desutadl| épithéliales rénales suggére que le
méme meécanisme peut exister dans d’autres épittedlimme le tissu pulmonaire, le plus
gravement atteint dans la MV. Pour mieux apprélgerdle des protéines dg13 dans le
fonctionnement des complexes jonctionnels, il rfallait faire connaissance, dans le chapitre

ci-dessous, avec ce processus a l'origine de tadton de la barriére luminale.

83



Antroduction

lIl) Les complexes jonctionnels

A) Geénéralités

Chez les organismes pluricellulaires, les cellubemt rattachées entre elles par
diverses structures membranaires spécialiséessgurent ainsi une cohésion de I'ensemble

du tissu. Le role cohésif de ces structures jonaidtles a une importance capitale au sein des

tissus. Elles forment ainsi une barriere perméatée I'environnement.

(T

——R-H-ce

. Jonction adhérente

Desmosome

Jonctions

communicantes

Figure 120 : Organisation des structures d’adhérene intercellulaires.

Les cellules établissent des contacts intercetkegafiui sont organisés en plateforme d’adhérenagomction

serrée se situe du coté le plus apical des conittetzellulaires. La jonction adhérente, le desmnos et les

jonctions communicantes sont d’autres structurépepumettent le maintien de la cohésion intercairel
Adapté de http://www.bio.miami.edu/~cmallery/15M¢denctions.jpg

L'épithélium et I'endothélium sont deux exemples dlustrent parfaitement cette
idée. Ces deux barrieres naturelles permettenbdgartimentaliser les tissus entre eux, de
séparer le sang des tissus sous-jacents, ou deskgsatissus de I'environnement extérieur.

En plus de leur role adhésif, ces plateformes psug&es modulables et deviennent
de véritables structures de signalisation, modifianfondément la biologie de la cellule. Les
structures d’attachement sont matérialisées parerside molécules d’adhérence
transmembranaires. Le plus souvent ce sont les mpro&ines de deux cellules voisines qui
interagissent et permettent ainsi une liaison hdrtigpie. Les molécules d’adhérence de
I'épithélium ont été les premieres étudiées eterdstencore les mieux décrites. Elles
constituent ainsi un modéle de référence. Les mt@éa’adhérence épithéliales s’organisent

de maniere précise le long de la jonction, ce quif@ére a la cellule sa polarité. La premiére
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structure qui se trouve du coté le plus apical lasjonction serrée ou jonction étanche
(Fig. 120).

Cette structure est suivie d'une jonction adhérentde desmosomes répatrtis le long
de la membrane basolatérale jusqu’au pble basaplide d’autres structures assurent des
échanges entre cellules par la création de pom@sncmicants entre cellules adjacentes : ce
sont les jonctions communicantes (ou gap junction).

Bien que l'endothélium présente de nombreuses aitdéis avec I'épithélium,
'organisation des structures jonctionnelles hetedothéliales présente une hiérarchie
différente. Tout d’abord, les cellules endothéBahe possédent pas de desmosomes. De plus,
les jonctions serrées et les jonctions adhérentes B10iNS organisées et peuvent se
superposer suivant le type d’endothélium étudi§deeet al, 2009). Dans ce chapitre, seul

I'organisation des jonctions épithéliales sera déer

B) La jonction serrée (TJ)

1) Présentation
Les jonctions serrées, dénommées aussi jonctiopsrimeéables, sont essentielles dans
le maintien de la cohésion cellulaire. Elles empétHa diffusion de molécules présentes
dans la lumiére jusqu’aux tissus sous-jacents streignent la fuite des lipides et des
protéines entre le pdle apical et basolatéral dadembrane plasmique (Harhaj & Antonetti,
2004).

1/ Aspect morphologique de la . 2/ Principales molécules dela w
jonction serrée jonction serrée

Jonction j‘

|/ X serrée » o
. e e -

Cellule1 | Cellule 2

Claudine Occludme

Figure 121 : Organisation et principales moléculesles jonctions serrées.

La jonction serrée est une structure adhérentésmsdu coté apical de la cellule. Elle est ce#nasée par la

présence de différentes molécules transmembrar@ireme la claudine, I'occludine et la molécule JAM.
Adapté de Kobielak & Fuchs, 2004.
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Ces structures, denses aux électrons, se localisenfté apical de la membrane et
peuvent facilement étre visualisées en microscapextronique (Fig. 121). Elles sont
composees principalement de trois difféerentes tamitle protéines transmembranaires : les
molécules de la famille des claudines (incluantdladine) et des molécules d’adhérence de
la jonction (JAM, Junctional Adhesion Molecules)ed protéines adaptatrices peuvent

interagir avec ces protéines transmembranaires.

2) Principales molécules des jonctions serrees

a) Les claudines

Les molécules de la famille des claudines sonfpleséines majeures des jonctions
serrées. Elles peuvent former des interactions pbitigues ou hétérophiliques avec d’autres
sous types de claudine. Il existe 20 claudineseuifites, cependant chaque claudine est
spécifique d'un tissu en particulier. Elles présenttoutes la méme structure et ont des
similarités structurales avec I'occludine. Deux tles forment la région extracellulaire de la
claudine. La partie extracellulaire, et plus prémignt sa structure tridimensionnelle, régule le
passage des solutés au travers de la monocouchelldes. La région extracellulaire est
suivie d’'une région transmembranaire et d’'une guedeplasmique qui permet la liaison
avec des partenaires protéiqgues comme les protéibel Z0O-2, ZO-3 (Zonula Occludens),
MUPP1 (Multi-PDZ Protein 1) et PATJ (PALS1-assoethi J protein).

b) L’'occludine

L'occludine est historiquement la premiére protémise en évidence au sein des
jonctions serrées. Cette protéine possede quatraides transmembranaires qui forment
deux boucles extracellulaires de taille similaitea premiére boucle est impliguée dans
I'adhérence intercellulaire alors que la deuxiérskeresponsable de la résistance électrique
transépithéliale. Trois domaines cytoplasmiquesmitegnt la molécule. La partie
intracellulaire est remarquablement conservée eldse espéces et interagit avec des
partenaires cytoplasmiques, comme la protéine Z@elgui lui permet d’étre reliée au
cytosquelette d’actine. Elle interagit égalemergcales protéines ZO-2 et ZO-3 ainsi qu'avec
des molécules des jonctions communicantes, la caman@2 (Kojimaet al, 1999) et la
connexine-26 (Feldmanet al, 2005). L'occludine s’associe a d’autres protéines
intracellulaires des jonctions adhérentes comme -BAP (VAMP associated

protein) (Lapierreet al, 1999). Cette protéine serait capable de régaldodalisation de
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I'occludine. La technique de double hybride a puttreeen lumiére d’autres partenaires
potentiels cytoplasmiques de la molécule d’occladiomme la PKC-(Protéine Kinase (3,
la tyrosine kinase c-YES et la protéine p85 (Nustatl, 2000).

L’occludine n’est pas essentielle a la formationl@gnction serrée mais renforce la
cohésion intercellulaire. En effet, les souris céfites pour cette protéine présentent des
jonctions serrées correctement formées (Sastoal, 2000). Cependant, ces souris montrent
un retard de croissance postnatale et présenterdrdbreuses anomalies au sein de plusieurs
tissus (inflammation, calcification du cerveauoptries testiculaires). D’autres protéines de

la jonction serrée seraient alors capables de cosepd&absence d’occludine.

c) Les JAM

Les molécules d’adhérence jonctionnelles (JAM) st protéines appartenant a la
superfamille des immunoglobulines. Le domaine eeialaire est formé de deux boucles de
type immunoglobuline, suivi d’'un passage transmemdire. Leur domaine intracellulaire
leur permet d’interagir avec différentes protéinekes que ZO-1, AF-6 et ASIP (Agouti
Slgnaling Protein). Ce sont des protéines locaiséda jonction intercellulaire des cellules
endothéliales mais également de certains épitpélarisés. Les cellules circulantes comme
les leucocytes et les plaquettes expriment égaleroette molécule. Il existe 3 types
de JAM : JAM-A, -B et -C (Bazzoni, 2003).

Les molécules JAM exercent des interactions honligpieis, mais peuvent s’associer
a d’'autres protéines, notamment les intégrineseptés a la surface des cellules du systeme
immunitaire comme les leucocytes. Ainsi, JAM-A petntfadhésion du leucocyte sur la
cellule endothéliale et facilite ainsi la transnaigon leucocytaire. De plus, les protéines JAM
sont également capables d’induire I'activation pkttpire en les immobilisant a la surface
des cellules endothéliales stimulées par des agemisiflammatoires.

d) La protéine ZO-1

Ce sont Stevenson et ses collaborateurs qui en d®8@écouvert ZO-1, la premiere

protéine associée aux jonctions serrées (Steveesah, 1986). ZO-1 se lie au domaine
cytoplasmique @erminal des claudines, de I'occludine et de JAMStevensoret al, 1986;
Gumbineret al, 1991; Haskinset al, 1998). Les protéines de la famille ZO, dont ZO-1,
interagissent avec la F-actine (lt@t al, 1997; Fanninget al, 1998; Itohet al, 1999;
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Wittchen et al, 1999; Fanninget al, 2002), présente du coté cytoplasmique des jamtio
serrées (Madara, 1987).

Dans les cellules épithéliales, les protéines Z@1 ZO-2) sont requises pour la
formation de jonctions serrées par les claudinesgtihet al, 2006). En effet, la perturbation
de ZO-1 et la déplétion en ZO-2 entraine une d&ifiwe dans la formation des jonctions
serrées dans des cellules épithéliales murines ddreeal, 2006). La déplétion de ZO-1
dans des cellules épithéliales MDCK provoque uardetlans la formation des jonctions
serrées (Umedat al, 2004; McNeilet al, 2006).

De plus, ZO-1 est requise pour l'activation de Ra1Z0-1 et ZO-2 sont requises
pour le recrutement de la myosine Il durant la fation des jonctions adhérentes (Ikenouchi
et al, 2007; Yamazaket al, 2008).

Il apparait donc que ZO-1 ne soit pas exclusivenmaptiquée dans la formation des
jonctions serrées mais également dans plusieupgeside I'adhésion cellule-celluléa les
jonctions adhérentes et les jonctions serrées gunsidans leur ségrégation physique a la

membrane.

C) La jonction adhérente (AJ)

1) Présentation

Les jonctions adhérentes forment des ceintureshéi@thce au pole apical des cellules
assurant un ancrage fort des cellules entre elles gu'au cytosquelette d’actine. Ces
jonctions renforcent non seulement la cohésion nigua des tissus, mais permettent
également la contraction d'un anneau d’actine &gickorigine de nombreux mouvements
morphologiques au cours de I'embryogenese. Lesaoul@g clés de la jonction adhérente sont
représentées par des molécules de la famille discaes.

Les cadhérines constituent une large famille deaglyotéines localisées a la surface
des cellules. La plupart d’entre elles participandes adhérences dépendantes du calcium.
Elles jouent un role clé dans la formation desusssolides (Takeichi, 1995; Tepass, 1999) et
leur expression sélective est finement régulée @uwscdu développement embryonnaire
(Radiceet al, 1997; Stepnialet al, 2009). De plus, leur fonction adhésive est siglectEn
effet, lorsque différents types de cellules sontamggs, les cellules de méme type sont
capables de s’assembler. Ces interactions sost ltit@otypiques. Cette association cellulaire

se fait en fonction du sous-type de cadhérine tpsedxpriment. Les cellules forment ainsi

88



Stroduction

des liaisons homophiliques (Takeichi, 1990). Cheg Vertébrés, les cadhérines sont au
nombre de 100, divisées en sous-familles.

E-, N- ou P-cadhérine

Cadhérines
classiques

VE-cadhérine

Cadhérines et Desmocolline
desmosomes Desmogléine
OO0 94 Wppz) p-protocadhérine

Protocadhérines
CNR-protocadhérine

Cadhérines avec la
partie cytoplasmique
courte ou absente

T-cadhérine

Flamingo

Produits des génes
renfermant des domaines EC
FAT-cadhérine

O Motif EC [ Raft A : Actine o : a-caténine
. Motif laminine [ Domaine intracellulaire V : Vinculine B : p-caténine

I ™Motrecr B Région riche en proline PP : PlakoPhiline ¥ : y-caténine
@ Motif leucine ] Domaine de liaison 2 FYN FI : Filaments Intermédiaires

=== Ancre GPL DP : DesmoPlakine

Figure 122 : La superfamille des cadhérines.
Les six sous-familles appartenant a la super fardidls cadhérines sont représentées. Les cadhélassijues
se divisent en deux sous types : le type | et e tif. Elles sont reliées au cytosquelette d'aciyae des
partenaires cytoplasmiques et peuvent étre égaterabées aux filaments intermédiaires. Elles pnémet 5
domaines répétés de type cadhérine (EC1 a 5). Uhédae desmosomale présente des similarités avec |
cadhérine classique et est connectée aux filametésmédiaires. Les protocadhérines ne possedemt pa
d’interaction avec le cytosquelette. Certaines éadbs peuvent étre enchassées aux radeaux lipglipmme
les cadhérines dépourvue de partie cytoplasmigee.cadhérines Flamingo et les cadhérines FAT pestéie
nombreux domaines extracellulaires répétés (EG) gine des motifs EGF et laminine.

D’apres Angst et al., 2001.

La partie extracellulaire d’'une cadhérine est daéregsge par la présence de plusieurs

domaines répétés d’environ cent dix acides ami@ésnotif, nommé ectodomaine (ou EC),
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se présente sous la forme d’'un module de type ingiabuline et peut étre répété entre cing
et trente fois. Une protéine est désignée comméérak si elle posséde ce module. La
superfamille des cadhérines se compose donc dersds/eprotéines structurellement
différentes. Nollet et collaborateurs ont propos&ldsser les cadhérines en six sous-familles.
Ce classement se base sur I'analyse phylogéniqua séquence du domaine EC1.
Parmi toutes les cadhérines, ce domaine est treseo@ (Nolletet al, 2000). Les six sous-
familles de cadhérines (Fig. 122) sont les cadkériclassiques (de type | ou ll), les
cadhérines desmosomales, les protocadhérines, ladhémnes a ancre GPI

(glycosytphosphatidylinositol), les cadhérines de type Rhyoiet les FAT cadhérines.

2) Les cadhérines classiques
Ce sont les cadhérines les plus étudiées. La ségumptidique du domaine EC1 a
permis de les classer en deux sous-types. Lespailas cadhérines classiques de types | sont
représentées par les E-, N- et P-cadhérines. LaadBérine, quant a elle, est une cadhérine

de type Il.

a) Organisation et assemblage

Les cadhérines classiques sont formées d’'un donitracellulaire composé de 5
domaines EC (Fig. 123). Ce domaine posséde des ditdiaison au calcium, qui stabilise la
cadhérine et permet l'interaction entre les diffées molécules de cadhérines. Le domaine
extracellulaire est suivi d’'un domaine transmeman@&a un seul passage qui est lui-méme
suivi d’'un domaine intracellulaire. Le domaine auellulaire interagit avec diverses protéines.
Les partenaires protéiques préférentiels de ce mhensmnt les caténines, ce qui permet aux
cadhérines d’étre liées au cytosquelette d’actine.

Le domaine ECL1 est le principal domaine responsdbldéa capacité adhésive des
molécules de cadhérine. Toutes les cadhérinespeel tpomportent au sein de leur domaine
EC1 en position C-terminal une séquence tripepigligonservée : Histidine-Alanine-Valine
(HAV). Cette séquence a longtemps été considéréemen la zone moléculaire de la
cadhérine permettant 'adhérence cellulaire (Blakat al, 1990). Les cadhérines de type Il,
comme la VEcadhérine, ne possédent pas cette séquence (Vieicaht2004). De plus, le
module EC1 posséde un résidu tryptophane-2 (TiguuRya pouvoir se loger dans la poche
hydrophobe portée par le module EC1 de la molédelecadhérine adjacente. De cette

maniere, la liaison homophilique peut étre créeaffslo et al, 1995; Tamuraet al, 1998;
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Boggonet al, 2002; Shapiro & Weis, 2009). Ce modéle nommé&andtswap » (échange de
brin) représente le modeéle d’interaction entre dewotécules de cadhérine le mieux décrit.
Les cadhérines de type Il présentent égalemerypeedinteraction mais posseédent un résidu
tryptophane additionnel appelé Trp-4, qui s'inséa@s une autre poche hydrophobe portée
par le domaine EC1 de la molécule de cadhérinecewlja (Patekt al, 2006). L'interaction
entre les domaines EC1 de deux molécules de cadlérbisines est de faible affinité et se
forme au début du contact intermoléculaire (Sivikaaet al, 2001). La présence ou non
d’ions calcium régit I'interaction soit emans (entre deux domaines extracellulaires de deux
cellules adjacentes), soit @ms (entre deux domaines extracellulaires d’'une méntlelee
(Shapiro & Weis, 2009). En effet, en absence deiwal les ectodomaines de cadhérines
d’'une méme cellule perdent leur rigidité et peuvgassocier entre eux (Pokugtal, 1994;
Chitaev & Troyanovsky, 19984 contrarig lorsque le calcium est fixé a son domaine de
liaison, cette interaction induit une modificatide la courbure de la cadhérine, ce qui facilite
I'interaction de la cadhérine avec la cadhérinsina@ (Boggoret al, 2002).

Membrane
plasmique Espace intercellulaire Cytoplasme
» e
L] » :
* e
[ ] p- - .
= e <« f3-caténine
° ® o ﬁ o
° n
Tons calcium < o-caténing

actine

Figure 123 : Représentation de cadhérines classiqgae
Les cadhérines classiques possédent un domairecelkitaire formé de 5 domaines répétés (jaunexqGh
domaine posséde un domaine de liaison au calcianbléa). Le domaine transmembranaire a un seubgass
permet aux cadhérines d’'étre enchassées a la meenbra domaine cytoplasmique permet la liaison aux
caténines. p120 interagit avec les cadhérinesiglass grace au domaine JMD (Juxta Membrane Domain).
B-caténine se lie au domaine CTD (C-Terminal bindidgmain). Lay-caténine (non représentée) se lie
également au domaine CTD et permet de relier laér@me aux filaments intermédiaires.atcaténine permet
de relier la cadhérine au cytosquelette d’actine.

D’apres Paredes et al., 2007.

Les cadhérines, assemblées entre elles, formenttemes structures « zippées » le
long de la jonction adhérente (Nosteal, 1988; Shapir@t al, 1995; Cheret al, 2005a; Patel
et al, 2006). Bien que les cadhérines assurent esdenteit des interactions homophiliques,
certaines cadhérines classiques peuvent interaga @dautres types de molécules mais cette

capacité reste exceptionnelle. La&ihérine, par exemple, peut se lier aux integiigs et
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a2B1 (Cepeket al, 1994; Takeichi, 1995). La-Badhérine peut interagir avec le récepteur au
FGF (Williamset al, 1994).

b) Partenaires cytoplasmiques : les caténines

La partie cytoplasmique des cadhérines permetefattion avec des partenaires
comme les caténines. lfa et y-caténine sont en interaction directe avec la caubhéet se
lient au niveau de la région C-terminale du domaiteplasmique appelée CTD (C-Terminal
Domain). Lo-caténine se lie a I$-caténine et I'ensemble du complexe est relié au
cytosquelette d’actine. Ce complexe ancre la caahéte maniére stable a la membrane.
Cependant, I'association du cytosquelette d’actine au complexe
cadhéringl-caténined-caténine est depuis peu remise en question. Eh die études ont
montré que B-caténine ne peut pas étre associée simultanémenyt@squelette d’actine et a
la B-caténine (Gates & Peifer, 2005; Yamaeaal, 2005; Pokuttaet al, 2008), ce qui
impliquerait la participation de molécules adajtas entre B-caténine et I'actine. Il a été
proposé que I'eplin puisse jouer ce role et camstitin lien entre di-caténine et I'actine (Abe
& Takeichi, 2008). La région la plus proximale danthine cytoplasmique lie la caténine
p120 au niveau d'une région appelée JMD (Juxta MangDomain).

I) La p-caténine

La B-caténine est une caténine trés conservée au deutdvolution et se compose de 12
motifs répétés de types Armadillo (Peiégral, 1992). LaB-caténine peut étre transloquée des
jonctions vers le noyau ou elle peut s’associeesfdcteurs de transcription et réguler ainsi
I'expression de génes cibles. Ainsi, I'associatitenla p-caténine aux cadhérines classiques
permet de réguler le pool décaténine libre, ce qui constitue un moyen de &gul
I'expression génique. LA-caténine peut réguler I'expression de certaineggenlle est par
exemple une molécule clé dans la voie de signalisai/nt. Les molécules Wnt sont des
facteurs de croissance et de différenciation foretdeux au cours du développement
embryonnaire. En absence de signal Wn§}-taténine cytosolique est phosphorylée par le
complexe protéique constitué de la Glycogene Sgetidnase (GSK) et de I’Adenomatous
Polyposis Coli (APC). L$-caténine alors phosphorylée, est rapidement payitinylée et
dégradée. En revanche, I'association de certaints \A/heurs récepteurs inhibe le complexe
de phosphorylation contenant la GSK. De cette manlép-caténine n’est plus dégradée et

s’accumule alors dans le cytoplasme. Cpitaténine libre peut se délocaliser vers le noyau
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et lier les facteurs de transcription de la familik€ell Factor (TCF)/Lymphocyte Enhancing
Factor (LEF). Ce phénomeéne entraine la transcriptie nhombreux genes impliqués dans
divers processus cellulaires comme la proliféeragoia différenciation (Porfiret al, 1997).
Chez l'adulte, cette voie de signalisation peut &@e nouveau activée et conduit a la
progression tumorale.
i) La y-caténine

La structure de lga-caténine est tres proche de celle dg-taténine. Elle permet, grace a
la desmoplakine, de relier les cadhérines aux &las intermédiaires. Le rble exact de la
y-caténine est encore a I'’heure actuelle incertdip. derait cependant, commeflaaténine,
impliquée dans la régulation de la prolifération asfsurerait ainsi un réle de cofacteur
transcriptionnel (Barker & Clevers, 2000; Maextal, 2004; Shimiziet al, 2008).

iii) La caténine p120

La caténine p120 a d’abord été décrite comme étasubstrat de la tyrosine kinase Src,
et a été par la suite décrite comme partenaireptagmique pouvant s’associer au domaine
JMD des cadhérines. Le rbéle majeur de p120 daosrglexe protéique a base de cadhérine
est de maintenir la stabilité et la localisationnmbeanaire des cadhérines (Iretetnal, 2002;
Davis et al, 2003; Xiaoet al, 2003). En effet, en absence de p120, la plupetcddhérines
sont internalisées puis dégradées. Notamment, disellules épithéliales, la caténine p120
protegerait la E-cadhérine de la dégradation pgogen masquant le domaine de liaison pour
Hakai : une E3 ubiquitine ligase (Fujie al, 2002). Par ces mécanismes, p120 régulerait
donc la demi-vie de la cadhérine a la membrane.ldDenéme maniére que les autres
cadhérines, la VE-cadhérine membranaire seraitlistsbd & la jonction grace a pl120. La
caténine empécherait la VE-cadhérine d’entrer di@ssvoies d’endocytose dépendante de la
clathrine et d’étre par la suite dégradée dangsiesome (Xiaceet al, 2003; Xiaocet al, 2005;
Chiassoret al, 2009).

En outre, p120 module la forme de la cellule erulag I'activité des protéines de
type Rho-GTPase comme RhoA, Racl et Cdc42 (AnasliasR007). Ces trois protéines sont
importantes dans la régulation de I'organisationcgitosquelette d’actine. La VE-cadhérine
régulerait ainsi cette fonction associée a pl20séguestrant cette caténine. p120 permet
également I'association des cadhérines aux micotdésb Bien que cette association soit
beaucoup moins connue et caractérisée que l'asisocides cadhérines au cytosquelette

d’actine, elle permettrait de stabiliser les cadie& a la membrane (Waterman-Staeeal,

93



Antroduction

2000; Stehbenst al, 2006). De plus, I'association de p120 aux midvates participerait a
I'organisation membranaire des cadhérines en lssportant a la membrane plasmique a
I'aide de moteurs moléculaires (Magyal, 2002; Cheret al, 2003; Stehbenst al, 2009).

Par ailleurs, p120 serait aussi impliguée dangdalation de I'expression génique et
le contréle du cycle cellulaire. Tout d’abord, pl@@ssede des séquences d’'adressage NLS
(Nuclear Localization Signal) et d’export NES (Neet Export Signal), et peut donc étre
transloqguée dans le noyau. Une fois a lintérieurndyau, p120 s’associe au facteur de
transcription Kaiso (Daniel & Reynolds, 1999). @etkur de transcription a été décrit comme
pouvant réguler négativement les génes cibles ingair le couple de facteprcaténine/TCF
suite a I'activation de la voie de signalisation t\@r, le site de liaison de Kaiso a 'ADN se
superpose au domaine de liaison de p120. Ainsi pdssociée au facteur Kaiso, empécherait
ce dernier de s’associer a ses genes cibles. Beroaniéere, p120 inhiberait donc la fonction
de facteur de transcription de Kaiso et réguld@ipression génique (Daniel, 2007). De plus,
p120 participerait & la progression du cycle caitel En effet, au cours de la progression du
cancer colorectal, cette caténine est capableedférer avec le cycle cellulaire en se liant et
en stabilisant la cycline E. Ce complexe induilaiprolongation de la phase S ainsi que la
synthese de centrosomes surnuméraires provoqupatyialoidie (Chartieet al, 2007). Ces
résultats montrent donc que pl120 exerce un rolé dahs la synthese d’ADN soit en
interférant avec la fonction du facteur de trangmn Kaiso ou en arrétant le cycle cellulaire

suite a son action stabilisatrice envers la cydiine

c) La E-cadhérine

La E-cadhérine est le constituant majeur des jonstiadhérentes dans les cellules
épithéliales. Elle reste incontestablement la cadeélassique de type | la plus étudiée au
vue de son importance au cours de processus pbgsjaes. En effet au cours de
'embryogenese, mais également au cours de la ¢gsign tumorale, elle participe a un
mécanisme cellulaire majeur : la transition épitiéiésenchymateuse (EMT, Epithelial-
Mesenchymal Transition). Ce mécanisme se caraetpes un « switch » d’expression de la
E-cadhérine. La baisse d’expression et la pertdadcalisation jonctionnelle de cette
cadhérine est associée a un changement phénotygéqlee cellule épithéliale, qui présente
alors des marqueurs de type mésenchymateux (Bebreths1989). La cellule devient alors

plus invasive. Au cours de 'EMT, la régulation afige de la Ecadhérine s’accompagne
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d’'une augmentation de I'expression d’une autre édadh classique : la cadhérine neurale ou
N-cadhérine.

Dans les cellules épithéliales MDCK, Racl coloeahsec la E-cadhérine au niveau
des jonctions cellule-cellule alors qu’il est trimomié dans le cytosol lorsque les jonctions
sont perturbée par chélation du?Cavec de 'EGTA (Nakagawat al, 2001). Il a aussi été
rapporté que les adhésions cellule-cellule médiéesa E-cadhérine stimulent I'activité de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) dans les MD(eceet al, 1999). De plus, il a été
montré que la PI3K interagit avec la E-cadhérinecéet al, 1999) et Ig-caténine (Espada
et al, 1999). Du fait que la PI3K agisse en amont delR¥&otaniet al, 1994), il y a une
implication possible de la PI3K dans I'activatioa Bacl dépendante de la E-cadhérine. En
effet, la wortmannine, un inhibiteur de la PI3Khiioe I'activation de Racl induite par la E-
cadhérine mais n’affecte pas leur localisationutaite (Nakagawat al, 2001).

Les GTPases de la famille Rho, une fois activéiésctant le niveau d’expression de
la E-cadhérine a la membrane, probablement enaggld transport endocytique (Mosesson
et al, 2008).

Le domaine cytoplasmique de la E-cadhérine s’assacec les protéines, -, et

y-caténine qui relient la E-cadhérine au cytosquelftctine (Ozawat al, 1989).

d) La P-cadhérine

L'existence de cette cadhérine a été mise en ésdem 1986, par I'équipe de

Takeichi, dans des cellules de souris qui n’expiemtani la E-, ni la N-cadhérine mais qui
avaient cependant la capacité de s’agréger entes @Nose & Takeichi, 1986). La P-
cadhérine est fortement exprimée dans le placentsodris alors que le placenta humain en
est dépourvu (Shimoyanet al, 1989). Au cours du développement embryonnaire the
souris, elle est exprimée de maniére transitoires dhfférents tissus et joue un réle dans la
morphogenése et I'implantation embryonnaire (Hetaial, 1989a, b; Wakitaet al, 1998).
Elle est exprimée de maniére permanente au seliépiderme, le mésothélium ainsi que
dans I'endothélium de la cornée (Nose & TakeicBB@). Chez I'homme et la souris, la P-
cadhérine permet la progression de la différentiaterminale de I'épiderme. En effet, bien
que ceexprimée avec la E-cadhérine dans les cellulebdtes, elle s’observe uniquement
au sein des cellules épithéliales proliférativesitgant dans la couche basale de la majorité

des épithélia stratifiés de I'épiderme et desdalks pileux.
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La P-cadhérine est impliquée dans le maintien derdéssance cellulaire et dans le
maintien de I'état indifférencié de la cellule. Effet, son expression est altérée dans de
nombreux cancers. Les premiéres études realiséenaniré que des jeunes souris femelles
déficientes en P-cadhérine présentaient une diftéagon précoce de la glande mammaire et
développaient avec I'age des hyperplasies et dgdakies (Daniedt al, 1995).

Cette cadhérine constitue également un indicaiebtef de mauvais pronostic chez
des patientes atteintes de cancer du sein (Paet@ds2005). En effet, elle est surexprimée
dans ce type de cancer et est suffisante pourrmdui phénotype migratoire et invasif a la
cellule. Cette capacité invasive s’expliqgue par soeexpression de facteurs pro-invasifs
comme les métalloprotéases MMP-1 et -2 (Matrix Mefaoteinases) (Ribeiret al, 2010).
MMP-1 est connue pour dégrader la matrice extrale@le, et facilite I'invasion tumorale et
la formation de foyer métastatique. MMP-1 et 2 smnsi capables de cliver la P-cadhérine
ce qui corréle avec 'augmentation de la capacit@sive de la cellule tumorale (Ribeigd
al., 2010).

e) La N-cadhérine

La N-cadhérine a été mise en évidence dans lesistiseeuronaux en 1989
(Lagunowich & Grunwald, 1989). Mais cette cadhénmest pas exclusivement neuronale.
En effet, elle est également exprimée dans desleglqui ont une origine mésodermique
(muscle, endothélium) (Knudseet al, 1990; Salomonet al, 1992). Elle se localise
préférentiellement au niveau des jonctions adhésen€Cependant, au sein des cellules
endothéliales, sa localisation est originale, tlarest présente de maniére diffuse autour de la
membrane (Salomoet al, 1992). Cette localisation, atypique pour une éaidle, pourrait lui
valoir des fonctions spécifiques au sein des adlehdothéliales.

La N-cadhérine est fondamentale au cours du dépetopnt embryonnaire,
notamment au cours du développement cardiaque. ftemh, ées souris déficientes en
N-cadhérine meurent a 10 jours de gestation a caudéfduts cardiaques majeurs (Radite
al., 1997). De plus, les tubes neuronaux et les sendte ces embryons présentent des
malformations et I'organisation épithéliale des &em est perturbée. Cependant tous les
tissus susceptibles d’étre formés a ce stade delafement sont présents et semblent étre

normalement différenciés.
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Plusieurs résultats préliminaires obtenus par rgrisape suggéraient que les protéines

Gaj, et Gayz pourraient jouer un role important dans la muaodizsse. Ces deux protéines

ont d'abord été identifiées par spectrométrie dessmadans des fractions microsomales

enrichies en réticulum endoplasmique, lieu de digran de la forme immature de la

protéine CFTR sauvage et muté (F508del). Leur itibibindirecte ralentissait la dégradation

de CFTR, laissant supposer une implication daneheuvellement de cette protéine. Par

ailleurs, I'étude bibliographique concernanti{a et Ga;3 montre qu’en plus de leurs réles

comme second messager, ces deux protéines ontdasssbles directs dans de nombreux

processus cellulaires, comme le développement atdiltient du complexe jonctionnel a

I'échelle des cellules épithéliales rénales (Fidy).O

Rho-specific GEFs :
p115RhoGEF
LARG

PDZRhoGEF

radixin

PYK2

aSNAP 1—\

axin

e | RGS1

———

P120-catenin /

Tec, BTK, RasGAP1 |« Gotyoi3 — [ AKAP110

\ YT

Hax-1
Socius
PP2A-Ao.

Figure O1 : Les protéines @, et Ga,; agissent sur de nombreuses protéines.

D’aprés Kelly et al., 2007.

A I'échelle cellulaire, la mucoviscidose se cagaise principalement par :

» La perte de la sécrétion apicale des ionisdCii peut étre la conséquence du blocage et

de la dégradation rapide au niveau du RE de laépp®tCFTR mutée mais

fonctionnelle, comme dans le cas de la mutatiorBF50

* Une diminution de la résistance transépithéliay@oayme de la perte de la barriere

luminale, qui a pour conséquence la propagatidfirdection vers le coté basolatéral,

entrainant I'exacerbation de la réponse inflammat@u niveau de I'épithélium

pulmonaire.
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A la lumiére de I'ensemble de ces données expétatenet bibliographigues, mon
travail de these a porté sur la caractérisationrdies des protéinesdg, et Guy3 dans la
dégradation de CFTR sauvage et mutée, et dansJelogpgement et le maintien des
complexes jonctionnels des cellules épithélialdmpnaires.

L’ensemble de mes résultats sera présenté saue fde deux parties correspondant a
deux publications qui sont en cours de rédaction.

La premiére partie traitera du role deizet Goiz dans la dégradation de la protéine
CFTR. La deuxiéme partie portera sur I'implicatoe Gu;, et Gz dans l'instauration et le
maintient des jonctions cellulaires, plus précisdéimes jonctions serrées et adhérentes, dans
des cellules épithéliales bronchiques saines ebwistidosiques.

Cellules épithéliales rénales Cellules épithéliales rénales

4 é m{,/
o o@g'F'\

ccooc| Exad CB@“ I

@ B-caténine <> Vinculine

@ a-caténine .. Cytosquelette d’actine

Figure O2: Rdle des protéines @i, et Gayz dans les complexes jonctionnels des cellules éjgiliales
rénales.

La plupart des études publiées a ce jour ont élésées sur les cellules rénales canines MDCKesptotéines
Ga,, et Goy; déstabilisent les jonctions serrées et adhérentes.
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1) Produits utilisés

2-désoxy-D-glucose Sigma

p-mercaptoéthanol: Roth

Acétate kinase: Sigma

Acétyle phosphate Sigma

AICl 3 : Sigma

Antibiotiques (culture cellulaire) : Pénicilline, Streptomycine, Amphotericine Egma
Antibiotiques (bactériologie) : Ampicilline, KanamycineSigma
Antimycine A : Sigma

ARN interférents : Ambion

BES: Sigma

BFA : Sigma

BSA : Sigma

Ca(NOs), : Sigma

Cameéra du microscope inversé a fluorescencéAxioCam MRm,Zeiss
CHX : Sigma

CTX : Sigma

D¢ protein assay: Bio-Rad

Deoxycholate de sodium Sigma

Digitonine : Fluka

DMEM + GlutaMAX + 4,5 g/l D-glucose + pyruvate: Gibco
DMEM/F-12 : Gibco

DMEM/F-12 sans méthionine ni cystéine Invitrogen
DMSO : Sigma

dNTP : MP biomedicals

DPBS: Sigma

EDTA : Sigma

Electrode a iode: WTW

Film Kodak : Kodak BioMax MS film ,Kodak

Formaline : Sigma

Forskoline : Sigma

FUGENE 6 : Roche

G418: Sigma

GA : Sigma

Glucose: Sigma

Glycine : Bio-rad

GTPYS: Sigma

H.O, : Sigma

HEPES: Sigma

HiPerfect : Qiagen

IBMX : Sigma

ImageJ: NIH

lodoacétamide: Sigma

Kit Duolink : Olink

Kit ECL Western Blotting : Amersham Biosciences

Kit extraction ARN : RNeasy mini kitQuiagen

Kit Geneclean Turbo : MP Biomedicals

Kit GoTaq gPCR Master Mix : Promega

Kit immunohistochimie : Vectastain ABC kitVector laboratories
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Kit minipreps : QlAprep,Qiagen
Kit reverse transcription ARN : GoScript™ Reverse Transcription Systéhmymega
KNO3: Sigma

Kodak BioMax : Kodak

Lac : Sigma

Lait écrémé: Régilait

LB : Sigma

LB-Agar : Sigma

Lecteur de microplaque: TECAN
Leupeptine/Pepstatine: Sigma
MEM : Gibco

Méthanol : Fluka

Methotrexate : Sigma

MG : Sigma

Microscope confocal TCS SP2| eica
Microscope inversé a fluorescenceAxiovert 200M,Zeiss
Milieu de montage: Sigma
Millicell®-ERS : Millipore
MPA : Sigma

Na,COj3: Sigma

NaCl : Sigma

NaF : Sigma

Nal : Sigma

NaNOs : Sigma

Nanodrop : ND-1000,Labtech
Nitrocellulose : Bio-Rad

PBS: Gibco

Pfu : Promega

Phosphorimager: Bio-Rad
PMSF : Sigma

Protéines G SépharoseSigma
PTX : Sigma

Puromycine : Sigma

Quantity One : Bio-Rad

RPMI : Gibco

SDS: Sigma

SOC: Invitrogen

Soufre radioactif : PRO-MIXtm L-[**S] in vitro cell labelling mix,Amersham Biosciences
Sucrose: Sigma

Sura: Sigma

SVF : Gibco

T4 DNA ligase: Roche

Tampon de ligation 5x: Roche
Thermocycleur : Eppendorf
Transwell : Corning

Tris-HCI : Sigma

Triton X-100 : Euromedex
Trypsine : Gibco

Xyléne: Carlo Erba reagents
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II) Biologie moléculaire

A) Les plasmides utilisés

Dans cette étude, nous avons utilisé les plasnd@egpression eucaryote pcDNA3.1
et pNUT codant pour les protéines CFTR sauvage éut)mutée F508del étiquetées en
position C-terminale par une étiquette HA (HémAggime du virus Influenza 11 acides
aminés : YPYDVPDYANS). Dans ces plasmides, I'étitgidHA est située entre le dernier
acide aminé de CFTR et le codon stop (Haerdt, 1999).

Toutes les vérifications avaient été réalisées gasgsurer que le HA ne perturbe pas
la biosynthese, la maturation, la stabilité etdaction de la protéine CFTR (Haarel al,
1999).

Le plasmide pcDNA3.1, dont I'agent de sélectiondbas cellules eucaryotes est le
G418 (Gentamicine, 0,2 mg/ml), a servi de matriceirpla génération des différentes
constructions correspondantes aux protéines € Guis qui ont par la suite été transférées
dans le plasmide pNUT pour la transfection stablagent de sélection de ce dernier est le
methotrexate (100 uM).

Les mémes constructions ont aussi été utiliséestpamsférer les genes d’intérét dans
le plasmide pEGFP, permettant de générer une peotdiimere, ou notre protéine d'intérét
est couplée a la protéine GFP (Green FluorescaieiRy ou a un de ses dérivés (YFP =

Yellow Fluorescent Protein ou CFP = Cyan FluoresEeatein).

B) Méthodes courantes de biologie moléculaire

1) Purification de fragments d’ADN

Les fragments d’ADN obtenus par amplification PCRI @pres digestions
enzymatiques étaient purifiés grace au kit Genacléarbo, selon les indications du
fournisseur. Brievement, dans un premier tempsdiréggnents d’ADN étaient séparés sur gel
d’agarose 0,8% a 2% et les bandes correspondaritaayments étaient isolées.

L’ADN était ensuite séparé de l'agarose par chaaffdans un bain possédant une
forte concentration en sels chaotropiques. Le ngélastait alors déposé sur une colonne de
purification pour éliminer les sels et les autrestaminants. Aprés élution, les fragments

étaient utilisables pour les étapes suivantes : @& gestion et ligation.
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2) Digestion
Dans le cadre de notre étude, nous avons diU digie® fragments PCR et des
plasmides a 'aide des enzymes de restriction BioXhol, ou Sacl et Kpnl, dans le mélange
réactionnel suivant :
— Fragment PCR ou plasmide : 200 ng
— Tampon de digestion (orange pour Notl/Xhol, jauaargacl/Kpnl) 5x : 4l
— Notl (ou Sacl) : 1 pl
— Xhol (ou Kpnl) : 1 pl
- Eau stérile qsp 20l

3) Ligation
Pour les ligations, les quantités respectives deeuve et d’'insert digérés et purifiés
étaient ajustées pour étre dans un rapport moléeuthéorique de 1 pour 3 a 5,
respectivement. Les réactions de ligation étaifateiées comme décrit dans le protocole du
fournisseur, dans le milieu réactionnel suivant :
— Vecteur digére : xl
— Tampon de ligation 5x : @l
- Fragment digéré (insert) iy
— T4 DNA ligase : 1l
- Eau stérile gqsp 20l
Le mélange réactionnel était incubé 30 min a 2 tendpérature ambiante, puis les
plasmides ainsi générés étaient introduits pourliiogtion dans des bactéries compétentes

par transformation.

4) Souche et culture bactérienne

Les bactérie&. coli DH5a, utilisées pour la production de plasmides, oatoéltivées
en suspension dans du milieu LB (Lysogeny Brotilsta 37°C et sous agitation vigoureuse
(200rpm). Pour les clonages, les bactéries comgstdransformées ont été étalées sur des
boites de Pétri L\gar additionné de I'agent de sélection adéquanaibées sur la nuit a
37°C.
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5) Transformation bactérienne

La transformation est un phénomeéne naturel d’éahateg matériel génétique entre
deux bactéries. En laboratoire, la transformatidifigelle, maitrisée, est un phénomene
couramment utilisé pour amplifier du matériel génét a étudier. La méthode utilisée est
décrite ci-dessous :

Entre 20 et 200 ng d’ADN d’intérét (mélange de figa ou plasmide a amplifier)
étaient prélevés et mis en présence deub@e bactérieskE. coli compétentes. Aprés
incubation 30 min dans la glace, les bactériegétaiansformées par choc thermique de 40 s
a 42°C puis de 3 min dans la glace. Les bactétasrg alors diluées dans 350 pl de milieu
SOC (Super Optimized Culture) et incubées 1 h & 3Bus agitation vigoureuse (200rpm)
pour permettre I'expression du géne de résistafe@m@biotique porté par le vecteur et ainsi
faciliter la sélection des clones positifs. Cescpliires bactériennes étaient ensuite étalées
sur des boites de Pétri contenant du LB-Agar aultit de la concentration adéquate
d’antibiotique.

Les plasmides pCDNAS.1 et pNUT portent un geneédestance a I'ampicilline, c’est
donc cet antibiotique, a une concentration de 1§ qui a été utilisé pour sélectionner les
bactéries positives. Pour les plasmides pEGFP, PEEFpEYFP, la kanamycine a une
concentration de 50 pg/ml était utilisée.

Les boites étaient ensuite incubées sur la nuitt&.3

6) Purification d’ADN plasmidique

La purification des plasmides amplifiés a partircdétures bactériennes a été réalisée
par la technique de miniprep. La miniprep permeixttaire 'ADN plasmidique par lyse
alcaline grace au kit QIAprep. Le principe repose sne dénaturation différentielle de
’ADN génomique de structure relachée et de ’ADMSgmidique superenroulé. Lorsque la
soude est ajoutée au lysat cellulaire, seul I'ADM@nique est dénaturé de facon irréversible.
L’addition d’'acide et de sel permet la réassociatien réseau insoluble de I'ADN
chromosomique, alors que I'ADN plasmidique represal forme native soluble. Une
centrifugation permet I'élimination d’'une grandetpades protéines, de 'ARN et de 'ADN
chromosomique. L’ADN plasmidique était alors préé&mpar de l'isopropanol, puis rincé par
de I'éthanol a 70% et repris dans de I'eau stérile.

La concentration en ADN de la préparation étaitsasstimée au nanodrop par lecture

de la densité optique a 260 nm. Le rapportddDO2e0 €tait aussi calculé, pour estimer la
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pureté de notre préparation. Ce rapport doit &repeis entre 1,6 et 2 pour que la préparation
soit considérée comme correcte. L’ensemble degdremtions portées par les plasmides ainsi

purifiés était contrélé par digestions enzymatigetesequencage systématique.

C) Clonages par réaction de polymerisation en ehain

Les amplifications d’ADN par réaction de polymétisa en chaine (PCR) ont été
réalisées dans un thermocycleur sur des ADNc peotetiune banque d’ADNc de poumons
humains. L'ADN polymérase qui a été utilisée poes €CR est la Pfu issue Bgrococcus
furiosus Elle posséde une activité exonucléasique 3’ Beide correction des erreurs. Les
conditions de PCR ont été établies selon les recmations des fabricants. Les amorces
d’ADN utilisées pour amplifier les fragments d'indés ont été synthétisées par la société
Eurofins MWG Operon et sont listée dans le tablMau

Tableau M1 : Amorces utilisées pour le clonage deds, et Gas.

forward GCGGCCGCATGTCCGGGGTGGTGCGGACCC
Ga2 reverse CTCGAGCTGCAGCATGATGTCCTTCAGG
forward GCGGCCGCATGGCGGACTTCCTGCCGTCGC
Gas reverse CTCGAGCTGTAGCATAAGCTGCTTGAGG

D) Mutagénese dirigée
La mutagénese dirigée consiste a introduire uneatioat précise dans un gene

d’intérét. Pour ce faire, des amorces spécialesdarétre utilisées (Tab. M2). Ces amorces

doivent s’apparier a la séquence a muter et dopessgéder la mutation a effectuer.

Tableau M2 : Amorces utilisées pour la mutation dé&a;, et Gays.

forward GGATGTGGGCGGCCTGCGGTCCCAGCGCCAGAAGTGG
Gaz reverse CCACTTCTGGCGCTGGGACCGCAGGCCGCCCACATCO
forward | GGTTGATGTAGGTGGTCTGAGATCAGAAAGGAAACGTTGG

Gas reverse | CCAACGTTTCCTTTCTGATCTCAGACCACCTACATCAACC

Une PCR a ensuite été réalisée avec ces amorcksneyme Pfu. Le mélange
réactionnel était le suivant :
— 2 ul de plasmide (20 ng)
— 1,25 ul de chaque amorce diluée (62,5 ng final)
— 1,25 pul dNTP mix (250 uM final)
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— 5 ul tampon Pfu 10x

- 1ulPfu
- 38,25 ul HO
Le programme PCR était le suivant :

- 1 min 95°C

— 18cycles: -1 min95°C
-1 min 55°C
- 2 min/kb 68°C

- 10 min 72°C

Plasmide de départ Hybridation des amorces Aprés le 1°7 cycle

P P,

Aprés plusieurs cycles

s ADN méthylé
+
— SAQuence a muter

=== Amorce contenant la mutation
Aprés digestion avec Dpnl
e ADN néosynthétisé

77N
.7

Figure M1 : Principe de la mutagenése dirigée.

Une fois la PCR terminée, nous avions dans notrdangé les plasmides
néosynthétisés comportant la mutation, mais aassplasmides de départ. Pour éliminer ces
derniers, une digestion par I'enzyme Dpnl étaitiséa. En effet, cette enzyme ne cible que
les ADN méthylés (fabriqués dans les bactériesir lee faire, 1 ul de Dpnl était ajouté au
mélange, qui était incubé 1 h a 37°C.

Cette technique nous a permis d’introduire uneatiut dans les genes codants pour

Gai, et Gpz. Ces mutations consistaient a remplacer une glo&ga(Q) par une leucine (L)
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(mutation QL en position 231 pourng et 226 pour @13) dans leur site d’hydrolyse du GTP

afin d’obtenir des protéines constitutivement agiyMeyeret al, 2002).

E) Construction des outils moléculaires

Afin d’étudier le role des protéinesog et Gu;3 dans la dégradation de la protéine
CFTR sauvage et F508del ainsi que dans l'instauragt le maintient des jonctions

cellulaires, nous avons di mettre au point un cen@mbre de constructions.

( [Notl Go., [Xh oS HA |
[Noti] Gatpo, [Xh oV HA |
Notl Ga, [Xh oS HA |
\ [Notl Gatypg, [Xh oY HA |

( ] GFP | SGLRSRALTAVGGRERT| Go., Kpnl|
| GFP | SGLRSRALTAVGGRERY] Gappa Kpnl|
| CFP |SGLRSRALTAVGGREZS Gay, [Kpnl
| CFP SGLRSRALTAVGGREG G| [ Kpnl|
| YFP |SGLRSRALTAVGGREZS! Gouy Kpnl|
| YFP |SGLRSRALTAVGGRE] Gouyo Kpnl|
| GFP | SGLRSRALTAVGGREXIS) Gou,s Kpnl|
|

|

|

Constructions
étiquetées HA

GFP | SGLRSRALTAVGGRERY] Gotaol Kpnl|
CFP SGLRSRALTAVGGRRIS) Goug Kpnl|
CFP |SGLRSRALTAVGGREIS] Gouyo Kpnl|

| YFP |SGLRSRALTAVGGREIS] Gou,, Kpnl|
\ | YFP |SGLRSRALTAVGGRE ] Goyyo Kpnl|

Figure M2 : Constructions moléculaires réalisées.
Les cadres oranges représentent les enzymes deti@stutilisées et les cadres noirs représerntesgquence
peptidique du linker se situant entre le géne éféitet I'étiquette utilisée.

Constructions fluorescentes

Les génes codant pour les protéineg &t Goy3 ont tout d’abord été clonés par PCR
a partir d’'une banque d’ADNc de poumon humain (Meat&t Méthode I1.C.). Les fragments
PCR obtenus ainsi que le plasmide pCDNA3.1 conteG&iiR sauvage ont été digérés avec
les enzymes de restriction Notl et Xhol, puis lemgfnents PCR ont été insérés dans le
plasmide pCDNA3.1 par ligation (Matériel et Méthodi®.2 et 3.). Aprés amplification et

vérification des plasmides par analyse des séqgengées génes codant pour les protéines
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Gai, et Coyz ont été mutés (Matériel et Méthode 11.D.), puis génes mutés ainsi que les
génes sauvages ont été insérés dans les plasNtds pEGFP, pEYFP et pECFP (a l'aide
des enzymes de restriction Notl et Xhol pour pNEiTSacl et Kpnl pour pEGFP, pEYFP et

pPECFP). Toutes les constructions obtenues sondéseptées sur la figure M2.

[[I) Culture cellulaire

A) Lignées utilisées

1) BHK-21

La lignée BHK-21 (Baby Hamster Kidney) dérive delignée source BHK C-13
obtenue a partir de reins de hamster doré ou syhsocricetus auratys Ce sont des
cellules rénales fibroblastiques adhérentes dépékegp pour la premiere fois par Macpherson
et Stoker (STOKER & MACPHERSON, 1964). La lignée BBl est couramment utilisée
pour la caractérisation biochimique de protéinesmehinantes qui y sont exprimées soit de

facon transitoire, soit de facon stable. Ces aedlidont aussi utilisées pour la production de

vaccins ou I'étude du métabolisme cellulaire.

2) COS-7
La lignée COS-7 est une lignée fibroblastique djime rénale provenant du singe vert
africain Cercopithecus aethiojpsElle a été obtenue aprés transformation patijane T de
SV40 (Simian Vacuolating Agent 40) muté au niveausdn origine de réplication (SV40
oridefective) pour éviter la réplication virale. eellules sont surtout utilisées en imagerie
car, du fait de leur étalement, elles permetterd ercellente visualisation des différents
compartiments intracellulaires. Elles sont aussinc@s pour leur production accrue de

protéines recombinantes par transfection transitoir
3) COS-1

La lignée COS-1 a été obtenue de la méme maniérdaglignée COS-7 et constitue

simplement un clone différent.
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4) A549
Les cellules humaines de la lignée A549 sont ddliles alvéolaires dérivées
d’adénocarcinome de poumon dont les caractérigtiqust été décrites par Lieber et
collaborateurs eh976 (Lieberet al, 1976).

5) 16HBE140-
Les cellules de la lignée 16HBE140-, appelées HBHm@an Bronchial Epithelial

cells) dans cette étude, sont des cellules bronekithumaines transfectées par l'antigene T
muté du Virus Simien 40. Les caractéristiques decedlules ont été décrites par Gruenert et
collaborateurs eh994 (Cozenst al, 1994; Grueneret al, 1995).

6) CFBE410-

Les cellules CFBE41o0-, appelées CFBE (Cystic Fisrbaman Bronchial Epithelial
cells) dans cette étude, sont I'équivalent mucadasique des cellules HBE et présentent une
mutation F508del homozygote pour le gene CFTR @Hsles ont également été décrites par

Gruenert et collaborateurs (Kunzelmaatral, 1993).

7) CFBE-wt
Les cellules CFBE-wt sont les cellules CFBE surempnt de maniere stable la
protéine CFTR sauvage (lllek al, 2008).

8) IB3-1
La lignée IB3-1 provient de cellules trachéales himes transfectées par I'antigéne T
du Virus Simien 40 (Zeitliret al, 1991). Ces cellules sont hétérozygotes pour e g&FTR
(F508del/W1282X).

9) S9

Les cellules S9 sont les cellules IB3-1 ayantcétéigées par I'apport du gereF-
sauvage (Egaet al, 1992).
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10) HEK-293

Les cellules HEK-293Human Embryonic Kidney fibroblast-like) sont desllgles
adhérentes issues de tissus rénaux embryonnaimesigl

B) Condition de culture

Les cellules étaient maintenues en culture dansboiite de 10 cm dans différents
milieux contenant un mélange d’antibiotiques, damsncubateur a 37°C sous 5% de2CO

Pour les cultiver, les cellules BHK-21 ont été ntanmue dans du DMEM/F-12
supplémenté par 5% de sérum de veau feetal (SVE)cdules BHK-21 exprimant de
maniére stable des protéines marquées HA ont ététenae dans ce méme milieu
supplémenté par 100 uM de methotrexate (0,2 mgarG4d18 pour les protéines marquees
GFP).

Les cellules Cos-7 et Cos-1 ont été maintenue dariBMEM + GlutaMAX + 4,5 g/l
D-glucose + pyruvate supplémenté par 10% de SVF.

Les cellules A549 ont été maintenue dans du RPMiyate supplémenté par 10% de
SVF.

Les cellules HBE et CFBE ont été maintenue dansiBM supplémenté par 10% de
SVF. Les cellules CFBE exprimant de maniere st@lfi€@R sauvage ont été maintenues dans

ce méme milieu supplémenté avec de la puromycidg fIml).

C) Repiquage

Les cellules étaient repiquées a environ 90% ddlumnce. Pour cela, elles étaient
lavées avec du DPBS (Dubelco’s Phosphate Bufféen§atans calcium (Gani magnésium
(Mg=), puis décollées par ajout de trypsine a 0,05%@erature ambiante. La trypsine était
ensuite inhibée par I'addition du €arésent dans le milieu de culture. Les celluleseét
alors resuspendues a l'aide d’'une pipette stétile partagées dans des boites, de 10 cm ou
6 cm, ou dans des plaques 6 ou 12 puits.

D) Congélation
Apres lavage au DPBS, décrochage des cellules etieérpar la trypsine a 0,05% et

resuspension de ces cellules dans du milieu dareuitelles-ci étaient centrifugées 2 min a

2000xg a température ambiante (TA). Le culot cellulair@tétlors resuspendu dans le milieu
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de congélation suivant : 10% DMSO (DiMéthylSulfOryd20% SVF, et 70% du milieu de
culture correspondant a la lignée a congeler.

Les cellules étaient par la suite placées a -8@@ant environ 4 mois puis stockées
dans de l'azote liquide (-180°C). La décongélapent se faire a n’importe quel moment du

processus.

E) Déplétions en ATP et en GTP
1) Déplétion en ATP

L’adénosine triphosphate (ATP), molécule hautem&mergétique, est produite a
I'échelle de la cellule au niveau du cycle de Kréb¥) et dans la chaine respiratoire
mitochondriale. Pour réduire la concentration icetlulaire de I’ATP, nous avions utilisé un
milieu de déplétion en ATP qui ne contenait ni pyte, ni glucose (pour inhiber le CK), ni
ATP. Ce milieu était additionné de 5 mM de 2-désbxglucose (inhibiteur du CK) et de
0,4pg/ml d’antimycine A (inhibiteur de FI'ATP synthaseedla chaine respiratoire
mitochondriale). En effet I'antimycine A, antibigtie bactérien, inhibe le transfert des
électrons du complexe IIl du cytochrome b versytechrome c, et empéche ainsi la synthese
de I'ATP par 'ATP synthase.

2) Dépléetion en GTP
La déplétion en GTP était obtenue en incubant édlsles dans un milieu de culture
normal, en présence de p d’acide mycophénolique (MPA). Le mécanisme d@actde
cette molécule immunodépressive est bien connuwfiaseHenriquest al, 2001). En effet,
le MPA est un inhibiteur de I'lnosine MonoPhosphdtshydrogénase (IMPDH), enzyme
impliquée dans la synthéde novades dérivés guanosylés (Fig. M3).

MPA

\l Guanine
\
AN P - | ] P s X [V P G P w5 D P s GTP

Figure M3 : Mode d’action du MPA.

Le MPA permet la déplétion spécifique en Gii@l'inhibition de I'TMPDH, enzyme clé de la synthéda GDP.

Le MPA se fixe a I'enzyme empéchant ainsi la cosiogr de I'lnosine MonoPhosphate (IMP) en Xanthine
MonoPhosphate (XMP).
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I\VV) Tissus bronchiques humains

Les tissus bronchiques humains ont été obtenast@ ge poumons humains sains ou
mucoviscidosiques au C.H.U. de Grenoblig, I'équipe du Professeur Christophe Pison du
service « Hospitalisation Sommeil et Respiratiomsuffisance Respiratoire Chronique -
Transplantation pulmonaire ».

Les prélevements ont tout d’abord été placés dhansmilieu de culture MEM
contenant 10% de SVF, et 1% de solution d'antiqiei (Pénicilline, Streptomycine,
Amphotericine B,Sigmg a 4°C pour le transport jusqu’au laboratoire. tiesus ont ensuite

éte rapidement séchés et congelés dans 'azoiddiquour étre ensuite conservés a -80°C.

V) Expression des protéines recombinantes

Pour éviter le phénoméne de variations clonales peuit altérer la synthese, la
maturation ou le trafic des protéines recombinarstablement transfectées, nous avons
comparé I'expression des protéines recombinaraesfectées transitoirement ou stablement.
Ces deux types de transfections ont été réalisés deux lignées cellulaires différentes, les
BHK-21 et les COS-7, dans le but de s’affranchis ddfets propres a I'expression de

protéines dans un systéme hétérologue.

A) Transfections stables

1) Transfections stables au phosphate de calcium

Toutes les transfections stables ont été réalisées les cellules BHK-21. Pour
transfecter des cellules & 70% de confluence ete blei 6 cm, 1ng du plasmide comportant
'ADNc de la protéine d’intérét étaient mélangé @avé50 ul deau stérile, 50 pl de
CaChL2,5 M et 500 pl de BES 2x.

Pour permettre la complexation du plasmide aveCaeet le BES, le mélange était
incubé au moins 20 min a température ambiante al@me ajouté aux cellules en culture. Ce
procédé étant tres toxique pour les cellules, meogplacions le milieu de transfection par le

milieu de culture normal au bout de 4h pour minanison effet.
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2) Stabilisation des cellules transfectées : sélectigar résistance

aux antibiotiques

48 h apres transfection, les cellules étaient idesbdans du milieu de culture
contenant l'agent de sélection dont le géne destedgie était porté par le plasmide
d’expression de notre protéine d’intérét. Ces agennt le methotrexate (500 uM) pour les
plasmides pNUT et le G418 (0,4 mg/ml) pour les mides pCDNA3.1, pEGFP, pEYFP et
pECFP.

A lissue d’'une période de sélection de 15 jouesilss les cellules ayant intégrées le
plasmide se développaient.

La concentration en agent de sélection utilisée aléterminée au préalable en testant
une gamme de concentrations sur des cellules apsféctées. La concentration retenue est la
concentration la plus faible permettant d’obteme umortalité de 100% des cellules apres 5
jours de culture en présence de I'agent de sétectio

Les niveaux d'expression en protéines recombinames été évalués par
immunodétection (western-blot) et immunofluoreseensfin d’enrichir les lignées stables
obtenues avec les constructions exprimant lesipestéaguées GFP, les cellules ont été triées

par cytométrie en flux, dont le principe est expéci-dessous.

3) La cytométrie en flux

a) Principe de l'analyse cytométrique

La cytométrie en flux permet d'analyser et de tdes cellules mises en suspension
dans un liquide et marquées a l'aide d’un fluoroaohe. Les cellules passent une a une devant
un laser qui excite la molécule fluorescente. LacHité de I'excitation lumineuse est
déterminée par la longueur d'onde du laser, chpaimi les raies disponibles.

Un tri, séparation physique des cellules, peutsaére réalisé. Ce tri n'altére pas la
viabilité des cellules et peut étre effectué sténent. Il permet de séparer tres spécifiguement
une fraction de la population. En ce qui concemieenétude, cette méthode a été utilisée pour
isoler les cellules stablement transfectées par mleseines fusionnées a la protéine

fluorescente GFP.
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Figure M4 : Principe d’un cytometre en flux.

b) Protocole de 'analyse cytométrique

Les cellules a analyser, une fois a confluenceerdtarypsinées et récoltées dans un
tube de 15mL. Apres centrifugation, le culot celité est repris dans 1 ml de PBS-EDTA
puis filtré directement dans un tube a hémolysec dilre. Ces étapes doivent se faire
stérilement s'il s’agit d’effectuer un tri de cdéis transfectées, que nous souhaitons par la
suite maintenir en culture.

Le principe de fonctionnement d'un cytometre de fst illustré sur la figure M4

B) Transfections transitoires

Pour les transfections transitoires, les cellul€@S&7 et COS-1 ont été utilisées. La
transfection transitoire était réalisée a I'aidekdtFUGENE 6. Pour ce faire, en boite de 6 cm,
6 ul de FUGENE 6 mélangés avec 194 ul de milieguleire sans sérum étaient incubés 5
min a température ambiante, puigp@de plasmide pcDNA3.1 codant 'ADNc de la protéine
d’intérét étaient ajoutés. L'ensemble était incdbémin a température ambiante avant d'étre
ajouté sur les cellules en culture. Aprés 24 hctdhiles étaient partagées en deux lots pour
étre utilisées par la suite (aprés 48 h), pouelgeriences d’'une part d'immunofluorescence

et d'autre part d'immunodétection (Western Blot).
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V1) Mesure de la résistance transépithéliale

—
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Figure M5 : Systeme de mesure du TER.
La résistance est mesurée grace a un ohmmetraréééx électrodes, la premiére dans le apical éelixieme
dans le compartiment basolatéral.

La mesure de la résistance transépithéliale (TERNnet d’évaluer I'installation et le
développement des jonctions entre les celluleshélmles ou endothéliales d'une
monocouche de cellules et était réalisée avecdagipMillicell®-ERS.

Ces mesures étaient effectuées sur cellules ayaossg sur des filtres de
polycarbonates « Transwell » (taille des pores4: |©0m). Pour chaque condition, 3 puits
étaient utilisés et 2 mesures par puits étaieecaf€es. Le volume de milieu était de 300 pl
en apicale et 900 ul en basal. La valeur étaitargre un blanc correspondant a un filtre sans
cellule et ramenée @d/cn?. Le systéme de mesure est illustré sur la figube M

VII) Mesure de I'invasion bactérienne

Pour évaluer l'invasion bactérienne d’'une monobeude cellules épithéliales, ces
dernieres étaient cultivées sur « Transwell » denéeame maniére que pour les mesures de
résistance transépithéliale. Ces cellules étaiefeiciées par une souche Beeudomonas
aeruginosaexprimant constitutivement la GFP de maniere arawo MOI (Multiplicity Of
Infection) de 10, c'est-a-dire 10 fois plus de éaes que de cellules. Apres une incubation de
4 h a 37°C, les cellules étaient lavées 20 min akeamilieu de culture MEM + 10% SVF

contenant de la gentamycine (300 pg/ml) afin de ke bactéries n'ayant pas pénétré les
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cellules. Le milieu contenant la gentamycine étaguite retiré, et les cellules étaient lavées
au PBS avant d’étre fixées avec de la formaline p@¥dant 20 min. Les filtres étaient alors
découpés, montés sur lamelle, et visualisés auostope a épifluorescence. Le niveau
d’invasion bactérienne était quantifié en comptantombre de bactéries présentent dans les

cellules. Cette valeur était corrigée en faisantdgo « nombre de bactéries/nombre de

noyaux ».
- & - 0 - g =
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Figure M6 : Schéma de l'infection de la monocoucheale cellules épithéliales sur Transwell par P.
aeruginosa exprimant la GFP.

Les bactéries passent entre les cellules épithélfarmant la monocouche pour rejoindre le pdlab@®one par
laguelle elles entrent dans la cellule pour I'inéecLes cellules épithéliales sont en beige, bxtdyies sont en

vert.

VIII) Test de blessure

Le test dit « de blessure » permet d’évaluer Igration cellulaire. Il consiste a créer
une blessure artificielle sur une culture celldagt observer la vitesse de comblement de

cette blessure grace a la migration des celluligs §f7).
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Figure M7 : Principe du test de blessure.

Les cellules épithéliales étaient cultivées sutebdie 6 cm jusqu’a confluence. Une
blessure était alors créée a I'aide d’'une pointedle stérile. La blessure était photographiée
avec un microscope inversé (Axiovert 200E&iss,France) équipé d’une caméra (AxioCam

MRm, Zeiss France). Les cellules étaient remises en cujperalant 24h, et une deuxieme
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photographie était acquise. La mesure de fermeataria blessure était réalisée a l'aide du

logiciel Image J.

IX) Transfection d’ARN interférents

La technique des ARN interférents permet de rédaisynthese d’'une protéine cible.
En effet, un ARN interférent, avec une séquenceééontidique pouvant s’apparier avec une
région précise de 'ARNmM de la protéine cible, iagtoduit dans la cellule. Il va alors activer
le complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex)eetonduire jusqu’'a '’ARNm cible,

qui va étre dégradé (Fig. M8).

YOO ARN interférent

L’ARN interférent (T
se lie a RISC

RISC
Les brins d’ARN
sont séparés
Le complexe RISC/ARN
s’associe a ’ARNm cible
ARNm cible

LARNmcible 7 v
est dégradé Yy 4 Vg

Figure M8 : Principe de l'interférence par ARN.

Les transfections étaient réalisées sur des celépéahéliales confluentes afin de voir
I'effet de la diminution d’expression de protéirses la résistance transépithéliale des cellules
grace a l'agent de transfection HiPerfect. PoulqokaTranswell, 80 ng d’ARN interférents
étaient dilués dans 55 ul de milieu de culture ssrsm ni antibiotiques, puis 6,3 pl de

HiPerfect étaient ajoutés au mélange, qui étaisadgité 1 sec au vortex. Le complexe était
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incubé 10 min a TA puis ajouté sur les cellules|{1&n apical et 45 ul en basal). Les cellules
étaient alors incubées 72 h avec le complexe HiPeARN.

Les transfections étaient aussi réalisées suredses BHK-21 a 50% de confluence
afin de voir I'effet de la diminution d’expresside protéines sur la dégradation de la protéine
CFTR grace a l'agent de transfection HiPerfect.rRiwaque boite de 6 cm, 130 ng d’ARN
interférents étaient dilués dans 92 ul de miliewcdikure sans sérum ni antibiotiques, puis
10,5 pl de HiPerfect étaient ajoutés au mélangeetait alors agité 1 sec au vortex. Le
complexe était incubé 10 min a TA puis ajouté s dellules (se trouvant dans 2 ml de

milieu de culture). Les cellules étaient alors ées 72 h avec le complexe HiPerfect-ARN.

X) Evaluation du niveau d’expression des ARNm
A) Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN totaux a été réalisée avekitede Promega. Les boites de
cellules, préalablement placées sur la glace, rdtddwees avec du PBS. Puis les cellules
étaient lysées par ajout de 900 pl de la solut@matlrante. Le lysat était transvasé dans un
tube eppendorf froid. 90 pl d’acétate de sodiuneataajoutés au tube puis mélangés. 900 ul
de phénol-chloroforme étaient ajoutés et le tubagits vigoureusement. Les tubes étaient
placés dans la glace pendant 15 min. La solutiain éntrifugée a 10000 g pendant 20 min a
4°C. La phase aqueuse qui contient les ARN étaitp@&rée et un volume égal d’isopropanol
était ajouté au melange. Une incubation a -20°Glgen5 min permettait de faire précipiter
les ARN. Une centrifugation de 10 min a 10008 4 C permettait de culotter 'TARN qui était
lavé avec 1 ml d’éthanol 70% froid sans le décolfgrrés une nouvelle centrifugation a
10000 gpendant 10 min a 4°C, I'éthanol était aspiré etu®t d’ARN, une fois séche, était
repris dans 50 pl d'eau DEPC 0,05%. La concentraéitait déterminée par lecture au

nanodrop de la densité optique & 260nm.

B) Transcription inverse des ARNm

La transcription inverse, réalisée grace au kito&Gipt™ Reverse Transcription
System », se faisait dans un volume final de 28vpt 1ug d’ARN totaux a 4°C.
Le mélange réactionnel était réalisé dans un eppéntérile de la maniére suivante :
- 0,5ug d’amorces hexaméres aléatoires
- 1ug dARNmM
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- gsp11,5ul KD
Le mélange est chauffé a 70°C pendant 5 min puissreapidement dans la glace pendant 5
min. Les composants suivants du kit étaient alfonstés :

— 1 pldNTP 10 mM

— 4yl 5X Buffer

~  2,4ul MgCl, 25mM

— 1 ul reverse transcriptase

Le mélange était incubé a 25°C pendant 5 min, aul2°C pendant 1 h. La réaction

était arrétée par chauffage a 70°C pendant 15min.

C) PCR gquantitative

Les expériences de PCR quantitatives ont été éealisn plusieurs étapes sur plaques

96 puits grace au kit « GoTaq gPCR Master Mix ».

1) Obtention des gammes étalons
Pour obtenir nos gammes d’étalonnages, une PCRlavet« GoTaq gPCR Master
Mix » était réalisée pour chaque jeu d’amorce sédsnrecommandations du fabricant. Le
produit PCR était alors déposé sur gel d'agarose epdrait a I'aide du kit Geneclean Turbo,
puis dosé par spectrométrie a 260 nm. Grace a cefteentration et a la longueur du
fragment amplifié, nous avons pu calculer le nontteecopie d’ADNc par microlitre. Une

dilution en cascade était alors réalisée pour powenvir de gamme par la suite.

Tableau M3 : Amorces utilisées pour les expériencele PCR quantitatives.

Geénes Amorces sens Amorces anti-sens
Z0-1 GAACGAGGCATCATCCCTAA CCAGCTTCTCGAAGAACCAC
Occ TCAAACCGAATCATTATGCA AGATGGCAATGCACATCACA
E-cad TGGACAGGGAGGATTTTGAG ACCTGAGGCTTTGGATTCCT
[3-cat AAAGCGGCTGTTAGTCACTG CGAGTCATTGCATACTGTCC
CFTR AAAAGGCCAGCGTTGTCTCC AAACATCGCCGAAGGGCATT
Gay, ATGGTCTCCTCCAGCGAGTA CTTGATGCTCACGGTCTTCA
Gay3 GGAGATCGACAAATGCCTGT CAACCAGCACCCTCATACCT

2) Détermination des niveaux d’expression des ARNm
Une PCR était réalisée avec plusieurs points ganame réalisée précédemment ainsi

que les échantillons d’'intérét. Une fois la PCRniegée, la valeur de CT était donnée pour
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chaque échantillon. La valeur de CT représentoielme de cycle a partir duquel le nombre
d’amplicons dépasse un certain seuil fixé. Gracaaubre de copies d’ADNc des points de
la gamme et de leur CT respectives, il nous a@éiple de réaliser une courbe d’étalonnage,
grace a laquelle nous avons pu déterminer le noddompie d’ADNc de chaque échantillon.
Le nombre de copie d’ADNc du géne d'intérét étaisidte rapporté au nombre de
copie d’ADNc d’'un géne de ménage (la GAPDH dontgiession ne varie pas) pour chaque

échantillon.

Séparation des brins D—

Hybridation des amorces

n cycles
Fluorescence

Elongation

Mesure de la fluorescence

v

Nombre de cycles

Figure M9 : Principe de la PCR quantitative.

XI) Imagerie
A) Immunolocalisation cellulaire

1) Principe général
Dans la technique d’immunofluorescence indireciepphunomarquage permet de
localiser un antigéne dans un tissu ou dans uhd@e@l I'aide d’un anticorps spécifique puis
un anticorps secondaire couplé a un fluorochronig. (10). La fluorescence est ensuite
détectée a I'aide de microscopie classique ou @eostopie confocale. Dans la technique de
fluorescence directe, la protéine d’intérét esticiusée a une protéine auto-fluorescente
(exemple : la GFP ou le DsRed).
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Anticorps secondaire
couplé a un fluorophore

Anticorps primaire

“————— Antigéne

Figure M10 : Principe de I'immunofluorescence indiecte.

2) Protocole d'immunomarquage

Pour les expériences d'immunolocalisation, lesutedl étaient cultivees sur des
lamelles de 12 mm de diametre. Les cellules étdigdes pendant 20 min a TA par la
formaline 10%. Apres fixation, les cellules étaipptméabilisées avec 0,2% de Triton X-100
pendant 5 min et la lamelle était saturée aveartgobn de blocage (0,5% BSA dans du PBS
contenant 0,1 mM Caet 2 mM Mg). Lincubation successive avec l'anticorps primeair
dirigé contre la protéine d'intérét et I'anticorgecondaire anti-lgG de souris couplé a
I'Alexa 488 ou anti-lgG de lapin couplé au TRITCusoa permis de détecter au niveau
cellulaire le complexe anticorps-antigene fluorescpar I'utilisation d’'un microscope a

fluorescence, apres montage lamelle/lame en présenmilieu de montage.

3) Microscopie a épifluorescence
L’'observation de la fluorescence a été rendue plesgyrace a [utilisation du
microscope inversé a fluorescence (Axiovert 20dkiss,France). Ce microscope est équipé
d’'un jeu de filtres permettant la détection du DARIX= 359nm ehem= 461nm), du FITC
(Aex=488nm efiem= 530nm), du YFPAEx= 520nm efhem= 532nm) et du TRITC\éx=
544nm etiem= 572nm) et d'une caméra (AxioCam MRiZeiss France) permettant
I'acquisition d’images avec l'objectif & immersié8x (X 63/1,35Zeiss France). Les images

étaient, par la suite, analysées avec le logiciéb¥ision 4.2 Zeiss France).
4) Microscopie confocale

Le microscope confocal, utilisant le laser pouralgal la surface d'intérét, permet de

visualiser, a l'aide de fluorochromes, des prot®ia@ niveau cellulaire et tissulaire. La
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technique d'imagerie confocale a fluorescence perdiebtenir des images de grande
résolution grace a des coupes « optiques » deaditlon obtenues par une projection sur
'axe Z. Basée sur I'élimination des signaux defescence provenant des régions situées en
dehors du plan focal, cette technique donne ast®saa des informations situées a l'intérieur
des cellules. Le systéme disponible au sein dstitirt est un Leica TCS SP2. Il est équipé de
deux lasers : un UV et un Argon permettant d’obt8maies d’excitation (351, 354, 458, 476,
488, 514, 543 et 633 nm), couvrant ainsi tout kEcte d’excitation. L’'objectif utilisé était un
63x a immersion.

La sélection de la zone d'intérét et la mise awnfpdiapproche étaient réalisées en
mode épifluorescence. On basculait par la suitmede confocal pour la mise au point fine
qui était réalisée a partir du module de commandsystéme confocal TCS SP2. Le réglage
de la longueur d’onde et de la puissance de ldaaer d’excitation (HeNe/ArKr), le choix du
filtre dichroique et le réglage de la fenétre digsifion et du gain du photomultiplicateur
étaient réalisés pour chaque fluorochrome. Une deis réglages établis, ils n’étaient plus
modifiés au cours de la séance d’acquisition etétappliqués a toutes les lignées cellulaires
dans un souci de normalisation.

Les prises de vues étaient réalisées par 3 a $aoga unidirectionnels successifs a la
vitesse de 400 Hz qui étaient moyennés afin derdlierile bruit de fond électronique. Le
mode séquentiel était employé lorsqu’il y avaitgmurs fluorochromes.

L’acquisition de la fluorescence et la reconstitutdes images ont été données par le

logiciel contrdlant le systéme : Leica confocaltaafre (eica France).

B) Immunohistochimie

L’'immunohistochimie (IHC) est réalisée sur tissx®$ montés sur lame et repose sur
la détection du peptide ou de la protéine qui va &connue par un anticorps speécifique. Cet
anticorps est lui-méme reconnu par un anticorporskre couplé a une enzyme (la
peroxidase dans notre cas).

La révélation se fait alors a I'aide du substrat’dezyme (diaminobenzidine pour la
peroxidase).

Nous avions utilisé des anticorps primaire, aniiGet anti-Gi 3 humain développés
chez le lapin. L'anticorps secondaire utilisé étainticorps biotinylé anti-lapin, qui se fixe
sur I'anticorps primaire. A ce complexe, nous asioajouté les protéines : avidine, biotine et

peroxidase qui vont permettre a la fois une angalifon du signal et une détection des sites
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d’expression et ce, aprés addition du substratedeyme peroxidase, le DiAminoBenzidine
(DAB). Ce substrat chromogéne va traduire une i@agiositive par une coloration marron

aux sites d’expression de la protéine recherché@rincipe est illustré figure M11.

Coloration
DAB brune

N—

|AB PI Complexe Avidine-Biotine-Peroxydase

Anticorps primaire

— Antigéne

Lamelle

Coupe de tissu

Figure M11 : Principe de I'immunohistochimie.

Brievement, a partir des coupes de paraffine, noéalisons une étape de
déparaffination qui consiste en une successionaitessblLe premier est un bain de xyléne,
suivi d’alcool 100%, d’alcool 90%, d’alcool 70%estfin d’alcool 50%.

Les coupes sont ensuite placées dans un mélang® ael d’'H,O, 30% complété a
100 ml avec du méthanol pendant 30 minutes, étapessaire pour inhiber les peroxydases
endogenes présentes dans le tissu.

Les sites non spécifiques sont ensuite bloquésamridheure avec du sérum normal
de chevre (NGS) : 120 ul de NGS complétés a 10vwet alu PBS 1X (Phosphate Buffer
Solution).

L’anticorps primaire : anti-&, ou anti-Gu;3 humain dilué au 1/100 dans du PBS 1X
est alors rajouté et reste au contact des sedtgmsaires pendant toute une nuit a 4°C.

Le lendemain, 2 ringages au PBS 1X sont effectu@stale rajouter pendant 2 heures
I'anticorps biotinylé dilué au 1/250. Deux lavagms PBS 1X sont effectués et le tissu est
incubé avec le complexe avidine-biotine-peroxidaesedant deux heures.

Deux derniers lavages au PBS 1X sont réalisés dxa@atélation de la réaction finale
suite a I'addition substrat DAB.
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Enfin, nous faisons un contre marquage pendant duteia I'hématoxyline de
Carrazzi, qui colore les noyaux en bleu.

Finalement, nous procédons a I'étape de déshyuinatgtii consiste a refaire plusieurs
bains croissants d’alcool (50%, 70%, 90%, 100%% piéi xylene avant de les monter avec le

milieu de montage pour microscopie.

C) Proximity Ligation Assay (PLA)

La méthode de « Proximity Ligation Assay » est oré&hode originale réalisée avec
le kit Duolink® (Olink) permettant la visualisation cellulo d’interaction protéique grace a
une réaction de polymeérisation couplée a un marqgiheorescent (Fig. M12). Chaque point
rouge dans la cellule représente une interactitne @os deux protéines d’intérét.

)\ , /( 1-Détection Acl
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4bis-Amplification
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r ]
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‘ L} 3-Hybridation et ligation
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¢ J | o
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l n 3
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Figure M12 : Principe du « proximity ligation assay».

Les cellules sont cultivées sur lamelles de veusfiy’'a atteindre une confluence
comprise entre 10 et 20% pour les cellules norhéfiitles, et 100% pour les cellules
épithéliales.

Les lamelles étaient lavées dans du tampon PB%+®ag* puis les cellules sont

fixées pendant 20 min dans de la formaline 10%.é8p8 lavages dans du tampon
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PBS+C4&"+Mg?", les cellules étaient perméabilisées dans undisolde Triton X-100 (0,2%
dans du PBS+CG&Mg?") durant 5 min. Les lamelles étaient alors lavéd®i8 dans du
tampon PBS+C&+Mg?" puis bloquées 1 h dans le tampon de blocage (868SA dans du
PBS). Elles étaient ensuite incubées 1 h avecriisoaps primaires dilués au 1/208dans

du tampon de blocage, lavées 3 fois 5 min dansmibDde PBS, puis incubées avec les
anticorps secondaires PLA dilués au ®Ifsdans du tampon de blocage (la solution
d’anticorps secondaires doit étre préparée 20 ménat 'avance) pendant 1 h a 37°C en
chambre humide. Deux lavages de 5 min étaient affestués dans 100 ml de PBS puis les
cellules étaient incubées 30 min a 37°C avec latisol de ligation en chambre humide. Les
lamelles étaient lavées 2 fois 2 min dans 100 nPBS puis incubées 100 min a 37°C avec la
solution d’amplification en chambre humide. Pourirfi les lamelles étaient lavées 2 fois
10 min dans 100 ml de solution B 1x (5,84 g de Nd(d4 g de Tris-base et 26g de Tris-HCI
dans 1L d’eau, pH a 7,5), 1 min dans 100 ml detmiB 0,01X, séchées et montées avec le
milieu de montage additionné de Hoechst (0,001%i) pacroscopie

XIl) Techniques biochimiques

A) Méthode de permeéabilisation cellulaire et blazagar

anticorps

Les cellules BHK-21exprimant de maniere stableriatgine CFTR-F508del ont été
perméabilisées dans le tampon CSK (cytoskeletal) 6p81 (0,3 M sucrose, 0,1 M KClI,
2,5 mM MgC}, 1 mM sodium-free EDTA, 10 mM PIPES) contenantu§nl de digitonine
(Cavallo et al, 1999). Brievement, les cellules étaient d’abdalgtes deux fois avec le
tampon CSK a TA, puis incubées pendant 10min aeetainpon CSK contenant de la
digitonine. Les cellules étaient ensuite rincéescae tampon CSK et incubées a 37°C sous
5% de CQ pendant le temps du traitement.

Ce traitement consistait a incuber les cellulesmgabilisées avec les anticorps
antiGay2 ou anti-Gu3 (0,5 pg/ul) afin de bloquer leur activité.

B) Extraction protéique

A confluence, et apres avoir subit un traitememsdaoe ceci était nécessaire, les
cellules transfectées de maniere stable ou traresétaient placées a 4°C et rincées deux fois
avec du PBS froid. Les cellules étaient alors nesndues grace a un grattoir et récupérées

128



CMatériel et CMethodes

dans des tubes Eppendorf froids. Aprés culottage cddlules 2 min a 2500g et a 4°C,
I'extraction protéique était réalisée dans du tampdPA pH 8 (NaCl 150 mM, Tris-HCI 20
mM, Triton X-100 1%, SDS 0,1% et déoxycholate deiwm 0,5%) contenant des inhibiteurs
de protéases (2 mg/ml de lodoacétamide, 1 mM deRP&3.0ug/ml du meélange leupeptine
et pepstatine) pendant 20 min & 4°C. Les cellutes solubilisées, les débris et les noyaux
étaient ensuite culottés par centrifugation (1590Q5 min & 4°C). Le surnagent, contenant
les protéines, était alors prélevé et dénatur@joart de LSB 2x final et par chauffage 5 min a
50°C.

C) Immunoprécipitation

A la fin du traitement, les protéines étaient aitgaselon la méthode décrite dans le
paragraphe XII.B. Le lysat cellulaire était aloéparé en deux.

- 10% eétaient mélangés aveculR7d’eau et &L de LSB 10X pour contrbler
I'expression des protéines.

- Les 90% restant étaient utilisés pour I'immunoppiation. Cet échantillon était
incubé avec 1 pl danticorps anti-HA dans 1 ml d@AR contenant les inhibiteurs de
protéases. Ce mélange était incubé a 4°C sougiagitar la nuit. Apres I'ajout de protéines
G-sépharose préalablement rincées trois fois ave®PA, le mélange était remis sous
agitation a 4°C pendant 2h. Le complexe protéine&n@corps-protéine était rincé 5 fois
avec 1 ml de RIPA. Les protéines étaient ensuitéed dans 40 pl de LSB 2X contenant 10%
dep-mercaptoéthanol pendant 15 min a 37°C.

La séparation des protéines se faisait par éldubrége sur gel de polyacrylamide en
présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGEtaé réalisée selon la technique de
Laémmli (Laemmli, 1970).

D) Fractionnement subcellulaire

L’isolement de la fraction microsomale a été ré&almar deux méthodes afin de
contréler nos résultats : la centrifugation différelle et le fractionnement subcellulaire sur

gradient de sucrose.

1) Centrifugation différentielle
La centrifugation différentielle s’est faite a pade cellules a confluence dans des

boites de 15 cm. Toutes les étapes suivantes érfaiges a 4°C. Apres un lavage au PBS
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froid, les cellules étaient resuspendues dans Slentampon d’homogénéisation pH 7,4
(10 mM Hepes, 1 mM EDTA et 0,25 M sucrose). Pugs, tellules étaient culottées par
centrifugation a 2000 gendant 5 min. Le culot était resuspendu dans 3lentampon
d’homogénéisation contenant les inhibiteurs degasas (2 mg/ml de iodoacétamide, 1 mM
de PMSF et 1Qug/ml du mélange leupeptine et pepstatine), puisddisles étaient cassées
par 20 aller-retour avec I’homogénéisateur de Deunc

Les cellules non cassées, ainsi que les noyaurenét@iminés par centrifugation a
600 gpendant 10 min. Le surnageant était transvaseé wangbe a centrifugation, tandis que
la fraction contenant les noyaux (Ny) était resuasipe dans 500 pl de tampon de dégradation
(125 mM potassium acétate, 2,5 mM magnésium ac¢ététemM glucose, 1 mM DTT,
25 mM Hepes, pH 7,2).

Les mitochondries étaient seédimentées par cendtilg & 15000 gpendant 5 min, le
culot était resuspendu dans 500 pl du tampon dedatjon (fraction Mit).

Les microsomes et la fraction soluble, contenus deuisurnageant, étaient séparés par
ultracentrifugation a 100000 g pendant 1 h a 4°€cillot contenait alors les microsomes ou
fraction microsomale (Mic). Cette derniére étagugpendue dans le tampon de dégradation.

Le surnageant était quant a lui ultracentrifugdd@0®0 g pendant 2 h afin de séparer
la fraction ribosomale (Rib), contenue dans le o le cytosol ou fraction cytoplasmique
(Cyt) contenu dans le surnageant.

Les différentes fractions étaient congelées a -895f@s prélevement de 5 pl pour le

dosage protéique.

Afin de décaper les microsomes de leurs protéinésplperiques, la fraction
microsomale enrichie en RE (Mic), obtenue par d¢eigfation différentielle, était resuspendue
dans 200 ul de carbonate de sodium,(\&) 0,1 M pH 11,5. Ce composé est un agent
chaotropique qui, en détruisant les liaisons ébstatiques, permet le détachement des
protéines liées directement ou indirectement au lREmélange était incubé 30 min dans la
glace pour décrocher les protéines périphériques.dgntrifugation a 100000pgndant 1 h a
4°C permettait de culotter la fraction microsomdézapée (Mics), qui était immédiatement
resuspendue dans le tampon de dégradation et éenget80°C, alors que les protéines
associees au RE étaient récupérées dans le sunhaGea derniéres étaient précipitées par
ajout de 20% de TCA puis sédimentées par centtituga 16000 gpendant 15 min a 4°C.
Le culot était lavé avec de l'acétone et les pnai®iétaient culottées par une nouvelle

centrifugation, puis suspendues dans le tamporédgedation (fraction Mp).
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2) Fractionnement subcellulaire sur gradient de suose

Les cellules a confluence étaient d’abord lavéesc alu PBS froid puis grattées et
culottées par centrifugation (3000 g, 5 min a 4°@.culot cellulaire était repris dans un
volume de tampon d’homogénéisation (10 mM HepesM EDTA et 0,25 M sucrose, pH
7,4), contenant les inhibiteurs de protéases (2nindé lodoacétamide, 1 mM de PMSF et
10 ug/ml du mélange leupeptine et pepstatine), cormedgat a 5 fois le volume de cellules.
Les cellules étaient cassées par 30 allers-retawes I'homogénéisateur de Dounce, puis
’'homogénat était passé dans une aiguille de dim®5G pour permettre une lyse plus
importante des cellules.

Apres deux passages, ’homogénat cellulaire égamitridugé a 2500 g pendant 5 min a
4°C pour sédimenter les cellules intactes et lggaume.

Le surnageant était centrifugé a 800Qpendant 10 min a 4°C pour culotter les
mitochondries.

Les culots obtenus lors des centrifugations étaiesiispendus dans 1 ml de tampon
d’homogénéisation puis plongés dans l'azote liquedant d’étre congeler a -80°C. Le
surnageant obtenu était déposé sur un gradientud®se permettant la séparation des
différents organites.

Les gradients de sucrose étaient préparés 2 h vaattionnement afin de les laisser
se stabiliser a 4°C. Les différentes solutions uzase étaient préparées avec les inhibiteurs
de protéases. Pour réaliser le gradient, nous a#Eosuccessivement 3 ml de tampon a 2 M
puis 9 ml de tampon a 1,3 M puis 9 ml de tamporivaduis 3 ml de tampon a 0,6 M et enfin
3 ml de tampon a 0,5 M.

A la fin de la derniere centrifugation, les fracsoa séparer étaient déposees a la
surface du gradient puis les tubes étaient délivae placés dans le rotor SW28. La
séparation se faisait a 13000pendant 3 h a 4°C.

Apres centrifugation, les fractions de 1 ml étaigabltées de la plus dense a la moins
dense grace a une pompe péristaltique. Les frac@taent ensuite diluées deux fois dans du
tampon d’homogénéisation, puis ultracentrifugé&®@000 g pendant 1 h a 4°C de maniéere a
séparer les organites du sucrose.

Les culots étaient alors resuspendus dans du taogpaolégradation puis congelés a -
80°C.

131



CMatériel et CMethodes

E) Spectrométrie de masse

Les microsomes obtenus par fractionnement subagbulont été étudiés par
spectrométrie de masse en collaboration avec lerdedire de Jérbme Garin (Laboratoire
d’Etude de la Dynamique des Protéomes, CEA-Grejoblee fois les échantillons obtenus
(Mic, Mics et Mp), les protéines on été dénatungmsajout de LSB10x puis les échantillons

ont été transmis pour analyse.

F) Mesure de I'activité GTPasique

Ce test permet de détecter la présence de protairsdivité GTPasique dans les
protéines isolées a partir des microsomes. L'essairéalisé comme indiqué dans le
tableau M4.

L’activité GTPasique est basée sur la réductioNADH en NAD', suivie & 340nm
par spectrophotométrie, en présence de lactateydiegjenase (LDH). Le systeme couplé
permet la régénération du GDP, produit par I'at#iw TPasique de la protéine, en GTP par la
réduction du NADH en NAD

Pour chaque essai, 5min avant la cinétique, leesystcouplé était incubé avec le
tampon de dégradation (125 mM potassium acétafem®] magnésium acétate, 10 mM
glucose, 1 mM DTT, 25 mM Hepes pH 7,2) dans uneec@ A. Juste avant le début de la
cinétique, le GTP était ajouté 30 s avant I'applerta protéine. La mesure de la DO se faisait
a 340 nm pendant 10 min. Deux blancs étaient efésct un en absence de protéine et en

présence de GTP et un en présence de protéineabsence de GTP.

Tableau M4 : Composition du tampon de mesure de I&ivité GTPasique.

Réactifs Concentration finale Vo(luulgne
/ KCI (1M) 30 mM 45
Phospho-énol Pyruvate (200 mM pH 6,6) 4 mM 30
NADH (400 mM) 0,4 mM 1,5
Systéme < Pyruvate Kinase (10 mg/ml) 40 pg/ml 6
couplé
Lactate Déshydrogénase (LDH) (10 mg/ml) 20 pg/ml 3
\
MgCl, (1M) 1 mM 15
GTP (100 mM pH 7) 5 mM 75
Protéine 100 pg -
Tampon de dégradation 1000
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G) Dosage protéique

La concentration protéique des différents échamisllétait déterminée par le dosage
colorimétrique D protein assay. Le principe est basé sur la métdedeowry (LOWRY et
al., 1951), la protéine réagit tout d'abord avec uactié cuivrique alcalin puis un second
réactif (réactif de Folin-Cioccalteu) est ajoutiéedt composé d’'un mélange de tungstate de
sodium et de molybdate de sodium en solution danbadide phosphorique et de l'acide
chlorhydrique. Ce réactif permet la réduction degles aminés aromatiques (tyrosine et
tryptophane) conduisant a la formation d’'un comelewloré bleu foncé. Aprés extraction
protéique, 1 pl d’échantillon a doser était ajaut®s pl de solution contenant les réactifs A et
S (ratio 50:1) dans un puits de plaque 96 puits P00 ul du réactif B étaient ajoutés. Aprés
15 min d’incubation au noir a TA, I'absorbance étdilue a 750 nm grace a un lecteur de
microplaque TECAN. Le calcul de la concentrationt@ique des échantillons se faisait par

comparaison a une gamme étalon réalisée avecBfAgsérumalbumine bovine).

H) Electrophorése et immunodétection

Les protéines étaient séparées en condition démaeur(SDS-PAGE) selon la
technique de Laémmli (Laemmli, 1970) sur des g&srglamide a de 7% (pour CFTR) a
12% (pour @4, et Guyz). Les protéines étaient séparées pendant 20 Bin\apuis environ
1h30 a 140 V, en présence de tampon de migratids-EICI 25 mM pH 8,3, glycine 192
mM et SDS 0,1%).

Ces protéines étaient par la suite transféeréearmimembrane de nitrocellulose (0,45
um de porosité) durant 1 h 20 a 100 V et a 4°C ¢tatesmpon de transfert (Tris-HCI 25 mM
pH 8,3, glycine 192 mM et méthanol 20%). L'immuntaidion était réalisée aprés saturation
des sites non spécifiques au niveau de la memimtaneitrocellulose par du tampon de
blocage (PBS, 5% de lait écrémé, 0,1% Tween 20)la@nl h sous agitation. L'incubation
avec les anticorps primaires (listés dans le tabMa) était réalisée a 4°C en présence de
tampon de blocage sur la nuit. La détection du dexepanticorps-antigéne se faisait grace a
un anticorps secondaire anti-souris (ou anti-lagaifvant I'anticorps primaire) couplé a la
peroxydase et a une réaction de chimiluminesceveela kit ECL Western Blotting.

La quantification de I'intensité de la bande eslis€e a I'aide du logiciel Image J puis

I'intensité de chaque bande est ramenée en poagepar rapport a la quantité de départ.
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Tableau M5 : liste des différents anticorps utilisé pour I'étude et de leurs fournisseurs.

Anticorps Fournisseur
Anti-CFTR L12B4 (épitope: N386-A412) Chemicon
Anti-CFTR M3A7 (épitope : D1370-T1380) Chemicon
Anti-CFTR 24.1 (épitope : DTRL en C-ter) R&D System
Anti-HA Covance

Anti-Na'/K*-ATPase

Developmental Studies Hybridoma Bank

Anti-CNX StressGen
Anti-BiP StressGen
Anti-Hsp70 StressGen
Anti-Hsp90 StressGen
Anti-Gay, Santa Cruz
Anti-Gay5 Santa Cruz
Anti-Z0O-1 Invitrogen
Anti-E-cad Ozyme
Anti-Occ Sigma
Anti-3-cat Chemicon

|) Marquage métabolique au soufre 35

1) Présentation

La technique de marquage métabolique>¥i (pulse-chase en terminaison anglo-
saxonne) a pour intérét de suivrevivo le devenir d'une protéine au cours du temps. Cette
technique consiste en un marquage des protéinesymtéétisées par incorporation de
méthionine et de cystéine marquées8upendant une période déterminée (pulse), puisien u
suivi de ces protéines marquées au cours du temps wh environnement contenant ces

mémes acides aminés froids (chase).

2) Protocole
A environ 90% de confluence, les cellules BHK-2ansfectées de maniére stable
étaient rincées deux fois avec du PBS contenamn®Xe C4" et 2 mM Md", puis incubées
40 min dans un milieu DMEM/F-12 ne contenant nitmatine ni cystéine a 37°C. Celles-ci
étaient ensuite incubées a 37°C dans le méme nsilipplémenté par 2Q0Ci de méthionine
et cystéine marquées & 20 min. Les protéines radiomarquées nouvellemgrnthétisées

durant la période de pulse pouvaient ainsi étreis@iu cours du temps. Apres deux rincages
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au PBS contenant 0,1 mM de“at 2 mM Md", les cellules étaient alors incubées pendant
une durée variable dans le milieu de culture habitu

A la fin de la période de chasse, les protéinegeriteextraites dans du RIPA.
L’anticorps antHA était alors ajouté et le mélange était incubB & 4°C sous agitation.
Apres ajout de 40 pl de protéines G Sépharosecebation sous agitation pendant 1 h a 4°C,
les protéines immunoprécipitées étaient rincéesosixavec du RIPA froid puis éluées apres
une incubation de 30 min dans 40 ul de LSB 2x ¢cante10% déf-mercaptoéthanol a 37°C.
Les protéines immunoprécipitées étaient ensuitearéép en condition dénaturante
(SDSPAGE) sur des gels d’acrylamide a 7%.

Ces protéines étaient ensuite fixées pendant 30dams un tampon contenant 10%
d’acide acétique et 40% de méthanol. Apres un gagke 5 min dans de I'eau, les gels étaient
séchés sous vide pendant 75 min a 70°C. Les gedséaient par la suite exposés dans une
cassette Kodak BioMax contenant un film Kodak pahdaa 7 jours a -80°C. Le film était
enfin révélé par autoradiographie. Les mesuregetisité de radioactivité ont été réalisées

grace au Phosphorimager a I'aide du logiciel QiyaQne.

XIIl) Statistiques

Chacune des expériences présentées dans cetteaéftiéleepétée au minimum trois
fois. Pour chacune de ces expériences, nous aabndé une erreur standard a partir de ces
répétitions afin de valider nos résultats.
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1) Implication de Gay, et Ga,; dans la dégradation

de la protéine CFTR sauvage et mutéee
A) Identification d’une voie de dégradation déepemtdadu GTP

Dans notre laboratoire, De Keukeleire et collabmret ont montré dans un systéme
d’expression hétérologue, les cellules BHK-21, Heiet des inhibiteurs du protéasome sur
la dégradation de CFTR-F508del reste modeste. @édbiteurs ne bloguent pas
completement la dégradation et leur effet sur lmidee (Ty,) de CFTR mutée reste trés
limité dans le temps (De Keukeleist al, 2008). En leur présence, la plupart des CFTR
immatures disparaissent au bout de 3 h. Ceci anééprété comme un retard dans le
processus de dégradation, plutdt qu’'un blocage,imgiligue que d'autres systémes
indépendants du protéasome participent a la I'éitmon de CFTR au niveau du RE (De
Keukeleireet al, 2008).

Cependant, aucun des inhibiteurs connus des pestéagilisés seuls ou en
combinaison avec les inhibiteurs du protéasomepn’atabiliser la forme réticulaire de la
protéine CFTR (Lukacst al, 1994). Ceci n'est pas di a une absence d'effetlesu
protéasome, puisque la dégradation d’autres pesémproprement repliées au niveau du

RE, comme le récepteur T, sont ralenties par dabitaurs (Tortorellaet al, 1998).

1) Mise en évidence dans les cellules BHK

Dans un travail publié récemment par notre équiee Keukeleire et collaborateurs
ont montré que le traitement par I’AlFmolécule mimant le phosphatelu GTP et inhibant
spécifiguement l'activité GTPasique des protéinehébérotrimériques (Li, 2003), ou la
déplétion en GTP par I'acide mycophénolique (MPaAlentit la dégradation de la protéine
CFTRF508del (De Keukeleiret al, 2008).

En utilisant un nouveau clone de cellules BHK-2prarant de maniere stable la
protéine CFTR-F508del étiquetée au niveau de step@rterminale par I'étiquette HA
(travaux en cours de rédaction), nous avons cogfgae le traitement par I'AJF(10 uM) ou
par le MPA (50 uM) en présence de cycloheximide XCHOO pug/ml), agent bloguant la
synthése protéigue au niveau de la sous-unité @&BSribosomes eucaryotes, ralentit la
dégradation de la protéine CFTR mutée (Fig. 1A)quantification en utilisant le programme
Image J montre que le;f de la protéine F508del passe d’'~30min (CHX sealepOmin en

présence d’Alf et a plus de 120 min en présence de MPA (Fig. 1B).
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Dans une deuxieme étape, nous avons voulu savdir dégradation de la forme
immature de la protéine CFTR sauvage serait aassilde a 'AlR".

En effet, il est bien établit que cette forme pnéseun comportement biochimique
similaire a celle de la protéine F508del (Zhatal, 1998). Ces deux formes possedent un
niveau de repliement insuffisant et par conséqgsent retenues dans le RE et dégradées avec
la méme vitesse (E~30min) (Chenget al, 1990; Lukacst al, 1993; Ward & Kopito, 1994).
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Figure 1 : Effet de 'AlF, et du MPA sur la dégradation de CFTR sauvage et niée F508del.

A : Les cellules BHK exprimant de facon stable CFTR8e) ont été incubées en présence de CHX (100
pag/ml) en absence et en présence de MPA (50 uM)AJE ;7 (10 uM). 100 pg de protéines ont été déposés par
puits, séparés sur gel de 7%, électro-transfénémembrane de nitrocellulose et révélés par immeateadion,

en utilisant I'anticorps monoclonal (AM) anti-HAahticorps secondaire couplé a la peroxydase kit IECL.

La Na'/K*-ATPase sert de controle interne.

B : Quantité de CFTR-F508del restante exprimée en patage par rapport & son expression initiale aetr0
fonction du temps. La quantification a été obtepaele programme Image J. Moyenne + S.E (n= 6).

C et D: Les cellules BHK exprimant de fagon stable CFTRvage ont été incubées durant 20 min dans un
milieu contenant de la méthioningg-Met) et de la cystéiné®6-Cys) marquées additionn@)(ou non D) avec

de I'AIF, (10 uM). Le marquage a été suivi d'une périodehiisse durant laquelle 'AJFa été maintenuQ)

ou ajouté apres 2h de chasBy. (Les protéines radiomarquées ont été immunoptéegpavec I'AM anti-HA,
séparées sur gel SDS-PAGE a 7% d’acrylamide etidéte par autoradiographie. La fleche grise coomd@a

la forme immature et la fleche noire correspond fofme mature de CFTR.

Pour répondre a cette question, nous avons utliséechnique du marquage
métabolique & I'aide de I'isotope radioactif soud® €°S) (Benharougat al, 2001). Pour
cela, nous avons utilisé deux protocoles différ@hrig. 1C et 1D).

Dans le premier protocole, nous avons traité ldkiles durant les périodes de
marquage métabolique et de chasse (Fig. 1C). Isedtais obtenus montrent, par rapport au

contréle, que I'AlR" stabilise la forme immature de la protéine CFTRvage (Fig. 1C). Les
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résultats confirment aussi que cette molécule n&ahe pas la maturation de la protéine
CFTR (Fig. 1C ; (De Keukeleiret al, 2008)). De plus, nous avons observé un effetasur
stabilité¢ de la forme complexe de CFTR. Pour valide résultat, nous avons réalisé le
deuxieme protocole qui consiste a traiter les t@dl@h aprés le début de la période de chasse,
temps nécessaire pour que les 70% de CFTR immagaiesst completement dégradés (Fig.
1D). Ce protocole nous a permis de confirmer qa&l augmente aussi la stabilité de la
forme mature de CFTR sauvage.

L’ensemble de ces résultats appuie nos observatpuidiées récemment (De
Keukeleireet al, 2008), et montre que le MPA et I'’AjJFralentissent aussi la dégradation de
la forme immature de la protéine CFTR sauvage. Mdsgltats montrent également un effet

sur la stabilité de la forme mature de CFTR sauvage

2) Mise en évidence dans les cellules épithélialbsonchiques

humaines

L’identification de la voie de dégradation déperntdatiu GTP a été réalisée dans un
systeme d’expression hétérologue. Pour vérifigprissence de cette voie dans des cellules
épithéliales exprimant de maniére endogene la ip@EFTR sauvage ou mutée, nous avons
reconduit les mémes expériences en utilisant degdis cellulaires bronchiques humaines, a
confluence, dérivants d’'un sujet sain (16HBE14d4BE) et d’'un sujet mucoviscidosique
porteur de la mutation F508del/F508del (CFBE41GHBE).

Pour la protéine CFTR mutée, les résultats indicguésla figure 2A montrent que
dans les cellules CFBE, contrairement aux cellBldK-21, la protéine F508del est exprimée
sous ses deux formes A et B. La forme A correspdrd protéine CFTR nouvellement
synthétisé et non glycosylée, alors que la formeoBespond a la forme core-glycosylée
dérivant de A. La détection de la forme A a étécgdemment décrite dans la littérature,
principalement dans les cellules épithéliales (Kétial, 1999).

Nos résultats montrent aussi que la forme B estadég rapidement (£ ~1h) par
rapport & la forme A (Fig. 2A et 2B). Le traitemeudr la lactacystine (Lac), inhibiteur
spécifiqgue du protéasome, ralentit uniquement gratkation de la forme B (% ~3h), alors
que les traitements avec I'AjJFou le MPA augmentent la stabilité des deux foranesc des
T1, dépassant 8h (Fig. 2A et 2B).

Pour la forme mature de la protéine CFTR, les tasubbtenus avec les cellules HBE

confirment ceux observés avec les cellules BHK-@lmontrent que l'Alr et le MPA
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augmentent la stabilité de la forme mature de CBa®age avec des,/J supérieurs a 24h
(Fig. 2C et 2D). Cependant, dans ces cellules, étéatres difficile de détecter la forme

coreglycosylée pour évaluer I'effet de I'AlFet du MPA.

o CFBE
2
A 5 1004
o ’ 3 \
CFBE gA 80- T
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Figure 2 : Effet de I'AIF4 et du MPA sur la stabilité de CFTR sauvage et mutdans les cellules HBE et
CFBE.

Les cellules HBE et CFBE exprimant de maniére eadegrespectivement, la protéine CFTR sauvage &emu
ont été incubées a différents temps en présenGHae(100 pg/ml) en absence et en présence de MBALKS),
d'AlF; (10 uM) ou de lactacystine (Lac; 10 pM). Les liiés noires, grises et blanches indiquent
respectivement les formes C, B et A.

A et C : 100 ug de protéines ont été déposés par puitsiéstpar gel de 7%, électro-transférés sur memigt@ane
nitrocellulose et révélés par immunodétection, tdisant I'’AM anti-CFTR 24.1 et le kit ECL.

B et D : Quantité de CFTR restante exprimée en pourcentagepport a sa valeur initiale & t=0 en fonction d
temps. La quantification a été obtenue par le pnogne Image J. Moyenne + S.E (n= 4).

Ces résultats montrent que la voie de dégradatépentiante du GTP mise en
evidence dans les cellules BHK-21 (De Keukeleiral, 2008) est présente dans les cellules
épithéliales bronchiques humaines, ou elle padi@pl’élimination de la protéine CFTR

sauvage et mutée F508del.

B) La voie de dégradation dépendante du GTP est $geaku

niveau du RE

De Keukeleire et collaborateurs avaient démontré@ ¢m voie de dégradation

dépendante du GTP est associée au RE (De Keuketeate 2008). Cependant, le role direct
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de la molécule de GTP ainsi que la localisatiorncipeé de cette voie au niveau du RE
(membranaire, pseudomembranaire ou luminale) réatgias été déterminés.

Pour cela nous avons réalisé deux expériencesauiliune fraction microsomale
enrichie en RE (Mic) préparée a partir de celllBé#-21 exprimant de maniere stable la
protéine CFTR-F508del (Fig. 3). Cette fraction & ébtenue par gradient discontinue de
sucrose et caractérisée enzymatiguement (résultatsmontrés et (De Keukeleiret al,
2008)).

5
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Mic-F508del 3 m Mic + AIF
= | AIF,; [GTP.GTPYS = 1 = Mics
z = = Mp
[incubation(h) 0 [1[4[1[4[1]4[1]4 §0.5- o Mp-+ AIF,;
G-HAD v tun - |0 | - . —-140 _g

5 0 T T . . r
2 0 100 200 300 400 500 600
Ko} =
© time (s)

C

250

- O+ GTP

§ 200 .GTP"‘AIF[ e

2

= 150

o

o

o 100

wm

a

— 50

(V]

0l | _mow |

Mic = Mics MP
Figure 3 : ROle du GTP et des protéines périphériges du RE dans la dégradation de CFTR508del.
A : Les microsomes enrichis en RE (Mic) ont été prépardartir des cellules BHK-21 exprimant de fagon
stable CFTR-F508del-HA. Ces microsomes ont étébiésien présence de CHX (100 pg/ml) et en absence ou
en présence d’AlF (10 uM), d'un systeme de régénération du GTP (& TPunité/ml d’acétate kinase, 15 mM
d’acétyle phosphate) ou de GTP non hydrolysableR{ST 100 uM). 100 pug de protéines ont été déposés par
puits, séparés sur gel de 7%, électro-transfénémembrane de nitrocellulose et révélés par immeateadion,
en utilisant I'anti-HA et le kit ECL.
B : L'activité GTPasique a été évaluée dans des nmocnes enrichis en RE non traités (Mic) ou décapés pa
Na,CO; (Mics), et dans les protéines périphériques aéssa la membrane du RE (Mp).
C : Quantification de I'activité GTPasique représergéepourcentage par rapport a celle associéeradton
Mic. Moyenne + S.E (n =4).

Premiérement, nous avons démontré, de la méme raagie pour les traitements
réalisés sur cellules entieres, qu'un blocage dsssvdépendantes du GTP par I'AIF
ameliore de facon importante la stabilité de CFERS€el au niveau de la fraction réticulaire

(Mic; Fig. 3A). L'ajout de GTP non-hydrolysableg IGTRS (100 uM), confirme

'importance du GTP dans l'élimination de CFTR nmuté contraria un systéme de
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régénération du GTP (GRE accélere sa dégradation (Fig. 3A), suggérantie@TP est un
facteur limitant de cette voie de dégradation.

L’implication directe du GTP laisse penser qu’uctwté GTPasique serait associée a
cette voie de dégradation. Pour cela, nous avoalsi€cette activité au niveau de la fraction
réticulaire (Mic) en absence et en présence d/AlFg. 3B et 3C). Nos résultats montrent
que l'activité de base détectée dans les Mic dsbénd'~60% par I'AlR" (Fig. 3B et 3C).
Cette activité baisse encore plus (~ 85%) danBlledraités par NgCOs, agent permettant de
décaper la surface des Mic de leurs protéines pétigues (fraction Mics). En revanche, dans
la fraction des protéines périphériques (Mp), llaté GTPasique a presque doublé et a été
abolie en présence d’AJKFig. 3B et 3C).

Ces résultats nous ont permis de montrer que le &jfPune molécule clé dans
I'élimination de CFTR mutée et que la voie de dégtemn qui lui est associée serait liée

directement ou indirectement a la périphérie daémbrane microsomale.

C) Identification et implication de &, et Gu3 dans la

degradation de CFTR mutée

Afin de déterminer les acteurs moléculaires dedie vle dégradation dépendante du
GTP, les protéines de la fraction Mp ont été aredgpar spectrométrie de masse. Cependant,
la forte présence de contaminants (par exempleélatike) a rendu nos résultats non-
exploitables. Nous avons par la suite tenté ddipu@a partir de la fraction Mp les protéines
GTPases sur colonne de GTP. Apres plusieurs teesgatifructueuses, nous avons finalement
opté pour I'analyse des microsomes entiers (fradtic).

Cette analyse nous a permis d’identifier deux GéRP&®térotrimériques de la famille
des protéines G12 :dz; et Guiz (Fig. 4A). Leur présence dans le RE a été confrmar
I'identification d’'un grand nombre de protéinesidéstes du RE indiquées sur la figure 4A
par une étoile (*). La présence de ces protéimmanme la GRP78 (BiP), ttmoigne aussi de la
qualité de nos préparations de microsomes enmchRRE.

Ces résultats ont constitué le point de départit@iét de notre groupe a étudier les
réles potentiels des protéinesiz et Gz dans la biosyntheése, la maturation, le traficaet |
stabilité¢ de CFTR sauvage et mutée. D’autant plesaps protéines, surtoutiz, semblent
avoir des partenaires protéiques de type chapemmene HSP90 (Vaiskunaie al, 2001),
ce qui suggére que cette protéine pourrais étrdigoée dans le contrble du niveau de

repliement des protéines nouvellement synthétiségeobablement dans leur dégradation

144



Résultats

lorsqu’elles sont mal repliées. A ce jour et a @@onnaissance, aucun inhibiteur de ces deux
protéines n’est disponible, méme s'il existe dedéaudes capables de bloquer certains de
leurs effecteurs (Yamamotet al, 1993). De plus, il n'est pas exclu que d’autréP@ses

hétérotrimériques (&, Ga;) soient impliquées dans cette voie de dégradation.

A Résultats de I'analyse par spectrometrie de masse

*4083 ribosomal protein 52 (Fragment)

6 days embryo whole body cDNA, RIKEN full-length ennched library, clone:5630400.409
*34 kDa heat shock protein

Actin cytoplasmic 2

*ADPATP translocase 2 (Adenine nucleotide translocator 2) (ANT 2)

*aAnnexin A2 (Annexin 1) (Lipocortin 11) (Calpactin 1 heavy chain) (Chromobindin-8) (p36)
*Calnexin precursor

*Elongation factor 1-alpha 1 (EF-1-alpha-1) (Elongation factor 1 A-1) (eEF1A-1)
*Elongation factor 2 (EF-2)

*Endoplasmin precursor (HSP 90 kDa beta member 1) (94 kDa glucose-regulated protein)
*Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.2.1.12) (GAPDH)

*GRP78

Guanine nucleotide binding protein alpha 13

Guanine nucleotide binding protein alpha 12

*Histone 2b protein (OTTMUSP00000000551) (Histone protein Histlh2bb)

Histone H4

RAB7

Ras-related protein Rap-14 precursor (Ras-related protein Krev-1)

Ribosomal protein L32

Rpl13 protein

Rpl23a protein

Sodium/potassium transporting ATPase alphal cham precursor

Spliceosome RNA helicase Batl

T complex protemn 1 subunit delta

T coraplex protein 1 subunit eta

Translocon-associated protem alpha subunit precursor (TRAP-alpha) (Signal sequence receptor)
Tubulin alpha-1 chain (Alpha-tubulin 1) (Alpha-tubulin I)

Ubigquitin

Vimentin

Voltage-dependent anton-selective channel protein 1 (VDAC-1) (mVDACI) (mVDACS)

— CHX

el - CTX | PTX | Sura [a-Ga,,ju-Ga,,

incubation(h) 01 (4 [1[4[1]4[1]4[1][4][1]4
oHAD[e= [ & T -140

Figure 4 : Implication des protéines G, et Gay; dans la voie de dégradation dépendante du GTP.

A : Tableau représentant les protéines identifiées amegrand score par spectrométrie de masse réalisges
fractions riche en RE.* indique la présence de nels caractéristiques de RE. Les protéinag, 6t Gus
identifiées apparaissent en bleu.

B : Les cellules BHK exprimant de facon stable CHHI®8del ont été perméabilisées et incubées avec les
anticorps anti-@1, ou anti-Qx3 (0,5ug/ul), ou traitées avec la toxine choléri¢@a X, 500 ng/ml), la toxine
pertussique (PTX, 100 ng/ml), ou la suramine (StitauM). L'’ensemble de ces incubations a été @ais
présence de cycloheximide (CHX, 100 pg/ml). 100dpgrotéines ont été déposés par puits, séparéelsde

7%, électro-transférés sur membrane de nitrocskuket révélés par immunodétection, en utilisamitiFEA et

le kit ECL.

Pour pouvoir discriminer entre certaines GTPas@érb#itmériques potentiellement
impliquées dans la voie de dégradation dépendamt&TP, des études de stabilité de la

protéine CFTR mutée ont été conduites (Fig. 4B).
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Ainsi, les cellules BHK-21 exprimant stablement G&-F508del ont été traitées avec
la toxine cholérique (CTX, 500 ng/ml) ou la toxipertussique (PTX, 100 ng/ml) pour inhiber
les protéines G hétérotrimeériques des familles (8hang & Bourne, 1989) et (Burns,
1988), respectivement. Les résultats montrent quiawle ces traitements n’a pu inhiber la
dégradation de CFTFR508del (Fig. 4B), suggérant que ni les membres @®&s ni les
membres des &, ne sont impliqués dans la voie de dégradatiorentignte du GTP. De
méme, un traitement a la Suramine (SataM), molécule qui inhibe l'interaction entre les
sous unitésn et By (Chung & Kermode, 2005) des protéines G hétér@tigues, n'a eu
aucun effet (Fig. 4B).

Pour les protéines @, et CGuiz, nous avons utilisé des anticorps polyclonaux
antiGo1, ou anti-Qxy3 dirigés contre leurs parties N-terminales respestpour inhiber leur
activité. Pour cela, les cellules BHK-21 exprimastablement CFTR-F508del ont été
perméabilisées par la digitonine (50 pg/ml) et béms avec 0,5 ug/ul d’anticorps anti«@
ou -Gayz en présence de cycloheximide (CHX). Les résultatiqués sur la figure 4B
montrent que ces anticorps ralentissent I'élimoratde CFTR-F508del. Cet effet est plus
probant en présence d’'antag qu’en présence d’antias (figure 4B).

L’ensemble de ces résultats montre que la voie &gadation dépendante du GTP
agit principalemenvia la protéine G hétérotrimériqgueag. De plus, cet effet semble étre
indépendant de l'interaction deet By puisque le traitement a la suramine n’a pas modfi
demi-vie de la protéine CFTR-F508del.

D) Localisation réticulaire des protéines et Gz

Les protéines hétérotrimeériques, sont des proté&akles synthétisées au niveau du
cytoplasme (Rehm & Ploegh, 1997; Fishbwhal, 1999). D'une maniére générale, les
protéines hétérotrimériques sont souvent décrdesme associées aux RCPG au niveau de la
membrane plasmique (Bourne, 1997; Wess, 1997; Hdl888), et leur assemblage avec les
sous-unités betf] et gammay)) pour former le complexe hétérotrimériqgue nécessaila
transduction du signal induit par les réceptedistadans le cytoplasme et/ou le RE (Marrari
et al, 2007). Cependant, peu de données sont disporsbiiesa localisation et le trafic
intracellulaire des protéines G hétérotrimériqumsticulierement pour les protéinesi{s et
Gais. De plus, malgré I'identification par spectromeétde masse des protéines;&et CGoiz
dans la fraction microsomale enrichie en RE (Fi8), 4une possible contamination par

d’autres organites n’est pas a exclure.
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Pour cela, nous avons conduit des études de lattahsintracellulaire sur des cellules

exprimant soit de maniére endogéne, soit de maaigene, les protéinesig et/ou Giys.

1) Caractérisation des différentes constructions de protéines
Galz et C5G13

L’'immunolocalisation ainsi que l'immunodétection agpuient sur ['utilisation
d’anticorps capables de reconnaitre de maniere ageeifique un antigéne présent au niveau
de la protéine cible. La nature de I'antigéne iaflce pour beaucoup la qualité des résultats
ainsi que leur interprétation. Les anticorps falé®s contre des antigenes endogénes
présentent souvent des réactions croisées avetasaurotéines, et les résultats obtenus sont
souvent tres discutés. En revanche, les anticommgesl contre des séquences peptidiques
d’origine virale, comme le HA, présentent un gramndau de spécificité et un faible degré de
croisement non spécifique avec d'autres séqueraqggimues présentes dans la cellule hote.

Dans notre étude, nous avons utilisé deux typdgdeites. Une séquence peptidique
courte (11 acides aminés) d'origine virale (hématygine ; HA) détectée par un anticorps
monoclonal anti-HA, et une séquence protéique spmedant a une protéine fluorescente
type GFP, YFP ou CFP. Ces dernieres sont soit éedirectement par autofluorescence
apres excitation, soit indirectement par réactiaticarps-antigene.

Ces difféerentes étiquettes ont aussi été placéeksiconstructions correspondantes
aux formes hyperactives (temps d’échange €GDP plus long ; (Masterst al, 1989)) des
protéines @i, (Ga12QL) et Guys (GosQL).

Les différentes constructions obtenues, décritescgogemment dans la section
Matériels et Méthodes, sont représentées dangueefM2.

En plus des résultats de séquencage, nos différeatestructions ont été caractérisées,
aprés transfection transitoire dans les cellulesSQQ sur un plan biochimique (profil
électrophorétique) et sur un plan cellulaire (prd#®xpression et de localisation).

Premiérement, la figure 5A et 5B montre que I'ensiende nos constructions sont
exprimées et présentent un profil électrophoréticpraparable. En effet, 'immunodétection
utilisant les anticorps anti-HA et anti-GFP révédeprésence d’'une bande dont le poids
moléculaire apparent correspond a celui attendiB:kba et ~75kDa respectivement (Fig. 5A
et 5B).
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A B
Ccos-1 COs-1
HA GFP
B | Gay, |G“-1zo|.l Gy |G"-1:m|. Gay, |G“-120L|G“-13|G“-130L
a-HA»
D thrombine Ga,, Ga,,

= + wt oL wt aL
Figure 5 : Expression des protéines €, et Ga;; sauvages et mutées.
A : Les cellules COS-1 ont été transfectées transitent avec les plasmides codant pour les prot&oesou
Ga,3 sauvages ou mutées comportant I'étiquette HA. [i@)@e protéines ont été déposés par puits, séparés
gel de 12%, électro-transférés sur membrane deceitulose et révélés par immunodétection, ensatili I'anti-
HA et le kit ECL.
B : Les cellules COS-1 ont été transfectées transit@nt avec les plasmides codant pour les prot@noesou
Ga 3 sauvages ou mutées comportant I'étiquette GFPuf0fe protéines ont été déposés par puits, séparés
gel de 9%, électro-transférés sur membrane deceittdose et révélés par immunodétection, en atilid'anti-
GFP et le kit ECL.
C : Les cellules COS-1, exprimantog et Guy; sauvages (étiquetées HA, GFP, YFP et CFP) de meanie
transitoire, ont été fixées, perméabilisées et meeg indirectement en utilisant I'anti-HA (pourtitiette HA)
et directement par autofluorescence des protéifds, @FP et CFP (pour les étiquettes GFP, YFP ef)QRP
révélation de I'anti-HA a été obtenue par I'utitisa d’un anticorps secondaire anti-souris coupl@RITC.
D : Les cellules COS-1, exprimant de maniere transit@u;, et Gz sauvages ou mutées, ont été fixées,
perméabilisées et marquées en utilisant la phatioicbuplée au TRITC afin de visualiser I'actine. ttaitement
a la thrombine (1 U/ml) est un control permetténtliction de fibres de stress. L'ensemble des esd@ et D)
a été pris au microscope a épifluorescence a l'dide objectif 63x a immersion avec un systéme Zeis
AxioCam MRm et le logiciel AxioVision 4.2,

Par la suite, l'utilisation de l'immunofluorescendedirecte (anti-HA) et directe
(émission des molécules GFP, YFP et CFP apresaéina} nous a permis d’observer que nos
constructions présentent une distribution intrataite identique avec une expression tres
concentrée dans une région périnucléaire, probabiete RE (Fig. 5C). La présence dans le
noyau pour les constructions fluorescentes prowdant clivage entre la protéineog,;13 et le

fluorophore associ€, qui se concentre dans le ndyaus avons aussi observé une présence
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au niveau de la membrane plasmique qui suggérsotition de ces protéines avec des
récepteurs membranaires.

Par la suite, nous avons validé les constructionsrespondant aux formes
hyperactives des protéinesi; et Guy3. En effet, il est bien établit que la forme actie
Gaiz (Ga2QL) et de @3 (GoisQL) provoque le stress des fibres d’actine, et donc
changement de l'orientation cellulaire de ces fbideyeret al, 2003; Donatcet al, 2009).
Pour cela, nous avons utilisé de la phalloidineptms a I'agent fluorescent rhodamine
(TRITC) pour marquer I'actine des cellules COS-dngfectées transitoirement avec nos
différentes constructions. Comme contréle, nousnavtraité les cellules COS-1 non
transfectées avec de la thrombine, molécule comuowe induire un stress d’actine via le
récepteur PAR et les protéinesi{z et Guy3 (Ponimaskinet al, 2000; Ayoubet al, 2010)
(Fig. 5D).

Les résultats obtenus confirment que les formes/emctsont fonctionnelles. Par
rapport aux cellules contréles (COS-1 non traitéasexprimant transitoiremento, ou
Gasg), les cellules traitées par la thrombine ou expritrtransitoirement 2oL 0u GoiisgL
présentent un stress des fibres d’actine trés maagac une anarchie dans leur orientation
cytoplasmique (Fig. 5D).

Ces résultats montrent que les différentes étigsietHA, GFP, YFP ou CFP)
n’influencent pas le comportement électrophorétiqaedistribution cellulaire ou l'activité

fonctionnelle.

2) Les protéines @, et Ga,; sont principalement localisées
dans le RE

Trés peu d’études se sont penchées sur la locatiszllulaire des protéineso, et
Gais. Il est néanmoins admis qu’elles sont partielleinecalisées au niveau des jonctions
cellulaires épithéliales (Denket al, 1996; Dodane & Kachar, 1996; Hamilton & Nathanson
1997) et plus généralement, comme toutes les gutoésines G hétérotrimériques, au niveau
de la membrane plasmique (Spickerl, 1994). Une localisation au niveau mitochondrele
aussi été suggérée pounfz (Andreeveet al, 2008).

Pour cela, nous avons utilisé plusieurs types le@es pour analyser la localisation
des protéines &, et Guiz par immunofluorescence (COS-7, HEK-29 et IB3-1)pat

fractionnement subcellulaire par centrifugatioriatiéntielle (BHK-21 et A549).
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Les résultats montrent tout d’abord que I'utilisatides anticorps polyclonaux permet
de détecter les protéinesa et Guiz exprimées de maniére endogene dans les cellules
COS7, HEK-293 et IB3-1 (Fig. 6A). Dans ces cellule®s cprotéines présentent une
distribution comparable a celle obtenue dans ldhiles COS-1 exprimant de maniére
transitoire les mémes protéines couplées aux étepuelA, GFP, YFP ou CFP (Fig. 5C et
6A).

BHK-21

B

HEK-293

COs-7

¢ D
BHK A549
. Ly | Mito| Mic | Rib |cyt . Ny |Mito|ﬁ| Rib |Cyt
gy [ w— i W a-Guy, > T e — - 43
St ] | a-Guy b T = T |43

Figure 6 : Localisation des protéines @, et Gays.

A: Les cellules HEK-293, COS-7 et IB3-1, exprimani;&et Gui; de maniere endogéne, ont été fixées,
perméabilisées et marquées indirectement en wuiilignti-Ga 1, ou I'anti-Gays. La révélation de ces anticorps a
été obtenue par l'utilisation d’un anticorps seairelanti-lapin couplé au TRITC.

B : Les cellules BHK, exprimantd3, et Qo3 étiquetées HA de maniére stable, ont été fixémsngabilisées et
marquées indirectement en utilisant I'anti-HA etnlti-CNX. La révélation de ces anticorps a été rmepar
I'utilisation d’un anticorps secondaire anti-sourtuplé a I'Alexa488 (pour le HA) et d’'un anticorasti-lapin
couplé au TRITC (pour la CNX). L'ensemble des inmaf® et B) a été pris au microscope a épifluoreseen
I'aide d’'un objectif 63x a immersion avec un systeeiss AxioCam MRm et le logiciel AxioVision 4.Ra
colocalisation a également été effectuée gracedici¢l AxioVision 4.2.

C : Les cellules BHK, exprimant de maniére stablepledéines @, ou G, ont été utilisées pour réaliser des
centrifugations différentielles afin de séparer déérents compartiments cellulaires (Ly = lysatal). 100 pg
de protéines ont été déposées par puits, sépantegeb de 12%, électro-transférées sur membrane de
nitrocellulose et révélées par immunodétectionjtdisant I'anti-HA et le kit ECL.

D : Les cellules A549, exprimant de maniére endoges@totéines &, et Coy;, ont été utilisées pour réaliser
des centrifugations différentielles afin de sépdaesrdifférents compartiments cellulaires. 100 jggpdotéines
ont été déposées par puits, séparées sur gel de d@etro-transférées sur membrane de nitrocebulets
révélées par immunodétection, en utilisant I'anti;&ou I'anti-Gay; et le kit ECL.
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Il s’agit d’une distribution périnucléaire caradstique d’'une localisation réticulaire
(Fig. 6A). La confirmation a été obtenue par lesutiéats de colocalisation avec la calnexine
(CNX) ; une protéine transmembranaire résident®&Huwitilisée comme marqueur spécifique
de ce compartiment. Dans les cellules BHK-21 exaninde maniere stable les protéines
Gai, et Gayz étiquetées par le drapeau HA, les résultats derliinocolocalisation montrent
une couleur jaune (overlay) résultant de la supstipa des couleurs vertes (HA) et rouges
(CNX), indiquant que ces deux protéines colocatiseec la CNX et confirmant qu’elles sont
exprimées principalement dans le RE (Fig. 6B)stlaussi a noter qu’une faible détection au
niveau de la membrane plasmique a été observéeyampidée que ces protéines sont aussi
exprimées a ce niveau.

Une autre approche pour déterminer la localisatidrcellulaire des protéinesug et
Gai3 a été I'approche biochimique. En effet, il estgiole de séparer les différents organites
cellulaires, entre autres par la technique de ifeg#tion différentielle.

Cette technique a été utilisée pour séparer différerganites intracellulaires a partir
des cellules BHK-21 exprimant de maniére stabl@ieteines @i, et Cu,3 étiquetées HA et
les cellules pulmonaires A549, exprimant quaniesdes protéines &, et Gz de maniéere
endogene (Fig. 6C et 6D).

Les résultats montrent que dans les cellules BHKleXL protéines &, et Goiz sont
présentes dans les mitochondries (Mito) avec uitdefaxpression pour &, dans les
microsomes enrichis en RE (Mic) et dans les ribaso(Rib). Elles sont en revanche absentes
du cytosol (Cyt) (Fig. 6C). Dans les cellules A548q1, et Goi3 sont principalement
exprimées au niveau du RE, en faible quantité desmsnitochondries et les ribosomes, et
absentes du noyau (Ny) et du cytosol (Cyt) (Fig).dans ces deux lignées cellulaires, le
profil de fractionnement subcellulaire des protséir@n;, et Gaiz est identiqgue, avec des
différences dans les niveaux d’expression probadtemues aux origines (rénal pour BHK et
pulmonaire pour A549) et au mode d’expression (éregoour BHK et endogene pour A549).

Nos résultats démontrent pour la premiere fois tpge protéines G, et Gais
présentent une localisation principalement réticell@t confirment ainsi les résultats de

spectrométrie de masse.
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E) Les protéines G, et Qo3 colocalisent avec la protéine

CFTR sauvage et mutée

70% et 100% des protéines CFTR sauvages et muBe8del), respectivement, sont
bloquées et dégradées rapidement dans le RE (\éargh 2004; Looet al, 2008). Le fait
que les protéines 63, et Gu,3 soient aussi localisées dans le RE laisse penseces deux
protéines peuvent colocaliser avec CFTR dans ceenw@mpartiment. Afin d’apporter une
réponse a cette question, nous avons réalisé gexiemxces d’immunofluorescence et de
fractionnement subcellulaire sur gradient discargide sucrose.

Pour 'immunofluorescence, nous avons utilisédgadie cellulaire IB3-1 (Fig. 7A) qui
exprime de maniere endogene la protéine CFTR-F508des protéines &, et Cuis, la
lignée COS-1 et la lignée HEK-293 (Fig. 7C & 7D) gupriment d’'une maniére endogéene
Gay, et Gogg et transitoirement CFTR-F508del-HA, et la lignée BRI (Fig. 7B) qui
coexprime stablement la protéine CFTR sauvage €ittguHA et les protéineso@ ou Gz
étiquetées GFP. Les résultats montrent une paraitecalisation, indiquée par la couleur
jaune résultant de la superposition des couleutswvet rouges, des protéines CFTR sauvages
ou mutées avec les protéinea;zou Goy; (Fig. 7A, 7B, 7C & 7D). Le méme résultat a été
obtenu avec les protéines hyperactiveso; QL et GuzQL (résultats non montrés). En
présence de la protéine CFTR sauvage, nous ava@ss @aoté une colocalisation entre la
forme complexe-glycosylée et les protéinas; £50u Gois, confirmant par la méme occasion
la présence de ces deux protéines au niveau deefabrane plasmique (Fig. 7B). Ces
résultats montrent aussi que la colocalisationedatforme core-glycosylée de CFTR sauvage
ou mutée et les protéinesis ou Gagz a lieu dans le RE.

Pour appuyer ce dernier constat, nous avons ré&sé&xperiences de fractionnement
subcellulaire sur gradient discontinue de sucrose.

La différence par rapport a la centrifugation difgtielle réside dans la pureté de la
fraction réticulaire obtenue. En effet, avec lahtéque de centrifugation différentielle, la
fraction microsomale (Mic) obtenue contient en glusRE, le Golgi, la membrane plasmique
et les vésicules intermédiaires (endosomes etwésicargo). En revanche, le fractionnement
subcellulaire sur gradient de sucrose permet dhabtme fraction riche a 95% en RE.

Ce facteur d’enrichissement a été obtenu par lauraed’activité enzymatique de
marqueur spécifique du RE et par le calcul de nevashe par rapport a ’lhomogénat de départ

(De Keukeleireet al, 2008). Cette technique a été utilisée sur ldsles| BHK exprimant de
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maniere stable les protéines CFTR, CFTR-F508d®], Gu Gu13 étiquetées HA. La présence
ou non de ces protéines ainsi que celle de la ipmEalnexine (CNX) dans les différentes
fractions a été révélée par western-blot (Fig. 7THE=.

A F508del

BHK

F508del-HA overlay

Cc F508del-HA overlay D

G HEK-293

E F
BHK BHK
CFTR-HA F508del-HA
[fractions[ 112 [3]4 566789 [10[1112[1314 fractions[1]2 3[4 5] 6 7] 8] 9 [10[11[12[13[14
GHAD -« o = = B EBB e wwaw 170 oHA s = 140
Gag,-HA GoyyHA
a-HAD |##% s cavetad ¢ & ¥ =« & = .43 a-HAD> [ 43
aCNXD™ & s b e 100 o-CNXD>| s e 88 3 - |-100

Figure 7 : Colocalisation de CFTR sauvage et mutéevec les protéines @, Ga s et la CNX.

A : Les cellules IB3-1, exprimant de maniére stablgratéine CFTR-F508del étiquetée HA et de maniére
endogéne les protéinesigz ou Gy, ont été fixées, perméabilisées et marquées uidireent en utilisant I'anti-
HA et l'anti-Ga, ou -Cos. La révélation de ces anticorps a été obtenuel'ptilisation d’'un anticorps
secondaire anti-souris couplé a I'Alexa488 (pouHK) et d'un anticorps anti-lapin couplé au TRIT@o(r
Ga,, et Galg).

B : Les cellules BHK-21, exprimant de maniere stablprotéine CFTR-F508del étiquetée HA et les pretin
Gay, ou Gogs étiquetées GFP, ont été fixées, perméabiliséemmjuées indirectement en utilisant I'anti-HA. La
révélation de ces anticorps a été obtenue palidatibn d’un anticorps secondaire anti-souris ¢éw@u TRITC
(pour le HA), la GFP a été détectée par autoflummese.

C: Les cellules COS-7, exprimant de maniéere stablpréééine CFTR-F508del étiquetée HA et de maniére
endogene les protéinesii ou Gy, ont été fixées, perméabilisées et marquées ttdireent en utilisant I'anti-
HA et l'anti-Go;, ou -Goys La révélation de ces anticorps a été obtenuel’plisation d'un anticorps
secondaire anti-souris couplé a I'Alexa488 (pouHKk) et d’un anticorps anti-lapin couplé au TRIT@o(r
Gai, et Goigs).

D : Les cellules HEK-293, exprimant de maniére stédlprotéine CFTR-F508del étiquetée HA et de maniére
endogene les protéinesi ou Gy, ont été fixées, perméabilisées et marquées ttdireent en utilisant I'anti-
HA et l'anti-Go;, ou -Goys La révélation de ces anticorps a été obtenuel’plisation d'un anticorps
secondaire anti-souris couplé a I'Alexa488 (pouHK) et d’un anticorps anti-lapin couplé au TRIT@o(r
Ga,; et Goigg).
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Les images ont été acquises avec un microscopéldoégscence a I'aide d’'un objectif 63x a immersavec

un systeme Zeiss AxioCam MRm et le logiciel Axioldis 4.2. La colocalisation a été effectuée grace au
logiciel Photoshop.

E: Les cellules BHK-21, exprimant de maniére stakle protéines CFTR ouds, étiquetées HA, ont été
utilisées pour réaliser un fractionnement subcailalsur gradient de sucrose. 10 ug de protéinestéméposés
par puits, séparés sur gel de 7% pour CFTR et 18% @ 1,, électro-transférés sur membrane de nitrocellulose
et révélés par immunodétection, en utilisant ldsHA et anti-CNX et le kit ECL. La fleche grise mespond a

la forme immature et la fleche noire correspond fofme mature de CFTR.

F : Les cellules BHK-21, exprimant de maniére stabfeprotéines CFTR-F508del ow {3 étiquetées HA, ont
été utilisées pour réaliser un fractionnement dildage sur gradient de sucrose. 10 pug de protema été
déposés par puits, séparés sur gel de 7% pour €E608del et 12% pour @33, électro-transférés sur membrane
de nitrocellulose et révélés par immunodétectionuiisant les anti-HA et anti-CNX et le kit ECLa fleche
grise correspond a la forme immature de CFTR-F508de

Les résultats montrent que nous avons eu 14 frectadlant de la fraction la plus
dense (1) a la fraction la plus légére (14). Laac@#risation enzymatiqgue nous a permis
d’identifier trois types de fractions. De 1 & 6s'ihgit des fractions réticulaires, les méme qui
nous ont servi pour identifier par spectrométrientiesse les protéinesog et Gois. Les
fractions de 7 a 10 qui correspondent aux lysosplisesde dégradation par excellence de la
protéine CFTR sauvage et d’'une partie de la pretéib08 présente au niveau de la
membrane plasmique aprés correction (Okiyonetlaal, 2010; Barriereet al, 2011).
Finalement, les fractions 11-14 correspondent@pbaeil de Golgi, a la membrane plasmique,
aux vesicules de sécrétion et aux endosomes (Dé&ekare et al, 2008). Les résultats
d'immunodétection, en utilisant les anticorps &h; montrent une distribution des protéines
CFTR sauvages et mutées conforme a celle observéarsunofluorescence. Alors que la
protéine mutée est présente uniguement au niveaBREjula protéine CFTR sauvage est
présente dans toutes les fractions avec une fonmneafure exprimée uniquement dans la
fraction réticulaire, et une forme mature révéléadtoutes les fractions (Fig. 7E et 7F). La
détection des protéinesog et Goiz montre que ces deux protéines sont exprimées
principalement dans le RE ou elles colocalisent deg protéines CFTR sauvages et mutées.
Ce résultat est confirmé par la détection dansriémes fractions de la protéine CNX (Fig.
7E et 7F). Nos résultats montrent aussi que legipes Gi;1,/Gays principalement Gio,
sont exprimées au niveau de la membrane plasmique.

L’ensemble de ces résultats montre que les pradig, et Guy3 sont principalement
exprimées dans le RE ou elles coexistent avecrladaore-glycosylée de la protéine CFTR
sauvage et mutée, et conforte notre hypothése dimpkcation directe ou indirecte de ces

protéines dans la dégradation de CFTR.
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F) La protéine @, et non @3 interagit avec les protéines
chaperonnes CNX et HSP90

Les protéines @, et Qa3 sont exprimées dans le RE, compartiment ou elles
colocalisent non seulement avec la forme immater€€BTR sauvage et mutée, mais aussi
avec les protéines chaperonnes CNX, HSP90, HSPBi®dtdonnées non montrées ; Fig. 6B,
7E et 7F). Ces résultats suggerent naturelleménnegunteraction entre . et/ou Gx;3 et
ces différentes protéines pourrait exister daritHe

Pour vérifier notre hypothése, nous avons réaliséixdtypes d’expériences :
'immunoprécipitation et la méthode de « Proximitigation Assay » (PLA). Les deux
meéthodes utilisent les anticorps pour l'identifioatde I'interaction.

Cependant, si la finalité est la méme, identifiexistence d’une interaction entre deux
protéines, l'interprétation des résultats reste ggecifique. En effet, limmunoprécipitation
est une technique biochimique qui dépend de pltsigarametres dont le pH, 'osmolarité, la
force ionique et I'affinité d’'une protéine par rappa l'autre, alors que le PLA est le résultat
d’'une interaction physique dans un environnemerysiplogique (cellule). Aujourd’hui, le
PLA constitue donc la vérification finale, a I'édleecellulaire, de I'absence ou la présence
d’une interaction protéine-protéine obtenue pantiunoprécipitation.

Pour toutes ces raisons, nous avons étudié I'ctierades protéines @, et Gz
avec les protéines cibles par immunoprécipitatidiaeons confirmé par le PLA.

Dans un premier temps, en utilisant des extraitdéépues préparés a partir des
cellules COS-7 exprimant transitoirement les pragiCFTR sauvage ou mutée (F508del) et
la protéine GFP-@,2, nous avons cherché a détecter par immunopréaoppitdes interactions
entre ces protéines. Bien que les protéines cikbdsnt bien exprimées dans les cellules
COS7 (Fig. 8A), 'immunoprécipitation n'as pas pernaie révéler des interactions entre la
protéine CFTR sauvage ou mutée et la protéing, @G-ig. 8B). Les mémes résultats ont été
obtenus avec la protéineag (données non montrées), suggérant que limplinates
protéines @G, et Cuiz dans la dégradation de CFTR au niveau du RE e&taptement

indirecte.
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Figure 8: Interaction des protéines CFTR sauvageCFTR-F508del, Cai, et Gai; avec les protéines
chaperonnes HSP90 et CNX par immunoprécipitation.

A et B: Les cellules COS-7 exprimant de maniére transitteés protéines ., étiquetées GFP et CFTR
sauvages ou mutées étiquetées HA ont été utili$6és.des protéines ont été séparés sur gel d'acigdad 9%,
et électro-transférés sur membrane de nitroceBufa¥. Les 90% restants ont été immunoprécipités deati
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HA puis séparés sur gel d’'acrylamide & 9%, et éecansférés sur membrane de nitrocelluloBg (a
présence des protéines a été révélée a l'aide idemrs anti-HA ou anti-GFP et du kit ECL. La W&'-
ATPase sert de contrdle interne. La fleche grigeespond a la forme immature et la fleche noireerond a
la forme mature de CFTR.

C: 50 ug de protéines extraites des cellules COS4Vagges ou exprimant de maniére transitoire la preté
CFTR sauvage ou mutée ont été déposés par pyiésésur gel de 9%, électro-transférés sur merakdan
nitrocellulose et révélés par immunodétection, gisant les anti-HSP70, anti-HSP90, anti-CNX eti-&iP et

le kit ECL.

D: Les cellules COS-7 exprimant de maniére transittés protéines &, ou Guiz étiquetées HA ont été
utilisées. 10% des protéines ont été séparés suramrylamide a 9%, et électro-transférés sur memb de
nitrocellulose (ligne 1)). Les 90% restants ont #ténunoprécipités avec l'anti-HA puis séparés saf g
d'acrylamide a 9%, et électro-transférés sur membide nitrocellulose (IBHA). La présence des protéines a
été révélée a I'aide des anticorps anti-HA et Bi8P90 et du kit ECL.

E, F, G et H: Les cellules BHK-21 exprimant CFTR sauvage, CFBR8¢el, G, ou G, étiquetées HA ont
été utilisées. 10% des protéines ont été séparégekd’acrylamide a 9%, et électro-transférésrsambrane de
nitrocellulose E et G). Les 90% restants ont été immunoprécipités aveuti{HA puis séparés sur gel
d’acrylamide a 9%, et électro-transférés sur menmde nitrocelluloseH et H). La présence des protéines
étiquetées ainsi que des protéines chaperonnésrawliée a I'aide des anticorps anti-HA et antPd@ E et

F) ou anti-HA et anti-CNX G etH) et du kit ECL. La fleche grise correspond a larfe immature et la fleche
noire correspond a la forme mature de CFTR.

Les protéines @i, et Goiz colocalisent aussi avec des protéines chaperonnes
résidentes du RE (CNX, BiP) ou associées au RE TASASP90). Ces chaperonnes, qui
participent au contréle de la qualité du repliementa la dégradation des protéines
incorrectement repliées et/ou incorrectement askmmbont été impliquées, par interaction
directe, dans la reconnaissance et la dégradadi@HIR-F508del (Yangt al, 1993; Pindet
al., 1994; Looet al, 1998). Pour cela, nous avons aussi étudié lacteon de @, et Goiz
avec ces protéines. Nous avons dans un premieistearpctérisé I'expression des protéines
chaperonnes dans les cellules COS-7 exprimantitwaesent la protéine CFTR sauvage ou
mutée. Les résultats montrent que ces protéinggeohianes sont bien exprimées dans les
cellules COS-7 et que la présence de CFTR sauvagematée n’influence pas
significativement ni leur niveau ni leur profil Xeression (Fig. 8C).

Ces mémes cellules ont été utilisées pour étudmeraction entre @213 et les
protéines chaperonnes. Aprés avoir exprimé transitent dans les cellules COS-7 les
protéines @G, et Goyz étiquetées HA, nous avons étudié par immunoptétipn leur
interaction possible avec les chaperonnes. Mis ra lpaprotéine HSP90 (Fig. 8D) pour
laquelle nous avons pu détecter une interaction &ag,, et non pas avecdzs, aucune entre
interaction avec HSP-70 et BiP n’a pu étre idedt{fiésultats non montrés). Ces résultats
confirment ceux trouvés par d’autres groupes mahigaie seule la protéinedq interagit
avec HSP90 (Vaiskunaitd al, 2001).

Les mémes expeériences ont été répétées, mais swaxteaits protéiques préparés a

partir des cellules BHK exprimant stablement lest¢ines CFTR, CFTR-F508del,0& ou
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Gay3 décorées par I'eétiquette HA. Ces expériences puoefit l'interaction de @, avec
HSP90 et réveélent pour la premiere fois la présehage interaction entre la CNX e, et

pas avec Gi3 (Fig. 8E, 8F, 8G et 8H).

B
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Figure 9 : Interaction des protéines CFTR sauvageCFTR-F508del, Ga;, et Ga;3 avec les protéines
chaperonnes HSP90 et CNX par PLA.

A : Principe de la technique du « Proximity LigatiossAy » (PLA). Des anticorps PLUS ou MINUS seuls ne
donnent aucun signal. Lorsque les anticorps PLUBINUS sont assez proche, les séquences d’ADN éaspl

aux anticorps s’hybride, il en résulte I'apparitide points rouges en microscopie (voir Matériel$1éthodes
X.C.)

B et C: Quantification du PLA pour les protéines CFTR s@yey&CFTR-F508del, G, et Go,; et les protéines
HSP90 et CNX dans les cellules BHK-21 exprimant RFSRuvage, CFTR-F508delog ou CGuy; étiquetées
HA. Les images ont été acquises avec un microscopfcal TCS SP2 gica) a I'aide d'un objectif 63x et du

logiciel Leica confocal software. La colocalisatianégalement été effectuée gréace au logiciel Ledcdocal
software.

Les résultats obtenus par immunoprécipitation ¢dicénfirmés par ceux obtenus par

la méthode PLA, dont le principe et un résultatéspntatif sont indiqués sur la figure 9A.
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Avec cette technique, nous n'avons pu mettre etleége aucune interaction entre les
protéines @113 et CFTR, F508del, BiP ou HSP70. Cependant, nowsnsawconfirmé
I'interaction de la CNX avec CFTR, F508del etz avec environ 250, 210 et 410
interactions par cellule, respectivement (Fig. 9Bdncernant l'interaction entre la CNX et
Gai3, nous avons détecté moins de 50 interactionsuceajrespond environ au niveau du
bruit de fond (cellules BHK), confirmant égaleméiabsence ou la trés faible interaction
entre Q3 et la CNX (Fig. 9B).

Les résultats montrent aussi I'existence d'inteoast de HSP90 avec CFTR, F508del
et Gu, avec environ 360, 280 et 470 interactions pautelrespectivement (Fig. 9C). Cette
fois encore, les résultats concernant £xendent a montrer que cette derniére n’interaagt p
ou tres faiblement, avec HSP90 (Fig. 9C).

L’ensemble de ces résultats montre que la protEBFIER sauvage ou mutée, ainsi que
la protéine @,, interagissent avec les protéines chaperonnes HEPZTNX. L'effet de
Gai, sur la dégradation de CFTR pourrait donc passeupa interaction indirecteyia les
protéines chaperonnes. Etant donné la faible, Ralisence, d’interaction entreog; et les

chaperonnes CNX et HSP90, nous n’avons continué gtide qu’avec la protéinen6.

G) La protéine @, stabilise la protéine CFTR mutée F508del

Nos résultats ont montré quea(; est impliquée dans la dégradation réticulaire
GTP.dépendante de la forme immature de CFTR sauvagagte, et gu’elle est exprimée
dans le RE ou elle est colocalisée avec la fornmdtare de CFTR sauvage et mutée, et avec
les chaperonnes HSP90 et CNX. Nous avons aussréngqunt la protéine &, n'interagit pas
avec CFTR sauvage et mutée mais interagit avezhbgseronnes HSP90 et CNX.

Les formes immatures mal repliées de CFTR sauvag#) et mutée (100%) sont
retenues et rapidement éliminées au niveau du REepaéme processus de reconnaissance
et de dégradation (Zhangt al, 1998). Partant de cette observation, nous noosnNes
concentrés, pour la suite de notre travail, unicerensur I'effet de @, sur la dégradation de
la protéine CFTHE508del.

Afin de déterminer plus précisément le role de;£dans la stabilité de la protéine
CFTR mutée, nous avons étudié l'effet de la suesgion transitoire (COS-7) ou stable
(BHK) de Goi, sauvage ou mutée QL) sur le niveau basal d’expression et la stabdie
CFTR-F508del.
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1) Expression transitoire

La co-expression de CFTR mutée avex 3u Go1,QL nous a permis d’'observer une
augmentation de I'expression basale de CFTR-F5(8&ifgl 10A et 10B). Cette augmentation
ne semble pas étre dépendante de la quantitéode dd Gu;,QL transfectée. En effet, le
niveau d’expression de CFTR-F508del n’a pas étaanté par le doublement de la quantité
de Qo ou Goy QL (Fig. 10A et 10B).
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Figure 10: Effet de I'expression de @, sur la quantité de CFTR-F508del exprimée de manier
transitoire dans les cellules COS-7.

A Les cellules COS-7 ont été transfectées transitoant avec 1 pug de plasmide exprimant F508del etttqu
HA seul ou avec 1 ou 2 pg de plasmide exprimant,Gauvage ou mutée (q,). 100 pg de protéines ont été
déposés par puits, séparés sur gel de 7%, éleatrsiérés sur membrane de nitrocellulose et révgdds
immunodétection, en utilisant I'anti-HA et le kiCE.

B : Quantité de CFTR-F508del exprimée en pourcentagagpport a son expression dans les cellules COS-7
transfectées uniqguement avec le plasmide exprifad8del étiquetée HA. La quantification a été obéepar
le programme Image J. Moyenne + S.E (n= 3).

C: Les cellules BHK-21 exprimant stablement CFTR-F®8&tiquetée HA seule ou CFTR-F508del et; G
sauvage ou mutée étiquetée GFP ont été incubétiérants temps en présence de CHX (100 pg/ml).idpade
protéines ont été déposés par puits, séparés kde g&b, électro-transférés sur membrane de nitcdase et
révélés par immunodétection, en utilisant 'AM aB&TR 24.1 et le kit ECL. Les fléches grises emnbles
indiquent respectivement les formes B et A.

D : Quantité de CFTR-F508del restante exprimée en patage par rapport a son expression initiale aetr0
fonction du temps. La quantification a été obtepaele programme Image J. Moyenne £ S.E (n= 4).
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Sur un plan quantitatif, la figure 10B montre qaestrexpression de 1 pg ou 2 pg de
Ga, sauvage augmente I'expression de CFTR-F508detcaspment de 2,5 et 3 fois. Alors
que dans le cas de la forme mutéa{®L), cette augmentation est de 2,4 et 1,6 fois.

L'ensemble de ces résultats suggére que cette autigtion de I'expression basale
pourrait étre la conséquence d’'un ralentissemedgédeadation du CFTR mutée.

2) Expression stable

Afin de nous assurer que l'augmentation de I'exgigs basale observée en
expression transitoire pourrait étre la conséqueatioa ralentissement de dégradation de
CFTR mutée, et que cet effet ne dépends ni du d¢gfpielaire, ni du mode de transfection,
nous avons geénéré des lignées cellulaires (BHK)imegmt stablement les protéinesiG
sauvages ou mutées étiquetées GFP. Ces ligné&séoabtenues a partir des cellules BHK
exprimant déja de maniére stable la protéine CFTReétiquetée HA. Aprés sélection par
'agent G418, les cellules positives pour leur esgion des protéines GFR+z ou GFP-
Ga1,QL ont été obtenues apres triage par la technigus/meétrie en flux.

Ces cellules ont été par la suite utilisées paudiét la stabilité de CFTR-F508del en
présence de cycloheximide (CHX). Les résultatsraitanontrent tout d’abord que le niveau
basal de CFTR-F508del (a t=0) est augmenté enmrésie @&;, ou Cu.QL (Fig. 10 C). Ce
résultat confirme celui obtenu avec I'expressioansitoire. Nous montrons aussi que
I'expression constitutive dedz, ou Gu;,QL ralentit la dégradation de CFTR mutée avec une
demi-vie qui passe de ~2h (CFTR-F508del seul) &h-@;ig. 10 D).

L'ensemble de nos résultats montre pour la premieis que la protéine &, est

impliquée dans I'élimination de la protéine CFTROB8el.

H) Implication de HSP90 et de la CNX dans la voie d
dégradation dépendante du GTP

A ce stade de nos résultats, nous pouvons logiguepenser que I'implication de
Ga, dans la dégradation de CFTR-F508del pourrait se fiune maniére indirecte. En
effet, Guy, n'interagit pas avec CFTR mutée, mais interagécales protéines chaperonnes
qui contrélent son niveau de repliement et sa diagian : CNX et HSP90. De plus, la
présence d’AlR (inhibiteur des protéines G-hétérotrimériques,td@as,), la déplétion en

GTP (molécule nécessaire a I'activation des GTBaseEexpression de &, (augmentation
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du pool de protéines qui va s’associer avec HSPROCMNX) ou de G1,QL (forme
hyperactive incapable d’échanger rapidement le @diHe GDP) inhibent la dégradation de
CFTR mutée.

L’ensemble de ces données laissent penser querdisiton de @i, avec CNX ou
HSP90 influencerait le pool disponible de ces chap®es pouvant interagir avec la protéine
CFTR-F508del.

Pour essayer de répondre a toutes ces questiamsamons entrepris d’étudier I'effet
de ces interactions sung, CNX, HSP90 et CFTR mutée.

1) HSP9O0 stabilise les protéines @z, et CFTR-F508del

Nous avons dans un premier temps étudié I'effenhe’déplétion en GTP, par MPA,
sur la stabilité de .. Bien que @, soit une GTPase, dont le changement de conformatio
nécessaire a son activité est tres dépendant dy &I Btabilité n'est pas influencée par
'absence du GTP (Fig. 11 A et 11C). Le méme raswatété obtenu en présence de BFA,
avec une demi-vie @J>~12h) comparable au controle (CHX seul) (Fig. 11B¥C). Le fait
gue la demi-vie en présence de BFA soit compambleontréle montre que cette protéine est
éliminée au niveau du RE. Cependant, en présencgelitanamycine (GA), inhibiteur
spécifique de la protéine HSP90, la demi-vie dg,G’effondre pour atteindre ~4h (Fig. 11B
et 11C). HSP90 est une protéine chaperonne dunsgsie dégradation associé au RE, et a
pour role de s’associer avec les protéines maléegl de les aider a se replier et de les
accompagner jusqu'a leur lieu de dégradation sreldiement n'a pas pu étre achevé
(Buchner, 1996; Locet al, 1998). La protéine CFTR-F508del interagit avecPBEIS et
I'inhibition de cette interaction par GA accélém dégradation (Fig. 11D). Ce résultat est
comprabale a celui publié par I'équipe de Riordanngontre que la GA inhible la maturation
de CFTR sauvage et accélére la dégradation dersefonmature au niveau du RE (Leb
al., 1998).

Ces résultats montrent donc que la stabilité de, Ge dépend pas de la concentration
en GTP, et qu'elle est degradée dans le RE. De lalysotéine chaperonne HSP90 stabilise
les protéines @i, et CFTR mutée.

Il est donc raisonnable de penser que la déplaionGTP affecterait HSP90 en
contrélant I'activité, et non la stabilité dea, et que par la suite, HSP90 contrdlerait la
stabilité de CFTR.
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Les mémes études sont en cours de réalisations pwaluer l'effet de la
castanospermine, inhibiteur spécifique de la cahgex
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Figure 11 : Effet de HSP90 sur la stabilité de &;,, CFTR-F508del et CFTR sauvage.

A : Les cellules BHK exprimant de maniéere stabbe {Etiquetée HA ont été incubées en présence de QB (
pg/ml) en absence et en présence de MPA (50 u\d)utOde protéines ont été déposés par puits, sparé
gel de 12%, électro-transférés sur membrane decsitulose et révélés par immunodétection, ensatili
I'anticorps anti-HA, I'anticorps secondaire cougléa peroxydase et le kit ECL.

B : Les cellules BHK exprimant de maniére stabbe £2tiquetée HA ont été incubées en présence de QBKX (
pag/ml) en présence de Geldanamycine (GA ; 2 uMjeBrefildine A (BFA ; 5 pg/ml). 100 ug de proténent

été déposés par puits, séparés sur gel de 12%roélemsférés sur membrane de nitrocellulose \etléé par
immunodétection, en utilisant I'anticorps anti-HAnticorps secondaire couplé a la peroxydase kit ECL.

C : Quantité de CFTR-F508del restante exprimée en patage par rapport a son expression initiale aetr0
fonction du temps. La quantification a été obtepaele programme Image J. Moyenne + S.E (n=5).

D : Les cellules BHK exprimant de maniére stable CFFER8del étiquetée HA ont été incubées en présesce d
CHX (100 pg/ml) en absence et en présence de GAVIR 100 pug de protéines ont été déposés par puits,
séparés sur gel de 7%, électro-transférés sur nammlde nitrocellulose et révélés par immunodétecem
utilisant I'anticorps anti-HA, I'anticorps secondaicouplé a la peroxydase et le kit ECL.

2) Une déplétion en GTP stabilise les protéines HS@ et CNX
Afin d’étayer cette hypothese, nous avons évalu®lie du GTP sur la stabilité des
chaperonnes HSP90 et CNX en traitant les celluld&-B1 avec le MPA. Nos résultats
montrent qu’une déplétion en GTP permet de staiitSP9O0 et la CNX (Fig. 12 A et 12C).
En effet, la demi-vie de HSP90 dans les cellules-tnaitées est de ~13h30 alors qu’elle est
de ~23h dans les cellules traitées par le MPA (B28).
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Cet effet est encore plus prononcé pour la CNXdé&mi-vie de cette chaperonne, de
~19h lorsque les cellules ne sont pas traitéesl@MPA, est supérieur a 24h dans des
conditions de déplétion en GTP (Fig. 12D).
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Figure 12 : Effet du GTP sur la stabilité des protéhes HSP90 et CNX.

A : Les cellules BHK ont été incubées en présence d¥ (180 pg/ml) en absence et en présence de MPA
(50 uM). 100 pg de protéines ont été déposés pt, péparés sur gel de 9%, électro-transférémsunbrane

de nitrocellulose et révélés par immunodétectian,udllisant I'anticorps anti-HSP90, I'anticorps eedaire
couplé a la peroxydase et le kit ECL.

B : Quantité de HSP9O0 restante exprimée en pourceptgepport a son expression initiale a t=0 entfonc

du temps. La quantification a été obtenue pardgmamme Image J. Moyenne + S.E (n= 4).

C : Les cellules BHK ont été incubées en présence d¥ (80 pug/ml) en absence et en présence de MPA
(50 uM). 100 pg de protéines ont été déposés pt, péparés sur gel de 9%, électro-transférémsunbrane

de nitrocellulose et révélés par immunodétectionjtdisant I'anticorps anti-CNX, I'anticorps seaaire couplé

a la peroxydase et le kit ECL.

D : Quantité de CNX restante exprimée en pourcentageapgort a son expression initiale a t=0 en famctiu
temps. La quantification a été obtenue par le @iogne Image J. Moyenne + S.E (n= 4).

Ces reésultats montrent donc qu’une déplétion enP GBlabilise les protéines
chaperonnes HSP90 et CNX. Il est raisonnable degpeque cette stabilisation dépende de
I'effet du MPA sur la protéine .
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3) Le MPA et P'AlF, stabilisent [linteraction entre
CFTR-F508del et les protéines chaperonnes

Puisque l'effet de @,2 semble étre indirect, nous pouvons Iégitiment pensie la
déplétion en GTP, ou l'utilisation de I'AlF pourrait influencer la stabilité du complexe
CFTR-chaperonnes. Pour cette raison, nous avoité tes cellules BHK-21 exprimant de
maniere stable la protéine CFTR-F508del avec daebiteurs du protéasome, 'AlFou le
MPA en présence de CHX. Apres immunoprécipitatian lfanti-HA, nous avons déterminé
par immunoblot la quantité de CNX et de HSP90 aésax la protéine CFTR-F508del.

B
P ®
IB (10%) &
HA-F508del o
CHX ]
treatment (1h)) - | MG |Lac |AIF,|MPA 2
a-CNX > S A - 100 S
£
IP:a-HA £
a-CNXDP aw s o e e (- 100
|treatment (1h)
D
S 3
IB (10%) B
HA-F508del 5¥
CHX go
[treatment (1h) - | MG [ Lac [AIF,|MPA oa
a-HSPOOL| == s s s - 90 g2
=3
E
IP:a-HA E
a-HSPO0 | s - g — 90
[treatment (1h) - | MG ] Lac AIF, [MPA
CHX

Figure 13 : Effet d'inhibiteurs du protéasome, de’AlIF ; et du MPA sur la stabilité de I'interaction CFTR-
chaperonnes.

A : Les cellules BHK-21 exprimant stablement CFTR-Ff&tiquetée HA ont été incubées 1h en présence de
CHX (100 pg/ml) en absence et en présence de M@I&; 10 uM), de Lac (10 uM), d’AlF (10 uM) ou de
MPA (50 uM). 10% des protéines ont été séparégaud’acrylamide a 9%, et électro-transférés sumbrane

de nitrocellulose. Les 90% restants ont été immtéwmpités avec I'anti-HA puis séparés sur gel dimnide a

9%, et électro-transférés sur membrane de nitndoskt. La présence de la CNX a été révélée a l'dile
I'anticorps anti-CNX et du kit ECL.

B : Quantité de CNX immunoprécipitée exprimée en pentage par rapport a son expression dans lesazllul
BHK-21 non-traitées. La quantification a été obtepar le programme Image J. Moyenne + S.E (n= 3).

C : Les cellules BHK-21 exprimant stablement CFTR-FE&tiquetée HA ont été incubées 1h en présence de
CHX (100 pg/ml) en absence et en présence de M@I&; 10 uM), de Lac (10 uM), d’AlF (10 uM) ou de
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MPA (50 pM). 10% des protéines ont été séparégelul’acrylamide a 9%, et électro-transférés sumbrane

de nitrocellulose. Les 90% restants ont été immugmpités avec I'anti-HA puis séparés sur gel d/ionide a

9%, et électro-transférés sur membrane de nitudosk. La présence de HSP90 a été révélée a ltade
I'anticorps anti-HSP90 et du kit ECL.

D : Quantité de HSP90 immunoprécipitée exprimée errgeotage par rapport a son expression dans les
cellules BHK-21 non-traitées. La quantificationté ébtenue par le programme Image J. Moyenne £r&:B).

La figure 13A et 13B montre que l'inhibition du péasome par le MG132 (MG) ou la
lactacystine (lac) augmente trés faiblement laild&aldu complexe F508del-CNX. Cette
stabilisation s’intensifie en présence d'AlFet augmente encore d’avantage en présence de
MPA (Fig. 13A et 13B).

Pour l'interaction entre CFTR-F508del-CNX, nous rvobtenu le méme résultat que
celui observé avec HSP90 (Fig. 13C et 13D). Cepunidzffet avec la Lac et MG132 est
moins probant.

Ces résultats nous ont permis de relier le GTBoert G, a la stabilité du complexe
F508del-chaperonnes. Le fait que le cycle dg,Goit bloqué ou extrémement ralentit (AlIF
et MPA, respectivement) permet une interaction B&B8haperonne plus importante, tres

probablement en dissociant le complexe &chaperonne.
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II) Implication de G a, et Gay; dans le contrdle des

jonctions intercellulaires : cas de la mucoviscid@s

L’épithélium respiratoire est décrit comme un églitlhm modérément perméable car
la majeure partie de la diffusion d’ions se fair paie paracellulaire (70-82% dans des
cultures primaires d’épithélium nasal et 80% daes monocouches de cellules Calu-3
(Willumsen & Boucher, 1989; Tamaa@aal, 2001)).

Le transport paracellulaire est un phénomene passifrainé par le gradient
électrochimique transépithéliale (Powell, 1981) est modulé par la perméabilité des
jonctions cellulaires (Lewist al, 1995; Turner, 2006).

CFTR, dont le réle principal est de permettre unuwemnent d’anions a travers
I'épithélium (Riordan, 2008), est un facteur import de la sécrétion et de I'absorption de
liquide a ce niveau et est supposé étre impliqués da régulation de la perméabilité
paracellulaire (Jiangt al, 1993a; Jiangt al, 1997; Blauget al, 2001).

Une augmentation importante de la résistance tpithediale (TER) est donc
susceptible de refléter une diminution de la cotmhae et de la perméabilité des jonctions
cellulaires.

Aujourd’hui, des études ont montré que l'une deaatéristiques de la mucoviscidose
a I'échelle cellulaire est la diminution de la stance transépithéliale (TER) (LeSimpleal,
2010; Weiseret al, 2011), synonyme de perte de la sélectivité dbalaiére luminale au
niveau de I'épithélium pulmonaire.

L’absence de barriere luminale serait a I'origireel'thfiltration du tissu pulmonaire
par les bactéries opportunistes confiseudomonast StaphylococugLeeet al, 1999a). Ce
processus est supposé étre responsable de I'eatoarbe la réponse inflammatoire qui finit
par se retourner contre le tissu lui-méme, et erdraa destruction et par conséquent la perte
de la capacité respiratoire des malades mucovisigdes. La protéine CFTR serait
importante dans ce processus (Reingeal, 2007), cependant, les mécanismes a l'origine de
cette perte du TER sont a ce jour inconnus.

Plusieurs protéines, individuellement ou en comglegarticipent au développement
du TER. Parmi ces protéines clés, on trouve deuxPds&s de la famille des
G-hétérotrimériques : @&, et Guy3 (Meigset al, 2001; Meyeret al, 2002). En effet, ces deux
protéines jouent un rdle dans le développemeng ebdintien du complexe jonctionnel au
niveau des cellules épithéliales rénales (Mesteal, 2002; Sabatlet al, 2008). Cependant,
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leur réle dans le TER au niveau de I'épithéliumnpomaire reste inconnu. Ainsi, durant mon
stage de thése, j'ai aussi entrepris I'étude depfession, la localisation et le réle de ces deux

protéines dans I'épithélium bronchique humain sdimucoviscidosique.

A) La résistance transepithéliale pulmonaire ehlecoviscidose

Une des méthodes les plus fiables pour étudiériaation et le développement des
jonctions cellulaires est la mesure de la résigtdremseépithéliale (TER). Le TER reflete le
passage d’ions au travers de I'épithélium, queodiepsr voie para- ou intra-cellulaire. Dans
le cas de I'épithélium respiratoire, le TER rendsptompte de la perméabilité paracellulaire,
et donc de la qualité des jonctions cellulairessque dans cet épithélium la diffusion d’ions
est principalement paracellulaire (Willumsen & Bbag 1989; Tamadat al, 2001). Plus
précisément, la mesure du TER est directement dépém de la qualité des jonctions serrées,
dont la formation est facilitée par la présencejdestions adhérentes (Niessen, 2007).

Cette méthode nous a donc permis de comparetaliregion et le développement des
jonctions cellulaires de plusieurs lignées épitiés. Nous avons utilisé, comme lignée
contrdle, la lignée MDCK, une lignée rénale bieracterisée et tres étudiée dans le cadre des
jonctions cellulaires. Nous avons également utilesséignée 16HBE140- (HBE) exprimant
CFTR sauvage de maniere endogéne et provenantégitimélium bronchigue humain sain
(Cozenset al, 1994; Grueneret al, 1995), la lignée CFBE41o- (CFBE) exprimant CFTR-
F508del/F508del de maniére endogene et provenantrdalade de la MV et provenant de la
méme région que les cellules HBE (Kunzelmanal, 1993), et la lignée CFBE-wt qui est la
lignée CFBE ayant été corrigée par I'apport du geResauvage (lllelet al, 2008).

Dans un premier temps, nous avons vérifié si rgreeks épithéliales exprimaient la
protéine CFTR. Nos résultats indiquent, tant aeaivdes ARNm (Fig. 14A et 14B) qu'au
niveau protéique (Fig. 14C), que les cellules HBEBE et CFBE-wt expriment CFTR. Cette
expression est, comme nous pouvions nous y atteptire importante dans les cellules
CFBE-wt (Fig. 14A,14B et 14C), qui est le résulfaine expression aprés infection par un
virus porteur du gén€F (lllek et al, 2008).
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Figure 14 : Expression de CFTR et résistance tranpéhéliale des cellules HBE, CFBE et CFBEvt.

A : Amplification, par 20 cycles de PCR, des ADNc ssies ARNm des cellules HBE, CFBE et CFBE-wt. La
réaction n’a comporté que 20 cycles pour évitetteiladre le plateau d’amplicons. Les échantillons ensuite
été séparés sur gel d’agarose 2% et révélés @alRed sous excitation UV.

B : La quantification des ARNm de CFTR des cellulesE{lEEFBE et CFBE-wt a été réalisée par PCR
quantitative (QPCR). Les valeurs sont en unitétaaioé. Moyenne + S.E (n= 6).

C : Les protéines des cellules HBE, CFBE et CFBE-wité&ia extraites, et 100 pug ont été déposés pas, puit
séparés sur gel de 7%, électro-transférés sur nammkde nitrocellulose et révélés par immunodétectm
utilisant I'anticorps monoclonal anti-CFTR (24.Ianticorps secondaire couplé a la peroxydase kit IECL.

D : Mesure de la résistance transépithéliale (TERJoams du temps des cellules MDCK, HBE, CFBE et CFBE
wt. 500.000 cellules/cfrsont ensemencées sur Transwell & JO, les mesaifBSRI commencent & J1. Moyenne
+ S.E (n=8).

E : Valeur du TER des cellules MDCK, HBE, CFBE et CFBEa J9. Moyenne + S.E (n= 8).

Ensuite, les mesures de TER indiquent que les @oapl jonctionnels s’installent
rapidement dans les cellules MDCK, le plateau daEst@nce étant atteint en 6 jours
(Fig. 14D). Les cellules épithéliales bronchiquggant a elles, montrent une augmentation
plus lente du TER et atteignent leur plateau augsjgFig. 14D). Les représentations de TER
sous forme d’histogramme pour la suite de cettdettaprésenteront donc les valeurs de TER
mesurées a 9 jours. Ainsi, nos résultats mettenéwedence, pour la premiere fois, une
différence dans la vitesse de mise en place degplegss jonctionnels entre les cellules
rénales et pulmonaires, suggérant probablement difiéerence dans les mécanismes

responsables de ce processus.
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Nos résultats montrent aussi une diminution de ~80%ER dans les cellules CFBE
par rapport aux cellules HBE (Fig. 14D et 14E).t€eiminution du TER est corrigée par un
apport exogéne de CFTR sauvage (Fig. 14D et 14&3).r€sultat confirment ceux publiés par
les équipes de Hanrahan (LeSimpteal, 2010) et de Schillers (Weiset al, 2011) qui ont
suggéré gque la diminution du TER dans les celldEBE est probablement le résultat de
I'absence au niveau de la membrane apicale deolgipe CFTR. Il est aussi intéressant de
noter que les cellules épithéliales bronchiquesesadu corrigées développent un TER ~25%
moins important que les cellules rénales, suggénanpassage d’ion plus important dans

I'épithélium bronchique.

B) Mauvaise organisation des jonctions cellulaieésstress du

cytosquelette dans les cellules mucoviscidosiques

1) Organisation des jonctions cellulaires

Les résultats précédents montrent que les celldpghéliales bronchiques
mucoviscidosiques développent un TER inférieurlai des cellules saines. Ce résultat peut
étre la conséquence d’'une désorganisation desimestéles complexes jonctionnels, et/ou
d’'une diminution de leur expression. L’analyse ‘@xpression de protéines impliquées dans
les jonctions intercellulaires, dans des modéldsalages ou des tissus humains, suggere que
cette diminution du TER est due en partie a la @gsvsation conséquente d’'une diminution
d’expression de deux protéines jonctionnelles, Z@dnhctions serrées; TJ) et E-cad
(jonctions adhérentes ; AJ).

Pour vérifier nos différentes hypotheses, nounawaractérisé dans un premier temps
I'organisation des TJ et des AJ dans nos cellupihdiales bronchiques. Pour cela, nous
avons réalisé des expériences d'immunofluoresceogeétudier la distribution des protéines
jonctionnelles. La figure 15A montre que les pnoési des jonctions serrées (Occludine = Occ,
et ZO-1) des cellules saines HBE forment un cont@se au niveau de la membrane
plasmique, alors que ce contour n'est pas lissa tizs1cellules CFBE, mais présente une
forme dentelée (Fig. 15A). De plus, nos résultatntment que la surexpression de CFTR
sauvage dans les cellules malades aide a la résatjan des jonctions serrées (Fig. 15A),

confirmant le r6le de CFTR dans la correction diRTdans les cellules CFTBE-wt.
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Figure 15 : Organisation membranaire des protéinegonctionnelles etdélocalisation de I'actine dans les
cellules mucoviscidosiques.

A: Les cellules HBE, CFBE et CFBE-wt ont été cultivéir Transwell, fixées, perméabilisées et marquées
indirectement en utilisant I'anti-Occ, I'anti-ZO-Ianti-E-cad ou I'antiB-cat. La révélation de ces anticorps a
été obtenue par l'utilisation d’un anticorps seairelanti-souris couplé a I'Alexa488.

B : Des monocouches de cellules HBE, CFBE ou CFBERWE® cultivées sur Transwell. LaaEtine a ensuite

été marquée a l'aide de phalloidine couplée au TRIDes images des pbéles basaux et apicaux des
monocouches cellulairemnt été acquises avec un microscope confocal T@31$Ra) a l'aide d’un objectif

63x a émersion et du logiciel Leica confocal sofeva

Les images ont été acquises avec un microscopéldoégscence a I'aide d'un objectif 63x a immersiavec

un systeme Zeiss AxioCam MRm et le logiciel Axiodis4.2.

L’analyse de la répartition des protéines impliquéans les jonctions adhérentes (AJ)
nous a conduits a des observations similaires (H4). En effet, 'E-cadhérine (E-cad) et la
-caténine §-cat) sont concentrées au niveau de la membrarsenjgae dans les cellules
saines, alors que leur expression est plus épanse lds cellules malades. Ici encore, nous
observons que la surexpression de CFTR sauvage ldansellules CFBE permet la
relocalisation des protéines des AJ au niveau deelabrane plasmique (Fig. 15A).

Ces résultats démontrent que la désorganisatignjatetions cellulaires dans les
cellules mucoviscidosiques contribue a la diminutiu TER dans I'épithélium bronchique.
Nous avons également observé qu’une surexpresgio@FIR sauvage dans les cellules

malades permet une réorganisation convenable dé&&nes jonctionnelles a la membrane.
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2) Stress du cytosquelette
Il est bien établit que les AJ et les TJ sontsliée cytosquelette d’actinga les

caténines (Paredes al, 2007) et ZO-1 (Fanninet al, 1998), respectivement. Le fait que les
protéines jonctionnelles ne soient pas bien orgasisau niveau de la membrane plasmique
dans les cellules mucoviscidosique nous a menésepeue I'organisation du cytosquelette
pouvait aussi étre modifié. Nous avons donc réalisanarquage de I'actine grace a de la
phalloidine couplée a I'agent fluorescent TRITGrebns observé le résultat en microscopie
confocale des c6tés basaux et apicaux des celltigs15B). Ces expériences ont montré,
dans les cellules CFBE, une réorganisation deifiaatorticale au niveau basal, menant a la
formation de filaments de stress d’actine. De tisngements dans l'organisation du
cytosquelette d’actine ont déja été observés endiec une désorganisation des jonctions
cellulaires dans des cellules épithéliales rén@dleseret al, 2003; Donatet al, 2009).

Ces résultats vont dans le méme sens que nosvatiees concernant la
réorganisation des protéines jonctionnelles, entranhque la correction des cellules CFBE
mene a une réorganisation correcte du cytosquelettéine semblable a celle observée dans

les cellules saines HBE (Fig. 15B).

C) Expression différentielle des protéines jonatielies dans les

cellules saines et mucoviscidosiques

Nous venons de voir que les cellules CFBE préséentesn désorganisation de leurs TJ
et AJ par rapport aux cellules HBE. Une telle dganisation peut étre la conséquence d’'une
dissociation entre les protéines qui forment le glexe jonctionnel. Cette dissociation
pourrait avoir comme origine la diminution d’expEs d’'un ou plusieurs partenaires
protéigues.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons étudiéplession de plusieurs protéines
impliquées dans la formation et le maintient desciions serrées (TJ) et des jonctions
adhérentes (AJ). Ces protéines sont les protéioesla occludens 1 (ZO-1) et I'occludine
(Occ) pour les TJ, et I'E-cadhérine (E-cad) et[aaténine B-cat) pour les AJ. La
guantification, par PCR quantitative (QPCR), desNiiRde ces protéines dans les cellules
épithéliales bronchiques montre que les protéir@slAt E-cad sont moins exprimées dans
les cellules mucoviscidosiques CFBE (Fig. 16A eB)L6A contrarig la protéine Occ est
surexprimée dans ces cellules, et le niveau d'espre de Ig3-cat ne varie pas (Fig. 16A et

16B). Les quantifications effectuées sur les ARNes aellules corrigées montrent que
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'apport de CFTR sauvage dans les cellules malgaemet la restauration d’'un niveau
d’expression de ces ARNm proche de celui obsermé i cellules saines (Fig. 16A et 16B).
Ces observations ayant été réalisée sur les tinderces protéines, nous avons voulu

vérifier si tel était le cas au niveau protéique.
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Figure 16 : Expression des protéines jonctionnelledans les cellules HBE, CFBE et CFBE-wt.

A : Amplification, par 20 cycles de PCR, des ADNc ssies ARNm des cellules HBE, CFBE et CFBE-wt. La
réaction n’a comporté que 20 cycles pour évitetteiladre le plateau d’amplicons. Les échantillons ensuite
été séparés sur gel d’agarose 2% et révélés @alRed sous excitation UV.

B : La quantification des ARNm de ZO-1, E-cad, Ocd3atat des cellules HBE, CFBE et CFBE-wt a été
réalisée par PCR quantitative (qPCR). Les valeom$ mpportées a la valeur des cellules HBE. Mogens.E
(n=7).

C: Les protéines des cellules HBE, CFBE et CFBE-wité&ia extraites, et 100 pug ont été déposés pas, puit
séparés sur gel de 7%, électro-transférés sur nammkde nitrocellulose et révélés par immunodétectm
utilisant les anticorps monoclonaux anti-E-cadi-Z@-1, anti-Occ, antB-cat, I'anticorps secondaire couplé a la
peroxydase et le kit ECL.

D : Quantités de ZO-1, E-cad, Occ[®tat exprimées en pourcentage par rapport a lguession dans les
cellules HBE. La quantification a été obtenue pgsrogramme Image J. Moyenne = S.E (n= 3).

Pour cela, nous avons extrait les protéines delignées épithéliales bronchiques et
avons réalisé des expériences de western-blot.résdtats obtenus corroborent ceux de
gPCR, montrant que le niveau d’expression des iperéZO-1 et E-cad est plus faible dans
les cellules CFBE par rapport aux cellules HBE EBE-wt (Fig. 16C et 16D). De la méme
maniere, la protéine Occ est plus abondante danseldules CFBE (Fig. 16C et 16D). En

revanche, la protéing-cat, pour laquelle le transcrit correspondant afapas montré de
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différence entre les trois lignées cellulaires, rasins exprimées dans les cellules CFBE et
CFBE-wt que dans les cellules HBE (Fig. 16C et 1@Daugmentation de I'expression de
I'Occ a été suggérée comme une réponse de lae@iulr tenter de consolider les jonctions
altérees (Wong, 1997).

A ce stade, I'ensemble de nos résultats montrelajkminution du TER dans les
cellules CFBE est la conséquence d'une désorgamsates complexes jonctionnels,
elleméme due probablement a une diminution de I'expyesde protéines clé du TER :
E-cad et ZO-1.

Nos résultats montrent aussi que I'expressioragedtéine CFTR sauvage corrige ce
défaut.

D) Expression différentielle des protéines jonatielles dans les

tissus sains et mucoviscidosiques

Nous avons voulu par la suite vérifier que laai#hce d’expression des protéines
jonctionnelles ne dépendait pas des cellules é#iiset existait au niveau physiologique entre
des bronches humaines saines et mucoviscidosifimesollaboration avec les services de
transplantation pulmonaire, dirigé par le Pr. Pjsstnd’anatomie pathologique, dirigé par le
Pr. Lantuejoul, du C.H.U. de Grenoble, nous avoeésébcié de biopsies de tissus
bronchiques provenant de poumons de malades att@enimucoviscidose et homozygotes
pour la mutation F508del (CFAE/ AF)) et de poumons de patients sains ou souffrant de
maladies pulmonaires autres que la mucoviscidose QF).

Nous avons réitéré sur ces échantillons les expegede qPCR et de western-blot.

Les résultats obtenus confirment ceux observés deeccultures de cellules
épithéliales bronchiques. En effet, la figure 11ALéB montre que I'expression des ARNm
de ZO-1 et E-cad sont plus faibles dans les bradeemalades que dans celles de personnes
saines (~45% et ~58%, respectivement). La mémeecaa@té constaté avec la protéine Occ
dont le niveau d’expression atteints ~147% dansbtesches de malades par rapport aux
branches saines (Fig. 17A et 17B). Pourflaat, son expression ne varie pas. Pour les
expériences de western-blot, malgré des dispaatdse les individus du méme groupe
(nonCF ou CF), I'ensemble des résultats montre unendititin de I'expression de ZO-1 et
E-cad et une augmentation de I'expression de I'@ags les bronches mucoviscidosiques
(Fig. 17C et 17D). Le niveau d’expression protéigadaf-cat ne diminue quant a lui que de

maniere non significative dans les tissus mucostasgigues (Fig. 17C et 17D).
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Figure 17: Expression des protéines jonctionnelles dans des sgus bronchiques sains ou
mucoviscidosiques.

A : Amplification, par 20 cycles de PCR, des ADNc ssles ARNm de tissus bronchiques sains ou
mucoviscidosiques. La réaction n'a comporté quegfes pour éviter d’'atteindre le plateau d’amptisoLes
échantillons ont ensuite été séparés sur gel ddaga#2% et révélés par le GelRed sous excitation UV.

B : La quantification des ARNm de ZO-1, E-cad, Occ [etat des tissus bronchiques sains ou
mucoviscidosiques a été réalisée par PCR quanétégiPCR). Les valeurs sont rapportées a la valesitissus
sains. Moyenne + S.E (n=9).

C : Les protéines de 3 tissus bronchiques sains is@st bronchiques mucoviscidosiques ont été eaaét
100 pg ont été déposés par puits, séparés suregedu électro-transférés sur membrane de nitrdostuet
révélés par immunodétection, en utilisant les anpis monoclonaux anti-E-cad, anti-ZO-1, anti-Ogttj-B-cat,
I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase kit ECL.

D : Quantités de ZO-1, E-cad, Occfetat dans les tissus malades exprimées en pougeep#a rapport a leur
expression dans les tissus sains. La quantificatiété obtenue par le programme Image J. Moyerfhid& £n=

6).

Ces résultats confirment ceux obtenus avec legdigitellulaires et démontrent pour
la premiére fois que la perte de la barriere luteirest la conséquence de la diminution
d’expression des protéines clés des TJ (ZO-1) efEAdad) a I'échelle transcriptionnelle et

protéique.
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E) Les proteines ZO-1 et E-cad sont rapidementadiEggs dans
les cellules CFBE

La diminution du TER observée dans les celluleBEFst la conséquence de la
diminution trés significative de la quantité de teines ZO-1 et E-cad. Cette diminution
s’opere a deux niveaux : transcriptionnel et poptéi Nous avons donc émis I'hypothese
selon laquelle la baisse d’expression a I'écheletgique pourrait étre le résultat de la

diminution du transcrit et/ou de la dégradatioridapme ces protéines.
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Figure 18 : Stabilité des protéines E-cad et ZO-1anhs les cellules HBE, CFBE et CFBE-wt.

A : Les cellules HBE, CFBE et CFBE-wt ont été incubéeprésence de CHX (100 pg/ml) pendant différentes
périodes. 100 pg de protéines ont été déposésufiar geparés sur gel de 6%, élettamsférés sur membrane
de nitrocellulose et révélés par immunodétection tdisant I'anti-ZO-1 ou I'anti-E-cad, I'anticogpsecondaire
couplé a la peroxydase et le kit ECL.

B : Quantité de ZO-1 restante exprimée en pourcentageapport a son expression initiale a t=0 en fonadu
temps. La quantification a été obtenue par le piogne Image J. Moyenne + S.E (n= 4).

C : Quantité de E-cad restante exprimée en pourceptagepport a son expression initiale a t=0 entfonadu
temps. La quantification a été obtenue par le piogne Image J. Moyenne + S.E (n= 4).

Pour vérifier notre hypothese, nous avons étudgtdhilité de ZO-1 et E-cad dans les

cellules épithéliales bronchiques bien polarisé&xeaya un traitement a la cyclohéximide
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(CHX). Les résultats montrent que la stabilité @s cdeux protéines est altérée dans les
cellules mucoviscidosiques, et restaurée dans dédisiles corrigées par CFTR sauvage
(Fig. 18). En effet, la demi-vie de ZO-1 dans leutes HBE et CFBE-wt est de ~23h alors
gu’elle n'est que de ~18h dans les cellules CFBE. (E8B). La différence est encore plus
flagrante pour la protéine E-cad, qui a une demisuipérieure a 24h dans les cellules HBE et
CFBE-wt alors que celle trouvé dans les CFBE estldd (Fig. 18C).

Ces résultats mettent en évidence un effet synezgig la baisse de I'expression des
ARNmM de ZO-1 et E-cad et de 'augmentation de @ggradation au niveau protéique ayant
pour conséquence la baisse importante de leur méselans les cellules et tissus
mucoviscidosiques. La restauration de la demi-\ae [ajout de CFTR sauvage pose la
question du mécanisme impliqué. Il pourrait s’ajun mécanisme physique entre CFTR et
les complexes jonctionnelgia le cytosquelette d’actine. En effet, CFTR interagvec
I'actine via son interaction avec le domaine PDZ de NHERFL,ipaéragit avec I'Ezrine,
elle-méme liée a l'actine (Guggino & Stanton, 2006)

F) Implication des protéinesds, et Goi13

Il est bien démontré que les protéines et Goiz peuvent interagir avec des
protéines impliquées dans les jonctions cellulaigseffet, ces protéines sont capables de se
lier a I'E-cad (Meigset al, 2001) et a ZO-1 (Meyest al, 2002). Ces interactions influencent
la stabilité de ZO-1 et E-cad et par conséquentifieat le comportement de la barriere
luminale (Meigset al, 2001; Meigset al, 2002; Meyeret al, 2002; Meyeret al, 2003).
L’ensemble de ces données nous ont laissé pensecaplprotéines G hétérotrimériques
pourraient étre impliquées dans le changement diR Tdbservé dans les cellules

mucoviscidosiques.

1) Implication des protéines G hétérotrimériques
Afin de vérifier si le TER peut étre modulé par [@®téines G hétérotrimériques y
compris @, et Goiz, nous avons effectué plusieurs traitements sucd#ales épithéliales
bronchiques bien polarisées. Le premier traitenaeobnsisté en une déplétion en GTP par
I'acide mycophénolique (MPA) pour vérifier si legigs dépendantes des GTPases sont
importantes dans l'instauration et le maintient pestions cellulaires. Ce traitement, ayant
étée appliqué pendant 3 jours sur des cellules genfés depuis 6 jours, a réduit de ~90-95%

le TER dans toutes nos lignées testées (Fig. 18&pontrant ainsi I'implication de la
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molécule de GTP, et donc des protéines G, dangolegtions cellulaires. Pour faire la
distinction entre les protéines G monomériquesédérbtrimériques, nous avons traité nos
cellules avec de I'AlF, qui inhibe spécifiguement l'activité GTPasiques daotéines G
hétérotrimériques en mimant le phosphates GTP (Li, 2003). La figure 19B montre que ce
traitement augmente le TER des cellules épith&liadmales MDCK alors que le TER des
cellules épithéliales bronchiques est diminué d’'mamiére comparable a celle obtenue avec
le MPA, ~90-95%.

Ces résultats surprenants suggéerent un mécanigsedifférent entre les cellules
épithéliales rénales et bronchiques en ce qui coacéinstauration et le maintient des
jonctions cellulaires. L’augmentation du TER paklF, dans les cellules MDCK avait déja
été mis en évidence par I'équipe de Denker (Sathal, 1998). Un mécanisme différent
expliquerait également notre précédente observatimternant une instauration rapide des
jonctions cellulaires dans les MDCK, et beaucougsdente dans les cellules épithéliales
bronchiques (Fig. 14C).

A MPA B AlF,
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H non-treated cells * H non-treated cells
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Figure 19 : Effet du MPA et de 'AlF, sur le TER des cellules épithéliales.

Les cellules ayant poussées sur Transwell pendgmnir§ ont ensuite été traitées ou non pendanti3 javec de
I'acide mycophénolique (MPA ; 50 uMA) ou de 'AlF; (10 uM ;B). Le TER a été mesuré aprés les 3 jours de
traitement. Moyenne = S.E (n= 4).
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2) Diminution de I'expression de @, et Ga,; dans les cellules

et tissus mucoviscidosique
L’implication de protéines G hétérotrimériques rty@té mise en évidence, nous avons
dans un premier temps cherché a savoir si I'exfmesdes protéines @G, et Gy, tout
comme celle des protéines jonctionnelles, variaéinsd les cellules et les tissus
mucoviscidosiques. La quantification des ARNm pRER a permis de montrer que le niveau
d’expression de G, et Cuyz baisse d~60% et ~50% dans les cellules et lesudis

mucoviscidosiques, respectivement (Fig. 20A). Evamehe, contrairement aux protéines
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jonctionnelles, le niveau d’expression des ARNndg, et Ga;3 n'est pas restauré dans les
cellules CFBE-wt, mais diminue de fagcon encore pingortante (~80% ; Fig. 20A). Ces
résultats ont été confirmés au niveau protéiqus temncellules et dans les tissus bronchiques.
Nous pouvons en effet observer sur la figure 20B lguniveau d’expression protéique de
Gaio et (ay3 est plus faible dans les cellules CFBE que damsd#ules HBE, et est encore
plus faible dans les cellules CFBE-wt. Nous n‘avgas observé de différence entre les
cellules non-épithéliales mucoviscidosiques IB3eeir équivalent corrige, les cellules S9,
suggérant que ce phénoméne est spécifique dehidipitn (Fig. 20B). De la méme maniére,
la figure 20C montre que les protéines;&et Qa3 sont plus exprimées dans les tissus sains

que dans les tissus mucoviscidosiques.
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Figure 20 : Expression des protéines @, et Gu.z dans les cellules et les tissus bronchiques saies
mucoviscidosiques.

A : La quantification des ARNm ded et Guiz dans les cellules épithéliales bronchiques et demsissus
bronchiques sains ou mucoviscidosiques a été éégtiar PCR quantitative (QPCR). Les valeurs s@uadées

a la valeur des cellules saines et des tissus.ddmgenne = S.E (n=9).

B : Les protéines des cellules I1B3, S9, HBE, CFBE EBE-wt ont été extraites, et 100 pug ont été déppaés
puits, séparés sur gel de 12%, électro-transfémémembrane de nitrocellulose et révélés par imrdétestion,

en utilisant les anticorps antie ou anti-Gu, s, I'anticorps secondaire couplé a la peroxydade kit ECL.

C : Les protéines de tissus bronchiques sains et nagidusiques ont été extraites, et 100 pug ont éposks
par puits, séparés sur gel de 12%, électro-tradsféaur membrane de nitrocellulose et révélés par
immunodétection, en utilisant les anticorps anii-®u anti-Gy, 3, I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase
et le kit ECL.
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Cette différence a également été observée par imnimstochimie sur les échantillons
de tissus humains. En effet, I'observation desémets Gi;, et Cuy3 par cette méthode a
révélé une présence plus importante dans les tisaius que dans les tissus malades
(Fig. 21A). Ces résultats montrent par ailleursldéstruction du tissu épithélial dans les cas
mucoviscidosiques par rapport aux tissus sainsplbs, nous avons pu constater que la
localisation cellulaire de @, et Goiz est plus membranaire qu’intracellulaire. Cette
observation a été confirmé par des expériences etem-blot réalisées sur difféerentes
fractions obtenues par centrifugation différentieh partir des cellules HBE et CFBE
(Fig. 21B). Les résultats obtenus confirment d’ablar faible expression des protéineg;&
et Gay3 dans les cellules CFBE par rapport aux HBE, ettreobhune présence importante de
ces deux protéines dans la fraction microsomale)Erichie en réticulum endoplasmique,
en membrane plasmique, en endosomes et en vésitmukacrétion (Fig. 21B). En revanche,
aucune présence n'a été détectée au niveau cytuplas (Cyt). Ces résultats confirment la

présence membranaire des protéinag,®t Qs

A non-CF CF (AFIAF)
Wl )
"“‘:‘ﬁp 011% L 'V : by ‘,‘s‘
control [ w & g | Y AT B
o [ ‘,‘_‘.‘ “._'. S > ! 'l*'»‘ o
i FEE
- i Ny [Mito| Mic | Rib | Cyt
Yot ~\?7 . \\\_ . a-Gotyp[> sm_ —43
d ;4 70 TR aBoyle o = e 43
F M/ 5
MV Plg® CFBE
) N Y ar-Gor,, [ " 43
\ a-Go, DR Lz

Figure 21 : Expression et localisation des protéines &, et Ga;; dans les tissus bronchiques sains et
mucoviscidosiques.

A : Des coupes de tissus bronchiques humains sainauoaviscidosiques, exprimant de maniére endogéne le
protéines @i, et Goys ont été immuno-marquées indirectement en utilis$amti-Gay, ou I'anti-Gays. La
révélation de ces anticorps a été obtenue palidation d’'un anticorps secondaire anti-lapin céuplla biotine
et permettant ainsi la coloration brune grace &ixiion du complexe ABC et la présence du réao#(B.
L'utilisation des anticorps secondaires seuls eencontréle négatif.

B : Les cellules HBE et CFBE ont été utilisées poalisér des centrifugations différentielles afing#gparer les
différents compartiments cellulaires (Ny = noyadito = mitochondrie ; Mic = microsomes ; Rib = rimmmes ;
Cyt = cytosol). 100 pg de protéines ont été démopée puits, séparées sur gel de 12%, électroférdes sur
membrane de nitrocellulose et révélées par immueotén, en utilisant les anticorps antit@ ou anti-Giys,
I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase kit ECL.
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De plus, nous avons observé que ces deux protéargsaussi exprimées au niveau
nucléaire (probablement une contamination par |¢, B&ns les mitochondries, et dans les
ribosomes (probablement le pool de protéines restssocié aux ribosomes au cours de la

synthese).

3) Interaction avec ZO-1 et E-cad dans les cellulesines
Par la suite, nous avons voulu confirmer, dans ligrees cellulaires, les données
publiées mettant en évidence linteraction entre peotéines @113 et les protéines
jonctionnelles E-cad et ZO-1. Pour cela, nous avoos d’abord réalisé des expériences de
colocalisation dans les cellules saines et mucmas@ues, puis des expériences de

« Proximity Ligation Assay » (PLA) pour confirmes| interactions.

a) Colocalisation

A overlay B Z0-1 Goy,
HBE HBE .
Goyg
C D Z041 Goy, overlay
CFBE -.

R - .

Gouyg

Figure 22 : Colocalisation des protéines &, et Ga,; avec les protéines des jonctions cellulaires.

A: Les cellules HBE, exprimant de maniere endogésepi®téines E-cad, @, et Goys ont été fixées,
perméabilisées et marquées indirectement en wiili&nti-E-cad et I'anti-@1, ou -Ga3. La révélation de ces
anticorps a été obtenue par I'utilisation d’'un emips secondaire anti-souris couplé a I'Alexa488iffE-cad) et
d'un anticorps anti-lapin couplé au TRITC (pouni et Cojs). L'overlay représente la superposition des
couleurs vertes, rouges et bleues (noyau).

B : Les cellules HBE, exprimant de maniére endogesepi®téines ZO-1, G, et Guys ont été fixées,
perméabilisées et marquées indirectement en utili&nti-ZO-1 et I'anti-Gx;, ou -G53 La révélation de ces
anticorps a été obtenue par I'utilisation d'un emps secondaire anti-souris couplé a I'Alexa488i((Z0-1) et
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d'un anticorps anti-lapin couplé au TRITC (pouni et Cois). L'overlay représente la superposition des
couleurs vertes, rouges et bleues (noyau).

C: Les cellules CFBE, exprimant de maniere endogeésepltotéines E-cad, o3, et Gu.; ont été fixées,
perméabilisées et marquées indirectement en wiili&mti-E-cad et I'anti-@ 1, ou -Ga3. La révélation de ces
anticorps a été obtenue par I'utilisation d’'un emips secondaire anti-souris couplé a I'Alexa488iffE-cad) et

d'un anticorps anti-lapin couplé au TRITC (pouni et Cojs). L'overlay représente la superposition des
couleurs vertes, rouges et bleues (noyau).

D: Les cellules CFBE, exprimant de maniére endogeseplotéines ZO-1, @, et Goys ont été fixées,
perméabilisées et marquées indirectement en utili&nti-ZO-1 et I'anti-Gx,, ou -G53 La révélation de ces
anticorps a été obtenue par I'utilisation d'un emps secondaire anti-souris couplé a I'Alexa488i((Z0-1) et

d'un anticorps anti-lapin couplé au TRITC (pouni et Cois). L'overlay représente la superposition des
couleurs vertes, rouges et bleues (noyau).

Les images ont été acquises avec un microscop®anTCS SP2l{ica) a l'aide d'un objectif 63x et du

logiciel Leica confocal software. La colocalisatianégalement été effectuée gréace au logiciel Ledcdocal
software.

Grace aux expériences de colocalisation réalisdéetes cellules HBE et CFBE, nous
avons déemontré que les protéines;£5et Guy; colocalisent de maniére importante avec les
protéines E-cad et ZO-1 dans les cellules HBE (FBA et 22B) alors que cette
colocalisation est quasi-inexistante dans les leslICFBE (Fig. 22C et 22D). Ces résultats
confirment également les précédents en montrant axpeession moins importante des

protéines @i, Goi3 E-cad et ZO-1 dans les cellules CFBE par rappont cellules
HBE (Fig. 22).

b) Interaction

Les protéines G, et Qa3 colocalisant avec E-cad et ZO-1 dans nos lignées
cellulaires, nous avons voulu étudier leurs intéoas grace a la méthode PLA, permettant de

visualiser des interactions protéiques par micrpsco
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Figure 23 : Interaction des protéines @&, et Gay; avec les protéines jonctionnelles E-cad et ZD
Quantification du nombre de signaux par celluleesobtpar PLA pour les interactions entre les pre®i@,, et
E-cad A), Gay, et ZO-1 B), Go,z et E-cad C) et Guy; et ZO-1 D). Les images ont été acquises avec un
microscope confocal TCS SPi2efca) a I'aide d'un objectif 63x et du logiciel Leicaomfocal software. La
guantification a été obtenue par le programme Indagdoyenne + S.E (n=5).
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Les résultats montrent queoag et Ecad interagissent, et que cette interaction est
moins importante dans les cellules CFBE que dansd#ules HBE et CFBE-wt (Fig. 23A).
De méme, la protéineds, interagit moins avec ZO-1 dans les cellules maaypees dans les
cellules saines ou les cellules corrigées (Fig.)2EEes résultats trés comparables ont été
obtenus en ce qui concerne les interactions entrgg & E-cad et entre @@; et ZO-1
(Fig. 23C et 23D). Ces résultats suggerent donc lgueaisse du TER dans les cellules
mucoviscidosique pourrait non seulement étre dugn@ diminution de I'expression de
protéines jonctionnelles, mais également a unemditiin de l'interaction entre ces protéines

et les protéines &, et (iiys.

G) La diminution de I'expression ded et (0,3 diminue la

migration des cellules CFBE-wt

En 2002, Meigs et collaborateurs ont démontré Gue et Gay3 en se liant a E-cad,
pouvaient induire le relargage de ffacat, qui elle-méme est liée aux filaments d'actine
(Meigs et al, 2002). Ceci a pour conséquence de bloquer laatiogr cellulaire. Il était donc
raisonnable de penser qu’une baisse de I'expresEoBR;,/13 et de 'E-cad conduise a une
diminution de ce phénomene, et donc a une migrat@ulaire moins efficace. Pour cela,
nous avons effectué le test de la blessure sumdescouches de cellules épithéliales rénales
et bronchiques (Fig. 24).

Les résultats indiquent que les cellules rénalessi aue les cellules bronchiques
saines ou corrigées, ont une migration permettafgrmeture de la blessure en ~24h (Fig. 24).
En revanche, les cellules CFBE ne referment quéo-d@® la blessure en 24h (Fig. 24). Ceci
démontre que la diminution d’expression de;&et Qo3 dans les cellules mucoviscidosique
a bien un impact sur les protéines jonctionnel¢sgjue cet impact n’agit pas uniquement sur
la fonction de barriere épithéliale, mais égalensemtd’autres fonctions cellulaires comme la

migration.
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Figure 24 : Test de la blessure sur les cellulesithgliales rénales et bronchiques.

A: Les cellules MDCK, HBE, CFBE et CFBE-wt ont étdtimées en boites de 6 cm jusqu’a atteindre la
confluence. Les cellules ont ensuite été racléex an cOne stérile pour créer une blessure adiificiLes
images ont été prises tout de suite apres la bless24h plus tard.

B : Quantification de la fermeture de la blessure #éh. La taille de la blessure a été mesuréeesur |
photographies a I'aide du logiciel Image J. Leslitéss sont présentés en pourcentage de fermeués 24h
par rapport & t=0. Moyenne £ S.E (n= 4).

H) Une diminution de I'expression dea¢ diminue le TER et

favorise l'invasion de I'épithélium bronchique paraeruginosa
A) Réduction du TER par une diminution de I'expresson de

Ga;,

Afin de nous assurer que les protéines et Guy3 étaient bien impliquées dans le
contrble des jonctions cellulaires, nous avonsegnitr de diminuer leur expression par ARN
interférents (sSiRNA) dans les cellules épithélidlesnchiques saines et étudier I'effet de cette
diminution sur le TER de la monocouche cellulaire.

La figure 25A démontre qu’une diminution de I'egpsion de @1, réduit de maniére
importante le TER de la monocouche de cellules BEs que la diminution de I'expression
de Qi3 n'a pas d'effet significatif. Il est de plus iné&sant de noter que le TER des cellules
traitées avec le siRNA dirigé contreaG est comparable a celui des cellules CFBE en
condition normale (~100Q.cn?, voir Fig. 14D et 14E). Ceci suggére que c'estitainution

de I'expression de &, dans les cellules CFBE qui conduirait a la dimoutu TER.
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B) Test d’invasion épithéliale parP. aeruginosa

Avant la réalisation de ce test, nous avons, dangremier temps, voulu vérifier que
la diminution d’expression de la protéine{z13 par SiRNA pourrait réduire le TER. Pour
cela, I'expression des protéinesi{z ou Qo3 a été diminuée par siRNA dans les cellules
HBE ayant poussé sur filtre Transwell pendant 3golues résultats indiqués sur la figure
25A montrent que le TER diminue de ~40% uniquenaniprésence de siRNAdog. Le
niveau de TER atteint en présence de siRN#@st comparable a celui mesuré dans les
cellules CFBE. Ces résultats démontrent que seul@dtéine @i, est impliquée dans le
contréle des jonctions au niveau des cellules élitles pulmonaires.

Pour appuyer ce résultat, nous avons pratiqgué siede l'invasion épithéliale par
P. aeruginosakn effet, il a été montré qu’une diminution dedaistance transépithéliale liée
a un affaiblissement des jonctions cellulaireslitaci'invasion de I'épithélium pulmonaire
par ce pathogéne (Lex al, 1999a). Nous avons donc voulu vérifier si la caun du TER
due a une diminution de I'expression de;&pouvait favoriser 'infection d’'une monocouche
de cellules épithéliales bronchiques par des hastfuorescenteBseudomonas aeruginasa
Pour cela, nous avons diminué I'expression despres @, ou Goy3 par SiRNA dans les
cellules HBE, CFBE et CFBE-wt ayant poussé surefiliranswell pendant 9 jours. Apres
2 jours de traitement avec les siRNA, les cellubed été infectées avec des bactéries
P. aeruginosa exprimant constitutivement la protéine fluoreseenGFP. Un MOI
(Multiplicity Of Infection) de 10 a été utilisé,est-a-dire que I'infection a mis en jeu 10 fois
plus de bactéries que de cellules. Apres 4h d’tidiecla quantité de bactéries ayant pénétre
la monocouche de cellule a pu étre déterminée perostopie (exemple Fig. 25B). Les
résultats démontrent qu'une diminution de I'expi@ssde Gx;, favorise [linvasion
bactérienne dans les cellules HBE et CFBE (Fig. 26@5D). En effet, I'invasion a été
multipliée par ~4,5 dans les cellules HBE et paj9~dans les cellules CFBE (Fig. 25C et
25D). En revanche, ce traitement n'a pas eu d’dfignificatif sur I'invasion des cellules
CFBE-wt, conduisant a penser que le mécanisme stauration du TER, et donc de la
résistance a l'invasion bactérienne, par 'app@tGFTR sauvage est indépendant a,G
Le traitement par siRNA dirigés contre TARNmM deifz n’a quant a lui eu aucun effet
notoire sur l'invasion bactérienne des monocouctiescellules épithéliales, écartant la
protéine Gt13 du mécanisme de perte du TER et de défense donwasion bactérienne dans
la mucoviscidose (Fig. 25C, 25D et 25E).
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Figure 25 : Effet de la diminution d'expression deGaj, ou Ga,s sur le TER et la résistance a l'invasion
par P. aeruginosa.

A : Les cellules HBE ayant poussées pendant 9 jour§ramswell ont été transfectées avec des siRNgéahr
contre les ARNm de @&, ou de G5 Le TER des cellules a été mesuré apres 2 jounaiement par siRNA.
Moyenne = S.E (n= 3).

B : Les cellules HBE, CFBE et CFBE-wt ayant poussé&egslant 9 jours sur Transwell ont été transfectees a
des siRNA dirigés contre les ARNm deiz ou de Gijs. Aprés deux jours de traitement par siRNA, lesubesd
ont été infectées par des bactéReseruginosaxprimant constitutivement la protéine fluoresee®FP. Aprés
4h d'infection a 37°C, les bactéries n'ayant pasé& la monocouche de cellules ont été éliminée<2f min
de lavage avec du milieu de culture MEM + 10% SdRtenant de la gentamycine (300 pg/ml). Les filoes
ensuite été découpés, fixés, marqués au DAPI,sealsés avec un microscope confocal TCS SBR¥ a
l'aide d’un objectif 63x et du logiciel Leica cordfal software. La colocalisation a également étéctifite grace
au logiciel Leica confocal software.

C, D et E : Quantification du nombre de bactéries par celldiss les lignées HBEC], CFBE O) et CFBE-wt
(E). Les images ont été acquises avec un microsaopfecal TCS SP2Lgica) a I'aide d'un objectif 63x et du

logiciel Leica confocal software. La quantificatiarété obtenue par le programme Image J. Moyer8\& £n=
6).
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Siscussion - Gonclusions

1) Implication de Gay, et Ga,; dans la dégradation

de la protéine CFTR mutee

Avant de quitter le RE, les protéines nouvellemrsmithétisées doivent atteindre leur
conformation native. Les mécanismes de controlguddité associés au RE (ERQC) font que
toutes les protéines improprement repliées, fonoetlement défectueuses ou qui ne peuvent
pas s'assembler en complexe multimérique sont wetnpuis dirigées vers la voie de
dégradation associée au RE appelée ERAD (Endopdd®eticulum Associated Degradation)
(Bonifacino & Weissman, 1998; Brodsky & McCrackdr§99). Cette voie de dégradation
implique la reconnaissance, la translocation, faurotéolyse des protéines défectueuses par
le protéasome, complexe enzymatique multicatalgtigacalisé au niveau du cytoplasme
(Brodsky & McCracken, 1999).

C’est en 1995 que la protéine CFTR-F508del a éténipkes premiéres protéines
incorrectement repliées pour lesquelles le protéasa été impliqué (Jensat al, 1995;
Ward et al, 1995). Au niveau du RE, la dégradation de CFTRB8E®&l nécessite son
interaction avec des protéines chaperonnes, soquitibation, un translocon Sec61
fonctionnel et un protéasome correctement asselfd@ito, 1999). Alors que la voie
ubiquitine/protéasome associée a 'lERAD semble trprincipale voie responsable de la
dégradation de CFTR-F508del, I'implication d’autregstémes protéolytiques dans ce
processus n'est pas a exclure (Jenstnal, 1995; Wardet al, 1995). Une série
d’observations suggére que la dégradation de CFIIdel est un processus impliquant de
multiples systemes protéolytiques (Luka&tsl, 1994; Jenseat al, 1995; Wardet al, 1995).

Cependant, la nature des protéases impliquéeslaaiégradation de CFTR-F508del,
ainsi que le lieu de leur action, restent inconnus.

Malgré la mutation F508, la protéine CFTR-F508d®idg 60% de son activité canal
CI" qui peut s’exprimer au niveau de la membrane &p®iason adressage intracellulaire est
corrigé (Chenget al, 1990; Dalemanst al, 1991; Drummet al, 1991; Lukacst al, 1993;
Welsh & Smith, 1993; Hawst al, 1996). Ce constat a constitué, et continue atitcoes un
espoir thérapeutiqgue pour la mucoviscidose ou 7@% mhalades sont porteurs de cette
mutation. De plus, il a été montré que la surexgioesau niveau réticulaire de CFTR-F508del
fait apparaitre un courant Cictivé par 'ATP et TAMPc, suggérant qu’une intiibn de la
dégradation de CFTR mutée au niveau du RE permettra accumulation et donc son trafic

vers la membrane apicale (Mohammad-Paetadd, 1998).
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Il est ainsi trés important de bien caractérisedégradation de cette protéine pour
pouvoir augmenter son expression a la membranenfmas, et espérer corriger le défaut de
secrétions des ions Cl

Récemment, nous avons montré que le GTP est tgartamt, plus que I'ATP, dans
I'élimination de CFTR mutée (De Keukeleieg al, 2008). Nous avons caractérisé a I'échelle
moléculaire, biochimique et cellulaire cette voie dégradation dépendante du GTP (De
Keukeleireet al, 2008), et avons montré que deux GTPases de ldidahes protéines G
hétérotrimériques, €, et Guis, seraient impliquées directement ou indirectendemis cette
voie.

Nous avons approfondi ce travail de caractérisatiancours de cette étude. Plus
précisément, nous avons montré que la protéing ©&n association avec les chaperonnes
CNX et HSP9O0 serait impliguée dans la dégradatelagrotéine CFTR-F508del.

CNX et HSP90 sont deux protéines impliquées danx geocessus différents au
cours de la vie réticulaire d'une protéine nouvakat synthétisée.

Dans notre étude, nous avons utilisé la ligné BHKsgablement transfectée par la
protéine CFTR-F508del étiquetées HA. En effet, deva faible spécificité des anticorps
anti-CFTR, méme monoclonaux, I'étiquette HA a én@ment facilité sa détection, soit a
I'échelle cellulaire (immunofluorescence), soit amiveau d'extraits protéiques
(immunodétection). L'expression de CFTR dans agisekes a déja bien été caractérisée et la
présence de I'étiquette HA, au niveau de la p&tierminale de CFTR, ne modifie ni son
expression, ni son adressage, ni sa stabilité mamalye ou sa fonction canal chlorure-Cl
(en cours de rédaction).

Pour éviter les conséquences d'une surexpressiaiéigues sur différents
mécanismes cellulaires, nos études ont été réslg@a#ain nouveau clone de cellules BHK-21
exprimant stablement la protéine CFTR-F508del-HA dent le niveau d’expression est
comparable a celui détecté dans les cellules il bronchiques mucoviscidosiques (en
cours de rédaction). Sur ce modele cellulaire, mensur celui des cellules épithéliales
bronchiques humaines saines (HBE) et mucoviscidesiqCFBE) (Crawforcet al, 1991;
Denninget al, 1992b), nous avons confirmé les résultats pulgiésédemment par notre
groupe en montrant que l'inhibition des protéinesh&érotrimériques, par I'Alf; ou la
déplétion en GTP, par le MPA, ralentit la dégramlatde CFTR mutée en augmentant sa
demi-vie.

Grace aux technigues de centrifugation différelatiet de « décapage » au.R&;,

nous avons pu déterminer que la (les) les pro®inepliquée(s) dans la voie de dégradation
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dépendante du GTP est (sont) associée(s) a la raeelpériphérique des microsomes
enrichis en RE. De plus, l'analyse par spectrométte masse des protéines de ces
microsomes ainsi que le blocage par des anticorpsGar;, et anti-QGx,3 a permis d’identifier
ces derniéres comme jouant un role dans cette deigégradation GTP-dépendante. Notre
étude démontre également pour la premiere foisjrparunofluorescence et fractionnement
subcellulaire sur gradient de sucrose, que leeimet G, et Qo3 sont majoritairement
exprimées au niveau du RE, et qu'elles colocalisamic les protéines CFTR sauvages et
mutées, ainsi qu’avec la CNX et HSP90 dans ce cdimpnt.

Bien gu’aucune interaction directe entre les pn&giGii213 et CFTR sauvages ou
mutées n’ait pas pu étre mise en évidence, noussal@montré par deux techniques, a savoir
'immunoprécipitation et le « Proximity Ligation Aay », que la protéineds,, et non Giy3,
interagit avec les mémes protéines chaperonnetagoeme immature du CFTR : HSP90 et
CNX. L'interaction Gxjpavec la HSP90 a été déja rapportée (Vaiskureaitd, 2001). Pour
la CNX, c’est la premiere fois que son interactarec G, est identifiée. Cependant les
réles de ces interactions dans la dégradation eSipes mal repliées et retenues dans le RE,
comme CFTR-F508del, restaient & explorer.

Il est bien démontré que les chaperonnes CNX et9dSRteragissent uniquement
avec la forme immature de CFTR sauvage et mutéel fRial, 1994; Looet al, 1998).

L’interaction avec la CNX empéche la fraction mgpliées de CFTR sauvage (70%)
et mutée (100%) de s’agréger jusqu’a sa livraisorc@nplexe protéique responsable de la
dégradation (Pinét al, 1994). HSP9O0, par contre, en se liant a la fammaature de CFTR
sauvage ou mutée mal repliée facilitera le recratégrd’'un complexe de chaperonnes qui par
'ubiquitinylation des protéines substrats va einga leur dégradation via le protéasome
(Nikolay et al, 2004).

Dans notre étude, la stabilité de ces deux chapesoest affectée par I'Aliet par la
déplétion en GTP, alors que ce traitement n’infagepas la stabilité de dz,. Par contre
l'inhibition de HSP90 par GA déstabilise o de maniere importantesonfirmant
I'interaction HSP90-@,, et montrant que les effets de ces deux chaperqrassent par cette
protéine. Ces résultats montrent que l'action dg,@’exercerait probablement a deux
niveaux : le contréle de repliemena la CNX, et la dégradatiovia HSP9O0.

Nos hypothéses ont été confirmées par 'augmemtate la stabilité CFTR-F508del

apres surexpression transitoire ou stable de lad@auvage ou la forme mutée hyperactive
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de Qxiz (Gai2QL), et par la stabilisation du complexe CFTR-F5)8thaperonnes apres
inhibitions de @Gy, par I'AlF 4 et par le MPA.
C’est la premiére fois que I'on démontre que I'egsion réticulaire de CFHR508del

est stabilisée par association prolongé avec la ENXSP90.

. — | Oou | CFTR-F508del
MPA o
AlF, Formation du complexe
GTPYS Séparation du complexe CFTR-chaperonne
Mutation QL Ga,,-chaperonne ->Stabilisation de CFTR
—_— ‘ _— CFTR-F508del
Antlcorps
Anti-Ga, Formation du complexe

Séparation du complexe CFTR-chaperonne
Gay,-chaperonne - Stabilisation de CFTR

— ' CFTR-F508del
GTPRS

Maintient du complexe CFTR instable
Gay,-chaperonne

Figure D1 : Mécanisme possible de I'action de &, sur la stabilité de CFTR-F508del.

De plus, d'autres travaux révélent que la biosysghde CFTR n’est pas altérée par
des défauts de glycosylation (Loo & Clarke, 199Bypothése corroborée par I'étude
démontrant la présence d’'une cinétiqgue de dégmdde CFTR sauvage identique dans des
levures déficientes ou non en CNX (Meachetral, 2001). L'interaction physique entre la
CNX et la forme immature de CFTR sauvage et mustecenfirmée, comme l'avais déja
démontré plusieurs études (Yagigal, 1993; Pincet al, 1994; Looet al, 1998; Meachanret
al., 1999; Norezet al, 2008). Cependant, le role de cette interactigterassez controversé
(Pind et al, 1994; Wardet al, 1995; Farinha & Amaral, 2005; Okiyonedaal, 2008). Nos
résultats montrant que la CNX interagit aves;£ et que la déplétion en GTP ainsi que le
traitement par I'Al stabilise la CNX et son interaction avec CFTR-F&)8indiquent
clairement que I'on peut moduler indirectementféetle la CNX sur la vie de CFTR-F508del.

Ainsi, I'effet de la déplétion en GTP sur la dégrton de CFTR-F508del au niveau

du RE serait la conséquence d’une inactivatioradardtéine @;, et de sa dissociation avec
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HSP-90 et CNX, qui seraient alors plus disponilesr interagir avec CFTR mutée et la
stabiliser.

L’ensemble de cette étude nous a conduits a proposenécanisme par lequel la
protéine @1, pourrait contréler la stabilité de CFTR (Fig. D1).

Selon nos résultats, une protéine;&bloquée (par anticorps) ou dont le cycle se
verrait ralentir par un manque de GTP disponibld® &)1 I'impossibilité d’hydrolyser son
substrat (Al ou GTRS), ou un ralentissement de I'échange dfys¢> GDP (mutation
QL (Masterset al, 1989)), entrainerait la séparation du complexwe 8haperonne. Les
chaperonnes ainsi libérées pourrait alors intemgic CFTR et la stabilisek contrarig une
protéine @, dont le cycle serait accéléré par un apport ingmorén GTP (GTRY) resterait

liée a sa chaperonne, qui serait donc incapablieediateragir avec CFTR mutée.
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II) Implication de G a, et Gay; dans le contrdle des

jonctions intercellulaires : cas de la mucoviscid@s

Plusieurs facteurs peuvent étre a I'origine dé#diedrement de la barriére épithéliale,
parmi lesquels on trouve aujourd’hui deux protéiB@$asiques de la famille des protéines G
hétérotrimériques : @&, et Cays. Leur rdle dans le développement et le maintienalnplexe
jonctionnel au niveau des cellules rénales (MDCHK)ien été étudié (Meyeet al, 2003;
Donatoet al, 2009). Cependant rien n’est connu de leurs irapbas dans les jonctions de
I'épithélium pulmonaire.

Bien qu’une étude ai montré que le fait de corridges cellules mucoviscidosiques par
I'apport du gene CFTR sauvage diminuait la résgstatransépithéliale de ces cellules
(Nilssonet al, 2010), deux études plus récentes ont obtenusédaliats inverses et ont mis
en évidence une autre caractéristique de la mutidese a I'échelle cellulaire : la diminution
de la résistance transépithéliale (LeSimgtlal, 2010; Weiseet al, 2011). Cette diminution
serait responsable de la surinfection pulmonairedes bactéries pathogenes opportunistes
commePseudomonas aeruginogbee et al, 1999a). En effet, cette surinfection pulmonaire
est la cause la plus fréquente de la mortalité rebsedans la mucoviscidose. Ces bactéries
induisent la production de facteurs pro-inflamma&®i par les cellules épithéliales
bronchiques (Khaiet al, 1996), ce qui mene a la destruction du tissu pohire. Des études
ont montré que les bactéridd aeruginosaentrent dans les cellules par la membrane
basolatérale (Ramphat al, 1981; Shettet al, 1994). Ces bactéries doivent donc se frayer
un chemin au travers des jonctions cellulaires adarpouvoir infecter les cellules. L'équipe
de Mostov a démontré qu’'une baisse de la résistaansépithéliale (TER) de I'épithélium
facilitait I'infection par P. aeruginosaet avancé I'hypothése selon laquelle la polargs d
cellules épithéliales constituerait une premierfentee (Fleiszigt al, 1997). Ces données ont
par la suite été confirmées par Lee et collaborateui ont également montré qu’une
diminution du TER facilitait I'invasion bactériennet qu’'une augmentation du TER retardait
la cytotoxicité due aux bactéris aeruginosgLeeet al, 1999a).

Ces données nous ont conduit a étudier les r@sgprbtéines &, et Qo3 dans les
complexes jonctionnels pulmonaires sains et mucaasiques. Pour cela, nous avons utilisé
les cellules saines HBE, les cellules malades CF&Eles cellules malades corrigées
CFBEwt. Nous avons également validé nos résultats ssr @échantillons de bronches
humaines saines et mucoviscidosiques collectée<.&uU. de Genoble. Nos résultats
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montrent que les cellules mucoviscidosiques onfER plus faible que les cellules saines, et
que la correction par I'apport de CFTR sauvage peterestauration du TER. Ces données
sont en accord avec celles publiées recemmentgopuipe de Hanrahan, qui montrent que la
présence de CFTR a la membrane, méme sans aatamiél Cl, est importante pour
I'instauration d’'une résistance transépithéliale$lmpleet al, 2010). Nous avons par la
suite démontré que les protéines des jonctiongeerfOccludine et ZO-1) et des jonction
adhérentes (E-cadhérine Bicaténine) avaient une organisation altérée dasmscédlules
CFBE, mais pas dans les cellules saines HBE, ouigées CFBE-wt. Les cellules
mucoviscidosiques présentaient également un sitess/eau du cytosquelette d’actine.

Nos différentes études ont montré que la désorgtmisdes complexes jonctionnels,
le stress des fibres d’actine, et la perte du TBRt $a conséquence d’'une diminution
d’expression de I'E-cad et ZO-1 au niveau traduncted et protéique dans les cellules CFBE
par rapport aux HBE, et dans les échantillonssiis humains malades.

Cette étude nous a également permis de mettrei@éenée I'importance du GTP dans
I'instauration et le maintient des jonctions celités dans les cellules épithéliales rénales et
bronchiques. De plus, nous avons pu souligner iffe’ehce de mécanisme entre les cellules
rénales et bronchiques. En effet, I'inhibition desies dépendantes des protéines G
hétérotrimériques induit une augmentation du TERsd&s cellules rénales alors qu’elle
diminue drastiguement cette résistance dans ldéslesbronchiques. Cette différence entre
cellules rénales et bronchiques a également étdyapppar le fait que les jonctions cellulaires
se mettent en place rapidement dans les celluleClIBt lentement dans les cellules
bronchiques.

L’implication des protéines ¢, et Cu13 dans la mucoviscidose a été confirmée par la
diminution de leur niveau d’expression (ARNm ettpioe) dans les cellules et les bronches
mucoviscidosiques. Cette diminution, contrairemamt protéines E-cad et ZO-1, n'est pas
corrigée par I'expression de CFTR sauvage danselades CFBE.

Quant au role des protéines@Ga,3 dans le TER bronchique, il a été démontré par
colocalisation et interaction de ces deux GTPases ks protéines E-cad/ZO-1 au niveau
des cellules HBE, et & moindre mesure dans legleglinalades CFBE.

L’interaction physique entre ces protéines confine® résultats obtenus au niveau
rénal (Meigset al, 2001; Meyeret al, 2002) et suggére que la diminution de;&et Gois

serait derriere l'instabilité de E-cad et ZO-1 end de la désorganisation du réseau de
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F-actine. La perturbation de la migration des cedluraucoviscidosiques confirme cette
hypothése.

L’apport de CFTR sauvage dans les cellules CFBEranig de restaurer le niveau
d’expression normal de E-cad et de ZO-1, et pas@éguent de corriger le TER, toujours en
présence d'une importante diminution de I'exprassie Gi;, et Guys. Ce résultat pourrait
étre la conséquence d’'un mécanisme physiqgue eff&R @t les complexes jonctionnels ne
dépendant pas entierement des protéinag, ® Cois par exemplevia le cytosquelette
d’actine. En effet, CFTR interagit avec I'actimi& son interaction avec le domaine PDZ de
NHERF1, qui interagit avec I'Ezrine, elle-méme lig@d'actine (Guggino & Stanton, 2006).
Enfin, nous avons démontré qu’une diminution dediession de @i, et non de @3, réduit
le TER des cellules HBE jusqu’a atteindre un niveamparable a celui des cellules CFBE.
Cette diminution d’expression, par le biais de kEsbe du TER, facilite I'invasion de
I'épithélium par les bactéries pathogefesaeruginosalans les cellules HBE et CFBE, mais
pas dans les cellules CFBE-wt. Ces derniers rdsudtmt conformes a ceux déja publiés sur

le role de TER dans l'infection de I'épithélium mdnaire paP. aeruginosa

Cellules épithéliales bronchiques

Cellules épithéliales rénales

Al
Role dans la
dégradation de
E-cad et ZO-1?

@ p-caténine
“N—~__ Cytosquelette d’actine
@ a-caténine
% Fibres de stress d’actine

<> Vinculine
Figure D2 : Mécanisme de contr6le des jonctions delaires par Gal2 dans les cellules épithéliales rénales
et bronchiques.

En conclusion, nous avons démontré l'implication kde protéine @;, dans
l'instauration et le maintient des jonctions cdimts dans les cellules épithéliales

bronchiques. Nos résultats montrent pour la preafigis que la baisse du TER, responsable
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bY

de la surinfection bactérienne des cellules muctdsiques, serait due a la baisse
d’expression de G, Nous avons également mis en évidence des diffésede régulation

des jonctions cellulaires entre les cellules renatebronchiques (Fig. D2) et démontré que la
correction du TER par I'apport de CFTR sauvage das<ellules mucoviscidosiques était

indépendant de la voieog.
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1) Implication de Gay, et Ga,; dans la dégradation

de la protéine CFTR mutee

La premiere étape pour compléter ces travaux suldede &1, dans le controle de la
dégradation de la protéine CFTR-F508del seraitudiét I'effet de [inhibition de
I'interaction entre @3 et les chaperonnes.

Cette inhibition pourrait étre directe, grace &ilisation d’inhibiteurs d’interaction
protéine-protéine (2P2I). Il a en effet été démdmtés récemment que I'inhibition spécifique
d’'une interaction protéine-protéine était possiptéce a ces molécules, réalisées a l'aide
d’analyses computationnelles et structurale (Coreadal, 2011). Ainsi, plusieurs 2P2l ont
déja été mis au point avec succes (Coreadil, 2011; Morelliet al, 2011). Cette technique
pourrait permettre de déterminer avec précisiomble de chaque interaction, et donc de
savoir a quel niveau du systtme ERQC intervieat,GMais le développement de ces
molécules 2P2I| nécessite énormément de moyenscpiada connaissance de la structure du
complexe protéigue mis en jeu.

Une inhibition indirecte pourrait alors étre engéa en diminuant I'expression de
Ga;, par siRNA. Cette technique a comme avantage df@tre simple a mettre en ceuvre,
mais est moins spécifique. En effet, la diminutinl’expression de &, affecterait toutes

les voies dépendantes de cette protéine.

Nos travaux ayant été réalisés principalement ses dystémes d'expression
hétérologues, la deuxieme étape serait de mentr étide sur des cellules épithéliales
pulmonaires ainsi que sur des modeles animauxffeén ika été démontré que l'efficacité du
processus de maturation de CFTR était plus imprtatans les cellules épithéliales
exprimant la protéine de maniére endogéne par rapaox systemes d’expression
hétérologues (Vargat al, 2004). L'inhibition de la dégradation de la piog@ CFTR mutée
dans les cellules épithéliales pourrait alors ireluine fuite de CFTR-F508del vers la
membrane apicale et permettre I'instauration d's@erétion d’ions chlorures. Il serait alors
intéressant de moduler I'expression de;£&dans les cellules épithéliales mucoviscidosiques
ainsi que dans des modéles mucoviscidosiques njluaim et al, 2011) afin d’étudier son

effet sur la restauration ou non d’une activitéatamlorure a la membrane.
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II) Implication de G a, et Gay; dans le contrdle des

jonctions intercellulaires : cas de la mucoviscid@s

Nous avons déemontré dans la premiére partie de éettle que la protéineng joue
un réle dans le phénoméne de dégradation protéigaserésultats de notre deuxiéme partie
indiquent quant a eux que la stabilité des progeEeadhérine et ZO-1 est perturbée dans les
cellules mucoviscidosiques. L’étude du rble de;£dans la stabilité de ces deux protéines
pourrait donc fournir une information importante.

La diminution de I'expression de og diminuant la résistance transépithéliale et
augmentant l'invasion bactérienne Parudomonas aerugingsane perspective intéressante
serait d’augmenter la quantité derz dans les cellules mucoviscidosiques afin de \&rHi
cette augmentation permet la restauration du TER\aau de celui observé dans les cellules
saines. Si tel est le cas, il est légitime de pense cette restauration du TER pourrait
augmenter la résistance de la monocouche cellulage a I'invasion bactérienne, un test
d’invasion réalisé sur des cellules transfectées & géne @1, devrait alors étre réalisé. De
méme, la modulation des interactions entoa L&t les protéines jonctionnelles donnerait des
informations intéressantes quant a I'implicatiorcaque acteur protéique de ces jonctions.

Il est connu que G, peut agirvia RhoA, qui elle-méme intervient dans le controle
des complexes jonctionnels. La détermination de d& RhoA dans le contrdle des jonctions
par G, est donc importante. De méme, I'effet de la phosghtion de @i, devrait étre

étudié.

A plus long terme, I'étude de l'effet deog sur le TER et la résistance a l'invasion
bactérienne au niveau de I'épithélium bronchiquerale étre réalisée sur des modeles
animaux, comme des souris mucoviscidosiques. #itserteressant de faire varier le niveau
d’expression de G, en le diminuant par siRNA (La®t al, 2011) ou en l'augmentant par
transfection du géne codant pouos (Merkel et al, 2011), dans ce modéle murin afin
d’observer son réle dans la résistance bactérisnueyo. Ces résultats, s’ils sont concluant,
pourraient mener au développement de thérapiesaagisur @,, et permettant d’augmenter

la résistance des malades face aux infections maires.
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Nos études montrant une diminution de I'expresd®@;, dans la mucoviscidose, il
serait important d’étudier les mécanismes de citténution (transcription moins importante,
dégradation rapide des ARNm).

De plus, il n'existe aucun inhibiteur spécifigue @e1,, rendant son étude difficile. Le
développement d'une telle molécule serait donc util @récieux pour I'étude de cette
protéine dans divers phénomeénes cellulaires. Relar sous avons déja entrepris de produire
et purifier la protéine @, pour a terme élucider sa structure cristallogip qui

permettrait le développement d’inhibiteurs.
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