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Liste des abréviations

ADN Acide DésoxyRibonucléique
ANO3 Anoctamin 3

APC Anaphase Promoting Complex
ARN acide ribonucléique

ARNdb  ARN double brin

ARNsb ARN simple brin

ASL Airway Surface Liquid

ATP Adénosine-5'-TriPhosphate

BMP Bone Morphogenetic Protein

BPCO Broncho-pneumopathie chronique obstructive

C3GnT core 3 betal,3-N-acetylglucosaminyltransferase
Ca+ ion calcium

CaCC Calcium-Activated Chloride Channel

cAMP cyclic Adenosine MonoPhosphate

CCDC65  Coiled-Coil Domain Containing 65

ccp Progéniteur multicilié (Ciliated Cells Progenitor)
CD151 Cluster of Differentiation 151

CENPJ CENtromere Protein J

Cepl1l0 CEntrosomal Protein 110

CF Cystic Fibrosis

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator

ChIP Immuno-précipitation de la Chromatine (Chromatin ImmunoPrecipitation)
CiPo Ciliary Pocket

cnARN ARN centriolaire

CPAP Centrosomal P4.1-Associated Protein

CSL Complexe protéique CBF1/Su(H)/Lag-1

DAMP Damage-Associated Molecular Pattern

DAPT N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester
DCP Dyskinésies Ciliaires Primaire

DGCR8 DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8

EGF Epidermal Growth Factor



EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
FGF Fibroblast Growth Factor
FOXJ1 Forkhead Box J1

GDP Guanosine DiPhosphate
GFP Green Fluorescent Protein
GRF Gastrocoel Roof Plate
GTP Guanosine TriPhosphate

GWAS Genome-Wide Association Study

HES Hairy and Enhancer of Split

HIT-CLIP  High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking immunoprecipitation
HMGN1 High-Mobility Group Box 1

ID1 Inhibitor of DNA binding 1

IDA Bras de dynéine interne (Inner Dynein Arm)
IFT IntraFlagelar Transport

IL-X Interleukine X

KIF3A Kinesin Family Member 3A
KIF3B Kinesin Family Member 3B

LCR Liquide Cephalo-Rachidien
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Résumé

Les cils cellulaires sont des organites anciens indispensables a de nombreux processus
biologiques. Classiquement, on distingue le cil primaire, quasi-ubiquitaire et ayant essentiellement une
fonction sensorielle, des cils motiles restreints a certains types cellulaires et utiles aux mouvements
liquidiens ou a la locomotion. Chez les vertébrés, les cils motiles peuvent étre retrouvés par centaines
a la surface apicale de certaines cellules appelées cellules multiciliées (MCC). Leur battement
coordonné est requis pour propulser directionnellement les fluides biologiques a I'intérieur de certains
organes (voies respiratoires, ventricules cérébraux, trompes utérines ou certaines structures
embryonnaires). De nombreuses pathologies humaines sont associées a des désordres des cils motiles
(dyskinésies ciliaires, mucoviscidose, asthme,...).

Les voies aériennes humaines sont tapissées d'un épithélium respiratoire, constitué
principalement de MCC et de cellules sécrétrices de mucus, qui joue un réle de premiere ligne de
défense contre les particules nocives inhalées. Ici, le battement ciliaire participe a la clairance
mucociliaire qui est indispensable pour évacuer du tractus respiratoire ces particules préalablement
piégées dans le mucus. Dans certaines pathologies respiratoires chroniques, des stress répétés
conduisent a une réparation défectueuse de I'épithélium respiratoire, caractérisée par une perte des
MCC et une augmentation anormale du nombre de cellules sécrétrices de mucus, aboutissant a une
insuffisance respiratoire sévere.

Dans ce contexte, afin de mieux comprendre les mécanismes complexes intervenant dans la
différenciation des MCC, mon travail de these s’est essentiellement focalisé sur I'étude du rdle des
microARN, petits ARN non-codants régulateurs de I'expression génique, dans ce processus. A ce titre,
nous avons utilisé un modele in vitro de différenciation de I'épithélium respiratoire humain ainsi
gu’une approche in vivo avec 'embryon de Xénope qui a la particularité de posséder un épiderme
mucocilié similaire a I'épithélium respiratoire humain.

La biogenése des multiples cils motiles (multiciliogenese) nécessite plusieurs événements
successifs tels que I'arrét du cycle cellulaire, le remodelage apical du cytosquelette d’actine, la
multiplication, la migration et I'ancrage sous la membrane apicale de centaines de corps basaux
néosynthétisés (dérivées des centrioles), structures a partir desquels I'élongation des axonemes
s’initie.

Notre travail a permis d’identifié et de caractériser la famille de miARN miR-449 comme
spécifiqguement exprimée dans les MCC et jouant un role clé dans la multiciliogenése dans nos deux
modeles d’étude. Mon travail a particulierement consisté a élucider les mécanismes moléculaires et
signalétiques mis en jeu dans ce processus. Nous avons montré que miR-449 bloque le cycle cellulaire,
et réprime directement la voie de signalisation Notch ainsi que I'expression de la petite GTPase R-Ras,
trois événements nécessaires au déclenchement de la différenciation des MCC. Nous avons aussi
souligné que l'inhibition de la voie BMP est requise pour I'inhibition de la voie Notch, et dont miR-449
pourrait agir en tant que connecteur central de ces deux voies de signalisation au cours de la
multiciliogenése. De maniere importante, nous avons démontré que I'ensemble de ces mécanismes
est conservé au cours de I’évolution du Xénope a ’'Homme.

Ainsi, nos travaux placent miR-449 comme chef d’orchestre de la multiciliogenése conservé
chez les vertébrés et ouvre la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant des petits ARN
régulateurs dans le traitement de pathologies associées a des défauts des cils motiles.
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Introduction

Préambule

Au cours de ma these j'ai étudié les mécanismes régulant la formation des cils motiles,
organites indispensables dans la clairance mucociliaire et dans la défense des voies respiratoires. Au-
dela de cette fonction, une vision plus large de I'importance des cils motiles peut étre dégagée en se
plagant d’un point de vue de I'évolution. C’'est cet aspect que nous avons voulu mettre en exergue
dans I'ensemble de nos travaux. L'apparition des cils cellulaires au cours de I’évolution est un
événement ancestral caractéristique des cellules eucaryotes. Dans une premiére partie de mon
introduction, je montrerai au travers de la description structurale des cils ainsi que leur régulation, la
conservation forte de nombreux acteurs indispensables a leur élaboration au fil de I’évolution. Il est
remarquable d’observer comment différents organismes ont pu modeler et décliner sous diverses
formes ces cils cellulaires afin de les adapter a des fonctions biologiques distinctes. Pour souligner cet
aspect, j'aborderai dans la deuxieme partie la description des différents types cils observés chez
certains organismes dont 'Homme, et chez qui des défauts ciliaires aboutissent a de nombreuses
pathologies. Enfin, une derniére partie dressera I'état des connaissances sur les voies de signalisation
majeures impliquées dans la formation des cils motiles, au sein desquelles les microARN figurent

comme nouveaux régulateurs centraux.

Les cils

1. Généralités
Cette introduction portera exclusivement sur les cils et flagelles présents chez les organismes

eucaryotes, méme si les organismes procaryotes possedent des organelles similaires. Ces dernieres

sont en effet structuralement et fonctionnellement tres différentes.

Les cils retrouvés dans les organismes eucaryotes se projettent comme des antennes a partir
du corps de la cellule. Leur premiere observation au microscope daterait d’Antoni van Leeuwenhoek
en personne qui, a la fin du 17°™¢ siécle, identifia le mouvement d’un protozoaire généré par son cil
motile. La fonction du cil a longtemps été restreinte a cette unique fonction de motilité. Ce n’est qu’en
1968 que I'équipe de Sorokin identifia des cils primaires dépourvus de motilité (Sorokin, 1968). L'étude
des fonctions cellulaires et moléculaires des cils n’a suscité que peu d’intérét jusqu’a ce que soient

mises en évidence durant les deux derniéres décennies leurs nombreux roles dans divers processus
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biologiques comme la transduction de signaux, les détections chimio- et mécano-sensorielles ou
I’établissement de la polarité et de I'asymétrie droite/gauche au cours du développement
embryonnaire (cf. partie Il. 3. A. 1)). Chez les eucaryotes, certaines cellules arborent a leur surface
apicale jusqu’a plusieurs centaines de cils motiles nécessaires a la locomotion et a la propulsion de
fluides biologiques. Ces cellules dites multiciliées sont retrouvées depuis des protozoaires comme la
paramécie ou chlamydomonas (Adair, 1985), jusqu’aux métazoaires comme les planaires ainsi que
chez tous les vertébrés. Chez les vertébrés, une typologie complexe des cils doit étre élaborée, qui va
dépendre de leur nombre, de leur mobilité, de la localisation tissulaire des cellules ou ils sont détectés,
de leur structure moléculaire spécifique. Alors que le spermatozoide possede un flagelle locomoteur,
équivalent a un cil motile unique de grande taille, des cellules multiciliées sont détectées aussi bien
dans le tissu respiratoire, les trompes de Fallope, ou les ventricules cérébraux. Dans tous ces tissus,
elles jouent un réle essentiel dans la dynamique des fluides biologiques. Des défauts structuraux ou
fonctionnels de ces cils ont été associés a de nombreuses pathologies humaines dont certaines sont

regroupées sous le terme de dyskinésies ciliaires.

La premiére caractéristique des cils est la présence a sa base d’un centrosome, qui est le

principal centre organisateur de microtubules (MTOC) de la cellule et ceci méme en I'absence de cils.

2. Le centrosome
On distingue centrosome et corps basal selon I’étape du cycle cellulaire dans lequel se trouve

la cellule. Lorsqu’elle se divise, on parle du « centrosome », alors que dans une cellule quiescente on

parle de corps basal.

L’existence, la composition et méme la fonction du centrosome ont été I'objet de nombreux
débats. Certains de ces débats sont encore d’actualité comme par exemple la présence d’acides
nucléiques au sein de cette organelle (cf. partie I. 4. B. 1)). La premiére description des centrosomes
date de la fin du 19"™ siécle grace au développement d’une microscopie optique plus performante
associée a l'apparition de techniques de fixation et de coloration des échantillons. De fagon
indépendante, Walther Flemming (1875) et Edouard van Beneden (1876) décrivent pour la premiére
fois des « corpuscules polaires » rattachés aux chromosomes. Leur observation révélera plus tard le
réle du MTOC pour la séparation des chromatides sceurs lors de la mitose. Le terme de centrosomes
ne fait réellement son apparition qu’en 1888 avec Theodore Boveri. Boveri fut le premier a émettre en

1914 I’hypothése visionnaire du réle des centrosomes dans la stabilité chromosomique et de leur

implication dans les cancers.
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Figure 1: Conservation de la structure du centriole au cours de I'évolution (d’aprés Gonczy et al., 2012)

Ultrastructure d’un centriole et d'un procentriole purifié a partir de cellules humaines (a. et b.) ou de
Chlamydomonas reinhardtii (c. et d.)

a.

Vue de cbté d'un centriole et d'un procentriole en microscopie électronique. Sur I'image sont représentées la
partie distale et proximale du centriole pére. La fleche indique une zone dense en électrons et correspondant
aux appendices distales et sub-distales. La ligne en pointillée désigne |a coupe observé en b.

Une représentation en section de coupe de la partie proximale d’un centriole. La symétrie radiale d'ordre S est
indiquée par les présence des 9 triplets de microtubules (MTA, MTB et MTC) numérotés de 1 3 9. La fleche
indique un lien entre deux triplets de microtubules. Le lien rejoint le MTA d’un triplet au MTC d’un triplet
voisin.

Microscopie électronique d’un centriole avec annotées la partie distale et proximale. La fleche indique la partie
proximale du cartwheel.

Vue en coupe de |a partie proximale (représentative des pointillés indiqués en c.) avec |a symétrie d'ordre S. Un
triplet de MT est composé des 3 MT notés A, B et C pour les MTA, MTB et MTC respectivement. Les 9 triplets
de MT sont numérotés de 1 a 9. La fleche indique un lien entre deux triplets de microtubules.
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L'amélioration constante des technologies d’imagerie, combinée au développement
d’approches de biologie a haut débit (criblages de banques de siARN, analyses protéomiques, analyse
de protéines marquées par des approches de vidéo-microscopie,...) ont accru considérablement nos

connaissances sur le centrosome et le corps basal, ainsi que sur leur entité centrale, le centriole.

Dans les cellules animales, le centrosome agit comme le principal MTOC au sein de la cellule.
Il est composé d’un centriole péere entouré de son matériel péricentriolaire (PCM) et d’un centriole fils.
Il joue un role primordial dans I'assemblage du fuseau mitotique lors de la séparation des chromatides
sceurs au moment de la mitose. Dans les cellules quiescentes et dans certaines cellules différenciées,
le centrosome sert de base pour I'ancrage de I'axonéme des cils. La duplication du centrosome est liée
a la progression du cycle cellulaire mais dans certains types cellulaires on assiste a une multiplication

de plusieurs centaines de centrioles (ex : cellules multiciliées de I'épithélium respiratoire).

Au cours de ce chapitre, nous aborderons la multiplication des centrioles, leur composition,

leur structure et plus largement la composition du centrosome, ses interactions et son role biologique.

A. Composition et structure du centriole
1) Composition
La composition moléculaire des centrosomes, des centrioles et des corps basaux varie en

fonction du cycle cellulaire. Cette composition a été longtemps rendue difficile a étudier du fait de la
faible quantité de matériel accessible, et de la difficulté technique liée a leur purification (Bornens et
al., 1987). A partir de nombreuses études, 14 protéines entrant dans la composition du noyau central

des centrioles ont été identifiées (Hodges et al., 2010).

2) Structure
Le développement de la microscopie électronique dans les années 1950 a permis une

observation précise des centrioles et une meilleure caractérisation de leur structure. Dans les cellules
humaines, un centriole mature a une forme cylindrique d’environ 400 nm de hauteur et des diameétres
interne et externe d’environ 130nm et 250 nm, respectivement (Kitagawa et al.,, 2011). Chez les
vertébrés la hauteur du cylindre est relativement stable, mais peut grandement varier chez certaines
especes : chez la drosophile, par exemple, entre 175 et 700 nm en fonction du développement

embryonnaire et du type cellulaire (Moritz et al., 1995).

Le centriole est caractérisé par (Li et al., 2012): le cartwheel (« roue de voiture ») qui sert

d’échafaudage pour I’'ensemble du centriole, le cylindre microtubulaire, qui comporte une partie
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distale et une partie proximale, et les appendices du centriole pére mature, qui jouent un role

d’ancrage des microtubules (notés MT) cytoplasmiques (cf. figure 1).

a. Le Cartwheel
La base de chaque centriole possede une structure en échafaudage appelée « cartwheel ». La

protéine SAS-6 (Bld12p chez C. Reinhardtii) a été montrée comme partie intégrante de ce cartwheel
(Nakazawa et al., 2007). Récemment, la résolution de la structure cristallographique des domaines de
SAS-6 a indiqué que des polyméres de SAS-6 s’organiseraient en tubules centraux avec une symétrie
d’ordre 9: des complexes dimériques de SAS-6 s’auto-assembleraient, chaque dimére étant séparé de
ses deux plus proches voisins par un angle d’environ 40°. L’assemblage des 9 diméres, correspondant
a 18 unités de SAS-6, induirait ainsi la formation du foyer central (le « Hub ») et des rayons ou
structures radiales (les « radial spokes ») (cf. figure 2) (Kitagawa et al., 2011; van Breugel et al., 2011).
La symétrie radiale d’ordre 9 du cartwheel permet ainsi de rendre compte de la structure bien

particuliére des MT au cceur du cylindre.

b. Cylindre microtubulaire
Le cylindre microtubulaire posséde une extrémité proximale orientée vers l'intérieur de la

cellule dont le role principal concerne la maturation et I'assemblage du procentriole (Strnad and
Gonczy, 2008). L'extrémité proximale posséde 9 triplets de MT (région en triplets), dénotés MTA, MTB
et MTC (cf. figure 3). Chaque MT est composé de dimeéres de tubuline alpha et de tubuline béta liées
par des liaisons non covalentes. La concaténation de 13 dimeres de protofilaments de tubulines
alpha/béta constitue le MTA avec son extrémité (-) au niveau proximal et son extrémité (+) au niveau
distal. Les MTB et MTC sont quant a eux formés de 10 proto-filaments organisés en forme d’arcs qui
s’appuient sur chacun des MT inférieurs (MTB s’appuyant sur MTA, et MTC sur MTB) (Li et al., 2012).
Les MT interagissent également avec le « cartwheel », via une téte d’épingle (« pinhead ») composé
par CEP135 (bld10 chez Chlamydomonas)(Nakazawa et al., 2007), une protéine qui co-
immunoprécipite avec SAS-6. Chaque MTA d’un triplet est rattaché au MTC du triplet voisin (dans le

sens horaire) grace a un « linker » entre MTA et MTC.

L'extrémité distale du cylindre microtubulaire est orientée vers I'extérieur de la cellule, étant
rattaché directement a I'axoneme des cils dans les cellules quiescentes. L'extrémité distale posséde
uniquement des doublets de MTA et MTB. La liaison entre doublets s’effectue via un « linker » entre

le MTA d’un doublet et le MTB d’un doublet voisin (Li et al., 2012).
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Figure 2: Role de SAS-6 dans la structure du centriole (adapté de Gonczy et al., 2012)

A - Représentation schématique d’un centriole. Le cartwheel est caractérisé par un foyer centrale d’environ 20nm de
diamétre, a partir duquel émane les rayons reliés aux MTA par les tétes d'épingle.

B - Représentation du foyer central et des rayons composés de 9 diméres de SAS-6 donnant la symétrie d’ordre 9 du
centriole. Comme indiqué I'angle entre deux rayons est d’environ 40°.

C - L'unité de base du cartwheel est un monomére de SAS-6.
D - Les monomére de SAS-6 se dimérisent formant ainsi un rayon du cartwheel.

E - Les diméres de SAS-6 s'auto-assemblent en formant un angle d’environ 40°. L'assemblage de 9 diméres de SAS-6
forment la base du cartwheel et induisent la symétrie d’ordre 9 caractéristique du centriole.
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En regle générale, les MT subissent de fagon continue des cycles de
polymérisation/dépolymérisation. Il convient toutefois de noter que, d’aprés des expériences menées
avec des tubulines biotinylées, les échanges entre les pools de tubulines cytoplasmiques et de
tubulines centriolaires sont faibles, ce qui indique une certaine stabilité de I'association des MT
présents dans les centrioles (Kochanski and Borisy, 1990). Cette stabilité peut étre expliquée par des
modifications post-traductionnelles (cf. partie I. 3. C), ainsi par la présence de protéines stabilisatrices
dans la lumiére centriolaire, comme cela a été proposé récemment apres établissement de la carte 3D
des triplets de MT des centrioles chez C. reinhardetii (Li et al., 2012). D’autres expériences menées
également par cryotomographie électronique sur des cellules humaines par Guichard et collaborateurs
ont montré qu’un domaine stabilisateur « y-Turc-like », présent a la base du MTA, permettait une
stabilisation de I'extrémité par « capping » et une élongation directionnelle des MT (Guichard et al.,
2010). Chez C. elegans la déplétion en y-tubuline induit des défauts d’organisation et d’élongation des
MT, indiquant un réle soit dans la stabilisation des MT ou dans le recrutement de protéines nécessaires

a la formation du procentriole (O'Toole et al., 2012).

C. Les appendices
Lors de sa maturation, chaque centriole fils acquiert des appendices pour devenir un centriole

pére, qui sont retrouvés au niveau sub-distal ou distal du centriole. En dépit de l'identification de
nombreux acteurs impliqués dans la formation de ces appendices, leur mode précis d’assemblage reste
encore peu caractérisé. Alors que les appendices sub-distaux jouent un réle d’organisation des MT, les
appendices distaux sont nécessaires pour le recrutement des corps basaux a la membrane lors de la

ciliogénese (Anderson, 1972).

B. Multiplication des centrioles
Les centrosomes sont essentiels lors du développement embryonnaire. Cependant, il a été

possible de maintenir le cycle cellulaire, le développement embryonnaire précoce chez la souris ainsi
que des stages tardifs du développement chez la drosophile en I’absence de centrosomes (Basto et al.,
2006; Calarco-Gillam et al., 1983 ). Ces observations soulévent une question fondamentale qui est de

savoir I'importance exacte du centrosome dans le développement et le destin cellulaire.

La multiplication des centrioles passerait par deux voies possibles : (1) une voie centriolaire ou les
centrioles se dupliquent a partir de centrioles préexistants ; (2) une voie acentriolaire ou les centrioles
se formeraient de novo. Ces deux voies pourraient coexister au sein d’'une méme cellule (Sorokin,

1968). De plus, I'activation d’une voie acentriolaire a pu étre mise en évidence dans des cellules
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Figure 4: Biogenése des centrioles (adapté de Avidor-Reiss et al., 2012)

Représentation de la voie centriolaire avec le cycle cellulaire. La formation d’'un nouveau centriole (indiqué
en bleu) au cours de deux cycles cellulaires consécutifs. Lors du premier cycle cellulaire (noté de (a) a (e) sur
fond gris clair) la structure de base du nouveau centriole est formée, il est alors appelé centriole immature.
Lors du second cycle cellulaire (noté de (f) a (i), sur fond gris foncé), le centriole immature acquiert
différentes structures et fonctions pour devenir un centriole mature (i). Au cours du second cycle, un
nouveau centriole est créé, appelé procentriole (en marron clair). U'ensemble des protéines clé intervenant
au cours des différentes étapes (notées en bleu foncée) sont marquées en orange.
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Figure 3: Organisation des protofilaments de tubulines des microtubules A, B et C (adapté de Gonczy et al., 2012 et
de Li et al., 2012)

a. Représentation schématique d’'un centriole. Le cartwheel est caractérisé par un foyer centrale d’environ 20nm
de diamétre, 3 partir duquel émane les rayons reliés aux MTA par les tétes d’épingle.

b. Reconstruction 3D d’un triplet de microtubules a partir de la densité électronique obtenue en microscopie
électronique avec une résolution de 33A.

C. Image obtenue en microscopie électronique ou on peut distinguer I'ensemble des protofilaments de tubulines,
notés de Al a A13 pour le MTA, et B1 ou C1 3 B10 ou C10 pour le MTB et le MTC.

d. Représentation 3D issue de I"analyse en microscopie électronique comme vue en b. Ici les protofilaments sont
représentés en jaune. Les astérisques rouge représentent deux points ou la courbature du microtubule A est la
plus importante.
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engagées dans le cycle cellulaire et dans lesquelles le centriole pére a été supprimé par microdissection
laser, suggérant une certaine redondance entre ces deux voies (Azimzadeh and Marshall, 2010;

Khodjakov et al., 2002 ).

1) Lavoie centriolaire.
Dans I'hypothese de la voie centriolaire (cf. figure 4), la multiplication du nombre de centrioles

suit les deux principes suivants : (1) chaque centriole pére ne se duplique qu’une et une seule fois a
chaque cycle cellulaire ; (2) lors de cette duplication, un seul centriole est synthétisé. Les mécanismes

moléculaires contrélant ces deux principes de base ne sont pas encore bien élucidés.

La premiére étape commence lors de la transition G1/S du cycle cellulaire avec la formation
d’un procentriole le long du centriole pére. Cette étape est sous le contrdle de la polo-kinase 4 (PLK4),
une kinase régulatrice trés conservée au cours de I'évolution (ZYG-1 chez C. elegans). Chez C. Elegans,
SAS-6 est un substrat direct de ZYG-1 (Kitagawa et al., 2011). L’association de la protéine FBXWS5 (F-
box/WD repeat-containing protein 5) au complexe de I'ubiquitine ligase E3 et sa liaison a SAS6 induit
la dégradation de cette derniére apres ubiquitination. FBXWS5 participerait ainsi au contréle du nombre
de centrioles, en bloquant la formation de nouveaux centrioles. A I'opposé, la phosphorylation par
PLK4 de ce complexe inhibe I'activité ubiquitine ligase (Puklowski et al., 2011). Les mécanismes limitant
la syntheése a un seul procentriole par cycle restent encore mal élucidés, méme si PLK4 peut bien
apparaitre comme un acteur central de ce contréle : un excés de PLK4 engendre la formation de
nombreux procentrioles, et sa déplétion inhibe la duplication des centrioles (Bettencourt-Dias et al.,
2005; Habedanck et al., 2005). Le matériel péricentriolaire, situé a proximité des centrioles semble
également jouer un réle dans le controle de la duplication des centrioles, puisque Loncarek et coll. ont
observé que l'accumulation du matériel péricentriolaire aprés surexpression de la péricentrine,
induisait une augmentation du nombre de centrioles en I'absence de toute modulation des niveaux de

PLK4 (Loncarek et al., 2008).

Plusieurs travaux soulignent I'existence de mécanismes contrélant la longueur des MT du
cylindre, avec notamment I'implication des protéines Cepl10 et CPAP, qui agissent de maniére
antagoniste : une déplétion de Cep110 ainsi qu’une surexpression de CPAP induisent un allongement
des centrioles (Schmidt et al., 2009 ; Spektor et al., 2007; Tang et al., 2009). De maniére intéressante,
Cepl10 est localisé dans la partie distale du centriole, suggérant un role de coiffe inhibant I'élongation

des MT (Azimzadeh and Marshall, 2010).

Apres la mitose, la maturation du centriole fils le transforme en centriole pere qui va pouvoir

servir a son tour de base pour I'assemblage d’'un nouveau centriole fils au cours du cycle suivant. En
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paralléle de I'assemblage/synthése du centriole fils, des connexions entre les centrioles fils et pére

semblent jouer un role clé dans le controle du nombre de procentrioles assemblés.

Le SML (S-M linker car présent de la phase S jusqu’a a la mitose), constitue un lien physique
entre le centriole pere et le procentriole a partir de la phase S. De composition inconnue, le SML serait
dissout aprés activation de la polo-kinase-1 (PLK1) et de la séparase, permettant ainsi le
désengagement des deux centrioles. Ce processus prendrait place lors de la transition
anaphase/métaphase au méme moment que la séparation des chromatides. La cohésine, impliquée
dans le maintien des chromatides, serait clivée par la séparase de facon a permettre la séparation des
chromatides sceur. De facon intéressante, il a été remarqué que le clivage de la cohésine est nécessaire
pour la séparation des centrioles (Schockel et al., 2011). Ce modele permettrait d’expliquer le lien fort
entre séparation des chromatides et controle du nombre de centrioles. En effet, un arrét de contréle
du nombre de centrioles et la création de multiples centrioles pourrait engendrer la création de
multiples fuseaux mitotiques, créant une instabilité génétique, comme prédit par I'hypothése de

Theodore Boveri sur la multiplication des centrioles dans les cancers.

2) Voie acentriolaire
La voie acentriolaire est une deuxieme voie de synthése des centrioles présente chez la plupart

des eucaryotes. Elle permet une synthése simultanée de centaines de centrioles au sein d’'une méme
cellule (Sorokin, 1968). Les acteurs moléculaires la différenciant de la voie classique sont également
inconnus. Si la suppression par microdissection du centriole inhibe la formation de nouveau centriole
(Meyrick and Reid, 1970), la méme expérience réalisée sur des cellules synchronisées en phase S, induit
alors la création de novo de corps fibro-granulaires comportant de multiples centrioles. Ces corps fibro-
granulaires sont appelés deutérosomes (cf. Figure 5) (Khodjakov et al., 2002), et ressemblent
morphologiquement a ceux observés dans les cellules multiciliées (Anderson and Brenner, 1971;

Sorokin, 1968).

3) ldentification des acteurs de la duplication des centrioles : les
approches globales.
Paradoxalement, et alors que des analyses protéomiques des centrosomes humains révelent

la présence de centaines de protéines distinctes (Andersen et al., 2003; Gherman et al., 2006; Inglis et
al., 2006; Jakobsen et al., 2011), seuls six génes (SAS-4, SAS-5, SAS-6, SPD-2, TBG-1, ZYG-1) ont été
définis lors d’un crible RNAi chez C. elegans comme indispensables a la formation des centrioles

(O'Connell et al., 2001; Strnad and Gonczy, 2008) : la kinase ZYG-1, les protéines type coiled-coil SPD-
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Figure 5: La voie acentriolaire: les deuterosomes

Photo de microscopie électronique montrant la présence de 3 complexe de deuterosomes. Le deuterosomes
(indiqués par une fleche rouge) donnent naissance a plusieurs centrioles (indiqués par une astérisque
rouge). La barre d'échelle représente 0,25uM (Dirksen et al., 1971).
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2, SAS-4, SAS-5 et SAS-6, et la sous-unité gamma de la tubuline, TBG-1. Certains éléments clés sont
bien conservés au cours de I'évolution, quelques protéines importantes supplémentaires étant
notamment conservées du ver jusqu’a I'homme (Dobbelaere et al., 2008; Leidel et al., 2005). Mais
cette conservation concerne principalement PLK4/ZYG-1 et la protéine SAS-6, dont le niveau
d’expression est un élément important pour le contréle du nombre de centrioles assemblés (Kleylein-

Sohn et al., 2007; Peel et al., 2007; Puklowski et al., 2011).

3. L’axoneme

A. Structure de I'axoneme
La structure des cils motiles chez les mammiféres a été explorée par microscopie électronique

sur différents types cellulaires, notamment issus de ['épithélium respiratoire (Sorokin, 1968).
L’axonéme est constituée de doublets de MT (cf. figure 6). En régle générale, les cils motiles, qui
possedent 9 doublets périphériques de MT et 2 MT centraux (notés 9+2), se distinguent des cils non-
motiles qui sont dépourvus de MT centraux (notés 9+0) (Nicastro et al., 2006; Sui and Downing, 2006).
Pour assurer la motilité de I'axonéme et induire le battement ciliaire, les cils motiles possédent aussi
des dynéines et des rayons (« radial spokes ») alors que les cils non motiles en sont dépourvus (Satir
and Christensen, 2007). Ainsi, des mutations des protéines de la partie radiale chez Chlamydomonas
abolissent la motilité ciliaire et affectent la structure de I'axonéme (Huang et al., 1982; Piperno et al.,
1977; Witman et al.,, 1978). Les bras de dynéines internes et externes constituent les moteurs
moléculaires, qui par leur activité ATPase produisent le glissement entre doublets, activant I'axonéme,
entrainant ainsi le battement ciliaire (Gibbons, 1963).

Des études réalisées chez Chlamydomonas ont permis d’établir que I’élongation de I'axoneme
par un mécanisme dépendait d’'une machinerie de transport intra-flagellaire (IFT : intraflagellar
transport ou transport intraflagellaire), capable de transporter les molécules nécessaires a cette
élongation (Kozminski et al., 1993).

Le diamétre de cette structure microtubulaire est d’environ 0.25 uM et sa longueur peut varier
de quelques microns a 50um. Les doublets de MT périphériques sont constitués chacun d’'un MTA et
d’un MTB. le MTA est complet (13 proto-filaments d’hétéromeéres alpha et beta) alors que le MTB est
incomplet (10 proto-filaments) (Warner and Satir, 1973).

Enfin, les tubulines peuvent subir des modifications post-traductionnelles qui jouent
également un réle important dans la motilité du cil (cf. partie I. 3. C) (Ikegami et al., 2010; Pathak et

al., 2007; Suryavanshi et al., 2010; Wloga et al., 2009).
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Figure 6: Structure de I'axonéme du cil primaire et des cils motiles (d’aprés Davenport et al., 2005)
A. Microscopie électronique de cils motiles présents chez la souris dans les cellules épendymales sur les
ventricules latéraux.

B. Microscopie électronique d’un cil primaire indiqué par la fleche rouge.
C. Représentation schématique de la structure de I'axonéme d’un cil primaire (type 9+0 & gauche) ainsi

qu’un cil motile (type 9+2 & droite) caractérisé par la présence de deux microtubules centraux et de bras de
dynéines permettant la motilité ciliaire.
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B. Synthese de I'axoneme et poche ciliaire
L'axonéme constitue le cytosquelette microtubulaire du cil. Il est élaboré a partir du corps

basal et bordé par la membrane ciliaire qui prolonge la membrane cytoplasmique. En dépit de ce
continuum, la composition de la membrane du cil est trés distincte de la membrane cytoplasmique,
une barriére de diffusion la séparant du reste de la cellule. Cette barriere de diffusion ciliaire est
composée a la base du cil par les fibres striées et les appendices distaux des corps basaux tous deux
reliés a la membrane cytoplasmique d’une part, et a la zone de transition d’autre part, qui elle, relie |a
partie la plus distale du corps basal a la membrane de I'axonéme (Hu and Nelson, 2011; Reiter et al.,
2012). L'apport des composants et leur transport le long de I'axoneéme sont effectués grace a la
machinerie de transport intra-flagellaire (IFT) spécifique. Les particules IFT sélectionnent les cargos a
adresser vers I'axonéme, le transport le long de I'axoneme étant effectué par des mécanismes de IFT
antérograde (noté IFTA, allant du corps basal jusqu’a I'extrémité de I'axonéme) et rétrograde (noté
IFTB, allant de I'extrémité de I'axonéme jusqu’au corps basal), mettant en jeu des molécules de
kinésines Il et de dynéines 2 comme moteurs moléculaires, respectivement (cf. figure 7) (Pedersen and
Rosenbaum, 2008).

Dans la majorité des types cellulaires, un cil primaire est logé au fond d'une invagination
membranaire riche en clathrine. Du fait de sa ressemblance avec la poche flagellaire de Trypanosome,
site unique d'endocytose dans cet organisme, Ghossoub et coll. ont baptisé ce domaine « poche
ciliaire ». La poche ciliaire interagit avec le cytosquelette d'actine, qui est important pour le bon
positionnement du cil. Une méme poche ciliaire est également détectée a la base des cils mobiles et
flagelles, qui apparaitrait comme une véritable interface d'interaction des cils avec le cytosquelette
d'actine et différentes voies de trafic vésiculaire. L'observation en microscopie électronique de la
poche ciliaire sur différents types cellulaires indique une organisation du cytosquelette relativement
stable en fonction des types cellulaires cependant des différences dans I'organisation membranaire
ont pu étre observées : dans certains cas une poche ciliaire apparait directement a la membrane
apicale ou se situe le corps basal alors que dans d’autres types cellulaires la poche ciliaire apparait au
niveau proximal du corps basal (Barnes, 1961; Latta et al., 1961; Munger, 1958; Sorokin, 1968). Deux
modeles ont été proposés par Sorokin a partir de nombreuses observations de microscopie
électronique. Une premiere voie d’assemblage dite extracellulaire ou les corps basaux une fois ancrés
a la membrane, recrutent des vésicules qui permettent I’'assemblage du cil directement a la surface de
la cellule comme observé dans les cellules multiciliées de I’épithélium respiratoire (Sorokin, 1968). La
deuxieme voie correspond a la voie d’assemblage intracellulaire. Dans ce cas, des vésicules cargo riches
en clathrine (protéine structurelle constituant I'enveloppe de certaines vésicules), s’assemblent au

niveau du corps basal, induisant la formation d’une poche appelée poche ciliaire. A partir de I3,
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Figure 7: Transport intra-flagellaire du cil (d’aprés Ishikawa et Marshall, 2011)

Les protéines destinées au cil sont transportées par des vésicules d’exocytose venant de I'appareil de Golgi
jusqu’a la base du cil et mettant en jeu des dynéines cytoplasmiques 1 et 2.

Une fois a la base du cil, seules les protéines destinées au cil passent la zone de transition (marron foncé)
définie par les fibres de transition présentes a la base du cil. Les protéines associées a des dynéines
cytoplasmiques 2 inactives, sont transportées par des kinésines Il: c’est le transport antérograde ou IFTA.
Une fois a l'apex du cil, les particules IFT subissent des modifications entrainant l'inactivation de la kinésine
Il et I'activation de la dynéine cytoplasmique 2 jusque-la inactive. Le transport rétrograde ou IFTB sert au
recyclage ou a la dégradation de certaines protéines ciliaires (par exemple les récepteurs PGDF).
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I'axonéme effectue son élongation, la poche ciliaire fusionne a la membrane cytoplasmique et le cil

peut alors s’étendre et se prolonger a I'extérieur de la cellule (Ghossoub et al., 2011).

C. Modifications post-traductionnelles des microtubules de I'axoneme
Les tubulines subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) dans la

partie C-terminale des tubuline a et . Parmi ces MPT, on peut citer des détyrosinations (Arce et al.,
1975), des acétylations (L'Hernault and Rosenbaum, 1985), des phosphorylations (Eipper, 1972), des
glutamylations (Redeker et al., 1992) et des glycylations (Redeker et al., 1994). Ces modifications
affectent la longueur des polymeres, et une molécule de tubuline seule peut contenir plusieurs types
de modifications sur plusieurs sites (cf. figure 8A). Ainsi les axonémes matures peuvent étre composés

de plusieurs centaines d’isoformes distinctes de tubulines (Redeker et al., 2005).

L’acétylation de la tubuline alpha a été une des premiéres MPT identifiées (Greer et al., 1985).
L'axonéme des cils est acétylé (Gaertig et al., 1995), et une absence d’acétylation n’affecte pas la
formation du cil. Cependant, le réle de I'acétylation dans le maintien de I'axonéme reste a étre
confirmé. Concernant les glutamylations et les glycylations, ces MPT sont catalysées par les protéines
TTL-like (TTLL), qui possédent un certain degré d’homologie avec les TTL (Tubulin tyrosine ligase)
(Ikegami and Setou, 2009), selon deux étapes distinctes : I'initiation et I’élongation. Ces deux étapes
peuvent faire intervenir dans certains cas plusieurs TTLL. La phase d’élongation prend place
progressivement apres la synthése de I'axonéme et peut donc révéler si I'axoneéme est en cours de
synthése ou est dans un état de maintien. Les glutamylations sont des modifications des tubulines
retrouvées de facon trés abondante dans I'axonéme des cils, les centrioles, les corps basaux ainsi que
certains MT cytoplasmiques (Bobinnec et al., 1998). Les glycylations ne sont quant a elles observées
qgue dans I'axonéme des cils ou dans les corps basaux, et semblent restreintes aux seules cellules ciliées

(Bre et al., 1996).

L'injection d’anticorps reconnaissant les glutamylations dans des cellules de mammiféres
induit la déstabilisation des centrioles (Bobinnec et al., 1998). Des souris males mutantes de TTLL1 sont
infertiles, mais aucun défaut structural n’affecte les cils motiles de la trachée. En revanche, leur
motilité est fortement affectée (lkegami et al., 2010; Vogel et al., 2010). De maniéere surprenante, chez
les souris n’exprimant plus TTLL1 de fagon constitutive, les cils battent beaucoup plus rapidement et
sont caractérisés par un défaut de courbure du cil motile lors de la phase de rétablissement (cf. partie
II. 2. ). 3) e). La force produite par la phase de rétablissement et la phase de propulsion (cf. partie Il. 2.
J. 3) e) s’annulent et la clairance mucociliaire est alors fortement affectée. Lors du battement ciliaire,
les dynéines joue un réle primordial. On distingue deux types de bras de dynéines: les bras de dynéines

internes (IDA) et les bras de dynéines externes (ODA) (cf. partie I. 3. A). Les ODA affectent la fréquence
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Figure 8: Modifications post-traductionnelles retrouvées sur les diméres de tubuline alpha et beta lors de
la ciliogenése

A. Les différents sites ol s'effectuent des modifications post-traductionnelles sont indiqués sur cette
représentation 3D d'un hétérodimeére de tubuline o/B. La tubuline a est en vert et la tubuline B en bleue

(d'aprés Garnham et al., 2012).

B. Représentation schématique des différentes modifications post-traductionnelles au cours de la formation
des cils dans les cellules épendymales chez la souris (d’aprés Bosch Grau et al., 2013).
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de battement ciliaire alors que les IDA affecte la courbure du cil motile lors du battement ciliaire (pour
revue voire (Kamiya, 2002). Ainsi I’étude de mutants de TTLL6 et TTLL9 chez les protistes a permis de
relier la glutamylation aux IDA (Kubo et al., 2010; Suryavanshi et al., 2010).

Récemment, une étude a partir de cils d’épendymocytes de souris a révélé que ces
modifications ont lieu dés I'apparition du cil motile et augmentent avec la maturation ciliaire (cf. figure
8B), soulignant I'importance de TTLL3 et TTLL8 dans la stabilité du cil motile (Bosch Grau et al., 2013).
Cette étude confirme de nombreuses observations effectuées dans d’autres modeles et montrent le
role conservé au cours de I’évolution de ces MPT, méme si l'identification et le réle de toutes les
enzymes impliquées demeurent encore incertains (la déplétion de certaines enzymes ne modifiant pas
les tubulines, ce qui suggére des réles redondants pour certaines d’entre elles) (Rogowski et al., 2009).
TTLL6 serait importante pour la motilité ciliaire, alors que d’autres, comme TTLL1, n’induiraient aucun

phénotype particulier (Bosch Grau et al., 2013).

D. Contréle de I'expression des genes lors de la ciliogenese
Le contrble de I'expression des génes reliés a la ciliogenese a été étudié tout d’abord chez

Chlamydomonas et chez les échinidés. Dans ces deux modeéles, des stress chimiques ou mécaniques
permettent d’induire la perte des cils ou du flagelle, qui se reconstituent ensuite rapidement (environ
90 min chez Chlamydomonas). Ainsi il a été montré que la reconstitution du flagelle est caractérisée
par une augmentation importante d’ARNm codant pour les tubulines alpha et béta (Keller et al., 1984).
La reformation des cils chez les embryons d’échinidés a aussi révélé la présence de génes reliés aux cils
(Harlow and Nemer, 1987; Norrander et al., 1995). Des approches plus récentes ont permis de
déterminer la présence de nombreux genes impliqués dans la reformation du flagelle chez
Chlamydomonas (Pazour et al., 2005; Stolc et al., 2005). Ces différentes études ont permis d’identifier
de nombreux acteurs importants, impliqués notamment dans la composition des cils et des flagelles.
Malgré ces travaux, la recherche de séquences consensus communes sur les promoteurs des genes
induits n’ont pas permis d’identifier avec certitude des facteurs de transcription pouvant contréler leur

expression (Pazour et al., 2005; Stolc et al., 2005).

D’autres éléments de réponse ont été apportés par des études transcriptomiques effectués
dans plusieurs tissus ciliés, ou les facteurs de transcriptions FOXJ1 et RFX3 jouent un réle important

dans le déclenchement, le maintien ou I'élaboration de la ciliogénése.

FOXJ1 est conservé chez tous les vertébrés, un orthologue de FOXJ1 est présent dans le
génome des planaires et des échinidés (Mazet et al., 2003). FOXJ1 est un facteur de transcription
associé a la transcription des composants des cils motiles, y compris chez les invertébrés (Bonnafe et

al., 2004; Stubbs et al., 2008; Vij et al., 2012; You et al., 2004; Yu et al., 2008b). Par ailleurs, dans les
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Nom du géne Amean J7-10
Fox|1 Forkhead box J1 [ 0,9
Dnahcg Dunein, axonemal, heawy chain 9 [ T -01
lgca IQ-motif-containing with AAA domain B -03
\Wdré6 WD repeat domain 66 | -04
Efhcl EF-hand-domain-(C-terminal)-containing 1 S -02
Tektd Tektin-4 - - - - -
Spatal? Spermatoge nesis-assodated 17 0,6 -0,1
Spal7 Sperm-autoantigenic protein 17 [ . -02 34 | o0 3,1
Dynirb2 Dyneinlight chain roadbl ock-type 2 53 0,1 0,1
Dnalcl Duynein, axonemal, intermediate chain1 0,2 27 0,1 3,0
Synel Synaptic nudear envelope 1 [ | 0,2 3, ' —4
Spagh Sperm-associated antigen 6 ‘ | 13
Dnall Dynein, axonemal, light intermediate polypeptide 1 0,2
Tmasfl Transmembrane protein/tetraspanin family ]
Kif9 Kinesin family member9 | | 0,2
Rsphda Radial spoke head 4 homologue A - -
NEKS NimA-related protein kinase 5 0,8

Tableau 1: Génes régulés par FOXJ1 chez le Xénope et chez la souris

Le tableau indique les génes régulés par Foxj1 ainsi que le nom complet du géne. Aussi sont indiquées les
variations pour ces génes observées au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire nasal humain
sur 4 points de cinétique: J0/7/14/21 correspondant au nombre de jours aprés la passage en air-liquide: ici
0/7/14/21 respectivement. La premiére colonne « A mean » correspond & l'intensité moyenne du signal
détectée en puces transcriptomique et refléte I'expression relative de chacun des génes. Les colonnes
suivantes correspondent aux variations (log base 2) entre 2 points successifs de cinétique. La derniére
colonne indique la variation sur I'ensemble de la différenciation de I'épithélium respiratoire. Le code couleur
met en avant les variations observées selon la régle des centiles avec en vert les valeurs inferieures et en
rouge les valeurs supérieures. Pour Tekt4 et Rsph4a aucune valeur n'a pu étre extraite de I'analyse.
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cellules épithéliales respiratoires en cours de la différenciation multiciliée, I'expression de FOXJ1 est
nécessaire a la disparition du cil primaire au profit de I'apparition de multiples cils motiles (Jain et al.,
2010). Il a d’ailleurs été montré que FOXJ1 contrdle directement I'expression de certaines dynéines,
de protéines radiales et de composants des cils motiles (Chen et al., 1998; Jacquet et al., 2009; Stubbs
et al., 2008; Yu et al., 2008b) (cf. tableau 1). Plus récemment, des expériences de ChIP (chromatin
Immunoprecipitation) ont identifié d’autres cibles de FOXJ1 in vivo chez le poisson zebre (Yu et al.,
2008b), cependant aucune analyse par séquencage haut débit des promoteurs associés n’a encore été
effectuée pour identifier 'ensemble des génes régulés par FOXJ1. Chez la souris, une analyse
transcriptomique suggére que FOXJ1 pourrait contréler I’'expression d’environ 200 genes (Jacquet et
al., 2009). Chez la drosophile, le facteur de transcription FOXJ1 n’est pas conservé. Cependant on
observe la présence d’un cil motile dans I'organe chordotonal (constituant I'appareil auditif chez les
insectes), caractérisé par la présence de bras de dynéine. Ainsi, d’aprés cette observation il est admis
que d’autres facteurs interviennent dans la motilité ciliaire. Chez la drosophile, il est proposé que le

facteur FD3F joue un réle homologue a FOXJ1 (Newton et al., 2012).

La famille RFX de facteurs de transcription (Regulatory Factor, se fixant sur des régions
promotrices a motifs X-box), présente chez la drosophile comme chez les vertébrés, participe au
contrdle de la biogénése des cils. Les cibles des RFX caractérisées dans différents modeles, indiquent
clairement un réle de la famille RFX dans la transcription d’un groupe de genes codant pour des
protéines associées au transport moléculaire, a I'assemblage et a la fonction du cil (Bonnafe et al.,
2004; El Zein et al., 2009; Piasecki et al., 2010). Chez les vertébrés, il existe plusieurs protéines RFX (7
chez 'Homme et 5 chez la souris) qui reconnaissent des motifs de type X-box. La délétion de certaines
protéines RFX abolit la ciliogénése suggérant un role important dans la formation du cil. Chez la souris,
la délétion unique d’un seul membre RFX n’est pas suffisante pour affecter la ciliogenese dans
I’ensemble des tissus, suggérant des mécanismes compensatoires par d’autres membres de la famille.
Cette observation est renforcée par le fait que les RFX1/2/3 reconnaissent les mémes motifs
promoteurs, et que les autres membres n’induisent pas de phénotypes liés a des défauts de
ciliogénese. De fagon intéressante, il est a noter la surexpression de RFX3 n’est pas suffisante pour
induire le programme génique des cellules multiciliées cependant elle potentialise les effets de

I’expression de FOXJ1 (Didon et al., 2013).

Quelques autres facteurs semblent également impliqués dans la transcription de géne codant
pour la formation des cils (cf. figure 9). Ainsi, le gene homéotique noto pourrait-il contréler le niveau
de transcription de FOXJ1, de RFX3 et de leurs genes cibles (Beckers et al., 2007). Chez le poisson

Médaka, noto est lui-méme régulé par un géne de la famille polycomb : OLEED (EED chez la souris). De
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Figure 9: Facteurs de transcription impliqués dans la formation des différents types de cils

Représentation hiérarchique des principaux facteurs suggérés comme étant & l'origine de I'expression de
I'ensemble des cils retrouvés (ex. ici chez I'homme). Les facteurs de transcription sont sur fond vert, les
types de cils sur fond gris. Comme nous le verrons dans la partie résultats, nous proposons que miR-449 est
impliqué spécifiquement dans la formation de cellules possédant plusieurs cils motiles.
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maniere intéressante, le mutant OLEED peut étre reversé par la surexpression de I'orthologue de noto

chez le poisson Médaka (Arai et al., 2009).

4. Une vision de la ciliogenese a la lumiere de I'évolution

A. Les cils chez les eucaryotes
Les centrioles et les cils sont des structures trés conservées au cours de I'évolution des

eucaryotes. Les récentes expériences de séquencage et l'annotation de nombreux génomes
eucaryotes couplées au criblage par ARN interférence (Balestra et al., 2013; Dobbelaere et al., 2008)
et a I'identification par spectrométrie de masse des composants des centrioles et des cils (Andersen et
al., 2003) ont permis d’établir des listes de protéines associées a la structure et a I’'assemblage des
centrioles/cils (Gherman et al., 2006; Inglis et al., 2006) (cf. figure 10). Les analyses phylogéniques
suggerent déja leur existence au niveau du dernier ancétre eucaryote commun (LECA pour Last
Eukaryotic Common Ancestor) (Baldauf, 2003; Baldauf et al., 2000; Cavalier-Smith, 2002; Hedges,
2002; Hodges et al., 2010). La plupart des organismes étudiés possédent en effet un centriole avec une
symétrie d’ordre 9, un cartwheel, des triplets de MT et un axoneme avec la présence de 9 doublets de
MT liés a des bras de dynéines internes et externes, entourant (éventuellement) une paire de MT
centraux, ce qui suggére fortement la présence d’une telle structure chez LECA. Il existe cependant
quelques exceptions au sein des eucaryotes: les champignons, les plantes supérieures a graines ou les
algues rouges sont effectivement dépourvues de cils. Mais de maniére intéressante, des analyses
génomiques chez des plantes supérieures indiquent la présence d’orthologues ancestraux de protéines
ayant un réle dans la ciliogénése (Hodges et al., 2011). Cela indiquerait une perte de cette organelle

au cours de I'évolution au sein de cette branche (Baldauf et al., 2000; Marshall, 2009).

B. Les différentes hypotheses pour I'apparition des cils
La question de I'apparition du cil et du centriole au cours de I’évolution apparait comme une

parfaite illustration du probleme classique de I'ceuf et de la poule, puisque la création d’'un nouveau
centriole nécessite la présence d’un centriole péere: comment dans de telles conditions, le centriole a-
t-il pu apparaitre une premiere fois ?

Contrairement a d’autres organelles qui se multiplient par fission, le centrosome dérive d’une
maniere semi-conservative d’un centriole pére. Incidemment, de toutes les organelles eucaryotes qui
s’auto-multiplient (noyau, mitochondries, chloroplastes, centrosome), le centrosome serait la seule

organelle a ne pas posséder d’acides nucléiques. Cette caractéristique a conduit certains auteurs a
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Figure 10: Conservation et distribution des protéines du centriole et du centrosome chez les eucaryotes
(d’aprés Hodges et al., 2010)

Le tableau récapitule les protéines homologues dans 45 génomes d’eucaryotes. Parmi ces 45 eucaryotes, 29
possédent des cils et 16 n'en possédent pas (espéces en fond saumoné). Pour chaque protéine un symbole
(+) est noté quand un homologue est retrouvé dans le génome sinon un symbole (-) est mis. Les protéines
notées contréles (fond noir) sont des protéines associées aux microtubules de maniére générale. Les
protéines notées “Coeur” (fond rouge) sont des protéines ancestrales conservées formant le centriole. Les
protéines notées “kinases” (fond bleu) sont des kinases impliquées dans la multiplication des centrioles. Les
protéines notées “centrosomale” (fond jaune) sont des composants du centrosome. Les protéines notées
“pole” sont des protéines qui pourraient avoir rempli une fonction dans le fuseau polaire ancestral.
L'astérisque a coté de C. elegans indique la dérive au cours de I'évolution des séquences des protéines
« cceur » et « centrosomales». Des homologues sont connus dans la littérature pour certaines de ces
protéines mais non identifiés par cette approches et sont indiquées par un encadrement rose.
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supposer qu’un pool d’acides nucléiques centriolaires non encore identifiés pourrait exister

(Chichinadze et al., 2013; Lecuyer et al., 2007).

1) Petits ARN centriolaires.
Comme abordé a l'instant la présence d’ARN a été mise en évidence par différentes équipes

et plus particulierement la présence de petits ARN. Alliegro et collégues ont purifié 5 cnARN (ARN
centriolaire), a partir de préparations de centrosomes purifiées a partir d’oocyte de mactre (Spisula
solidissima) (Alliegro, 2008; Alliegro et al., 2006). Un seul de ces 5 cnARN (cnARN11) contient une phase
ouverte de lecture pouvant coder une protéine, qui a été détectée par immunoblot. Les autres cnARN
sont en revanche dépourvus de phase de lecture et sans homologie détectable avec des génomes
connus. A noter que la séquence de cnARN11 contient des homologies de séquences avec une ARN-
polymérase reverse du mais (Zea lays) qui a été localisée au niveau du centrosome et dont I’expression
serait régulée en fonction du cycle cellulaire (Alliegro, 2008). Ce résultat, s’il était confirmé, ouvrirait
la voie a l'identification d’un systeme de réplication autonome propre au centrosome. Malgré ces
résultats, I'existence de cnARN fait toujours I'objet de débats dans la littérature et des questions de
spécificité de détection sont soulevées, laissant ainsi la question de la présence d’ARN centriolaire

ouverte a discussion.

L’existence d’acides nucléiques centriolaire aussi bien dans des cellules de protozoaires ciliés
que dans celles de mammiféres fut suggérée par des travaux utilisant des agents intercalants sur des
échantillons traités par différents types de nucléases. Le marquage détecté au niveau des centrioles
était alors sensible au traitement par des RNAses mais pas par des DNAses (Dippell, 1976; McGill et al.,
1976; Randall and Disbrey, 1965 ). Ces résultats suggéraient donc plutét la présence d’ARN centriolaire.
Des études plus récentes ont caractérisé certaines espéces spécifiques d’ARN centriolaires (cnARN) et
d’ARNm qui seraient associés aux MT du cytosquelette (Alliegro, 2008; Sharp et al., 2011). Pour I'heure,
la présence d’ARN au niveau des centrioles a été documentée chez 4 organismes eucaryotes
indépendants : le mactre Spisula solidissima (Alliegro et al., 2006), le xénope (Blower et al., 2007),

I’escargot Ilyanassa (Kingsley et al., 2007) et la drosophile (Lecuyer et al., 2007).

Mais depuis quelques années, I'avénement du séquencgage et I'assemblage des génomes a
permis d’identifier les acteurs qui sont conservés au cours de I'évolution des eucaryotes (O'Brien and
Fraser, 2005). Dans le domaine des cils, la comparaison des séquences, I'étude des structures dans
différents organismes modeles, les études de leurs compositions protéiques, placent le cil comme un

organite commun a tous les eucaryotes analysés et présent déja chez LECA pour assurer diverses
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fonctions phares, dont la locomotion (Satir et al., 2008). Trois hypotheses sur I’origine ciliaire ont été

émises :

2) Le modele endosymbiotique (Sagan 1967)
Le modele endosymbiotique propose que le cil soit apparu dans le cadre d’un mécanisme

endosymbiotique avec un spirochéte ou une archaebactérie. Cependant I'absence dans leurs génomes
de composants du corps basal/cil a affaibli cette hypothése qui fut pour un temps délaissée. Méme en
I’'absence de données testables, cette théorie semble pourtant a nouveau revenir sur le devant de la
scéne avec la découverte des cnARN. Sous réserve que le réle de ces ARN soit confirmé, le centriole
pourrait étre apparu par endosymbiose, a l'instar de la mitochondrie, et les cnARN seraient alors un
vestige de cet évenement. A noter toutefois que les séquences identifiées dans I'oocyte de mactre
sont absentes des autres génomes pour lesquels nous disposons de données completes de

séquencage.

3) Le modeéle d’infection virale (Satir et al., 2007)
Le modele d’infection virale propose une origine virale a la création des cils. Les auteurs

émettent I’'hypothése qu’un virus a ARN disposant d’'une symétrie d’ordre 9 aurait infecté une cellule,
fournissant ainsi la structure de base du cartwheel. L'intégration de I’ARN viral dans le génome de la
cellule aurait alors fourni I’'ensemble de la machinerie permettant la synthése de nouveaux centrioles.
La multiplication et surtout la sortie des virus néosynthétisés passant par une voie d’exocytose, une
premiere mutation affectant I’encapsulation du virus I'aurait bloqué sur la membrane plasmique. Dans
un deuxiéme temps, le processus d’élongation des tubulines par la cellule hote aboutissant a
I’élongation de I'axonéme se serait mis en place. Un tel phénomeéne d’élongation de certains mutants

a déja été observé chez le bactériophage (Kellenberger et al., 1965).

4) Hypothése autogeéne (Pickett-Heaps, 1974)
L'hypothése autogéne proposée par Pickett-Heaps (Pickett-Heaps, 1974) postule un

développement des corps basaux et du cil a I'aide de leurs éléments propres, sans recours extérieur.
Cette organisation s’effectuerait grace a un MTOC agissant sur les MT. La symétrie radiale d’ordre 9
apparaitrait alors comme une optimisation de la motilité, des symétries d’ordre plus élevé étant
dépourvues de motilité (Cavalier-Smith, 1978; Mitchell, 2004). De maniére intéressante, les analyses
génomiques indiquent que la plupart des composants des corps basaux n’ont d’équivalent ni chez les
bactéries, ni chez les archaebactéries et ni chez les virus, mettant de la sorte en avant l'origine
eucaryote de cet organelle (Carvalho-Santos et al., 2011). A noter qu’en revanche, des homologues de

la tubuline existent bien chez les procaryotes (Lowe and Amos, 2009).
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C. Classification des cils
Les cils sont habituellement classés en fonction de leur motilité. Cette caractéristique se

superpose en général avec des caractéristiques structurales: une organisation « 9+0 » correspondant
a des cils non-motiles et une organisation « 9+2 » a des cils motiles (Wheatley et al., 1996). Cette
classification initiale des cils ne permet de prendre en compte toutes les situations (cf. figure 11), ce
qui conduit a les classer plut6ét en quatre groupes distincts :
> type « 9+2 motile » (cf. figure 11B): ce sont les cils motiles de I'épithélium mucocilié des
voies respiratoires chez les mammiféres, comme décrits par Sorokin (Sorokin, 1968). Chez
les mammiferes, on retrouve ce type de cils motiles a la surface des épendymocytes du
plexus choroide et des ventricules cérébraux ainsi qu’a la surface des cellules multiciliées
des trompes de Fallope. On peut aussi distinguer les cils motiles des flagelles
principalement en fonction de leur taille : le flagelle étant beaucoup plus long que le cil
motile (Fawcett, 1981). Cependant, en raison de leur structure de type « 942 », et du fait
de I'existence d’une machinerie IFT commune, ils sont généralement considérés comme
structurellement semblables (Rosenbaum et al., 1999; Silverman and Leroux, 2009; Snow
et al., 2004).
>  « 9+0 motile » : le cil nodal présente la caractéristique d’'un axoneme motile en dépit de
I'absence de bras de dynéines, de structures radiales, et de paires centrales de MT
(Bellomo et al., 1996). La présence de dynéines particulieres dans ce type de cils
expliquerait leur motilité (Olbrich et al., 2002).
> « 9+2 sensoriel » : Ces structures ciliaires sont retrouvées sur la face apicale des cellules
sensorielles cochléaires et vestibulaires. Au nombre de 150 environ par cellule, ces
structures sont appelées « stéréocils » bien qu’ils ne soient pas des cils a proprement parlé
car ils sont constitués de 3 000 filaments axiaux d’actine et sont reliés par des ponts de
fibrine qui en assurent la rigidité. Leur assemblage constitue la touffe ciliaire. Les stéréocils
se disposent différemment selon le type de cellules ciliées, dessinant un « W » sur les
cellules ciliées externes, alignés en une rangée, en palissade, sur les cellules ciliées
internes. lls jouent un réle essentiel dans la transduction mécano-électrique du signal
acoustique ou du mouvement. Au milieu de ces stéréocils, on retrouve un cil unique : le
kinocil. Il est plus long que les stéréocils et est composé d’'un axoneme de MT avec une
paire de MT centraux (cf. figure 12). Par ailleurs, au niveau de I'épithélium olfactif, un autre
type de cils appelés « cils olfactifs » se retrouvent au nombre de 6 a 8 a I'extrémité de
chaque dendrite des cellules olfactives. Ces cils ont une structure atypique « 9+2 » non-

motile avec une longueur d’environ 200 um. Ces cils olfactifs constituerait le composant
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Figure 11 : Les cils chez ’homme et certains organismes modéles

Photos de microscopie électronique des différents cils retrouvés chez 'homme (A, B et C) ainsi que chez
Chlamydomonas et chez la paramécie.

A. Cil primaire (Reiter Laboratory)

B. Cellules multiciliées retrouvées dans les voies respiratoires, les trompes de Fallope ainsi que dans les
épendymocytes (Steve Gschmeissner),

C. Cellules multiciliées retrouvées dans les cellules olfactives (Steve Gschmeissner)
D. Flagelles de chlamydomonas

E. Cils motiles présents chez la paramécie



essentiel de I'organe olfactif ou se ferait la détection par des récepteurs spécifiques des
substances odorantes (Fawcett, 1981).

> « 9+0 sensoriel » : retrouvés dans les cils sensoriels de I'ceil (les cbnes) et du rein (Seeley
and Nachury, 2010).

> Le cil primaire « 9+0 » (cf. figure 11A): Le cil primaire est retrouvé dans la quasi-totalité
des cellules du corps humain a I'exception de quelques cellules spécialisées. Par exemple,
dans les cellules multiciliées de I'épithélium respiratoire humain, le cil primaire disparait
au profit des cils motiles au cours de la différenciation des cellules multiciliées (Jain et al.,
2010). Le cil primaire est du type « 9+0 » non-motile avec une absence de bras de dynéines.
Dans la cellule, cette organelle forme une expansion de la membrane cytoplasmique en
contact avec I'extérieur de la cellule. De maniére générale, on I'observe dans les cellules
guiescentes ou sa biogenése est étroitement associée au cycle cellulaire. En effet, lors de
I’entrée en cycle, le cil primaire se désassemble (pour revue (Seeley and Nachury, 2010)).
Longtemps considéré comme une structure vestigiale dénuée de tout intérét, certaines
propriétés du cil primaire découvertes lors des dernieres années I'ont notamment
impliqué dans de nombreuses pathologies humaines. Les recherches trés actives qui le
concerne s’expliquent du fait de son réle central dans le contréle de nombreuses voies de
signalisation : Notch (Ezratty et al., 2011), TOR, Wnt, mais surtout Shh (Sonic hedgehog).
De nombreuses études indiquent la présence d’acteurs centraux de ces voies de
signalisation au niveau du cil primaire, et cette localisation spécifique apparait
indispensable a la fonction correcte de ces voies. De plus, des défauts de cils primaires ont
un impact sur ces voies de signalisation, qui aboutissent a des défauts touchant de
nombreux processus développementaux, lors de pathologies regroupées sous le terme de
ciliopathies (cf. partie II. 3) (Berbari et al., 2009; Gerdes et al., 2009; Goetz and Anderson,
2010; Wheatley et al., 1996).

L'objet de mon travail de thése portant particulierement sur I'étude des mécanismes
contrdlant la biogénese des cils motiles, je ne détaillerai pas davantage le cil primaire. La prochaine

partie sera consacrée a la description des différents modeles expérimentaux de la multiciliogenése.

Les organismes multiciliés

Les cils motiles sont présents chez la plupart des espéces animales, y compris chez de

nombreux organismes invertébrés : protozoaires ciliés (e.g. paramécie, Tetrahymena), planaires (e.g.
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Figure 12: Structure et développement des cellules ciliées de I'oreille interne

A. Diagramme représentant les différentes étapes de la formation des cellules ciliées de l'oreille interne. La
formation des cellules ciliées de l'oreille interne s’initie par la formation d’un cil appelé le kinocil. Par la
suite une multitude de microvillosités se forment autour du kinocil aboutissant a I'apparition de rangées de
stéréocils. Ces stéréocils sont constitués d'actine et ne sont donc pas considérés comme de véritables cils.
Le kinocil est situé sur le front de ces rangées de stéréocils (20 a2 300 par cellules) et le mouvement des
rangées de stéréocils permet le rapprochement ou I'éloignement par rapport au kinocil induisant des
phénomeénes de polarisation/dépolarisation de la cellule, conduisant in fine & la modulation du signal
nerveux. (Schwander et al., 2010)

B. Schéma représentant une vue en coupe des cellules ciliees de I'oreille interne (Schwander et al., 2010).

C. Acquisition en microscopie électronique des cellules ciliées de l'oreille interne, avec indiqué par une
fleche blanche le kinocil situé sur le front des rangées de stéréocils.
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vers aquatiques plats comme Schmidtea mediterranea, Platynereis dumerilii), larve d’oursin de mer,
algue verte (Chlamydomonas reinhardtii). Ces modeles tres utilisés en biologie du développement
(evo/devo) ont permis d’augmenter de fagcon importante les connaissances des mécanismes mis en

jeu dans le processus de ciliogéneése.

Les cils motiles sont conservés chez les vertébrés ou ils sont retrouvés dans certains tissus
spécifiques propres aux différentes espéces, ce qui a permis le développement de plusieurs modeéles
d’étude. Nous décrirons ici quelques modeles qui sont actuellement parmi les plus utilisés, et qui sont
dérivés de I’'Homme, de la souris du rat, du xénope ou du poisson zebre. Mon travail de thése s’est
notamment focalisé sur deux modeles distincts de ciliogenése : I'épithélium respiratoire humain et
I’épiderme d’embryon de xénope. De ce fait, ces deux modeéles seront plus particulierement détaillés

par la suite (cf. partie Il. 3. B).

1. Les épithéliums multiciliés chez I'Homme
Les cellules épithéliales multiciliées présentent a leur surface des centaines de cils motiles.

Chez tous les mammiféres, on retrouve un épithélium multicilié au niveau de la paroi des ventricules
cérébraux ol grace aux épendymocytes multiciliés, ils participent a la circulation du liquide céphalo-
rachidien (Shuangshoti et al., 1979). Au niveau du tractus génital féminin, leur présence dans les
trompes de Fallope contribue au transport de I'ovule jusqu’a I'utérus (Mardh et al., 1976; Westrom et
al., 1977). Nous verrons aussi que les voies respiratoires sont tapissées d’un épithélium mucocilié qui
est indispensable a la mise en place de I'escalator mucociliaire utile a I'évacuation du mucus et des
particules inhalées, contribuant ainsi a la premiéere ligne de défense du tissu respiratoire (Barton and

Lourenco, 1973).

A. Plexus choroide et parois ventriculaires cérébrales
Le Liquide céphalo-rachidien (LCR) transporte les nutriments nécessaires et les métabolites

produits durant un fonctionnement normal du systeme nerveux central. Sa production provient
principalement des cellules épithéliales du plexus choroide. Ces derniéres possedent des cils primaires
et jouent le role de véritable senseur du LCR : elles permettent 'homéostasie du LCR en régulant la

production et la composition chimique du LCR en fonction du niveau de différents facteurs circulants.

Les épendymocytes sont des cellules gliales cylindriques multiciliées et polarisées qui forment
un tissu dit « pseudoépithélial » dotés de cils motiles et de jonctions cellulaires. Leur origine
embryonnaire est différente des cellules épithéliales puisqu’elles proviennent de la créte neurale

(Mardh et al., 1976). Le « flux épendymaire » du LCR est assuré grace au battement des cils motiles

41



présents sur les épendymocytes (Del Bigio, 1995). La présence de cellules multiciliées épendymales a
été observée dans les zones ventriculaires de nombreux vertébrés : poissons, reptiles, oiseaux (Garcia-
Verdugo et al., 2002; Kishimoto and Sawamoto, 2012) mais aussi souris et homme. Les cils motiles des
cellules épendymales sont de type « 9+2 ». De maniére surprenant le battement ciliaire des cellules

épendymales a été montré comme nécessaire pour la migration des neurones (Sawamoto et al., 2006).

B. Les trompes de Fallope
Chez 'Homme, et de maniere plus générale chez les mammiféres, un épithélium mucociliaire,

composé de cellules multiciliées et de cellules sécrétrices de mucus tapissent la lumiére de I'oviducte
(appelé aussi trompes de Fallope) (Jansen, 1978). On divise habituellement la trompe de Fallope en 4
parties distinctes : a partir de I'ovaire, la fimbria, I'infundibulum, 'ampulla et I'isthmus, ce dernier étant
en contact avec I'utérus (cf. figure 13). La lumiére de ces 4 parties est couverte d’un épithélium pseudo-
stratifié simple. Environ 50% des cellules sont multiciliées au niveau de la fimbria pour décroitre a
environ 30% au niveau de I'isthmus. Les cellules épithéliales restantes correspondent essentiellement
a des cellules sécrétrices de mucus. La détection récente d’autres cellules, correspondant
probablement a des cellules basales, établit un paralléle avec I'organisation observée dans le tissu
respiratoire, et confére a ces derniéres cellules un réle de cellules progénitrices lors de la régénération

de I'épithélium de I'oviducte (Paik et al., 2012).

Le battement ciliaire permet le déplacement et la migration de I'ovule dans les trompes de
Fallope jusqu’au lieu de nidation. A noter toutefois que les cils ne sont pas indispensables a ce
processus, la contraction musculaire en étant le principal vecteur. De fait, certaines femmes atteintes
de syndromes associés a une immobilité ciliaire parviennent a poursuivre jusqu’a son terme leur
grossesse, sans probleme d’'implantation de I'embryon (McComb et al., 1986). Par analogie avec
I’épithélium respiratoire humain, un role de protection et/ou d’évacuation du mucus serait donc

associé a cet épithélium multicilié.

L’épithélium de I'oviducte contient également des cellules sécrétrices de mucus, qui possedent
un cil primaire de type « 9+0 » (Hagiwara et al., 2008). Un réle potentiel de régulateur de la sécrétion

de mucus en réaction a la composition du fluide a été proposé pour ce dernier (Hagiwara et al., 2008).

2. Les voies respiratoires

A. Structure anatomique
L'appareil respiratoire des mammiferes terrestres est divisé en 2 parties distinctes (Crystal,

1997; Fawcett, 1981; Hajj, 2006; Roux, 2010). Chez ’'homme, on décrit :
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Figure 13: Structure des trompes de Fallope
D’apres Concise Histology 1st edition, Leslie P. Gartner and James L. Hiatt
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- Les voies aériennes supérieures (aussi appelées voies extra-pulmonaires) qui regroupent
les cavités nasales, les sinus, le rhino-pharynx et le larynx. Cette partie haute des voies respiratoires
joue un role de convecteur afin de réchauffer et d’humidifier I'air inspiré et d’éviter le dessechement

de la muqueuse respiratoire au cours de I'inspiration.

- L’'arbre respiratoire, constitué de la trachée, des bronches, et qui aboutit aux alvéoles
pulmonaires. Trachée et bronches assurent la conduction de I'air. L’arbre est constitué par environ 23
divisions successives, dichotomiques et asymétriques. La premiere génération divise la trachée en
bronches souches droite et gauche qui pénetrent dans chacun des deux poumons. Elles se ramifient
ensuite en bronches lobaires au niveau de chaque lobe pulmonaire. Les générations suivantes de
bronches se ramifient de maniére dichotomique en bronches segmentaires (de la 2™ 3 la 8¢me

s 7

génération), puis en petites bronches, pour aboutir enfin aux bronchioles (de la 9™ 3 la 14%me
génération) et aux bronchioles terminales (de la 15°®™ & la 19"™ génération), constituant la fin des
voies de conduction aériennes. Enfin, les alvéoles pulmonaires naissent des bronchioles terminales (de
la 20%me 3 la 23™me génération) (cf. figure 14). La fonction essentielle de la partie distale de I'appareil
respiratoire concerne I'échange entre I'air inspiré, enrichi en oxygene et I'air expiré, enrichi en dioxyde

de carbone.

B. Architecture histologique
Les voies respiratoires humaines sont tapissées d’un épithélium dont I'organisation

morphologique, la composition cellulaire et les propriétés different en fonction de sa position dans
I’arbre respiratoire (Breeze and Wheeldon, 1977).

Depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles, I'épithélium respiratoire comprend un
épithélium de surface, en contact direct avec I'air inhalé, et un épithélium glandulaire, situé dans la
sous-muqueuse respiratoire et relié a la lumiére des voies aériennes par des canaux collecteurs
abouchant en surface au niveau de la lumiére canalaire. Les glandes sous-muqueuses sont constituées
d’un canal ciliaire, de canaux collecteurs, de tubules et acini muqueux, et d’acini séreux (Meyrick et
al., 1969; Pastor et al., 1994). On estime a 4000 le nombre des glandes présentes dans la trachée adulte
humaine (Tos, 1966).

L’épithélium naso-trachéo-bronchique de surface est dit pseudostratifié car, bien que les
noyaux des cellules présentent un aspect stratifié, ces dernieres sont toutes en contact avec la lame

basale, qu’elles atteignent ou non la surface des voies aériennes (McDowell et al., 1978).

Mon travail expérimental ayant principalement porté sur la muqueuse nasale ou bronchique

humaine, isolées a partir de biopsies de patients, ainsi qu’a la muqueuse trachéale murine isolée apres
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Figure 14: Structure anatomique de l'arbre respiratoire
(Selon “I'essentiel en physiologie respiratoire » de Ch. Préfaut chez Sauramps Médical 1988)
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dissection de trachée de souris, je ne détaillerai dans cette partie les différents aspects anatomiques,

histologiques et cellulaires que pour ces différents modeles.

C. Les mugqueuses nasales
Les deux fosses nasales (gauche et droite) sont séparées par une cloison osseuse. Elles

constituent I'orifice supérieur de I'appareil respiratoire, situées entre narine et choane. Elles
contiennent un vestibule, situé sous les ailes du nez, puis les fosses nasales. Elles contiennent
également les sinus (maxillaires, éthmoidaux, frontaux, sphénoidaux) qui sont des cavités
pneumatiques creusées dans les os de la face (cf. figure 15). Les sinus sphénoidaux, dans le corps du
sphénoide, débouchent dans les fosses nasales au niveau des méats, situés sous des replis des parois
latérales appelés cornets. On dénombre trois cornets nasaux : supérieur, moyen et inférieur. Ce
dernier, le plus développé, est constitué d’'un os propre. Ces cornets permettent d’augmenter la
surface de contact, puisque ainsi les deux fosses développent une surface de 160 cm?, pour un volume

de seulement 20 cm?3.

Au niveau des cavités nasales il existe trois types de muqueuses :

e Une muqueuse respiratoire (Crystal, 1997; Harkema, 1991), qui fait I'objet de notre étude. Elle
est composée d’'un épithélium pseudostratifié constitué en majorité de cellules multiciliées,
de cellules basales, de cellules sécrétrices de mucus et de quelques cellules neuroendocrines
(Jornot et al., 2007; Jornot et al., 2008) (cf. partie Il. 2. I). Cet épithélium repose sur une lame
basale et un chorion. Le chorion est un tissu conjonctif, trés vascularisé et innervé, qui contient
des tissus lymphoides associés, et de nombreuses glandes sous-muqueuses, exocrines et
tubulo-acineuses incluant des glandes séreuses (qui sécrétent des solutions protéiques), des
glandes muqueuses (qui sécretent les mucines qui correspondent au constituant principal du
mucus), et des glandes séro-muqueuses ou mixtes. Les glandes séreuses sont abondantes dans
les fosses nasales mais rares dans les sinus nasaux.

e Une muqueuse olfactive, composée d'un épithélium neuro-sensoriel responsable de
I'olfaction et composée de cellules multiciliées non motiles.

e Une muqueuse vestibulaire, qui assure une continuité avec la couverture cutanée externe,
composée d’un épithélium épidermoide pavimenteux stratifié, non kératinisé et résistant aux

agressions physiques auxquelles I’expose sa position a I’entrée de I'axe aérien.
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Figure 15: Structure anatomique des fosses nasales
(Selon I'“Atlas de I'anatomie humaine”, de FH Netter, 1997)
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D. La muqueuse du pharynx
Le pharynx, localisé a un carrefour aéro-digestif, et constitué d’'une armature musculo-membraneuse

recouverte de muqueuse, se décompose en 3 parties :

- le rhinopharynx, uniquement en contact avec l'air, contient une muqueuse de type
respiratoire, comme on en trouve tout au long des voies de conduction. Sa structure est
identique a celle que nous avons vue au niveau des fosses nasales, excepté au niveau du
chorion qui ne présente pas d’hypervascularisation.

- l'oropharynx, en contact avec I’air (axe aérien) mais aussi avec le bol alimentaire (axe digestif).
La muqueuse de I'oropharynx est constituée d’un épithélium de type épidermoide, beaucoup
plus résistant que I'épithélium respiratoire, comme on en trouve dans la partie haute du tube
digestif (cavité buccale, langue et cesophage).

- le laryngopharynx, cette partie du pharynx faisant partie du tube digestif, sa muqueuse est en

prolongement avec la muqueuse cesophagienne.

Les structures lymphoides surdéveloppées au niveau du pharynx forment des structures

lymphoides secondaires appelées « amygdales ».

E. La muqueuse du larynx
Le larynx participant a la fois a I'axe aérien et a la phonation dispose d’une structure

histologique adaptée a ces deux fonctions. Comme le pharynx, il est composé d’une armature fibro-
musculo-cartilagineuse recouverte de muqueuses. Le larynx faisant partie des voies aériennes, il est
tapissé d’'une muqueuse respiratoire, sauf en deux endroits, au niveau desquels I'épithélium

respiratoire, trop fragile, ne pourrait persister :

- La face supérieure de I'épiglotte qui appartient a I'axe digestif, puisque lors de la déglutition,
apres occlusion de I'orifice aérien, elle se trouve dans le prolongement de la base de la langue, en

amont, et de I'cesophage en aval.

- Les cordes vocales qui sont des expansions de la muqueuse laryngée formant 2 paires de
replis : Les plis supérieurs ou plis vestibulaires (fausses cordes vocales) qui sont protégés des fortes
pressions induites par la phonation. Ces plis ne nécessitant pas de protections particulieres sont
recouverts d’un épithélium prismatique, pseudostratifié, multicilié, mais présente quelques flots
d’épithélium épidermoide. En revanche, les plis inférieurs ou plis vocaux proprement-dit, soumis aux
contraintes de la phonation, sont recouverts d’un épithélium de type épidermoide plus résistant, ainsi
gu’un chorion sous-jacent particulier, occupé par un ligament, le ligament vocal et par un muscle strié,

le muscle vocal. Il est mal vascularisé et ne dispose pas de glandes.
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F. La muqueuse bronchique
Les voies aériennes bronchiques sont recouvertes d’une muqueuse respiratoire, trés proche

de la muqueuse respiratoire des cavités nasales. Elle est constituée d’un épithélium de revétement (ou
de surface), pseudostratifié reposant sur une lame basale et un chorion sous-jacent. On distingue
I’épithélium de revétement localisé a la surface des voies respiratoires, en contact direct avec l'air
inspiré de I'épithélium glandulaire, situé dans la sous-muqueuse. De nombreuses glandes sécrétrices
sont localisées entre I'épithélium respiratoire bronchique et le chorion, dont I'activité sécrétoire est
controlée par de nombreux médiateurs (Quinton, 1981). Elles sont formées d’'un épithélium
glandulaire sécréteur d’un fluide biologique riche en mucus et en molécules antimicrobiennes (Bals et
al.,, 1998; Basbaum et al., 1990; Jeffery, 1983). Ces glandes sous-muqueuses sont composées de
tubules et acini séreux, mugqueux ou séro-muqueux, de tubules interconnectés et de canaux collecteurs
(Meyrick et al., 1969). Les produits de sécrétion (mucus) s’accumulent au sein des canaux collecteurs,
pour étre sécrétés au niveau de la lumiére des voies aériennes aprés passage par des canaux ciliaires
bordés d’un épithélium cylindrique multicilié (cf. figure 16).

- L'épithélium de surface est constitué en majorité de cellules multiciliées, de cellules
basales, de cellules intermédiaires et de cellules caliciformes disséminées (cf. partie Il. 2. 1). La présence
de nombreuses cellules multiciliées au niveau des conduits respiratoires est indispensable pour une
propulsion efficace de la couche de mucus produit a la fois par les cellules sécrétrices de surface et par
les glandes intra-épithéliales (muco-séreuses). L’épaisseur de I'épithélium de surface diminue au fur
et a mesure de la descente dans I'arbre bronchique. Cet amincissement est associé a une diminution
progressive du nombre de cellules multiciliées et de cellules sécrétrices de mucus au profit d’un autre
type cellulaire, les cellules club (anciennement dénommées cellules de Clara).

- L’épithélium glandulaire est caractérisé par la présence d’'une majorité de cellules
sécrétrices : les cellules a mucus et les cellules séreuses constituant respectivement 40 % et 60 % de la
population totale. Les cellules a mucus contiennent de nombreuses granules de sécrétion. Ces
vésicules, d'un diametre variant de 300 a 1800 nm, sont remplies de mucines. Ces cellules permettent
la sécrétion du mucus et sont localisées dans la partie proximale de la glande. Les cellules séreuses
sont les cellules les plus distales de la glande. Elles sont impliquées dans la sécrétion d’eau et
d’électrolytes et contiennent aussi au pble apical de nombreux granules denses aux électrons, des
vésicules sécrétoires de 300 a 1000 nm de diametre, contenant de nombreuses macromolécules dont
le lysozyme, la lactoferrine, des IgA sécrétoires ainsi que la peroxydase (Basbaum et al., 1990; Meyrick

and Reid, 1970) (cf. partie Il. 2. J. 4)).
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Figure 16: Structure anatomique de la muqueuse bronchique (d’aprés King et al., 2004)

L'épithélium de surface bordant les voies respiratoires est composé par des cellules multiciliées, des cellules
sécrétrices de mucus et des cellules basales. Des glandes intra-épithéliales sont dispersées le long de cet
épithélium. On y retrouve une majorité de cellules sécrétrices de mucus.

Les alvéoles sont composées de pneumocytes de type | et de type 1.
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G. L"épithélium bronchiolaire
Au niveau des bronchioles, I'épithélium bronchiolaire ne présente plus qu’une a deux couches

de cellules. Comme ci-dessus, cet épithélium est constitué de cellules cylindriques, mais les cellules
multiciliées alors présentes sont moins hautes, et les cellules basales sont beaucoup moins
nombreuses. L'épithélium bronchiolaire est dépourvu de cellules caliciformes, remplacée par les

cellules Club, et une présence accrue de cellules neuro-endocrines (Cutz et al., 1985).

- Les cellules de Club ou cellules bronchiolaires non-ciliées sont des cellules en dome, de forme
ovale ou cuboidales chez 'homme, mais irréguliére chez les autres espéces (Plopper, 1983; Plopper et
al.,, 1983). Leur nombre augmente au fur et a mesure des segmentations des voies aériennes
bronchiolaires. Leur poéle apical faisant saillie dans la lumiére bronchiolaire est bordé de microvillosités
irréguliéres et contient des grains de sécrétion de 300 a 600 nm de diametre (Singh and Katyal, 2000).
Elles possedent un noyau en position basale, leur cytoplasme est riche en glycogéne et en cytochromes
P450, qui sont des enzymes impliquées dans la détoxification des xénobiotiques (Castell et al., 2005;
Widdicombe and Pack, 1982). Les cellules Club sont impliquées dans : (1) la synthése et la sécrétion du
CC10 (Club Cell protein 10 Kda) ou CCSP (Club Cell Secretory Protein) qui joue un réle anti-
inflammatoire en tant qu’inhibiteur de la phospholipase A2 (Mantile et al., 1993; Miller et al., 2007a;
Miller et al., 2007b; Singh and Katyal, 1997; Stripp et al., 2000; Watson et al., 2001) ; (2) elles participent
a la protection des voies respiratoires distales via leur capacité de détoxification des substances
xénobiotiques et des gaz irritants inhalés (Stripp and Reynolds, 2008) ; (3) elles sécrétent enfin
I’antileucoprotéase (De Water et al., 1986; Willems et al., 1988) et les protéines A et B du surfactant
alvéolaire, et sont connues pour leur capacité d’échanges ioniques (Van Scott et al., 1987). Certains
auteurs les définissent comme cellules progénitrices ou cellules souches de I'épithélium bronchiolaire,

capables en cas de lésion de proliférer pour reconstituer un épithélium jointif (Emura, 1997).

- Les cellules neuroendocrines, ou cellules a granules denses, ou cellules de Kultchitsky, ou
cellules de Feyrter, ont été identifiées dans I'épithélium respiratoire de surface par microscopie
optique. Ces cellules ont longtemps été considérées d’origine ectodermique, issues de la créte neurale
; elles proviennent en réalité de 'endoderme du bourgeon pharyngien et représentent donc une sous-
population de cellules épithéliales (Warburton et al., 1998). Distribuées de fagon éparse le long de
I’épithélium des voies aériennes (Adriaensen and Scheuermann, 1993), elles se regroupent
particulierement au niveau bronchiolaire ol elles forment des corps neuroépithéliaux (Linnoila, 2006).
Leur forme pyramidale ou triangulaire est proche de celle des cellules basales, et elles sont toutes
positionnées au contact de la lame basale. Chez ’'homme, une étude trés récente montre que les

cellules neuroendocrines ont une forme de bouteille, d’'une hauteur moyenne de 50 um, leur corps
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cellulaire se situant au niveau basal en contact avec la lame basale avec un prolongement du
cytoplasme qui atteint la surface de I'épithélium respiratoire (Weichselbaum et al., 2005). Elles
peuvent étre distinguées par le profil d’expression de molécules biologiquement actives comme la
sérotonine, la calcitonine, le CGRP (calcitonin gene-related peptide), la chromogranine A, la GRP,
(gastrin related peptide), la BDNF (brain-derived neurotrophic factor) et la bombésine, cette derniére
étant impliquée dans le tonus vasculaire et musculaire bronchique, ainsi que dans la sécrétion du
mucus et I'activité ciliaire (Polak and Bloom, 1986; Wharton et al., 1978a; Wharton et al., 1978b). Les
peptides secrétés par les cellules neuroendocrines jouent un réle déterminant dans le développement
foetal et dans la morphogenése pulmonaire (Li et al., 1994; Sunday et al., 1990). En outre, les cellules
neuroendocrines interviendraient dans la réparation et la régénération de I'épithélium bronchiolaire
Iésé, et pourraient représenter un réservoir de cellules souches/progénitrices au niveau bronchiolaire

(Reynolds et al., 2000).

H. L"épithélium alvéolaire
L’épithélium alvéolaire est constitué de deux types de cellules: les pneumocytes | (PNI) et les

pneumocytes Il (PNII) (cf. figure 16). Les alvéoles sont recouvertes par une fine pellicule de surfactant
contenant 85-90% de lipides, 10% de protéines et 2% de carbohydrates. Les principales protéines du
surfactant sont SP-A et SP-D qui sont hydrosolubles, SP-B et SP-C qui sont hydrophobes et spécifiques
du poumon (SP pour surfactant protein). Le surfactant maintient la valeur de la tension de surface afin
d’empécher le collapsus de I'alvéole, cette fonction étant principalement assurée par les polypeptides
SP-B et SP-C (Johansson et al., 1992; Tafel et al., 2008). Le surfactant joue également un réle dans la
défense immunitaire du poumon via certains de ses composants qui peuvent stimuler la phagocytose
et la capacité de dégradation et de migration des macrophages alvéolaires (Hoffman et al., 1987;

O'Neill et al., 1984).

1) Les pneumocytes |
Bien que les PNI couvrent 95% de la surface alvéolaire environ (5100 um? environ), ils ne

représentent que 37% de la population épithéliale alvéolaire du fait de leur forme aplatie. Ils possedent
peu d’organelles intracellulaires, témoignant ainsi d’'une activité métabolique peu intense (Mercurio
and Rhodin, 1976). Leur extréme finesse (0,1 a 0,5 um d’épaisseur) permet d’expliquer un réle
important des PNI dans les échanges gazeux. Par ailleurs, la présence a leur surface membranaire de
transporteurs et de canaux perméables au sodium (Na+/K+-ATPase et ENaC), indiquent aussi un réle

dans le transport d’eau et d’électrolytes (Borok et al., 2002; Dobbs et al., 1998; Johnson et al., 2002)
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et notamment dans l'absorption (Fang et al., 2002). Les PNI sont des cellules en phase de

différentiation terminale, sans capacité de prolifération.

2) Les pneumocytes Il
Les PNII, de morphologie plus cuboidale, n"occupent que 5% de la surface alvéolaire tout en

constituant 63% de la population épithéliale alvéolaire, avec un volume moyen qui vaut la moitié de
celui du PNI (750 um3 environ) (Crapo et al., 1982; Fehrenbach et al., 1995). lls sont retrouvés dans les
coins des septa alvéolaires et sont partiellement recouverts par des expansions cytoplasmiques des
PNI auxquels ils sont liés par des jonctions intercellulaires (Castranova et al., 1988). Ils sécretent le
surfactant pulmonaire (Vallyathan et al., 1988). Cette grande activité de sécrétion est associée a la
présence de corps lamellaires, organes de stockage du surfactant (Castranova et al., 1988). Les PNII
ont également un réle de cellules progénitrices, capables de générer des PNI. Les PNI et les PNII
possédent, tout comme les cellules de I'épithélium bronchique, de nombreux canaux ioniques (cf.
partie Il. 2. J. 2)) leur permettant de réguler le transport hydro-électrolytique transalvéolaire (Barbry
and Hofman, 1997; Barbry and Lazdunski, 1996; Matthay et al., 1996; Matthay et al., 2005; Voilley et
al., 1997).

l. Les différents types cellulaires de I'épithélium respiratoire des voies
aériennes supérieures.
L""appareil respiratoire est recouvert par un épithélium pseudo-stratifié dont les proportions

et les types cellulaires varient en fonction de sa localisation dans les voies respiratoires (Breeze and
Wheeldon, 1977; Busuttil et al., 1977; Serafini and Michaelson, 1977). Cette description se limitera aux
types cellulaires présents dans les voies aériennes supérieures, qui sont celles sur lesquelles a porté

mon travail expérimental.

1) Les cellules multiciliées
Les cellules multiciliées de I'épithélium respiratoire ont une forme cylindrique ou pyramidale,

d’une hauteur d’environ 20 um, pour une largeur variant de 7 um (du c6té apical) a 2 um (a la base de
la cellule) (Breeze and Wheeldon, 1977). Le battement coordonné de centaines de cils vibratiles a leur
surface permet d’assurer la fonction de clairance mucociliaire. Chaque cellule multiciliée arbore a son
pble apical 200 a 300 cils motiles (Rhodin, 1966) dotée d’un axonéme d’une longueur d’environ 7 um
de long et dont le diametre moyen est de 0,25 um environ. Des analyses en microscopie électronique
chez la souris indique que la longueur du cil diminue en descendant dans I'arbre bronchique : de 7um
de long dans les zones supérieures de conduction, les cils ne mesurent plus qu’environ 3 a 4 um dans

les bronches (Greenwood and Holland, 1972). La couche de cellules multiciliées repose sur une
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membrane basale de 40 a 60 nm d’épaisseur. Ce sont les cellules les plus nombreuses de I'épithélium
de surface (cf. figure 16) : elles représentent au niveau de la trachée ou des bronches plus de 56 % de
la population cellulaire et ne représentent plus que 15% des cellules épithéliales dans les voies
respiratoires plus distales (Serafini and Michaelson, 1977). Malgré ces différences de proportion, les
structures des cellules multiciliées restent relativement constantes entre espéeces, de méme qu’au sein
d’une méme espéce au long de I'appareil respiratoire (Breeze and Wheeldon, 1977; Busuttil et al.,

1977).

Le noyau est situé au niveau basal de la cellule alors que les mitochondries sont abondamment
retrouvées au niveau apical de la cellule (Hansell and Moretti, 1969), fournissant ainsi de fagon efficace
I’énergie indispensable au battement ciliaire (Blanquart et al., 1995). Le battement ciliaire est
coordonné, polarisé, dissymétrique et planaire (Sleigh, 1981). C’est la synchronisation du battement
ciliaire qui permet le déplacement efficace du mucus vers le pharynx. Ex vivo, la fréquence de
battement des cils de I'épithélium respiratoire est comprise entre 10 et 15 Hz (Zahm et al., 1990), la
fréquence étant plus élevée dans les bronches proximales que dans les bronches distales (Rutland et
al., 1982). La structure de I'axonéme, du corps basal ainsi que du pied basal reste inchangée entre les
différents épithéliums multiciliés eucaryotes. Tous partage une structure de type motile « 9+2 »,
caractérisée par la présence du doublet de MT centraux (cf. partie I. 3. A). Comme nous |'avons vu,
I'interaction entre les MT et les bras de dynéines permet le glissement des doublets de MT nécessaire

pour le battement des cils (Wanner et al., 1996).

Les cellules multiciliées sont considérées comme différenciées de fagon terminale, étant
incapables de se diviser a nouveau pour proliférer (Kauffman, 1980; McDowell et al., 1983). Cette regle
est susceptible d’étre remise en cause avec la découverte du mécanisme de transdifférenciation des
cellules multiciliées en cellules sécrétrices de mucus (Park et al., 2006a; Turner et al., 2011; Tyner et
al.,, 2006). Les cellules multiciliées ne sont pas directement attachées a la lame basale par des
hémidesmosomes, mais plut6t grace a des desmosomes (cf. partie Il. 2. J. 1)) qui les lient aux cellules
adjacentes (Shebani et al., 2005). Outre leur réle dans le transport du mucus par le battement ciliaire
(cf. partie Il. 2. J. 3) e), elles ont également un réle dans les transports hydro-électrolytiques a travers
la muqueuse respiratoire (Nadel, 1985), ainsi que dans la sécrétion de macromolécules (Varsano et al.,
1987). De plus, les cellules multiciliées expriment sur leur membrane apicale les protéines ENaC
(Barbry and Lazdunski, 1996) et CFTR (Puchelle et al., 1992), impliquées dans les transports d’ions Na*
et CI' (Fang et al., 2002; Shen et al., 1995) (cf. partie Il. 2. J. 2)).
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2) Les cellules basales
Les cellules basales sont retrouvées dans I'ensemble des épithéliums stratifiés et pseudo-

stratifiés. D’'un point de vue morphologique, on les distingue par leur petite taille, leur forme
triangulaire et un rapport noyau/cytoplasme tres élevé. Elles sont situées dans la partie la plus basale
de I'épithélium respiratoire de surface au contact de la lame basale. Elles sont plus nombreuses au
niveau proximal de I'arbre respiratoire ou elles représentent environ 30 % de la population épithéliale
et recouvrent a 90 % la lame basale (Mercer et al., 1994; Rock et al., 2009). Elles sont de moins en
moins nombreuses au niveau distal (Baldwin, 1994) ou elles ne représentent que 2 a 10 % de la
population dans les segments bronchiolaires inférieurs a 0,5 mm (Boers et al., 1998). Leur nombre est
fortement corrélé a la hauteur de I'épithélium de surface et est proportionnel a celui des cellules

cylindriques (Evans et al., 1992; Evans et al., 1990; Evans et al., 1989; Evans and Moller, 1991).

Les cellules basales sont rattachées a la lame basale par les hémi-desmosomes, et aux cellules
épithéliales avoisinantes par des desmosomes, conférant ainsi cohésion et stabilité a I'épithélium
respiratoire (cf. chapitre Il. 2. J. 1) c) (Shebani et al., 2005). Elles se distinguent des autres cellules de
I’épithélium respiratoire par I'expression de certains marqueurs intracellulaires comme les
cytokératines-5, -13, -14 et -17 (Dupuit et al., 2000; Evans et al., 2001; Nakajima et al., 1998; Rock et
al.,, 2009), des marqueurs membranaires comme le CD151 (« cluster de différentiation 151 » ou
tétraspanine) et le facteur tissulaire (TF pour Tissue Factor) (Hajj et al., 2007), ou d’'un marqueur
nucléaire comme le facteur de transcription transformation-related protein 63 (TRP63) (Daniely et al.,

2004; Dellavalle et al., 2001).

Dans la perspective d’identifier les cellules souches de I'épithélium respiratoire, des premiers
travaux réalisés a partir de souris transgéniques créées sous promoteur de la cytokeratine-14, ont pu
montrer qu’apres Iésions de I'épithélium in vivo, les nouvelles cellules multiciliées et sécrétrices de
mucus qui repeuplent la région lésée dérivaient toutes deux des cellules basales (Hong et al., 2004a;
Hong et al., 2004b). Ces résultats suggéraient ainsi que ces cellules basales pouvaient, outre leur role
dans l'ancrage de [Iépithélium respiratoire a la lame basale, jouer un role de cellules
souches/progénitrices. Différents travaux ont montré par la suite que les cellules basales, triées par
cytométrie de flux avec différents marqueurs basaux, étaient bien capables de redonner in vitro un
épithélium mucocilié pleinement différencié (Hajj et al., 2007; Rock et al., 2009). Il est a présent
clairement établi que ces cellules basales jouent un role important dans la régénération et la
réparation de I'épithélium respiratoire Iésé, comme le suggere aussi I'identification de signature
transcriptomique associée a des récepteurs et des facteurs de croissance et de prolifération (Hackett

et al,, 2011).
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3) Les cellules sécrétrices de mucus
Les cellules sécrétrices de mucus sont aussi appelées cellules caliciformes, en raison de leur

morphologie en forme de calice, ou cellules en gobelet (goblet cell en anglais). Comme les cellules
multiciliées, les cellules sécrétoires sont de forme « cylindrique ». Dans I’arbre respiratoire depuis les
fosses nasales jusqu’aux bronchioles, on les retrouve aussi bien dispersées au milieu des cellules
multiciliées de I'épithélium de surface, ou elles sont cing fois moins nombreuses que les cellules
multiciliées (Breeze and Wheeldon, 1977; McDowell et al., 1983; Wanner et al., 1996), qu’au sein des
épithéliums glandulaires. Les cellules sécrétrices glandulaires sont 40 fois plus abondantes que les
cellules sécrétrices épithéliales ou cellules caliciformes a mucus. De fait, 90% du mucus est
effectivement sécrété par les glandes tubulo-acineuses de la muqueuse. Dans la trachée humaine, leur
nombre est estimé § 6000-7000 cellules/mm? , et diminue dans la partie distale de I'épithélium de
surface (Ellefsen and Tos, 1972). En revanche, elles sont absentes des zones d’échanges gazeux au

niveau alvéolaire. In vivo, le temps de leur renouvellement a été estimé a 45 jours (Rogers, 2003b).

En microscopie, les cellules sécrétrices de mucus sont caractérisées par un noyau et des
organites cellulaires situés au niveau basal des cellules, avec un cytoplasme rempli par des granules
sécrétoires peu denses aux électrons, principalement localisés dans leur pole apical (Verdugo, 1990).
Ces granules sont des grains de sécrétion de 800 nm de diametre, occupant la majeure partie du
cytoplasme (Jeffery and Li, 1997). lls renferment un mélange de protéoglycanes neutres et acides
riches en acide sialique et en sulfates. Ces protéoglycanes sont essentiellement des mucines, un des
composants importants du mucus respiratoire (Verdugo, 1990). Les cellules sécrétoires différenciées
expriment spécifiguement les cytokératines 7, 8 et 18 (Broers et al., 1989). Outre leur fonction
principale de sécrétion des mucines, les cellules sécrétoires produisent aussi des protéines a activité
anti-bactérienne telles que les IgA sécrétoires (Goodman et al., 1981), la peroxydase (Christensen et
al., 1981; Christensen and Hayes, 1982), etc... Dans des conditions physiologiques normales,
I’épithélium de surface comprend un petit pourcentage de cellules a mucus et une majorité de cellules
multiciliées, permettant un équilibre entre quantité de mucus adéquate pour piéger les particules
inhalées et évacuer par expiration. Dans certaines situations de stress ou pathologiques ou en réponse
aux agressions environnementales (infections microbiennes, exposition a des agents xénobiotiques,
toxiques, irritants), I'épithélium respiratoire augmente sa sécrétion de mucus, la toux permettant
d’expectorer les débris trappés par le mucus. Une hyperplasie de cellules sécrétoires peut alors étre
observée, au détriment du nombre des cellules multiciliées (Rogers, 1994; Rogers, 2003a). Les cellules
hyperplasiques expriment certaines molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Tesfaigzi et al., 2000).
Des études ont montré que I'interleukine-13 (IL-13) et I'EGF (« epidermal growth factor ») était capable

d’inhiber I'apoptose des cellules multiciliées et de promouvoir la transdifférenciation des cellules
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multiciliées en cellules a mucus (Park et al., 2006a; Tyner et al., 2006). Par la suite, I'épithélium
respiratoire se rétablit et la balance entre cellules a mucus et cellules multiciliées se normalise. Cette
augmentation du nombre de cellules caliciformes dans certaines situations pathologiques est
également observée dans des pathologies respiratoires inflammatoires chroniques telles que I'asthme,
les dyskinésies ciliaires, la mucoviscidose ou la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO)

(cf. partie I1.3.A.3).

4) Les cellules intermédiaires ou parabasales
Les cellules intermédiaires ou parabasales constituent 7 % de la population totale des cellules

de I'épithélium bronchique et 33% des cellules prolifératives au niveau des voies aériennes de
conduction. Elles sont localisées entre les cellules basales et cylindriques (Boers et al., 1998). Tandis
gu’en microscopie optique, ces cellules ne semblent partager de caractéristiques morphologiques
communes ni avec les cellules multiciliées, ni avec les cellules caliciformes, sécrétrices de mucus ou
neuroendocrines, (Boers et al., 1998; Breeze and Wheeldon, 1977; Breuer et al., 1990; Donnelly et al.,
1982; Mercer et al., 1994), une étude en microscopie électronique a transmission a révélé en revanche
des similitudes morphologiques avec les cellules basales. Fusiformes, ces cellules n’atteignent pas la
surface de I'épithélium. Leur fonction demeure encore hypothétique. Elles pourraient constituer des
éléments de transition en cours de différenciation en cellules multiciliées ou sécrétoires (Donnelly et
al., 1982). D’apreés les travaux de Donnelly, elles pourraient aussi contribuer au renouvellement des

cellules cylindriques en tant que cellules basales en cours de différenciation (Donnelly et al., 1982).

5) Les cellules canalaires
Ce sont les cellules des canaux glandulaires de I'épithélium trachéo-bronchique, qui sont en

continuité avec les cellules de I'épithélium de surface. L'épithélium canalaire contient une grande
majorité de cellules multiciliées, permettant la propulsion des sécrétions glandulaires vers le liquide
de surface. C’'est aussi au niveau de ces canaux glandulaires qu’une niche de cellules souches de

I’épithélium trachéo-bronchique a été suggérée (Borthwick et al., 2001).

6) Les cellules séreuses
Les cellules séreuses (qui contiennent des protéines de type sérique) ont été décrites dans

I’épithélium de surface de souris, de rats, de chats, de jeunes hamsters et de feetus humains (Jeffery
and Li, 1997; Pack et al., 1980). Elles ont également été décrites au niveau des petites bronches et
bronchioles chez 'Homme (Rogers et al., 1993), mais ne sont exprimées que de facon transitoire lors

du développement embryonnaire (Gaillard et al., 1994). Au niveau glandulaire, elles sont plus
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nombreuses et ressemblent morphologiquement aux cellules séreuses de I'épithélium de surface. A
I'inverse des cellules sécrétoires, leur cytoplasme contient des granules denses aux électrons de
diametre allant de 300 a 1800 nm (Meyrick and Reid, 1970). Ces granules renferment des protéines
telles que le lysozyme (Hinnrasky et al., 1990), la transferrine (Bowes et al.,, 1981), ou
I’antileucoprotéase (Franken et al., 1980). Les cellules séreuses sécretent également des mucines
neutres sulfatées (Lamb and Reid, 1970) et des substances non muqueuses telles que des lipides

(Spicer et al., 1980).

7) Les cellules myoépithéliales
Présentes au pourtour des acini glandulaires formés par les cellules séreuses et muqueuses,

les cellules myoépithéliales sont de forme allongée, positionnées a la base de I'épithélium glandulaire
en contact avec la lame basale. Elles expriment la cytokératine 14 qui est caractéristique des cellules
épithéliales basales, et I'a-actine caractéristique des fibres musculaires lisses. Elles entourent les
glandes, et en se contractant, elles favorisent I’expulsion des sécrétions glandulaires depuis les tubes
collecteurs vers la lumiere des voies aériennes par la pression qu’elles exercent sur les glandes. Les
tachykinines sécrétées par les terminaisons nerveuses, et surtout par les cellules inflammatoires au
niveau glandulaire, favorise la contraction glandulaire via NK1, le récepteur de la substance P, qui est
situé sur la membrane des cellules myoépithéliales (Springer et al., 2005), et dont I’activation stimule
le cheminement des sécrétions glandulaires de mucus vers le liquide de surface. Ces médiateurs
inflammatoires modulant I’hypersécrétion de mucus pourraient avoir une implication dans certaines

maladies respiratoires chroniques telles que I’'asthme, la BPCO ou la mucoviscidose.

J. Les différentes fonctions de I'épithélium respiratoire
Les voies respiratoires sont en contact permanent avec I’environnement extérieur et exposées

continuellement a des molécules toxiques, agressives, ou a des agents pathogénes. L'épithélium
respiratoire constitue une barriére physique et physiologique de défense protégeant I'organisme
contre les fréquentes agressions externes. Cette propriété indispensable est assurée par plusieurs
mécanismes associés, et dont I'orchestration est essentielle au maintien homéostatique de 'intégrité
tissulaire. Le réle de barriere physique requiert un ensemble cellulaire cohésif mettant en jeu de
nombreuses jonctions spécifiques. La clairance mucociliaire, qui vise a éliminer les particules toxiques
inhalées, nécessite i) une fonction et un battement coordonnées des cils motiles, ii) une constitution
physico-chimique précise du volume périciliaire (électrolytes, ions, eau, protéines, mucines...), iii) une

sécrétion épithéliale de molécules anti-microbiennes et de cytokines nécessaires a la mise en place
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d’une fonction immune de I'épithélium et a son interaction efficace avec les cellules immunitaires

environnantes.

1) Intégrité de la barriere épithéliale
L’épithélium respiratoire forme une barriere physique entre I'environnement extérieur et

I'organisme. L'intégrité de cette barriere protege I'organisme des aéro-contaminants et autres agents
pathogénes. La cohésion physique de la barriere est assurée par plusieurs types de complexes

jonctionnels qui vont également définir la polarité apico- basal de I'épithélium (cf. figure 17).

a. Les jonctions serrées
Les jonctions serrées (zonula occludens) sont localisées au niveau apical de la membrane

basolatérale des cellules épithéliales cylindriques ou elles déterminent une barriére physiologique
entre I'extérieur et l'intérieur de l'organisme en limitant le passage de molécules dans I'espace
paracellulaire (Gumbiner, 1993). Elles établissent la polarité de la cellule en déterminant le domaine
basolatéral et le domaine apical de la membrane cellulaire. Les jonctions serrées sont des complexes
multiprotéiques incluant les protéines ZO1 (zonula occludens type 1), ZO-2 et ZO-3 (Gumbiner, 1993;
Jesaitis and Goodenough, 1994). Leur association a plusieurs familles de protéines membranaires
(occludines, claudines, JAM : Junctional Adhesion Molecule) établit une jonction serrée qui ceint I'apex
de la cellule épithéliale. Si la jonction serrée constitue une barriéere, elle reste cependant perméable a

certaines petites molécules (transport paracellulaire).

b. Les jonctions intermédiaires
Pour renforcer la cohésion et I'adhérence intercellulaire de I'épithélium respiratoire, des

jonctions intermédiaires ou jonctions adhérentes (zonula adherens) forment une ceinture
jonctionnelle autour des cellules épithéliales en dessous des jonctions serrées. Elles sont constituées
par les E-cadherines, protéines transmembranaires localisées au niveau de la membrane basolatérale,
qui permettent des interactions entre chaque cellule adjacente. Chaque jonction intermédiaire est
reliée au cytosquelette d’actine de la cellule par I'intermédiaire des caténines (a, p et p120-caténine),
de I'a-actinine et de la vinculine (Shapiro and Weis, 2009). En plus de sa fonction structurale, la B-
caténine est au cceur de la régulation de la voie canonique Wnt. En effet la B-caténine est un effecteur
clé de la transduction du signal vers le noyau, qui contrdle ainsi I'expression de certains genes cibles
impliqués dans la différenciation cellulaire dans de nombreux tissus (Valenta et al., 2012). Le role
essentiel de cette ceinture est de renforcer I'intégrité de I'épithélium lors des modifications de formes

générées par les changements conformationnels des filaments d’actine (Perez-Moreno et al., 2003).
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Figure 17: Les jonctions des cellules cylindriques

Une des fonctions de I'épithélium respiratoire est de former une barriére physique entre I'environnement
extérieur et l'organisme. Elle est assurée par différents complexes jonctionnels au niveau des cellules
cylindriques par la présence de jonctions serrées, de jonctions intermédiaires, de désmosomes et de
jonction communicantes.
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C. Les desmosomes
Les desmosomes (macula adherens) ont une distribution ponctiforme et sont distribués sur

I’ensemble de la surface basolatérale en dessous de la ceinture des jonctions adhérentes. Ces jonctions
d’ancrage sont caractérisées par la présence de plaques protéiques denses (les desmoplakines de type
1, 2, 3 et 4) dans lesquelles s’insérent les filaments intermédiaires de cytokératines des cellules

adjacentes qui assurent ainsi cohésion et interaction intercellulaire (Baum and Georgiou, 2011).

d. Les jonctions communicantes
Les jonctions communicantes (ou gap junction) assurent une communication intercellulaire en

formant des pores de large diametre constitués principalement d’hexameres de molécules de
connexines (Falk, 2000). Elles permettent la diffusion passive de molécules de petite taille (<1 kDa :
AMP cyclique, nucléotides, Ca?*, I'inositol-1,4,5-tris-phosphate...) entre deux cellules adjacentes. Ces
jonctions communicantes ont été impliquées dans de nombreux processus cellulaires (prolifération,
différenciation, réparation, morphologie cellulaire) (Ahmad et al., 2001; Crespin et al., 2011; Willecke

et al., 2002).

e. Les hémidesmosomes
Les hémidesmosomes sont des complexes multiprotéiques de 0,1 a 0,5 um de diametre,

localisés spécifiquement au pole basal des cellules épithéliales basales (Schwarz et al., 1990; Shebani
et al., 2005). Elles sont situées contre la lame basale sous-jacente ou elles assurent une fonction de
stabilité cellulaire en ancrant les cellules via des hétérodiméres d’intégrine a6p4 (Lee et al., 1992;
Stepp et al.,, 1990). Ces jonctions agissent comme un transducteur de signal (Borradori and
Sonnenberg, 1996). Elles sont aussi liées aux filaments de cytokératine permettant d’établir une
connexion entre le cytosquelette et la matrice extra-cellulaire en particulier le collagéne de type VIl et
la laminine 5 (Garrod, 1993). Ce sont des structures dynamiques qui interviennent au cours des
processus de remodelage tissulaire par un assemblage et désassemblage de I'édifice moléculaire

permettant ainsi de maintenir I'intégrité du tissu épithélial (Tsuruta et al., 2003).

2) Les transports hydro-électrolytiques
Une fonction essentielle des cellules épithéliales concerne le transport d’eau et d’électrolytes

(Na*, CI, K*, Ca%,...) qui permet de réguler le volume et la composition du liquide de surface des voies
aériennes. Ces flux ioniques sont réalisés par I'intermédiaire de canaux ioniques et de transporteurs,
localisé de maniére asymétrique a la membrane apicale et basolatérale permettant la mise en place
de transports vectoriels de fluide (Ussing and Zerahn, 1951). Un couplage complexe entre les

transports de cations (principalement Na*) et les transports d’anions (principalement Cl°), associés a
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des transports d’eau, permet une intégration des échanges hydro-électrolytiques a I’échelle du tissu
entier. Les transports associés sont tres importants pour réguler les mouvements d’eau a travers
I’épithélium et intégrent les transports via la voie paracellulaire et des transports via la voie
transcellulaire. Des protéines spécifiques, appelées aquaporines, assurent les flux transcellulaires
d’eau. Ces transports contribue a I’hydratation optimale des voies aériennes et permettent d’assurer
une clairance mucociliaire efficace (Boucher, 1994; Boucher, 2003; Chambers et al., 2007; Tarran et
al., 2001; Widdicombe et al., 1997).

Les transports ioniques transmembranaires peuvent se faire de maniére passive, ou sinon
active, lorsqu’il y a consommation d’ATP. Le coeur fonctionnel du transport actif est constitué par la
pompe Na*-K*-ATPase dont I'activité est nécessaire pour le maintien des gradients électro-chimiques
de Na* et de K* au niveau de la membrane plasmique. La premiere description physiologique d’une
absorption active de Na* a été réalisée en 1958 par Keefoed-Johnsen et Ussing (Koefoed-Johnsen and
Ussing, 1958). Selon ce modele, le couplage entre I'électrodiffusion passive de sodium par des canaux
ou des transporteurs de sodium présents a la surface de la membrane apicale (e.g. ENaC pour canal

sodium épithélial) (Barbry and Lazdunski, 1996) et la sortie active du sodium intracellulaire par la

pompe Nat/Kt/ATPase située sur la membrane basolatérale génére un transport vectoriel
transcellulaire de sodium. Un passage simultané d’un anion, (ion chlorure par exemple) ou d’un cation
(le plus souvent ion potassique) permet de respecter I'électro-neutralité globale dans les différents
compartiments, et s’"accompagne éventuellement d’un transport de liquide.

La valeur du potentiel membranaire varie généralement entre deux valeurs extrémes, qui sont
définies proches des potentiels d’équilibre électrochimique de Nernst des ions sodium (situé aux
environs de +100mV externe) et potassium (situé aux environs de -100mV externe). Le gradient
électrochimique du CI se situe généralement au voisinage de ce potentiel de repos. Selon la position
du potentiel d’équilibre de Nernst de I'ion ClI" (Ec= 58 log[Cl]i / [Cl]e) par rapport au potentiel de
membrane, le sens de mouvement du CI" a travers la membrane plasmique (sortant ou entrant) peut
ainsi étre modifié (Dawson et al., 1999)

La réabsorption vectorielle de NaCl et d’eau peut mobiliser plusieurs systémes de transports
différents, en fonction du tissu considéré : NKCC2 (apical), cotransporteur Na*/Cl" (NCC), échangeur
Na*/H* (NHE) ou canal Na* épithélial (ENaC). La présence d’une perméabilité sodique importante induit
une dépolarisation de la membrane apicale et favorise I'absorption apicale de CI" par des canaux CI
localisés dans la membrane apicale (e.g. CFTR) (Fang et al., 2002). Le Na* est ensuite relargué a
I’extérieur par la pompe Na*/K*-ATPase et le Cl par des canaux Cl" basolatéraux (Kunzelmann and Mall,
2002; Kunzelmann and Schreiber, 1999). A I'inverse, le blocage de cette méme conductance sodique

(avec de I'amiloride par exemple (Barbry and Lazdunski, 1996)) va hyper-polariser la membrane
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apicale, et inverser alors le sens de transport des ions CI, qui seront alors secrétés. Les ions Cl" sont
transportés par différents systémes dont le canal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator) dont la dysfonction est responsable de la mucoviscidose (cf. partie Il. 3. A. 2)), des
échangeurs d’anion (AE) CI//HCO3’, divers familles de canaux CI" dont la famille CLC qui peuvent étre
activés par différents messagers intracellulaires tels que le Ca?*, 'AMPc, le GMPc, diverses protéines
kinases dont I'activation est induite par de nombreux médiateurs ou signaux extracellulaires (Jentsch
et al., 2002; Kunzelmann and Mall, 2002; Kunzelmann and Schreiber, 1999; Nilius and Droogmans,
2003). Le mécanisme de sécrétion active du Cl nécessite une entrée de Cl" a travers la face basolatérale
via un cotransporteur Na*/K*/Cl" (NKCC1), dont I'activité couplée a une pompe Na*/K*-ATPase fournit
la force électromotrice nécessaire a ce transport (Jorgensen et al., 2003). Ce transport baso-latéral est
couplé a une sortie apicale de CI" qui a lieu par éléctrodiffusion a travers des canaux CI. Le mécanisme
complet implique également I'ouverture de canaux K* (SK4, KvLQT1). Le gradient ionique généré par
la pompe Na*/K*-ATPase au péle basolatéral permet de maintenir le gradient d’ions K*, différents
canaux potassiques (dépendants du voltage et/ou du calcium) contribuant au maintien du potentiel
de membrane. Une trentaine de canaux potassiques distincts au sein des voies respiratoires, situés de
facon spécifique sur les poles apicaux ou basolatéraux de cellules spécifiques, contribue indirectement
a ’lhoméostasie des ions Na* et CI, ainsi qu’au contréle des volumes du liquide de surface ainsi que de
sa composition. Il a enfin été montré que I'activité de certains canaux modulerait la prolifération et Ia
migration de certains types cellulaires, ce qui pourrait avoir un impact sur la réparation du tissu
respiratoire apres lésion (Trinh et al., 2012; Trinh et al., 2007).

L’ensemble de ces différents transports d’ions est sous le contréle de médiateurs ou de signaux
extracellulaires (e.g. noradrénaline, acétylcholine, nucléotides extracellulaires ATP, UTP, stress
mécaniques...) (Marcet and Boeynaems, 2006; Quinton, 1999), qui vont ainsi pouvoir contréler la
composition du volume périciliaire, la fluidité du mucus, le battement ciliaire, et au final la clairance
mucociliaire et I'activité antimicrobienne de certaines substances sécrétées par I'épithélium (Paisley

et al., 2010).

3) La clairance mucociliaire
Les voies respiratoire constitue une surface de contact avec I’environnement de plus de 100

m? qui représente de ce fait une porte d’entrée importante pour les agents pathogénes. La séparation
en une zone de conduction (trachée et bronches qui représente de I'ordre de 25 a 30% de la surface
totale d’échange) et une zone d’échange (les alvéoles qui représentent plus de 70% de la surface totale
d’échange) permet une certaine optimisation des fonctions de I'organe, en réduisant notamment la
présence des débris et des pathogénes dans la région la plus distale. Pour protéger I'organisme,

I’épithélium respiratoire des voies aériennes supérieures est tapissé d’'un film liquide visqueux
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permettant I’élimination d’une partie importante des particules inhalées. Les cils motiles présents au
pble apical des cellules multiciliées, permettent par leur battement coordonné, I'expulsion des
particules inhalées piégées dans ce film mucoide par un mécanisme dénommé « clairance
mucociliaire ». Il constitue ainsi une premiére ligne de défense contre les pathogenes. Cependant, dans
certaines pathologies respiratoires comme I'asthme, la mucoviscidose ou les BPCO, on assiste a un
remodelage de I'épithélium respiratoire associée a la perte des cellules multiciliées et a une hyper-
prolifération des cellules sécrétrices de mucus. La conséquence immédiate de ces modifications est

I’altération de cette clairance mucociliaire.

a. Le mucus
Le mucus est composé a 95 % d’eau et 5 % d’ions et de protéines glycosylées, il forme un film

tapissant [’épithélium respiratoire qui maintient son hydratation. Les protéines retrouvées
majoritairement au sein du mucus sont les mucines. Les mucines sont des protéines filamenteuses de
trés hauts poids moléculaire fortement glycosylées par de nombreuses chaines O-glycaniques qui
représentent 50 a 80 % de la masse totale (cf. figure 18).

On distingue les mucines sécrétées et les mucines membranaires. Les mucines majoritaires
sécrétées au niveau des voies aériennes, sont MUC2, MUC5AC, MUCS5B. Leurs domaines riches en
cystéines permettent I'oligomérisation et la polymérisation. Cette structure multimérique procure la
configuration tridimensionnelle d’'un gel (Van Klinken et al.,, 2000; van Klinken et al., 1998). Les
mucines, MUC5AC et MUCSB, sont les molécules prédominantes dans la formation du gel de mucus
(Hovenberg et al., 1996; Sheehan et al., 1999). La mucine MUCS5AC est produite par les cellules
caliciformes de I'épithélium de surface bronchique tandis que MUC5B est sécrétée majoritairement
par les glandes de la sous-muqueuse (Hovenberg et al., 1996; Wickstrom et al., 1998). Les mucines
membranaires, MUC1, MUC3, MUC4 et MUC13, posseédent un domaine glycoprotéique
transmembranaire (Moniaux et al., 1999; Williams et al., 1999; Williams et al., 2001). Elles sont
retrouvées également dans le mucus mais elles ne participent pas a la formation du réseau
tridimensionnel. Les mucines conférent au mucus des propriétés rhéologiques bien précises afin de lui
établir des propriétés de viscoélasticité et de filance (capacité a former des fils) compatibles avec le
transport mucociliaire (Puchelle et al., 1983).

Les mucines sont responsables de la viscosité de la couche de mucus et leur sécrétion est
régulée en fonction du contexte infectieux de I'épithélium : dans le cas d’infection a certains
pathogénes (Barbier et al.,, 2012; Klinger et al.,, 1984) ou en réponse a certaines cytokines pro-
inflammatoires (Longphre et al.,, 1999; Shim et al., 2001), on observe une augmentation de la

production et de la sécrétion de mucines. Un modele de clairance mucociliaire détaillé plus loin met
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Figure 18: Les transports hydro-électrolytes. (d’aprés Hollenhorst et al., 2011)

Représentation schématique des transports d'électrolytes au niveau de I'épithélium respiratoire entre les
cellules épithéliales (jaune) et le liquide peériciliaire (bleu clair). La composition du liquide périciliaire est
régulée par le transfert d'ions et notamment par la réabsorption de sodium (Na*) et la sécrétion de chlore
(CI). Ces transports d'ions entrainent le passage d'eau qui suit le gradient osmotique faisant ainsi varier la
composition de liquide périciliaire. Les différents types de transport bien que retrouvés en générale dans la
méme cellule sont ici séparés: gauche le transport de Na®, au milieu celui de chlore et & droite celui de
potassium (K¥).
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en avant la capacité des mucines a former un maillage dense permettant de contenir les

pathogénes et d’empécher le contact direct avec les cellules épithéliales (Button et al., 2012).

b. Le liquide de surface (ASL)
Le liquide de surface est composé de deux phases distinctes : la phase « sol », ou liquide

périciliaire, qui est I'espace dans lequel les cils motiles battent. La phase « gel » correspond a la couche
de mucus mobile dans laquelle sont emprisonnées les particules inhalées. La phase « gel » est évacuée
lors de la clairance mucociliaire par le battement coordonné des cils motiles.

Le modeéle conventionnel postule que les cils baignent dans un liquide trés peu dense en
mucines de maniéere a permettre le battement ciliaire. La couche de mucus formerait ainsi une couche
protectrice mobile trés dense en mucines, située au-dessus des cils motiles.

Récemment, Button et collegues ont proposé un modele type « gel sur brosse » dans lequel le
battement coordonné des cils est expliqué en partie par un maillage dense de mucines reliant les cils
motiles. Le maillage composant la couche périciliaire permettrait de filtrer certaines particules (Button
et al., 2012). Ce modele postule que la présence de deux couches distinctes est maintenue par la
création d’une pression osmotique dépendant de la composition en mucines qui est différente entre
les deux couches. Dans des conditions non-pathologiques, un équilibre « visco-chimique » permet le
maintien des deux couches. En revanche, dans des cas d’hypersécrétion de mucus, la pression
osmotique induit une diminution de la hauteur du liquide périciliaire, qui a pour conséquence directe

des défauts de battements ciliaires et une altération de la clairance mucociliaire.

C. Phase Gel

La phase gel, composée a 97% par de I'eau, se structure en un réseau dense de mucines. La
présence des mucines (principalement Muc5AC et Muc5B) confere a cette couche certaines
caractéristiques physiques : le mucus est élastique et visqueux. Muc5AC et Muc5B forment des
polyméres dits homotypiques : un seul type de mucines est retrouvé dans chaque polymére.
L’enchevétrement de ces polymeres de mucines s’effectuent par la création de liaisons non covalentes
calcium-dépendantes et forment ainsi un maillage dense, avec une porosité d’environ 500 nm. Cela
confére une viscosité et une élasticité qui dépendent de la concentration en mucines (Thornton et al.,
2008; Thornton and Sheehan, 2004) (cf. figure 19). Cependant, la largeur du maillage confére une
perméabilité a certains petits virus a capsides hydrophiles qui sont ainsi capables d’infecter les voies

respiratoires.

En revanche dans certaines pathologies respiratoires, I'hypersécrétion de mucus consécutive

a une inflammation peut aboutir a une augmentation de la concentration de mucus qui peut
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Figure 19: Modifications post-traductionnelles des mucines et impact de la concentration en mucines sur
le gel de mucus (d’aprés Kreda et al., 2012)

A. Représentation des domaines des mucines polymériques représentatif de MUC2, MUCS5AC et MUCSB.
La partie central est compose de nombreux domaine riche en Cystéine et des répétitions de domaines
de glycosylation.

B. Observation du gel de mucus de cellules bronchique humain marqué en fluorescence avec de
I'agglutitine fluorescente. Le maillage observé varie en fonction de la concentration en mucus (indiquée
en dessous de chaque image). Un contrdle correspond a I'image « 1,5% ». Des cellules bronchiques non
pathologiques correspondent a l'image du centre (2,5%) alors que l'image de droite (6,5%) est
représentative du gel de mucus retrouvé chez les patients CF, avec un maillage beaucoup plus dense.
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représenter jusqu’a 15% de la phase « gel » et affecter alors la clairance mucociliaire (Thornton and

Sheehan, 2004).

d. Liquide périciliaire

Le liquide périciliaire (LPC) était encore défini il y a peu comme une couche aqueuse dénuée
de mucus, de maniére a permettre le battement ciliaire. L’épaisseur de cette couche apparaissait
comme étroitement dépendante de sa composition ionique (Tarran, 2004) (cf. partie Il. 2. J. 2)): un LPC
trop mince induit I'’écrasement des cils par la couche de mucus, empéchant ainsi le battement ciliaire.
A l'inverse un LPC trop épais empéche I'action des cils sur la couche de mucus (Sleigh, 1981). De
nombreuses protéines et peptides aux propriétés antimicrobiennes (défensines, chimiokines) et
immunologiques (interleukines, cytokines, chimiokines) sont retrouvés dans le LPC et contribuent a
assurer la défense de I'épithélium respiratoire (Bals et al., 1998; Bowes et al., 1981; Cole et al., 2002;
Dajani et al., 2005).
Récemment, Kesimer et collégues ont combiné des approches de protéomique et de microscopie pour
démontrer la localisation exclusive de MUC5AC et de MUC5B au sein de la couche de mucus et son
absence du LPC. (Kesimer et al., 2013). Ces études montrent que MUC1, MUC2, MUC16 et MUC20, des
mucines associées aux membranes, sont retrouvées dans le LPC. Des expériences de microscopie
électronique révelent des localisations préférentielles sur certains types cellulaires : les auteurs

mentionnent notamment la présence de MUC4 et MUC20 sur les cils motiles (Kesimer et al., 2013).

e. Battement ciliaire
Le battement de cils est la base du processus de clairance mucociliaire qui est indispensable a

la défense de I'organisme (Knowles and Boucher, 2002). De nombreuses pathologies respiratoires sont
associées a un défaut de clairance mucociliaire. Une meilleure caractérisation des différents
événements moléculaires controlant le battement ciliaire est indispensable pour comprendre les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans certaines pathologies respiratoires comme la
mucoviscidose, les BPCO, I'asthme et les dyskinésies ciliaires.

Le battement ciliaire est un systeme synchronisé entre les centaines de cils présents a la
surface d’'une méme cellule multiciliée, qui est également coordonné entre les cellules multiciliées
adjacentes. Des expériences indiquent une vitesse de propulsion de liquide par les cils motiles de 0,5
mm par seconde (King et al., 1974) pour une fréquence de battement ciliaire comprise entre 7 Hz et
20 Hz (Sanderson and Dirksen, 1985). Un mouvement plan asymétrique se met en place, caractérisé
par 2 phases distinctes : une premiére phase rapide dite effectrice et une deuxieme phase lente dite

de rétablissement (cf. figure 20).
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Figure 20: Mouvement ciliaire lors de la clairance mucociliaire

A.

Représentation des différentes positions des cils au cours du mouvement ciliaire. La phase de
rétablissement (cil en gris) permet aprés une propulsion le retour du cil en position initiale (extrémité
gauche de I'image). La phase de propulsion dite effectrice (cil en noir) permet un contact efficace avec le
liquide a propulser. 'ensemble du mouvement permet la propulsion directionnelle des fluides indiquée
ici par la fleche bleue.

Représentation 3D du battement ciliaire retrouvé dans l'épithélium respiratoire. Dans les cellules
multiciliées un léger décalage est crée entre les mouvements ciliaire de chaque cil motile pour éviter un
encombrement trop important. Sur un ensemble de cellules multiciliées comme représentées ici, on a
alors 3 un temps donné un mouvement de la clairance mucociliaire par vague.
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Lors de la phase effectrice, le cil est dans un plan perpendiculaire par rapport a I'épithélium
(Sanderson and Sleigh, 1981). A ce moment, I'extrémité de I'axonéme est en contact direct avec la
couche de mucus et permet sa propulsion.

La deuxiéme phase de rétablissement, correspond au retour a la position initiale sans affecter
la propulsion de la couche de mucus. Lors de cette phase, I'axonéme du cil se courbe, puis revient a sa
position initiale dans un plan incliné par rapport a I'épithélium (Sanderson and Sleigh, 1981).

Chaque cellule multiciliée étant composée de plusieurs centaines de cils motiles, un décalage
entre les battements des cils d’'une méme cellule permet de générer une vague a la surface de
I’épithélium respiratoire pour ne pas entraver le battement des cils motiles voisins (cf. figure 20).

Quelques études mettent en évidence certains acteurs indispensables pour le battement
ciliaire qui n’affectent pas la structure du cil : ces études mettent en avant I'importance des mesures
sur plusieurs paramétres ciliaires pour évaluer I'impact sur la clairance mucociliaire (Horani et al., 2013;
Moore et al.,, 2013). Par exemple, Horani et collégues montrent que la mutation de CCDC65, un
membre du complexe régulateur nexine-dynéine, induit un battement ciliaire anormal affectant la
direction et donc I'efficacité de la clairance mucociliaire (Horani et al., 2013). Par ailleurs, le battement
ciliaire est controlé par divers signaux ou médiateurs extracellulaires (e.g. nucléotides, ATP, UTP...) qui

agissent via la voie de signalisation calcique (Morse et al., 2001; Murakami and Eckert, 1972).

f. Modele « Gel-on-Brush »
Le modele conventionnel postule que la couche de mucus est « suspendue » au-dessus du LPC

grace au battement ciliaire. En utilisant des billes fluorescentes de différents diametres, Button et
collaborateurs ont réussi a discriminer le gel de mucus du LPC. De maniére opposée a ce que le modéle
conventionnelle postule, I'arrét du battement ciliaire n’induit pas un mélange des deux couches,
indiquant la présence dans le LPC d’une couche solide que Button et colléegues interpretent par la
présence d’'un réseau dense de structures macromoléculaires rattaché a la membrane épithéliale
comme suggéré par la présence de certaines mucines dans le LPC (Kesimer et al., 2013; Kesimer and
Sheehan, 2012). Ils expliquent ainsi que le LPC soit composé de mucines rattachées aux membranes
des cellules épithéliales excluant les mucines « libres » et formant ainsi deux couches distinctes. Les
mucines membranaires apparaitraient ainsi comme les poils d’'une brosse dont le manche
correspondrait a un cil (cf. figure 21).

Une notion est introduite par les mémes auteurs, qui postulent que ce maillage dense tendrait
a coordonner des cils motiles au sein méme de I'épithélium respiratoire. L'utilisation de billes
fluorescentes de diametres différents indique que le maillage devient de plus en plus dense a proximité
des cellules épithéliales, et observent une exclusion des billes au-dela de 40 nm de diametre, taille

excluant de facto de nombreux pathogenes (bactéries, champignons et certains virus) qui seront ainsi
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Figure 21: Nouveau modéle de gel sur brosse (gel-on-brush)(d’aprés Dickey, 2012)

A. La couche de gel mobile se déplace au-dessus d'une couche périciliaire immobile. Les cellules 3 mucus
synthétisent des mucines polymériques qui constituent la couche de gel mobile et les cellules multiciliées la
propulse.

B. Les cellules sécrétrices de mucus secrétent des mucines polymériques qui vont directement dans la
phase de gel mobile. Cependant, on retrouve aussi de grosses quantités de mucines associées aux
membranes qui sont retrouvées dans le liquide périciliaire.

C. Les mucines associées aux membranes sont constituées d’une chaine riche en sucres. Cet « enrobage »
permet un répulsion I'une vis-a-vis de I'autre. On a ainsi la formation d’un couche organisée trés dense et
trés saturée. Au contraire les mucines polymériques non attachées & la membrane forment une couche
avec une organisation aléatoire des mucines entre elle.
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retenus dans le gel de mucus mobile et donc éliminés par la clairance mucociliaire. En cas de
déshydratation du mucus, observée dans de nombreuses pathologies respiratoires (e.g.
mucoviscidose), c’est moins I'augmentation de la viscosité du mucus qui empécherait le battement
ciliaire que I'’écrasement de |'espace périciliaire. La séparation des deux couches induirait des échanges
osmotiques entre les deux couches lors de déshydratation, et la rétractation du LPC induirait ainsi un
« écrasement » des cils motiles empéchant leur mouvement ciliaire et affectant la clairance

mucociliaire (Button et al., 2012).

4) Défense immunitaire de I’épithélium respiratoire
L'air inhalé est susceptible de contenir une multitude d’agents pathogenes, d’aéro-

contaminants et d’autres particules polluantes. Confrontés a ces risques, I'épithélium respiratoire
dispose d’un arsenal de molécules de défenses sécrétées dans le mucus et possédant des activités

antibactériennes, antivirales et antifongiques.

- Le lysozyme est une protéine basique enzymatique et antimicrobienne, sécrétée en tres
grande quantité (0,1 a 1 mg/mL dans les sécrétions respiratoires), par les cellules glandulaires et les
cellules caliciformes de I'épithélium de surface ainsi que par les macrophages alvéolaires, et les

neutrophiles (Konstan et al., 1982).

- La lactoferrine, une glycoprotéine de la famille des transferrines, est une glycoprotéine
enzymatique de 80 kDa fixant des ions ferriques (Metz-Boutigue et al., 1984). Elle est retrouvée dans
plusieurs sécrétions telles que les larmes ou la salive (Levay and Viljoen, 1995; Lonnerdal and lyer,
1995). Elle est présente dans les vésicules de sécrétions secondaires des neutrophiles et dans les
granules de sécrétion des cellules glandulaires séreuses (Finkbeiner et al., 2010). Elle a une activité

bactériostatique et bactéricide mais posséde également des propriétés anti-inflammatoires.

- Les défensines : ce sont de petits peptides cationiques dotée d’une activité antimicrobienne
touchant bactéries, parasites, moisissures et virus (Martin et al., 1995). Les défensines respiratoires
sont principalement synthétisées et excrétées par les cellules épithéliales et les cellules phagocytaires.
Il existe 2 types de défensines : les a-défensines et les B-défensines. Les a-défensines, également
appelées HNP (Human Neutrophil Peptides) sont retrouvées dans les grains azurophiles des
neutrophiles (Harwig et al., 1994). Elles sont impliquées dans les phénomeénes mitogéniques et
chimiotactiques (Chertov et al., 1996; Murphy et al., 1993). Elles contribuent a la réparation de
I’épithélium respiratoire en activant la prolifération cellulaire (Aarbiou et al., 2002). Les B-défensines,
ou HBD (Human Beta Defensin), sont sécrétées par les cellules de I'épithélium et des glandes des voies
aériennes (Singh et al., 1998) en réponse a une stimulation par le LPS et les cytokines telles que le TNF-

a et l'interleukine-1B. Elles sont actives contre les bactéries GRAM positives et négatives (Ganz, 2003;
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Oppenheim et al., 2003). Leur activité antimicrobienne est étroitement liée au niveau de la

concentration en ions Na+ et Cl- du milieu extracellulaire (Pezzulo et al., 2012).

- Le SLPI (ou Secretory Leukocyte Protein Inhibitor) est une protéine secrétée de 11.7 kDa
exprimée par les macrophages, les neutrophiles et les cellules séreuses de I'épithélium respiratoire
(Melrose et al., 1992). SLPI est abondamment retrouvé au niveau pulmonaire. Le domaine C terminal
posséde une activité inhibitrice de I'élastase neutrophilaire ainsi que de la cathepsine G, jouant un role
important dans le maintien de I'intégrité tissulaire. Il posséde une activité antibactérienne et antivirale

(Gauthier et al., 1982).

- La cathélicidine (LL-37) est une protéine antimicrobienne appartenant a la famille des
cathélicidines. Elle est retrouvée dans les granules spécifiques des neutrophiles, les lymphocytes et les
cellules épithéliales respiratoires (Agerberth et al., 2000). Elle est présente sous une forme inactive et
le précurseur (hCAP-18) a besoin d’étre clivé par la protéinase 3. Elle a une action chémo-attractante
vis-a-vis des cellules immunitaires au foyer d’inflammation ou d’infection. Cependant, la LL-37 a une

activité réduite dans le cas de la mucoviscidose ol son action bactéricide est inhibée.

- Lactopéroxydase : Les cellules épithéliales des voies respiratoires peuvent sécréter la
lactopéroxydase intervenant lors des infections des voies aériennes (Christensen et al., 1981).
L'inhibition de la lactopéroxydase entraine une diminution de la clairance bactérienne dans les voies
respiratoires (Gerson et al., 2000). La lactopéroxydase a une fonction antivirale (Pourtois et al., 1990;
Tenovuo et al.,, 1995), anti-fongique (Lenander-Lumikari et al., 1992; Popper and Knorr, 1997) et
possede un spectre d’activité contre Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia et Haemophilus

influenzae (Wijkstrom-Frei et al., 2003).

- Cytokines/Chimiokines : L’épithélium respiratoire est une barriére physique complexe
qui joue aussi un role intrinséque dans I'immunité innée et adaptative par l'intermédiaire de Ila
production de nombreuses cytokines et chimiokines lui permettant d’interagir étroitement avec les
cellules immunitaires environnantes (Giovannini-Chami et al., 2012; Marcet et al., 2007; Stick and Holt,
2003). Les cellules épithéliales, dans les voies respiratoires comme ailleurs, sont en effet une source
de médiateurs inflammatoires comme les peptides antimicrobiens mais aussi de nombreuses
cytokines (Bals and Hiemstra, 2004). En réponse a un stress ou a un signal extracellulaire donné, les
cellules épithéliales peuvent sécréter diverses cytokines ou chimiokines telles que la chimiokine CCL20
(Marcet et al., 2007; Starner et al., 2003; Stick and Holt, 2003) également appelée macrophage
protéine inflammatoire-3a (MIP-3a), Exodus-1 ou LARC (Schutyser et al., 2003). Dans les voies
respiratoires, CCL20 a une double action: elle attire les cellules immunitaires dont les cellules

dendritiques, mais possede aussi une activité antimicrobienne comme les défensines (Reibman et al.,
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2003; Starner et al., 2003). Il existe une interaction étroite entre les cellules épithéliales et les cellules
dendritiques sous-jacentes, notamment via la sécrétion de nombreux facteurs par les deux types
cellulaires (Schmidt et al., 2011; Upham and Stick, 2006). Les cellules dendritiques sont capables de
s’insérer entre les jonctions serrées des cellules épithéliales adjacentes et capter les bactéries
directement a partir de la lumiére et activer ainsi une réaction immune. De plus certains facteurs
épithéliaux (CCL20, TSLP) modulent la fonction des cellules dendritiques (Rimoldi et al., 2005).

Les mécanismes régulant ces réactions immunes jouent un réle important dans des
pathologies respiratoires comme |'asthme ou la mucoviscidose qui sont associées a une infection des
voies respiratoires et/ou une réponse inflammatoire exagérée, caractérisée par l'afflux de
polynucléaires (neutrophiles ou éosinophiles, en fonction de la pathologie) et des concentrations
élevées de cytokines (e.g. IL-8, interférons, IL4, IL13, ou IL-5) dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire (Balough et al.,, 1995; Giovannini-Chami et al., 2012). Les nucléotides extracellulaires
apparaissent aussi comme des régulateurs importants de la réponse immune au sein de I'épithélium

respiratoire (Marcet and Boeynaems, 2006; Marcet et al., 2007).

3. Défauts ciliaires & pathologies respiratoires (Ciliopathies)

A. Ciliopathies non motiles
Parmi les nombreuses ciliopathies d’origine génétique qui ont été identifiées au cours des

derniéres années, la plupart des mutations décrites affectent le cil primaire en entrainant I'apparition
d’autres symptomes cliniques. Dans ce paragraphe, je détaillerai trés brievement ces pathologies car
elles ne sont pas forcément reliées directement a des défauts des cils motiles des voies respiratoires.

Le cil primaire n’est pas motile mais joue un réle primordial dans la transduction de signaux
(Berbari et al., 2009), notamment au cours du développement embryonnaire. Ainsi, des mutations de
protéines impliquées dans I'assemblage de I'axonéme, comme par exemple KIF3A et KIF3B qui sont
des dynéines de la machinerie du IFT, entrainent des défauts développementaux précoces, y compris
des défauts de symétrie droite/gauche (Hirokawa et al., 2006).

Les défauts de ciliogenese observés dans les syndromes Bardet-Biedl ou BBS affectent de
nombreux organes. Différentes présentations cliniques sont observées en fonction des patients:
obésité, rétinite pigmentaire, polydactylie, atteintes rénales, perte de fonction des gonades
(hypogonadisme). On regroupe sous ce terme les patients présentant certains de ces symptoémes,
cependant d’autres manifestations cliniques peuvent apparaitre en fonction de la mutation (cf. pour
revue (Tobin and Beales, 2009)). Ces mutations affectent les protéines BBS qui sont des protéines
localisées soit au niveau du corps basal soit au niveau des cils. A I'heure actuelle une quinzaine de

protéines sont a I'origine de ces pathologies. Par ailleurs, des mutations de protéines du cil primaire
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spécifiguement exprimées dans certains tissus vont causer des défauts restreints aux tissus touchés :
par exemple la mutation des genes codant pour RPRG (retinitis pigmentosa GTPase regulator) ou
RPGRIP1 (RPGR-interacting protein 1) n’affecte que la rétine, ou elle provoque une rétinite pigmentaire
(Ferreira, 2005).

Certaines pathologies respiratoires sont associées a une clairance mucociliaire défectueuse et
a des défauts de cils motiles qui peuvent étre directs ou étre la conséquence d’autres désordres
pathologiques :

o Défautdirect du Cil : c’est le cas des dyskinésies primaires. Des mutations sur des genes codant
pour des acteurs importants pour la motilité des cils peuvent affecter la clairance mucociliaire
(pour revue voir (Waters and Beales, 2011)).

e Hypersécrétion de mucus : plusieurs facteurs peuvent influencer la variation de I’hydratation
du mucus, le changement dans ses composants du mucus ou de leur proportion. Ces
différentes situations ménent a une accumulation du mucus empéchant la clairance
mucociliaire et facilitant le développement d’infections ou d’inflammations de I'épithélium
respiratoire.

e Remodelage défectueux de I'épithélium de surface : dans certaines pathologies respiratoires
(mucoviscidose, BPCO, asthme sévere), I'épithélium subit des modifications importantes avec
notamment une disparition progressive des cellules multiciliées au profit d’'une hyperplasie
sécrétoire caractérisée par une augmentation durable du nombre de cellules a mucus (Cohn,
2006). Cela aboutit a une augmentation de la quantité de mucus, qui altere la clairance

mucociliaire et facilite donc les infections respiratoires.

A noter que I'"hypersécrétion de mucus et I’hyperplasie sécrétoire, si elles correspondent a des
caractéristigues communes des maladies respiratoires chroniques comme les dyskinésies ciliaires, la
mucoviscidose, I'asthme ou la BPCO (Cohn, 2006), apparaissent davantage comme des effets
secondaires de ces pathologies dont les étiologies impliquent avant tout des processus
inflammatoires : dans I'asthme, une inflammation plutét médiée par des cellules Th2 en réponse
notamment a un allergéne et conduisant a une éosinophilie ; dans la mucoviscidose ou dans la BPCO,
une inflammation associée a une réponse inflammatoire neutrophilique probablement induite par une
infection microbienne ou un stress (e.g. molécules toxiques, fumée de cigarette). La recherche de
nouveaux acteurs clés dans ce contexte est nécessaire pour établir de nouvelles stratégies
thérapeutiques permettant la restauration des cils motiles fonctionnels a la surface des cellules

épithéliales respiratoires et donc une clairance mucociliaire efficace.
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1) Les Dyskinésies Ciliaires Primitives
Les Dyskinésies Ciliaires Primitives (DCP) ou « syndrome des cils immobiles » sont des

pathologies autosomiques récessives qui touchent directement a I'intégrité ou la fonctionnalité du cil
motile. A I’heure actuelle, plus d’une vingtaine de protéines différentes ont été impliquées dans les
DCP. Le diagnostic de cette pathologie nécessite des mesures structurales et de motilité des cils qui
sont particulierement lourdes et délicates a mettre en ceuvre (microscopie électronique,
vidéomicroscopie,...). Par ailleurs, un dépistage génétique de cette maladie peut étre effectué bien
gu’au vu de la quantité importante de protéines entrant la biogéneése des cils motiles, de nombreuses
mutations restent slirement encore a étre découvertes. D’un point de vue génétique, les mutations
sont retrouvées sur des genes codant pour les dynéines internes ou externes, constituant les moteurs
moléculaires nécessaires a la motilité des cils (Merveille et al., 2011; Mitchison et al., 2012; Panizzi et
al., 2012). Deux génes, DNAL1 et DNAH5, codant pour des dynéines du bras externes, expliquent a eux
seuls prés de la moitié des cas de DCP (Mazor et al., 2011; Olbrich et al., 2002). L'implication de la
mutation DNAHS5 dans I'apparition de situs inversus a été identifiée par Olbrich et collegues (Olbrich et
al., 2002). Les patients DCP développent des infections respiratoires, une infertilité masculine et la
présence dans 50% des cas de situs inversus (syndrome de Kartagener). L'asymétrie droite-gauche lors
de I'organogeneése est liée a la distribution anormale des organes internes et des visceres qui s’établit
en fonction du flux liquidien a I'intérieur de la cavité blastocélique. Une inversion du sens de rotation
du liquide aboutit a un situs inversus chez 50% des patients atteints de DCP. Ces patients présentent
des infections respiratoires a répétition liés aux défauts de clairance mucociliaire et a I'absence de
motilité des cils motiles des voies respiratoires. La « stagnation » du mucus favorise la colonisation
microbienne au niveau des voies respiratoires, et aboutit in fine a des insuffisances respiratoires. Ces
symptomes sont trés proches de ceux observés dans la mucoviscidose (cf. partie Il. 3. A. 2)). D’ailleurs,
les nombreux progrés médicaux réalisés dans le domaine de la mucoviscidose ont pu étre mis a profit
pour mieux soigner les symptOmes respiratoires des patients DCP. L’apparition des premiers
symptomes respiratoires est trés variable, du fait probablement dans la grande variabilité
génotypique. Le plus souvent, les patients consultent pour des problemes respiratoires chroniques, et

le diagnostic de la DCP peut étre conforté par la présence d’un situs inversus.

2) La mucoviscidose
La mucoviscidose, ou Cystic Fibrosis (CF), est la plus fréquente des maladies héréditaires

autosomiques récessives graves dans les populations d'origine européenne, avec une incidence
d’environ une naissance sur 2500 (Navarro et al., 2001). En France, environ 250 nouveaux cas de

mucoviscidose avérés sont pris en charge chaque année. Ceci permet d'évaluer a environ 6000 le
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nombre actuel de patients atteints en France. Statistiquement, une personne sur 25 en moyenne serait
porteuse d’une mutation a I'état hétérozygote (dit « porteur sain »), ce qui correspond a plus de deux
millions de personnes soit environ 5% de la population générale en France. Cependant, la fréquence
de l'affection varie selon l'origine géographique et ethnique des patients. Il n’existe a ce jour aucun
traitement curatif. En I'absence de traitement palliatif, la médiane de survie est de 3 a 5 ans. La rapidité
du diagnostic est donc décisive car la précocité des soins et de la prise en charge du malade par une
équipe médicale spécialisée permet d’éviter I'apparition de lésions irréversibles. C'est un facteur
essentiel qui permet d’augmenter considérablement la qualité et I'espérance de vie des malades qui
est estimée actuellement a environ 47 ans. En 1989, une équipe américano-canadienne a identifié le
géne responsable de la mucoviscidose. Ce géne, dénommé CFTR pour Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator, code pour la protéine CFTR, un canal Cl" appartenant a la superfamille des
transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989). Son activité de
canal CI est régulée par des phosphorylations majoritairement par la protéine kinase dépendant de
I’AMPc (PKA), mais aussi par d’autres kinases comme les PKC ou PKG (Billet and Hanrahan, 2013). Par
ailleurs, son fonctionnement nécessite la fixation et I’hydrolyse de molécules d’ATP au niveau de ses
deux domaines de liaison a I’ATP (Akabas, 2000). Une fois activé, le canal CFTR s’ouvre et permet le
passage sélectif d’anions (ClI"mais aussi iodure, bromure, et bicarbonate), jusqu'a son inactivation par
déphosphorylation via des phosphatases (Gadsby and Nairn, 1999a; Gadsby and Nairn, 1999b). Dans
la mucoviscidose, la mutation de ce canal conduit a sa dysfonction et a une altération des transports
d’ions CI" mais aussi a une perturbation associée des transports d’autres molécules. Ces défauts se
manifestent principalement au niveau des épithéliums et des glandes exocrines, lieux ou le canal CFTR
se retrouve principalement exprimé (Davis and Cowley, 2006; Kreda et al., 2012). A l'origine considérée
comme une maladie monogénique, il s’avere aujourd’hui que la mucoviscidose est une maladie
complexe impliquant de nombreuses mutations du gene cftr (plus de 2000 a I'heure actuelle). Des
geénes modificateurs, et d’autres facteurs sont a considérer qui contribuent a des tableaux cliniques
complexes, ol des mutations identiques peuvent aboutir a des présentations différentes de la maladie

(Bombieri et al., 2000).

Bien que n’étant pas I'objet central de mon travail de thése, la mucoviscidose étant associée a
des défauts importants de clairance mucociliaire et de réparation tissulaire (Donaldson et al., 2007;
Livraghi and Randell, 2007), nous avons choisi d’effectuer des études comparatives entre un
épithélium « normal » et un épithélium CF au cours du processus de différenciation. C'est pourquoi j’ai
choisi au cours de cette introduction de détailler brievement cette pathologie respiratoire. Je

n’évoquerai pas ici la physiopathologie liée au dysfonctionnement du canal CFTR mais je m’attarderai
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plutot sur les défauts de liquide de surface des voies respiratoires, de la réparation du tissu respiratoire

CF et sur les modéles animaux développés pour étudier la mucoviscidose.

a. Modifications du liquide de surface
Dans les voies respiratoires, une des conségquences majeures des perturbations ioniques

provoquées par I'absence ou la dysfonction de CFTR est un épaississement et une augmentation de
viscosité du mucus, probablement dues a une déshydration et une réduction concomitante de la
hauteur du LPC (Boucher, 2007a; Boucher, 2007b; Button et al., 2012). En conséquence, les cils motiles
se retrouvent écrasés, affectant leur battement et donc la clairance mucociliaire. Le mucus plus
visqueux, et difficilement évacué par une clairance mucociliaire réduite, va devenir un nid propice aux
infections par de nombreux pathogenes (Pseudomonas Aeruginosa, Staphylococus Aureus,
Hemophilus Influenzae, Aspergillus). Ces états infectieux chroniques sont inévitablement associés a un
état inflammatoire récurrent caractérisé notamment par une infiltration de neutrophiles, ainsi qu’a
une insuffisance respiratoire chronique, principale cause de mortalité et de morbidité chez les patients
CF (Heijerman, 2005). Dans la mucoviscidose, une des principales questions encore en suspens est de
savoir si I'état inflammatoire du tissu respiratoire précede I'infection ou alors si elle n’en est que la
résultante. Comme nous I'avons vu plus haut (cf. partie Il. 2. J. 4)), I'épithélium respiratoire sécréte de
nombreuses molécules anti-microbiennes qui sont sensibles aussi bien aussi bien aux concentrations
extracellulaires de Na* et de CI" qu’au pH (Pezzulo et al., 2012). L’installation de niches microbiennes
au niveau des voies respiratoires CF et la susceptibilité des patients CF a développer des infections
respiratoires chroniques pourraient aussi impliquer une déficience de I'activité anti-microbienne de
ces molécules en conséquence d’'une composition altérée (pH acide et concentrations en Na*, CI
modifiées) du LPC due aux défauts de CFTR et des transports d’ions (cf. figure 22). En accord avec cette
hypothése, une étude récente a montré a partir d'un modéle porcin de mucoviscidose (Rogers et al.,
2008b), que le liquide de surface des voies respiratoires était diminué et plus acide chez le cochon CF,
et que I'activité antimicrobienne était inhibée par cet acidification du mucus (Pezzulo et al., 2012). Cela
aurait pour conséquence de favoriser la colonisation des poumons par certains pathogenes comme
Pseudomonas Aeruginosa. Cette étude suggere qu’un traitement permettant de restaurer le pH du
liguide de surface a un niveau physiologique pourrait permettre de retrouver une activité anti-
microbienne naturelle des voies respiratoires CF. En accord avec cette hypothese, certaines études
mettent en avant une perte d’efficacité de certains antibiotiques a des pH plus acides, ce qui peut
poser un probléme d’efficacité de traitements antimicrobiens dans la mucoviscidose (Moriarty et al.,

2007).
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Figure 22: Modéle de la mucoviscidose et impact sur la clairance mucociliaire (d’aprés Frizzell et Pilewski,
2004)

Les transports hydro-éléctrolytiques permettent de maintenir I'équilibre entre 'absorption de Na et la
sécrétion d'anions nécessaire pour I'homéostasie du liquide périciliaire (LPC), permettant une clairance
mucociliaire efficace. Lors de la mutation du canal CFTR chez les patients CF, la réduction de la sécrétion de
chlore induit une perte de |'équilibre entre I'absorption de Na et la sécrétion d’anions. Une des résultantes
directe est une déplétion du liquide périciliaire impactant la clairance mucociliaire. La stagnation du mucus
favorise les infections et les phénoménes inflammatoires et donc a la sécrétion de chimiokines. Ce
changement de contexte induit un remodelage de ['épithélium respiratoire caractérisé par une
hyperprolifération des cellules 2 mucus avec une perte des cellules multiciliées.
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b. Remodelage de I'épithélium de surface
Les infections répétées du tissu respiratoire conduisent a sa destruction progressive associée

a une fibrose pulmonaire et a un remodelage de I'épithélium. L’épithélium respiratoire CF est
caractérisé par une hyperplasie sécrétoire caractérisée par une augmentation massive du nombre de
cellules a mucus ainsi qu’une métaplasie squameuse, aboutissant a une perte progressive des cellules
multiciliées (Gilljam et al., 1987; Tiddens et al., 2000; Voynow et al., 2005). A I'heure actuelle les
facteurs entrainant ce remodelage épithélial sont peu connus. A partir d’'un modele de xénogreffe chez
la souris, Coraux et collaborateurs n’ont pas observé de différences majeures de différenciation entre
un épithélium respiratoire contréle et un épithélium CF. Cependant, la prolifération plus rapide des
cellules basales CF révele le caractére hyperprolifératif et hyperplasique des cellules basales CF
(Voynow et al., 2005). De maniére intéressante un agent pharmacologique correcteur du canal CFTR
(VRT-325) permet de restaurer leur prolifération a un état proche de celui observé dans les cellules

non-CF (Trinh et al., 2012).

C. Modeles animaux d’étude de la mucoviscidose
La souris a été pendant les 20 dernieres années un modele important pour I'étude de la

mucoviscidose, I'obtention du premier modele murin de la mucoviscidose ayant méme fourni une des
premieres preuves de concept sur la modélisation de maladies génétiques humaines. Bien que ces
modeles soient fastidieux a mettre en place et que les processus de différenciation en phénotype
multicilié soit plus longs que chez d’autres organismes modeéles, ils possedent de fortes similitudes de
fonction et de composition avec I’épithélium respiratoire humain et représentent ainsi un avantage
incontournable pour I'’étude des pathologies respiratoires humaines. La premiére souris invalidée pour
le géne cftr a été générée en 1992 (Clarke et al., 1992; Snouwaert et al., 1992). Cependant, des
phénotypes différents ont été obtenus, en fonction des fonds génétiques et des mutations étudiées
(Colledge et al., 1995; Dorin et al., 1992a; Dorin et al., 1992b; Hasty et al., 1995; Ratcliff et al., 1993;
Rozmahel et al., 1996). L'écueil principal du modele CF murin est que les souris développent
principalement des atteintes intestinales, mais pas ou peu d’atteintes pulmonaires (Grubb and
Boucher, 1999). En revanche, elles développent des obstructions digestives majeures (ileus meconial)
entrainant la mort prématurée des souriceaux probablement avant méme |'apparition des premiers
symptomes respiratoires (Kent et al., 1997). Il a été proposé que I'expression d’autres canaux Cl" dans
les poumons de souris puisse compenser I'absence ou la dysfonction de CFTR et éviter I'apparition de
phénotypes pulmonaires CF chez la souris (Boucher, 1999). Ces difficultés ont contraint la
communauté scientifique a chercher a élaborer de nouveau modeéles animaux de la mucoviscidose. Le
modele porcin apparait comme une alternative crédible a la souris pour I'étude de la mucoviscidose.

Le porc présente un appareil respiratoire assez comparable a 'THomme (McLaughlin et al., 1966). lly a
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quelques années, un modele porcin portant la délétion du canal CFTR a été mis au point (Rogers et al.,
2008a; Rogers et al., 2008b). Ce modele présentent des symptémes semblables a ’'Homme (Welsh and
Smith, 2001) : une obstruction intestinale (iléus méconial), la destruction pancréatique exocrine, la
présence de « cirrhose » biliaire focale, anomalies des canaux déférents et symptomes respiratoires

(Meyerholz et al., 2010; Ostedgaard et al., 2011; Pierucci-Alves et al., 2011; Rogers et al., 2008b).

3) Asthme et BPCO
L'asthme et la BPCO, sont deux pathologies respiratoires d’étiologie souvent différentes mais

semblables sur certains points et ayant une incidence tres élevée dans les pays développés et en voie
de développement. Comme nous allons le voir, elles présentent de nombreuses caractéristiques
communes avec notamment une inflammation du tissu respiratoire et un remodelage de I'épithélium
respiratoire aboutissant a la perte des cellules multiciliées et donc de la clairance mucociliaire. Des
analyses de coupes pulmonaires de patients indiquent des caractéristiques spécifiques a chacune des
deux pathologies. Ainsi, I'asthme se caractérise par une inflammation excessive du tissu respiratoire
en réponse a certains allergénes, alors que la BPCO est d{ a une réaction inflammatoire a la suite de
contact avec certains agents chimiques, comme la fumée de cigarette. Ces différentes localisations
ainsi que les facteurs déclenchant ces pathologies respiratoires, peuvent potentiellement refléter la
différence immunologique a I'origine de ces pathologies respiratoires. Tout d’abord, les inflammations
du tissu respiratoire observées dans I'asthme affectent les voies proximales avec dans le cas d’asthmes
séveres des inflammations au niveau alvéolaire, cependant le parenchyme pulmonaire n’est pas
affecté. De maniere trés différente, les BPCO sont caractérisées par l'inflammation des tissus
respiratoires au niveau alvéolaire mais aussi au niveau du parenchyme pulmonaire débouchant sur des
emphysemes pulmonaires. Cependant, certains patients atteints de BPCO présentes des évidences
d’inflammation au niveau plus proximal. Au niveau immunologique, ces pathologies respiratoires sont
dues a une exacerbation de la réponse lymphocytaire. Dans I'asthme on observe une exacerbation de
la réponse lymphocytaire de type Il. Lors du contact avec des allergenes, le patient asthmatique
développe une sensibilité accrue aux IgE activant les mastocytes. Les mastocytes ainsi activés relachent
de nombreux facteurs broncho-constricteurs comme certaines prostaglandines et certains activateurs
des lymphocytes Th2. Les lymphocytes Th2 jouent un réle central dans I'inflammation associé a cette
pathologie avec la sécrétion des interleukines IL-4, IL-5 (inflammation induite par les éosinophiles) et
IL-13 qui d’une part stimulent la production d’IgE par les lymphocytes B et d’autre part induisent
I'hyperplasie sécrétoire (Shim et al., 2001; Turner et al., 2011; Tyner et al., 2006). La production
excessive d’IgE initialise un cercle vicieux participant a I'exacerbation de la maladie, qui se traduit chez

les patients par une infiltration important de mastocytes dans le tissu respiratoire. L’origine
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immunologique chez les patients atteints de BPCO est trés différente. A la suite de lésions de
I’épithélium respiratoire, une étape de réparation et de réépithélisation se met en place afin que le
tissu retrouve sa fonction biologique. Les cellules épithéliales sécrétent alors de nombreux facteurs
dont le TGF permettant leur migration afin de repeupler le lit de la blessure. Néanmoins, une
surexposition au TGF peut parfois conduire a une transformation des cellules épithéliales en cellules
mésenchymateuses par un mécanisme de transition épithelio-mésenchymateuse (EMT). Le TGF est
par exemple secrété en réponse a l'inhalation de la fumée de cigarette favorisant une EMT. Dans des
situations pathologiques, on assiste a une apparition progressive de foyer fibroblastiques qui in fine
débouche sur une fibrose du tissu respiratoire. Au niveau immunitaire, les macrophages sont
fortement activés et induisent au niveau du tissu respiratoire le recrutement de neutrophiles,
d’éosinophiles et de lymphocytes de type Thl. L’'ensemble est a I'origine de I’hyperplasie sécrétoire et
via leur activation, de la sécrétion de certaines protéase (MMP9 par exemple). Dans les patients
atteints de BCPO il est retrouvé de forte quantité de métalloprotéines et de protéase neutrophiles a
I’origine de la dégradation de I'élastine. L’élastine permet I'expansion alvéolaire lors de I'inspiration et
la compression alvéolaire lors de I'expiration. Sa dégradation est a l'origine des emphyséemes
pulmonaires. Dans ces deux pathologies respiratoires on assiste a un remodelage complet de
I’épithélium respiratoire caractérisé par la perte des cellules multiciliées au profit d’une hyperplasie
sécrétoire. La perte des cils motiles abolit ainsi la clairance mucociliaire et donc la défense des voies
respiratoires, conduisant a une exacerbation de la pathologie respiratoire par I'exposition a de
nouveaux pathogénes. Dans ce contexte l'identification d’acteurs clé mis en jeu au cours de la
différenciation des cellules multiciliées, qui a fait I'objet de mon travail de these, vise la mise en place
de thérapies régénératrice des cellules multiciliées et donc de la clairance mucociliaire. La restauration
d’une clairance mucociliaire fonctionnelle via ces thérapies régénératrices de I'épithélium respiratoire,

permettrait un meilleur controle de ces pathologies respiratoires.

4) Caractéristiques de I'épithélium respiratoire chez la souris.
Il est toutefois important de noter certaines différences entre I’homme et la souris au niveau

des voies respiratoires. Par exemple, I'étude de la ciliogénese chez la souris dépend de I'dge de la
souris : Toskala et collegues indiquent clairement que le pourcentage de cellules multiciliées varient
en fonction de I'age et de la localisation dans les voies respiratoires (Toskala et al., 2005). A I'age adulte
le pourcentage de cellules multiciliées est stable et comme chez ’'Homme diminue plus on avance dans
I'arbre bronchique. De plus, une autre étude indiquent des variations de taille, et de battement ciliaire
dépendant de I'age de la souris avec de maniere indirecte une clairance mucociliaire variable en

fonction de I’dge (Francis et al., 2009). A travers ces deux études et de précédentes études (Mercer et
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al., 1994; Pack et al., 1980), on remarque des variations de pourcentage des différents types cellulaires
dépendant aussi de la souche de souris utilisée. Une autre particularité de la souris est la présence des
cellules Club dans I'’ensemble des voies respiratoires, y compris dans la trachée, alors qu’elles en sont
absentes chez ’'homme (Boers et al., 1999; Reynolds et al., 2002). La proportion des cellules Club est
trés fortement surreprésentée dans les voies respiratoires de la souris par rapport a de nombreuses
autres espéces (Pack et al., 1980). Malgré ces différences, la souris représente un modele pertinent
pour comprendre les mécanismes et I'impact sur la ciliogénese de certaines protéines cibles au niveau
de nombreux organes, et dans lequel il peut étre intéressant de tester certaines hypothéses a 'aide
de modeles animaux disponibles. Plusieurs modeles de souris ont émergées au cours des dernieres
années qui permettent d’avoir a disposition des modeéles d’études adaptés pour I'étude de certaines

ciliopathies impliquées affectant les cils motiles.

Ainsi les modeles murins et les modeéles in vitro, développés sont indispensables pour mieux
appréhender les mécanismes physiopathologiques des maladies associés aux défauts ciliaires.
Néanmoins, ces modeles présentent certains inconvénients comme par exemple la durée nécessaire
a la différenciation multiciliée (plusieurs semaines). Dans cette perspective, d’autres modeles animaux,
comme par exemple le poisson zébre et le xénope, sont rapidement apparus comme des modeles

pertinents de la ciliogénése. La manipulation de ces modeéles est facilement réalisable, et les études

effectuées dans un organisme entier permettent I'étude dans un tissu spécifique de processus
développementaux similaires a ceux qu’on observe chez I’'Homme. Tout cela peut de plus étre réalisé

dans un laps de temps beaucoup plus réduit.

B. Modeles d’études de la ciliogenese
1) Le poisson zebre (zebrafish)
Au cours du développement embryonnaire du poisson zebre, plusieurs organes disposant de

cellules ciliées ont été mis en évidence. La longueur, la densité et la motilité des cils ont ainsi été
analysées dans le canal du pronephros, la vésicule de Kupffer (KV), les neurones du systéeme sensoriel
(placodes olfactives) (cf. figure 23). La motilité des cils dans ces organes est importante pour le
mouvement de fluide (Kramer-Zucker et al., 2005) et la fonction des organes (cf. pour revue (Malicki

et al., 2011)). Le poisson zebre se préte facilement a des manipulations génétiques.

a. Le pronéphros
Le pronéphros constitue I'organe de filtration (équivalent du rein) chez I'embryon de poisson

zebre. Au cours du développement, le pronéphros provient du mésoderme intermédiaire. Des défauts
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Figure 23: Les différents organes possédant des cils chez le poisson zébre

Les images en A., B. et C. représentent difféerentes phase du développement embryonnaire du poisson
zébre, repérée par le temps aprés fécondation et noté en bas a droite (hpf: heure post fécondation).

A. 9 hpf, lors de l'organogenése, la vésicule de Kupffer (Kupffer’s vesicle) arbore un cil motile comme
indiqué par la fleche. Ce cil est nécessaire pour I'asymétrie droite/gauche.

B. 24 hpf, différents organes se forment et les cils y jouent un role important. Dans le pronéphros qui
constitue le rein primitif on retrouve deux type de cils: un cil unique non motile et des cellules
multiciliées pourvues de motilité. Dans |'oreille interne (inner ear) on retrouve un cil mécanosensorielle
unique. Dans le canal spinal on retrouve un cil motile unique similaire a celui retrouvé dans la vésicule
de Kuppfer et nécessaire pour la circulation des fluides.

C. 72 hpfil y a2 apparition d’un cil sensoriel a la surface apicale des neurones sensoriels dans les placodes
olfactives (Olfactory pit).
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ciliaires dans les cellules épithéliales rénales sont fréguemment associées a la formation de kystes
rénaux a la fois chez le poisson zebre et chez les mammiferes. Le canal pronéphrique est doté de deux
populations de cellules ciliées (Neugebauer et al., 2009): les cellules multiciliées (MCC : multiciliated
cells) qui forment des faisceaux de cils en « cluster » et les cellules ciliées uniques (SCC : single ciliated
cells) qui ne forment que des cils uniques (Liu et al., 2007). Les cils du pronéphros des deux types
cellulaires montrent une configuration en MT « 9 + 2 », c'est-a-dire qu'ils contiennent une paire
centrale de MT et des bras de dynéines caractéristiques des cils mobiles (Kramer-Zucker et al., 2005;
Liu et al., 2007; Pathak et al., 2007). Alors que les MCC et les SCC peuvent étre retrouvées dans le
segment antérieur et au milieu du canal pronéphrique, la partie postérieure du canal contient
uniquement des SCC. De maniere intéressante on retrouve le facteur de transcription Foxj1l exprimé
spécifiqguement dans les cellules multiciliées du pronéphros (Aamar and Dawid, 2008). Ce modele se
révele particulierement intéressant pour I'étude des mécanismes de spécification et de différenciation

de cellules multiciliées(Drummond, 2003).

b. La vésicule de Kupffer (VK)
La vésicule de Kupffer (VK) est une structure sphérique transitoire et fermée, intégrée sur la

face ventrale du bourgeon caudal de I'embryon (pour revue : (Malicki et al., 2011)). Il contient une
lumiere remplie de liquide bordée de cellules épithéliales ciliées qui sont dérivées de cellules
précurseurs dorsales (Cooper and D'Amico, 1996; Oteiza et al., 2008). Bien que son origine
développementale et sa structure soient assez distinctes du nceud embryonnaire de souris, il joue un
réle similaire dans la mise en place de I'asymétrie droite/gauche de 'embryon (Bisgrove et al., 2005;
Essner et al., 2005). En revanche, les mécanismes de genese des cils sont similaires dans la VK et dans
le noeud embryonnaire (McGrath and Brueckner, 2003; Nonaka et al., 2002; Nonaka et al., 1998). En
conséquence, la VK représente un excellent systeme pour évaluer la morphologie et la motilité des
cils, ainsi que les conséquences fonctionnelles des anomalies ciliaires. La VK contient a la fois des cils

motiles et non-motiles, et la plupart des cellules de la VK ne contiennent qu’un cil unique.

C. Les organes sensoriels
Comme chez d'autres vertébrés, y compris les mammiferes, les organes sensoriels du poisson zebre

contiennent de nombreux cils appelés cils sensoriels (cf pour revue (Malicki et al., 2011)). Ceux-ci sont
présents aussi bien a la surface apicale des neurones sensoriels comme les photorécepteurs de la
rétine, les cellules olfactives des placodes olfactives et les cellules mécanosensorielles de I'oreille
interne (Tsujikawa and Malicki, 2004). Sur le plan structural, les cils olfactifs du poisson zebre montrent
a la fois une configuration de MT « 9 + 0 » et « 9 + 2 ». L'oreille interne du poisson zébre, comme chez

d'autres vertébrés, est composée de canaux interconnectés et de chambres contenant des plaques de
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cellules mécanosensorielles ciliées (Bang et al., 2001; Haddon and Lewis, 1996; Whitfield et al., 1996).

Les cellules ciliées comportent un long cil apical appelé le kinocil. Adjacents au kinocil, les cellules
ciliées disposent d'un ensemble de saillies apicales formant une rangée de cils plus petits appelées les
stéréocils. Il est a noter que le terme de stéréocil ne correspond pas réellement a une structure ciliée
typique, puisque les stéréocils s’appuient en réalité sur un cytosquelette d'actine et seraient donc plus
semblables a des microvillosités plutét qu’a des cils. Chez le poisson zébre, les kinocils des cellules

ciliées sont maintenus tout au long de I'dge adulte et pourraient donc jouer un réle dans I'audition

(Bang et al., 2001; Haddon and Lewis, 1996).

2) Le xénope
Le xénope est un amphibien appartenant au groupe des deutérostomes et a 'embranchement

des tétrapodes, possédant une symétrie bilatérale, caractérisée par deux axes : antéro-postérieur et
dorso-ventral. Au cours de I'embryogenese (cf. figure 24), trois grandes étapes jalonnent ce processus:
1) La segmentation, correspond a la phase de clivages de 'embryon. 2) La gastrulation, correspond a
un ensemble de mouvements cellulaires aboutissant au positionnement des trois feuillets
embryonnaires : un feuillet externe (ectoderme) a I'origine de I'épiderme et du tube neural ; un feuillet
interne (endoderme) a I'origine du tube digestif et des épithéliums bordant le tube digestif et les voies
respiratoires; un feuillet intermédiaire (mésoderme) notamment a l'origine de la notochorde, des
muscles et du sang. 3) La neurulation correspond au processus morphogénétique qui conduit a la
formation du tube neural par repliement de I'ectoderme neural. Tout au long de ces étapes, les
divisions cellulaires et les mouvements morphogénétiques sont accompagnés de mécanismes

moléculaires qui assurent la régionalisation de I'embryon.

a. L’épiderme embryonnaire de xénope
L'épiderme représente une structure résistante, élastique et imperméable qui protege

I’organisme contre la déshydratation, les blessures et les infections. Le xénope possede une peau tres
différente de celle des vertébrés terrestres. En effet, elle ne possede pas d’appendice comme les
follicules pileux, recouverte en revanche d’un mucus antibactérien et antifongique, protégeant
I’animal. Celui-ci est sécrété par des cellules sécrétrices de mucus et des ionocytes (ces derniéres sont
aussi baptisées cellules éparpillées de par leur répartition irréguliere). Ce mucus est ensuite distribué
a la surface par les cellules multiciliées composées de plusieurs centaines de cils motiles. L'épiderme
d’embryon de xénope et I'épithélium respiratoire de mammiferes partagent ainsi certaines
caractéristiques qui en font deux modeles d’études adaptés pour réaliser des études comparées de

ciliogenese (Billett and Gould, 1971; Hayes et al., 2007). Il n’existe cependant pas une équivalence
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Figure 24: Le développement embryonnaire du xénope

L'oocyte est divisé en un podle animal et un pdle végétatif. Aprés fécondation, le croissant gris apparait de
maniére opposée au point d’entrée du spermatozoide. Les divisions commencent et le blastoccele se forme
(stade blastula) avec la formation des trois feuillets embryonnaires: I'ectoderme (orange), le mésoderme
(bleu) et 'endoderme (Vert). Au stade gastrula les mouvements des trois feuillets conduit au plan du corps.
L'ectoderme donne naissance a I'ectoderme neuronal et I'ectoderme non neuronal. Uectoderme neuronal
donnera la plaque neurale au stade neurula puis le systéeme nerveux central (CNS) au stade bourgeon caudal
(dit « tailbud »). Lectoderme non neuronal permettra la formation de I'épiderme de I'embryon de Xénope
ou on retrouve un épithélium mucocilié. Une partie des organes internes dérive du mésoderme, et de
'endoderme dériverent les épithéliums bordant les organes ainsi que le tube digestif.
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totale entre les 2 modéles : par exemple, I'épiderme embryonnaire de xénope posséde une plus forte
proportion de cellules sécrétrices de mucus (environ 60% des cellules épithéliales), et une moindre
proportion de cellules ciliées (environ 16%) qui disposent également d’un moindre nombre de cils par
cellule (Dubaissi and Papalopulu, 2011). L’accessibilité de la peau du xénope, une relative conservation
des types cellulaires et la possibilité d’effectuer des études moléculaires in vivo en font globalement
un puissant modeéle d’étude pour comprendre la formation et la réparation des épithéliums
mucociliaires. L'embryon d’amphibien a été tres largement utilisé dans le champ de I'embryologie
expérimentale. L'épiderme d’embryon d’amphibien a été un des tous premiers exemples observés de
tissu contenant un flux directionnel de fluide dirigé par des cils. Depuis ces premiéeres observations,
des outils expérimentaux disponibles chez le xénope ont permis d’en faire un modéle performant pour
I’étude de la différenciation des cellules multiciliées (voir pour revue (Werner and Mitchell, 2012;
Werner and Mitchell, 2013). Au début de la gastrulation, I'épiderme est composé de deux couches
cellulaires : une couche externe et une couche interne. Ces deux couches sont issues d’une couche
initiale unique au stade des clivages. Les cellules de cette couche subissent des divisions dans le plan
de I’épithélium (horizontales) ou perpendiculaires a ce plan (verticales). Dans le second cas, une des
cellules filles se situent dans la couche externe, I'autre dans la couche interne. Ce type de division
s’accompagne de la ségrégation asymétrique des déterminants, PAR-1 (partitioning-defective 1)
(interne) et aPKC (atypical protéine kinase C) (externe). La distribution polarisée de ces déterminants
conditionne la nature des types cellulaires naissant dans les deux couches. Ainsi, PAR-1 dans la couche
interne autorise la spécification des progéniteurs des ionocytes et des cellules multiciliées. A I'inverse,
PKC empéche ces types cellulaires de naitre dans la couche externe et autorise la naissance des
progéniteurs des cellules a mucus. En aval des déterminants PAR-1 et PKC, la voie Notch intervient
pour réprimer la spécification des progéniteurs des ionocytes et des cellules multiciliées dans la couche
interne (cf. partie lll. 2. A. 4)). A la fin du processus de différenciation de I'épiderme, les trois types
cellulaires décrits plus haut se trouvent dans la couche externe par un processus d’intercalation
pendant la neurulation. Une fois intercalées, les cellules multiciliées voient leurs cils réorientés selon
un axe unique, de fagon a produire un flux directionnel efficace. Ce phénomene fait appel a plusieurs

composants de la voie « planar Cell Polarity » (PCP) (cf. partie Ill. 3. B) (Kim et al., 2010).

b. Néphrostomes
A linstar du poisson zebre, on retrouve aussi dans I'embryon de xénope des cellules

multiciliées au niveau des néphrostomes. Ceux-ci sont des structures dont la face interne est
constituées de cellules multiciliées et qui participent a la formation du systéeme pronéphrotique (Vize

etal., 1995; Wessely and Tran, 2011). Le pronéphros de xénope est un organe simple constitué de trois
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composants : un glomus qui filtre les déchets a partir du sang vers le ccelome, les néphrostomes qui

forment un systeme tubulaire reliant le ccelome par I'intermédiaire de structures fines en entonnoir

et tapissées sur la face interne par des cellules multiciliées. Pour finir un canal qui transporte les

déchets des tubules au cloaque pour étre excrétés.

C. Gastrocoel roof plate
De maniere similaire a la vésicule de Kuppfer chez le poisson zeébre ou du nceud embryonnaire

chez les mammiféres, le xénope posséde une structure apparentée dénommeée le « gastrocoel roof
plate » constitué de cellules monociliées, c’est-a-dire ne possédant qu’un cil motile unique et dont le
role est d’assurer I'asymétrie droite/gauche de I'embryon lors de la gastrulation (Schweickert et al.,
2007). De maniére intéressante, ces modeles d’études ont permis de confirmer que le facteur de
transcription FOXJ1, indispensable a la différenciation des cellules multiciliées (You et al., 2004), est
aussi impliqué dans la formation de cil motile unique chez le poisson zébre et chez le xénope (Pohl and
Knochel, 2004; Stubbs et al., 2008). FOXJ1 était décrit comme spécifique des cellules multiciliées.
Cependant de plus récents travaux indiquent que FOXJ1 serait en réalité indispensable pour induire un
cil motile. Dans ces conditions, d’autres facteurs seraient aussi impliqués dans la multiplication des
corps basaux nécessaires a la mise en place des cellules multiciliées (Stubbs et al., 2008). C’est dans ce
contexte, que I'objectif majeur de mon travail de thése a été de déterminer de nouveaux acteurs clés

participant a la biogénése des cils motiles (cf. partie Résultats).

Sous ces différents aspects, les modéles du xénope et du poisson zebre apparaissent comme

une plateforme in vivo intéressante pour I'étude comparée de la ciliogenese.

En dépit d’'une accumulation importante de résultats, notre connaissance des nombreux
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans I’établissement des cils au sein d’une cellule et
dans un tissu spécifique reste encore trés parcellaire. Au commencement de mon travail de these, les
microARN sont apparus comme de nouveaux régulateurs majeurs de I'expression génique impliqués
dans de nombreux processus biologique. Nous avons ainsi été les premiers a étudier le réle de ces
microARN dans la différenciation des épithéliums multiciliés. Afin de pouvoir présenter ces résultats,
j’aborderai dans la partie suivante les mécanismes de la régulation de I'expression génique par les

microARN, leur biogenése ainsi que leurs liens récents avec les pathologies respiratoires.
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Les microARN comme effecteurs des voies de signalisation
impliquées dans le contrdle de la différenciation des épithéliums
multiciliés.

1. Les microARN
Depuis leur découverte en 1993, I'implication des microARN dans un grand nombre de

processus complexes a pu étre établie. Leur capacité a controler de maniére directe plusieurs cibles
et, ce faisant, plusieurs voies de signalisation, les placent comme des modulateurs importants de la
signalisation cellulaire. Par la suite les microARN seront notés miARN ou miR dans le cas d’un microARN

particulier.

A. Historique
En parallele des travaux effectués sur I’ARN interférence par Craig Mello et Andrew Fire (Fire

et al.,, 1998), des recherches menées chez C. elegans ont permis de mettre en évidence pour la
premiere fois I'existence de petits ARN non codants endogénes qui controlaient I’expression génique.
Le premier miARN, lin-4, a été découvert simultanément chez le nématode C. elegans par les équipes

de Victor Ambros (Lee et al., 1993) et de Gary Ruvkun (Wightman et al., 1993).

Le développement larvaire de C. elegans est finement contr6lé par des génes
hétérochroniques au cours de 4 stades larvaires (notés L1 a L4), déterminant la spécification
temporelle des événements dans différentes lignées cellulaires post-embryonnaires (Ambros, 1989;
Ambros and Horvitz, 1984; Ambros and Horvitz, 1987). Ambros avait déja caractérisé certains génes
hétérochroniques, notamment lin-4, lin-14 et lin-28 dont les mutants induisaient des phénotypes
larvaires dont le contréle temporel du développement était associé a un développement
anormalement précoce d’événements larvaires dits « tardifs», ou a un développement tardif

d’événements normalement précoces (Ambros, 1989; Ambros and Horvitz, 1984; Chalfie et al., 1981).

Chez C. elegans, lin-14 est présent deés le début du développement larvaire puis disparait a la
fin du stade L1 lors de I'induction de lin-4 (Rougvie, 2001). La perte de fonction de lin-14 induit un
phénotype caractéristique associant la perte du stade L1 et une différenciation associée au stade L2.
Cependant la larve suit un développement jusqu’au stade adulte alors que des expériences de gain de

fonction induisent un blocage au stade L1 (Ambros and Horvitz, 1984). Au contraire, le mutant lin-4

! Dans la suite de ce document, les microARN seront notés miARN. Un microARN particulier sera dénoté selon
la numérotation définie dans le base de référence mirbase (miR-1, miR-7, lin-4, let-7,...). Les 2 fragments
générés lors de la maturation des précurseurs étant intitulés miR-X-5p et miR-X-3p.
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mime le gain de fonction de lin-14 et I'expression de la protéine LIN-14 persiste indiquant un contrdle
de lin-14 par lin-4 (Arasu et al., 1991; Chalfie et al., 1981). De maniére intéressante, les mutations
entrainant un gain de fonction de lin-14 correspondent a des mutations dans la région 3’-UTR qui est
capable de s’hybrider avec lin-4 (Wightman et al., 1993) (Yeh, 1991). En 1993, I'’équipe d’Ambros
montre que le gene lin-4 code 2 petits ARN, un de 22 nucléotides et un de 61 nucléotides ne contenant
aucune phase ouverte de lecture (Lee et al., 1993). De plus, Lee et collegues ont montré que le 3’-UTR
de lin-14 possedent une complémentarité partielle avec la séquence de lin-4 : ils ont alors émis

I’'hypothése que lin-4 était responsable de I'inhibition de lin-14 a la fin du stade L1 (Lee et al., 1993).

En 2000, let-7 est le deuxieme miARN découvert chez C. elegans par I'équipe de Ruvkun
(Reinhart et al., 2000). Contrairement a lin-4, partiellement homologue a miR-125, la forme mature de
let-7 est parfaitement conservée dans d’autres organismes, tant chez la drosophile (Caygill and
Johnston, 2008) que chez les vertébrés (Rodriguez et al., 2004). Depuis cette découverte, environ 24
000 publications scientifiques ont été publiés, mettant en évidence la présence de miARN dans
différents organismes ainsi que leur role dans de nombreux processus biologiques tels que la
régulation de I'embryogenese, la différenciation, le cycle cellulaire, I'apoptose, la sénescence... La
derniére version de miRbase, la base données regroupant toutes les séquences connues de miARN
(version 20, juin 2013 ; www.mirbase.org), recense chez 'Homme 2578 miARN différents, pour un

total de 24521 entrées.

B. Biogenese des miARN

1) Transcription des pri-miR
Chez 'Homme les miARN sont répartis sur I'ensemble des chromosomes a I'exception du

chromosome Y. A partir de leur localisation génomique, les miARN sont répartis en trois grands

groupes (cf. figure 25) :

Les miARN intergéniques : ces miARN sont situés sur des régions distinctes des unités

transcriptionnelles connues. Elles possédent ainsi leur propre promoteur et éléments régulateurs et
sont transcrits par I’ARN polymérase de type Il. Chaque transcrit primaire, long de 3 a 4kb, possede un

signal de polyadénylation. Il peut contenir un ou plusieurs miARN.

Les miARN introniques : ils sont retrouvés dans les introns de génes connus. De la méme maniere
que les précédents, ils peuvent s’organiser seul ou en cluster et leur expression peut étre dépendante
de la transcription de leur géne héte. Un cas particulier correspond aux « mirtrons », qui ont la

particularité d’étre « maturés » dans le noyau par la machinerie d’épissage lorsque le précurseur du
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Figure 25: Organisation génomique des microARN (d'aprés Hussain 2012)

Représentation des différents modes d'expression des microARN. Les microARN intergéniques sont
contrdlés par leur propre promoteur aussi bien comme un simple géne (miR-a) ou en cluster (miR-b & miR-
d). Les microARN peuvent étre retrouvés dans |'intron d’un géne codant pour une protéine et seront alors
sous le contréle du promoteur de ce géne. lls peuvent se présenter comme un microARN intronique simple
(miR-e) ou en forme de cluster intronique (miR-f et miR-g). Dans certains cas, le microARN intronique peut
constituer l'ensemble de pri-miR, on parle alors de mirtron (miR-h). Alors le processing par le
microprocesseur n'est pas requis. Les mirtrons qui possédent une extension de séquence en 5’ sont les
mirtrons a queue 5" (miR-i) ou une extension en 3’ et sont alors appelés les mirtrons a queue 3’ (miR-j).Les
microARNs éxoniques (miR-k) sont eux plus rares.
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miARN correspond a l'intron du gene hote. En dépit d’'une localisation génomique « intronique »,
certaines de ces séquences peuvent disposer d’'un promoteur autonome. Mais dans la majorité des
cas, on observe une bonne corrélation entre les niveaux d’expression des miARN et des transcrits codés

par les génes hotes.

Les miARN exoniques : ce sont des miARN rares qui souvent chevauchent un exon et un intron.

Récemment, miR-198 un miARN situé dans la partie 3’-UTR du géne codant pour la follistatin-like 1
(FSTL1) a été montré régulé en compétition avec I'expression de son gene hote. KH-type splicing
regulatory protein (KSRP), constitue ici le switch permettant I'expression de miR-198 et donc
directement la répression de la follistatin-like-1 lors de la réépithélisation (ou inversement) par la

génération de transcrits alternatifs (Sundaram et al., 2013).

2) Clivage du pri-miR en pre-miR et export au noyau.
Les miARN dits « canoniques » correspondent aux miARN qui apres leur transcription forment

un long précurseur dénommé pri-miR. Ce pri-miR est clivé par le complexe microprocesseur au niveau
nucléaire composé principalement par Drosha et son partenaire DGCR8 aboutissant a la formation

d’un court précurseur dénommé pré-miR qui sera exporté au cytoplasme.

Le pri-miARN est reconnu, par I'intermédiaire de DGCR8, une RNA-BP (RNA binding protein),
qui interagit directement avec la jonction entre le double brin et les parties simple brin de I'épingle a
cheveux. L'association de DGCR8 avec Drosha permet un clivage du double brin a 11 paires de bases
de cette jonction simple/double brin (Han et al., 2006). Drosha est une ribonucléase type RNase Il qui

clive le double brin et laisse un décalage en 3’ de 2 nucléotides, une marque laissée par les RNase Il

Par ailleurs, il a été montré que ce complexe microprocesseur peut étre actif sous différentes
formes : une forme simple composé de Drosha et de DGCRS est in vitro nécessaire et suffisant pour
induire le clivage du pri-miARN en pre-miARN (Gregory et al., 2004). Ce complexe existe aussi associés
a d’autres protéines partenaires (Helicases, RNA binding proteins...) qui peuvent réguler son activité
catalytique. Des résultats de HITS-CLIP indiquent que ce complexe Drosha/DGCR8 peut induire le
clivage d’autres types d’ARN (Macias et al., 2012) (cf. figure 26).

3) Transport du pre-miR jusqu’au cytoplasme
Le décalage en 3’ de 2 nucléotides est important pour la reconnaissance par I'exportine 5 (Yi

et al., 2003) : I'exportine-5 distingue un décalage en 3’ (3’-overhang) d’un décalage en 5’ (5’-overhang)

(Zeng and Cullen, 2004). L’encombrement allostérique trop important lors de |’association avec
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Figure 26: Biogenése des microARN
(d'aprés Krol et al., 2010).

Un miRNA est généralement transcrit
a partir  d'un seul locus
transcriptionnel, mais certaines
séquences peuvent &tre présentes
sous la forme de plusieurs copies,
localisées sur des loci différents. Les
loci des miRNA sont situés dans des
introns de génes codants (génes
produisant une protéine
fonctionnelle), dans des zones
intergéniques (correspondant a priori
a des unités transcriptionnelles
autonomes, voire méme, de facon
exceptionnelle, dans des exons de
génes codants). La production des
transcrits initiaux (pri-miRNA) est
généralement opérée par une ARN
polymérase de type 2. Les pri-miRNA,
de longueur variable (de quelques
centaines de base jusqu’a plusieurs
dizaines de kilobases) sont nucléaires.
Les pri-miRNA contiennent une ou
plusieurs structures particuliéres en
tige-boucle, qui sont clivées du reste
du pri-miRNA par une RNase double-
brin nucléaire nommée Drosha (Lee
et al., 2003). La coupure est réalisée a
la base de la tige double-brin. La
libération du ou des pre-miRNA, de
longueur 70-100 nucléotides, permet
leur export du noyau vers le
cytoplasme par le transporteur «
exportin-5 » (Yi et al., 2003). Une fois
dans le cytoplasme, la digestion des
tiges-boucles par Dicer, une autre
RNAse de type 3, produit des duplex
de petits ARN d’une longueur de 21 3
22 nucléotides. Ceux-ci  sont
incorporés dans un  complexe
enzymatique immature de type RISC
qui, lors de sa maturation, élimine un
des deux brins du duplex pour ne
conserver que le  microARN
fonctionnel (Filipowicz, 2005). En
général, on retrouve dans la cellule
des quantités significatives que pour
un seul des 2 brins.
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I'exportine a été révélé par la résolution cristallographique de I'exportine-5 (Okada et al., 2009). En
plus de ce réle de transport il est observé qu’une diminution de I'association miARN/exportine-5

empéche la dégradation nucléaire du pré-miARN (Zeng and Cullen, 2004).

Une fois associé a I'exportine 5, le transport du pré-miARN du noyau au cytoplasme est
effectué apres formation d’un complexe avec la forme active de la GTPase Ran, liée au GTP (Yi et al.,
2003). Le complexe pré-miARN /Exportine 5/Ran-GTP est ensuite transloqué du noyau vers le
cytoplasme a travers les pores nucléaires (Yi et al., 2003). Une fois dans le cytoplasme RanBP1 et/ou
RanBP2, des protéines localisées spécifiquement dans le cytoplasme, hydrolyse le GTP en GDP de Ila
GTPase Ran, induisant un changement conformationnel de Ran et ainsi la dissociation du complexe et

la libération du pré-miARN dans le cytoplasme.

4) Maturation du pré-miR en miR mature
Dans le cytoplasme, la RNase Il Dicer reconnait le pré-miARN et joue un double rdle : (i) le

domaine RNAse lll clive le pré-miARN en un double brin d’ARN de 21 a 23 nt (Bernstein et al., 2001).
Chaque brin est nommé en fonction de sa position sur le pré-miARN : « -3p » (venant du bras 3’) et « -
5p » (venant du bras 5’). Le complexe ARNdb/Dicer formé, induit le recrutement de la machinerie
miARN appelé RISC. La machinerie RISC est constituée par la protéine Argonaute 2 (Ago2) chez
I’'Homme. La résolution des structures cristallographiques des protéines argonautes, notamment chez
les procaryotes, ont permis au cours des dernieres années de mieux en comprendre leur fonction. Les
protéines Ago sont bilobées et composées de 4 domaines globulaires (domaine N, PAZ, MID et PIWI).
La partie 5’ du miARN interagit avec le domaine MID, alors que la partie 3’ du miARN interagit avec le
domaine PAZ d’Ago2. Plus récemment la résolution cristallographique d’Ago2 associée avec miR-20a
a permis de montrer que ce dernier interagissait avec les 4 domaines d’Ago2. De plus, I'association
d’Ago2 avec un miARN permet la stabilisation d’Ago2 avec une moindre sensibilité a la digestion par

des protéases, indiquant une forte stabilité du complexe Ago2/miARN (Elkayam et al., 2012).

Le complexe RISC est associé aux protéines TRBP et GW182. TRBP a été montré comme
interagissant directement avec Dicer et posséde aussi la capacité d’induire le recrutement des
protéines Ago de maniére a former le complexe RISC (Chendrimada et al., 2005). Plus récemment, la
résolution cristallographique du RLC (RISC Loading Complex) montre que TRBP interagit avec la région
N-ter de Dicer, et la partie C-ter d’Ago2, suggérant bien un lien fonctionnel entre Dicer et Ago2 (Wang
et al., 2009a). Chez la drosophile, I'association GW182 au complexe RISC (via des domaines de liaison
aux protéines Ago) a été montrée comme nécessaire pour I'action des miARN lors de la répression

traductionnelle sur une cible par dégradation de la queue polyA ou pour le recrutement des ARNm
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cible au niveau des P-bodies, des structures cellulaires rendant inaccessible ’ARNm a la traduction
(Chekulaeva et al., 2010). Chez 'Homme, TNRC6A, TNRC6B et TNRC6C sont des paralogues de GW182
et semblent avoir des roles relativement similaires. Cependant, chez I'Homme, ces paralogues de
GW182 associés avec PABPC1 seul (une protéine de liaison a la queue poly A) n’induit pas la
dégradation de la queue polyA de I’ARNm, suggérant l'intervention de protéines partenaires

(Chekulaeva et al., 2011).

C. Les miARN et la répression traductionnelle

1) Mécanismes de répression des cibles
Les miARN agissent principalement par inhibition de I'expression de genes spécifiques a un

niveau post-transcriptionnel. Leur fonction régulatrice s’opére aprés hybridation avec la séquence du
géne cible, qui permet de guider la protéine Argonaute et les autres protéines du complexe RISC au
contact de 'ARNm cible. Initialement, une distinction nette avait été établie entre le mode de
régulation chez les plantes et chez les animaux. En effet, chez Arabidopsis thaliana, les miARN sont
souvent homologues avec leur cible sur toute la séquence : ils fonctionnent de ce fait de la méme fagon
que des siARN, par clivage de ’ARNm cible par la protéine Argonaute. Par contre chez les animaux, les
miARN ne présentent qu’'une homologie partielle avec les ARNm cibles. Le mode d’inhibition differe
alors de celui des siARN car il ne résulte pas forcément du clivage de ’ARNm cible mais plutét d’une
inhibition de la traduction (Bartel, 2004; He and Hannon, 2004). Si le mécanisme exact d’inhibition de
la traduction reste encore débattu, 2 protéines semblent y jouer un réle essentiel : une protéine de la
famille Argonaute et la protéine GW182 (Eulalio et al., 2008). L'interaction de ces protéines via des
domaines riches en répétitions glycine/tryptophane contenus dans la protéine GW182 est essentiel
pour la fonction inhibitrice des miARN (EI-Shami et al., 2007). A noter que I'inhibition de la traduction
par un miARN conduit a I'augmentation du turn-over des ARNm régulés et au final, a une moindre
concentration de cet ARNm dans la cellule (Huntzinger and lzaurralde, 2011). La distinction entre le
mode de régulation par les miARN chez les plantes et chez les animaux n’est pas nécessairement aussi
tranchée car certains miARN végétaux peuvent également inhiber leurs cibles par inhibition de la
traduction (Brodersen et al., 2008; Lanet et al., 2009). Le mécanisme de reconnaissance des cibles dans
de telles situations ou chez les animaux, est encore mal appréhendé. La zone d’homologie nécessaire
au miARN pour réguler I'expression d’'un ARNm chez les animaux se limite habituellement aux 6
nucléotides de la « seed séquence », situés entre les nucléotides 2 et 7 du miARN (Lewis et al., 2005).
Cette séquence cible en général la partie 3’ non traduite de I’ARNm mais la-encore, des exceptions ont
été rapportés et I'inhibition peut étre provoquée par une interaction au niveau de la séquence codante

(Duursma et al., 2008). En raison de la faible taille du seed (6 nucléotides), un seul miARN (s’il est
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suffisamment exprimé !...) peut théoriquement réguler plusieurs milliers de génes au sein d’un
génome. Inversement, un seul ARNm peut en principe étre régulé par de nombreux miARN. De
nombreux parametres influencent I'occurrence d’une interaction entre un miARN et son ARNm cible,
faisant de la prédiction bioinformatique une tache assez peu exacte. A noter que certains parameétres,
comme l'exigence d’une conservation entre espéces (Friedman et al.,, 2009), peuvent permettre
d’améliorer la qualité des prédictions. A la réserve preés, toutefois, que la conservation d’un ciblage par
un MiARN particulier soit effective : tous les mécanismes ne sont pas nécessairement conservés chez
toutes les especes, et des mécanismes différents de controle de I'expression génique peuvent opérer
dans différentes especes. En dépit de tels raffinements, les algorithmes de prédiction sont encore peu
précis et générent un nombre important de «faux-positifs». En général, l'intégration de telles
prédictions avec des données expérimentales indépendantes permet de mieux préciser quelles sont

les cibles les plus pertinentes dans un contexte biologique spécifique (cf. revue (Bertero et al., 2013b)).

La traduction des ARNm est initiée par le recrutement d’'un complexe d’initiation de la
traduction (elF : eukaryotic translation initiation factor) sur la coiffe 5 de 'ARNm qui permet le
recrutement des sous unités ribosomales 40S. Ce complexe est composé de plusieurs sous-unités,
elF4E,-F,-G, et jouant chacun différents réle pour l'initiation de la traduction que je ne détaillerai pas
ici. Un mécanisme connu pour stimuler l'initiation de la traduction et faciliter le recyclage des
ribosomes, est la circularisation de ’ARNm grace a l'interaction du complexe elF avec PABP1, situé sur
la queue polyA de 'ARNm. Le recrutement de 'unité ribosomale 60S initie le début de la phase

d’élongation.

Les miARN induisent une répression post-transcriptionnelle soit en bloquant certains étapes
de l'initiation de la traduction ou soit en déstabilisant ’ARNm. Dans tous les cas on observe une
diminution de la quantité de protéines issues du transcrit ciblé par le miARN. Ici, j'énoncerai
brievement les différents mécanismes connus sans en détailler I'aspect moléculaire faisant I'objet de

nombreuses revues (voir (Filipowicz et al., 2008)).
Deux grands types de mécanismes aboutissent a I'action du miARN :

Blocage de la phase d’initiation : I'analyse de gradients de polysome sur une cible de let-7 a permis de

montrer qu’un miARN peut induire un blocage du recrutement des sous-unités ribosomiques sur un
ARNm cible (Pillai et al., 2005). Le complexe RISC associé au miARN induit soit un blocage de la
reconnaissance de la coiffe 5’ de I’ARNm cible par compétition avec les complexe elF comme suggéré
par Kiriakidou et collégues (Kiriakidou et al., 2007), soit par le blocage du recrutement de la grande

sous-unité ribosomale 60S (Chendrimada et al., 2007).
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Blocage par déstabilisation de ’ARNm : chez les eucaryotes, la dégradation des ARNm est initiée par

un raccourcissement graduel de sa queue poly A. Sa localisation au niveau de granules cytoplasmiques,
les « P-bodies » initient sa dégradation par des exonucléases agissant par digestion du 5’ au 3’ ou du
3’ au 5’ lorsque 'ARNm est déadenylé. Il a été montré que Ago2 interagit directement avec GW182,

un composant des P-bodies, de maniéere a induire la déadenylation des ARNm cibles (Chen et al., 2009).

Un autre mécanisme a été décrit récemment par Meijer et collegues, qui ont montré que dans
des Hela, la dégradation de I'ARNm du systeme est une conséquence d'inhibition de la traduction par

I'intermédiaire du facteur elF4A2 (Meijer et al., 2013).

Si les mécanismes mis en jeu commencent ainsi a étre mieux connus, de nombreuses
interrogations demeurent : quelle est I'importance relative de chacun de ces mécanismes? Agissent-
ils en synergie pour obtenir une meilleure efficacité de répression ? Est-ce que les mécanismes mis en
jeu dépendent de la cible et/ou du type tissulaire ou cellulaire dans lequel il intervient ? Des études
cinétiques plus précises, prenant notamment en compte la dégradation de ’ARNm cible ainsi que la
dégradation de la protéine cible, doivent permettre de répondre a ces interrogations. Récemment,
Bazinni et collégues ont ainsi étudié chez le poisson zébre la cinétique de ces mécanismes grace a des
expériences prenant en compte a la fois la présence des ribosomes sur les ARNm cibles de miR-430
ainsi que la déadénylation de ces méme ARNm (Bazzini et al., 2012). lls postulent que dans ce contexte,
le miARN induit dans un premier temps un blocage de linitiation de la traduction puis une
déstabilisation de I’ARNm cible (Bazzini et al., 2012). En revanche, aucune étude équivalente n’a été

menée jusqu’a présent chez 'Homme.

2) La reconnaissance des cibles et la notion de « seed »
La notion de « seed » constitue la principale regle d’appariement qui a été utilisée dans le

développement de nombreux outils de prédiction de cibles. Cependant, en tenant compte uniquement
de la seule région « seed », les prédictions bioinformatiques renvoient des listes de plusieurs centaines
de cibles contenant de nombreux « faux positifs ». Ainsi, rapidement, d’autres paramétres affectant le
nombre de cibles prédites, comme la conservation du 3’-UTR de ’ARNm entre espéeces ont été intégrés

a ces analyses.

Les miARN sont apparus précocement au cours de I'évolution, comme en atteste la
conservation de certaines familles (Berezikov, 2011; Hertel et al., 2006). Entre I'apparition de miARN
au niveau de 'embranchement des bilatériens et des vertébrés, et I'’émergence d’autres familles chez
les mammiferes placentaires, il est tentant d’associer I'apparition de certains miARN a I'apparition de

caractéres importants de spéciation (Berezikov, 2011). D’un point de vue fonctionnel, la seule
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conservation de la séquence des miARN est insuffisante, et doit aller de pair avec la conservation de
ses cibles. Davantage de données expérimentales seront nécessaires pour permettre de mieux définir
I'importance de ce type de régulation. Il s’agira en fait de tester les deux hypotheéses établies a ce jour :
selon la premiére, une grande partie des 3’-UTR de cibles seraient conservées au cours de |'évolution
car soumises a une pression sélective pour maintenir sa séquence de reconnaissance par le miARN
(Friedman et al., 2009); selon la seconde hypothese, les cibles évolueraient de maniére rapide (Tang
et al., 2010). Ainsi, il est a noter que les prédictions incluant la conservation des cibles et qui sont
utilisée dans la majorité des cas, peuvent engendrer la perte de sensibilité vis-a-vis de cibles non

conservés au cours de I'évolution.

La notion de « seed » communément admise a été initialement introduite par Bartel (Lewis et
al., 2003), sur la base d’une prédiction bio-informatique s’appuyant sur la conservation des sites au
cours de l'évolution. Mais la validation expérimentale de certaines cibles ne respectant que
partiellement la regle du « seed » montre de nombreuses exceptions a cette regle. L'exemple le plus
connu reste I'exemple des tous premiers miARN caractérisés: lin-4 et let-7 qui ciblent lin-41 et lin-14
alors que la régle du « seed » n’est que partiellement respectée (Arasu et al., 1991; Lee et al., 1993;
Wightman et al., 1993). D’un point de vue expérimental, il est estimé que la recherche par le « seed »
donne environ 30% de faux positifs. Il est probable que des paramétres encore non clairement
identifiés expliqueront mieux a I'avenir pourquoi un ARNm est effectivement ciblé par un miARN. Il est
ainsi indispensable de développer de nouvelles approches « sans a priori » pour identifier des cibles
des miARN. Au cours des dernieres années, de nombreuses techniques ont été développées et ont

permis d’améliorer la compréhension du mode de fonctionnement complexe des miARN.

3) Approches expérimentales pour I'identification des cibles
Une des approches les plus utilisées combine les prédictions bioinformatiques a une analyse

transcriptomique. Elle a pour avantage d’étre simple a mettre en place et consiste dans un type
cellulaire d’intérét a moduler I’expression d’un miARN en I'inhibant ou au contraire en le surexprimant.
L'analyse transcriptomique a I'aide d’outils de type biopuces (microarray), permet d’observer de
maniere globale les variations induite par cette modulation du miARN, en se basant sur le principe
gu’un miARN induit in fine la dégradation de la cible et donc une diminution des niveaux d’expression
de son transcrit. Les outils de prédiction de cibles permettent d’identifier ainsi parmi les transcrits les
cibles potentielles d’'un miARN. L'inconvénient de cette approche est I'observation des cibles directes
ainsi que des génes régulés de maniere indirecte, ce qui aboutit de facto a une augmentation du
nombre de cibles potentielles. L’action d’un miARN sur une cible peut n’induire aucune variation au

niveau du transcrit mais en revanche affecter le niveau de la protéine, comme c’est le cas avec lin-4
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qui cible lin-14 (Lee et al., 1993; Olsen and Ambros, 1999; Wightman et al., 1993). Ainsi pour pallier ce
biais, des approches protéomiques de type SILAC ont vu le jour (Vinther et al., 2006). Ces approches
permettent a travers le marquage total des protéines exprimées dans des cellules ou des tissus avec
des isotopes la détermination des variations des niveaux de protéines en utilisant une identification
par spectrométrie de masse. Comme précédemment, les outils bioinformatiques de prédictions de
cibles permettent I'identification des cibles potentielles parmi les protéines régulées. Dans ces deux
approches, l'utilisation d’outils de prédiction de cibles permet une meilleure identification des cibles.
De plus dans ces travaux, un fort enrichissement en sites prédictifs du miRNA étudiés sont observés
dans le 3'UTR des génes/protéines régulé(e)s confortant ces approches (Selbach et al., 2008).
Cependant, certaines cibles échappent a ce processus de sélection. A noter enfin que les conditions de
surexpression d’'un miARN exogéne a des niveaux supra-physiologiques in vitro peuvent introduire des
biais supplémentaire induisant des régulations qui ne seraient pas observées dans des conditions
physiologiques. Incidemment, I'utilisation des techniques de séquencage a trés haut-débit rend
possible d’évaluer I'impact des miARN sur la traduction par I'utilisation des profils ribosomiques
(Bazzini et al., 2012; Guo et al., 2010). La digestion par une RNAse permet la digestion des ARNm non
fixés par des ribosomes et donc non traduits, alors que les ARNm traduits sont protégés de cette
dégradation par la présence des ribosomes. La combinaison de cette approche avec du séquencage
des mémes ARNm, a permis de montrer que dans le cas de surexpression d’un miARN, la diminution
traductionnelle observée est due dans plus de 80% des cas a une diminution de ’ARNm (Guo et al.,

2010).

Les approches de HIT-CLIP (High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking
immunoprecipitation) et de PAR-CLIP (Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and
Immunoprecipitation), étudient ce probléme de détection de cibles en effectuant des immuno-
précipitations de la machinerie RISC (Chi et al., 2009; Hafner et al., 2010). Le séquencage des ARN
immuno-précipités permet d’identifier les sites de fixation des miARN et de déterminer in vivo les
interactions miARN-ARNm. De maniere inattendue, la partie 3’-UTR représente environ le tiers des
sites de fixation des miARN alors que le reste des séquences immuno-précipitées correspond a d’autres
types de séquences, notamment une large partie correspond a de séquences codantes (CDS) ainsi que
des introns (cf. figure 27)(Chi et al., 2009). Parmi les séquences correspondantes a des 3’-UTR, les sites
de fixation d’Ago sont fortement enrichis au niveau du codon stop ou de la queue polyA (cf. figure 27),
mettant en avant la localisation préférentielle des sites de miARN a des régions définies sur le 3’-UTR

des cibles, comme déja souligné dans d’autres études (Grimson et al., 2007; Le Brigand et al., 2010).
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Figure 27: Données HITS-CLIP, une vue globale des sites de fixation des microARN (adapté de Chi et al.,

a. Représentation en camembert de la proportion des types de séquences associées a la protéine Ago. On
retrouve une association forte avec les 3'UTR mais aussi avec des séquences codantes.

b. La figure indique le positionnement sur les 3'UTR des séquences associées au régions 3'UTR
correspondant au codon STOP et a la queue polyA.
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D. MiARN et physiopathologie respiratoire.

1) Implication dans la morphologie pulmonaire
Chez la souris, l'invalidation spécifique de DICER dans I'épithélium pulmonaire affecte la

ramification et la structure du tractus respiratoire suggérant un role clé des miARN dans la
morphogeneése pulmonaire (Harris et al., 2006). En outre, Dicer et les protéines Ago sont fortement
exprimées dans les parties distales des poumons embryonnaires (Lu et al., 2005). De plus, des
modifications des profils d’expression des miARN sont observées au cours du développement
pulmonaire (Bhaskaran et al., 2009). D’autres travaux indiquent que le cluster miR-17-92 est réprimé
au cours du développement pulmonaire et est impliqué dans la prolifération des cellules épithéliales
et dans le blocage de leur différenciation (Lu et al., 2007). Enfin, les miR-127 et miR-351 sont exprimés

de fagon transitoire lors de la formation des alvéoles pulmonaires (Bhaskaran et al., 2009).

2) Dérégulation des miARN dans les pathologies respiratoires
Aucune variation des miARN n’est observée au cours du vieillissement chez les souris adulte

(Williams et al., 2007), en revanche plusieurs miARN (let-7, miR-221 et le cluster 17-92) sont fortement
régulés dans les cancers pulmonaires en réponse a I’hypoxie induite par les tumeurs (Grosso et al.,
2013; Hayashita et al., 2005; Navarro et al., 2009; Puissegur et al., 2011). Chez la souris, certains miARN
comme miR-155 ou miR-199-5p sont régulés a la suite de fibroses pulmonaires induites a la bléomycine

par des mécanismes associés a la voie du TGF (Pottier et al., 2009), 404].

Dans certaines pathologies respiratoires humaines (asthme, BPCO ou mucoviscidose ; cf.
tableau 2) certains miARN ont été associés a la réponse inflammatoire qui est exacerbée dans contexte
(pour revue voir (Giovannini-Chami et al., 2012)). Dans I'épithélium respiratoire des patients
asthmatiques, il est reporté des variations des miARN comme la famille miR-34/449 qui est réprimé
par I'effet de I'lL-13 (Solberg et al., 2012). Chez les patients CF d’élégants travaux montrent une
surexpression de miR-138 dont la cible SIN3A est impliquée dans I'adressage du CFTR a la membrane
des cellules épithéliales. Le blocage de miR-138 ou de son interaction avec sa cible SIN3A augmente

I’adressage de CFTR a la membrane (Ramachandran et al., 2012).

E. La famille miR-449
Au cours de mon travail de these, nous avons démontré que les miARN de la famille miR-449

étaient les plus fortement régulés au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire et qu’ils
étaient exprimés spécifiquement dans les cellules multiciliées (cf. partie Résultats Article 1). La famille
miR-449, avait été reliée uniquement aux cancers dont la régulation dépendait de la voie E2F1.

Plusieurs cibles avaient alors été décrites, qui reliaient I’expression de miR-449 a I'arrét du cycle
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surexprimé | Réprimé |surexprimé| réprimé surexprimé| réprimé
miR-126 let-7 miR-223 miR-923 miR-155 miR-126
miR-145a | miR-20b | miR-1274 | miR-937 miR-101 miR-138
miR-146a | miR-133a | miR-101 |miR-125-1b/ miR-494

miR-146b | miR-449 miR-144 | miR-146a | miR-145

miR-181 | miR-106b | miR-146 miR-223

miR-21 miR-19b miR-452 miR-494

miR-221 miR-27b | miR-119a

miR-222 | miR-200a

miR-106 miR-27a

miR-155 miR-34a

miR-1246 | miR-29¢c

miR-663a | miR-141

miR-1275 | miR-34b/c

miR-1228

miR-149

miR-1915

miR-1908

miR-92b

miR-485

Tableau 2: Régulation des microARN dans les pathologies respiratoires
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cellulaire et a 'apoptose (Bao et al., 2012; Bou Kheir et al., 2011; Feng and Yu, 2010; Jeon et al., 2012;
Lize et al., 2010b; Noonan et al., 2009). Nos travaux ont établi miR-449 comme un régulateur clé de la
multiciliogénése capable de contrdler plusieurs voie de signalisation nécessaires a la mise en place
d’un phénotype multicilié (cf. partie Résultats Article 1). Dans cette partie introductive, je n’aborderai
que les fonctions de miR-449 décrites avant nos travaux. Sa similarité avec la famille miR-34 sera plus

largement discutée dans la section Discussion.

1) Localisation chromosomique et expression chez ’Homme
MiR-449 est une famille de miARN organisée en cluster et composée de 3 membres : miR-

4493, -b et -c. Chez 'Homme, miR-449 est localisé sur le chromosome 5, dans I'intron du géne codant
pour CDC20B, dont la fonction est inconnue a ce jour. CDC20B est un homologue de CDC20 qui est un

activateur du complexe APC (« Anaphase Promoting Complex ») lors de la mitose.

Au cours de I'évolution, la structure génomique de CDC20B et de miR-449 est conservée dans

le génome des vertébrés leur suggérant une fonction biologique importante.

MiR-449a et miR-449b possédent la méme séquence « seed » alors miR-449c posséde un
nucléotide en plus sur sa partie 5’, décalant ainsi sa séquence « seed ». La famille miR-449 possede le

méme « seed » que les miARN de la famille miR-34.

MiR-34 est un élément de réponse a p53 et est capable d’induire I'apoptose ainsi que I'arrét
du cycle cellulaire dans de nombreuses lignées cellulaires. Il possede deux homologues, miR-34b et
miR-34c retrouvés sur une autre région génomique mais issus du méme pri-miARN. L’'ensemble des

trois membres forme la famille miR-34.

Les familles miR-449 et miR-34 possédant la méme séquence « seed », on leur retrouve un

grand nombre de cibles communes.

2) Expression chez I'Homme
La base de données « Bodymap » (cf. figure 28), se base sur des expériences de séquencage a

haut-débit dans différents tissus humains, et indique une expression forte de miR-449a et de miR-449b

dans la trachée, les poumons, les trompes de Fallope et dans une moindre mesure I'utérus.

Les données générées dans le laboratoire, en accord avec I'ensemble des données de la littérature,
confirment cette expression tissu-spécifique : miR-449 est fortement induit au niveau pulmonaire au
cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire dans les cellules multiciliées et chez la souris

son expression est forte au moment de la naissance, c’est a dire lors de la formation de I'épithélium
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Figure 28: Expression des microARN miR-449a et miR-449 chez '"homme.

Représentation en Heatmap issue de la base de données www.mirnabodymap.org indiquant I'expression
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respiratoire (Lize et al., 2010a; Marcet et al., 2011b). Des hybridations in situ de miR-449a et miR-449c¢
au cours de I'embryogenése chez la souris, indiquent par ailleurs une expression avec un patron type

« poivre et sel » dans le rhombencéphale (Hoesel et al., 2010).
Dans des contextes pathologiques, sont retrouvés surexprimé ou induit:

- miR-449b chez des patients atteints de cystites interstitielles (Sanchez Freire et al., 2010).

- miR-449 dans les carcinomes endometriaux (Chung et al., 2012; Wu et al., 2009).

- miR-449a est surexprimé dans le cas de dysplasie micronodulaire pigmentée des surrénales et
cible WISP2, un acteur de la voie Wnt (lliopoulos et al., 2009).

- Dansles muscles, miR-449 ainsi que d’autres miARN sont surexprimés chez les patients atteints
de myopathies de Duchenne, ainsi que chez les souris modéles a la naissance et en réaction a
des ischémies dans ce méme modele (Greco et al., 2009).

- miR-449 est induit au niveau pulmonaire a la suite d’infection par le virus de la grippe aviaire
chez le poulet (Wang et al., 2009b), et lors d’instillation de nanoparticules chez la souris

induisant un contexte inflammatoire (Halappanavar et al., 2011).
Dans certains cancers, I'expression de miR-449 est réprimée :

- miR-449a dans les cancers de la prostate, les auteurs montrent que miR-449a cible HDAC1,
une histone deacétylase (Noonan et al., 2009). lls proposent que dans ces cancers miR-449
joue un réle de suppresseur de tumeurs.

- Dans les cancers pulmonaires, HDAC1 est surexprimé alors que miR-449 est réprimé de la

méme fagon que dans les cancers de la prostate (Jeon et al., 2012).

3) Fonction de miR-449
L'expression de miR-449 serait donc dérégulée dans plusieurs contextes pathologiques,

cependant les fonctions décrites par des analyses fonctionnelles invalidant miR-449 ont été effectuées
dans deux contextes bien précis. D’une part, I'induction de I'apoptose, I'arrét du cycle cellulaire et la

senescence, et d’autre part, au cours de ma these, dans la formation des cils motiles.

Voie E2F1 et pRb : En réponse a des cassures de I’ADN, les facteurs de transcription p53 etE2F1 sont

induits et activent I’expression de génes pro-apoptotiques. Des mutations de p53 sont retrouvées dans
pratiguement un tiers des cancers mettant en avant son role primordial comme suppresseur de
tumeur (Hollstein et al., 1991). p53 active I'expression de miR-34a qui en retour induit I'apoptose et
I’arrét du cycle cellulaire (Tarasov et al., 2007). Dans de nombreux cas de cancers, I'expression de miR-

34a est fortement altérée et des modifications de la méthylation de son promoteur sont observées
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(Lodygin et al., 2008). D’autre part E2F1 induit I'expression de miR-449 (Lize et al., 2010b). MiR-449
cible E2F1 formant ainsi une boucle de régulation négative (Bao et al., 2012; Lize et al., 2010b; Zauli et
al., 2011). De maniere commune, miR-449 et miR-34 cible des « pocket protein », qui sont responsable
de la phosphorylation de pRb et donc I'avancée dans le cycle cellulaire. Aussi il a été montré
récemment que miR-449 cible CDC25A, un régulateur important du cycle cellulaire contrélant
I'association de certaines « pocket proteines » (Bertero et al., 2013a). Ainsi via ces différentes cibles,
miR-449 (de méme que miR-34) controle I'arrét du cycle cellulaire (Bao et al., 2012; Bou Kheir et al.,
2011; Feng and Yu, 2010; Lize et al., 2010b). En plus de cette fonction, miR-449 induit I'apoptose,

cependant ces mécanismes sont encore peu connus (Bou Kheir et al., 2011; Lize et al., 2010b).

MiR-449 et les cellules multiciliées : Au cours de ma thése, comme nous le verrons en détail dans la

partie Résultats, nous avons montré que miR-449 est fortement enrichi dans les cellules multiciliées
au cours de la différenciation de I’épithélium respiratoire et de I'épiderme d’embryon de xénope. Son
invalidation par différentes approches montre un blocage de la différenciation terminale des cellules
progénitrices des cellules multiciliées via I’'absence de blocage de la voie Notch. En effet, miR-449 cible
le ligand DII1 et son récepteur Notch1 (cf. partie Ill. 2. A). En plus de ces analyses fonctionnelles, chez
les mammiféres on retrouve miR-449a et miR-449b fortement exprimés dans tous les tissus possédant
des cellules multiciliées (trachée, trompes de Fallope, poumons) (cf. figure 28) renforcant nos

conclusions quant au réle de miR-449 comme régulateur important de la multiciliogénese.

2. Les voies de signalisation
Les mécanismes moléculaires permettant de diriger le destin cellulaire, la spécification et la

différenciation d’une cellule en un type donné doté de fonctions particulieres, sont régis par différents
signaux extracellulaires qui vont étre transduits a I'intérieur de la cellule en vue de déclencher un
ensemble de programmes géniques spécifiques. Les voies de signalisation impliquées dans le contréle
de la différenciation d’une cellule multiciliée sont nombreuses et leurs interconnections complexes. Je
décrirai ici les voies principales que j’ai plus étudiées : les voies Notch et BMP. Je parlerai ensuite des
voies de signalisation des petites RhoGTPases et des PCP et de leurs réles dans I'acquisition du
phénotype multicilié. Un chapitre sera ensuite consacré aux interconnexions entre ces différentes
voies et j'expliquerai en quoi les miARN peuvent étre considérés non seulement comme des
régulateurs importants de ces voies de signalisation mais bien comme de véritables chefs d’orchestre

capables de contréler finement ces interconnexions.
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A. La voie Notch
1) Historique
La voie Notch (dérivé du mot anglais « entaille ») a été identifiée pour la premiére foisil y a un

siecle par I'’équipe de Morgan chez la drosophile, aprés I'observation d’'un mutant portant des stries
sur le bord de l'aile (Artavanis-Tsakonas and Muskavitch, 2010). Le récepteur Notch a, quant a lui, été
cloné chez la drosophile par Artavanis-Tsakonas et colléegues en 1983 chez la drosophile (Artavanis-
Tsakonas et al., 1983). La drosophile est resté le modele le plus utilisé pour étudier le role de la voie
Notch lors du développement, et plus particulierement dans celui des ailes (Diaz-Benjumea and Cohen,
1995; Irvine and Vogt, 1997). L'étude phylogénique de plusieurs organismes modeéles d’eucaryotes
indique que la voie Notch est effective chez I'ensemble des métazoaires chez qui récepteurs et ligands
sont identifiés. Plus t6t au cours de |'évolution certains éléments de la voie Notch sont prédits chez
LECA (Gazave et al., 2009), mais en |'absence de ligands et de récepteurs, cela suggere un réle de ces
effecteurs différent de celui que I'on connait dans la communication Notch intracellulaire. En
revanche, |'apparition des ligands et récepteurs est notée chez tous les métazoaires, c’est-a-dire la
classe regroupant tous les animaux pluricellulaires. La voie Notch joue un réle important dans la
différenciation des nombreux types cellulaires. Il est postulé que la voie Notch n’envoie pas de signaux
directs pour la différenciation cellulaire, mais plutét qu’elle donne la capacité aux cellules d’initier un

programme de différentiation sous I'influence de signaux spécifiques au contexte tissulaire.

2) Meécanisme d’activation : I'activation en trans
L’activation de la voie Notch requiére la présence de 2 cellules : une cellule émettrice de signal

et une cellule réceptrice de signal. La cellule émettrice posséde un ligand a sa membrane, Delta ou
Jagged/Serrate qui interagit avec le récepteur Notch situé sur la cellule réceptrice (cf. figure 29) (Fehon

et al., 1990).

Le récepteur est traduit sous forme de précurseur, puis subit deux clivages protéolytiques.
Aprés un premier clivage initié par la Furine dans I'appareil de Golgi (clivage S1), le récepteur se trouve
sous forme d’un hétérodimere composé de la partie intracellulaire (NICD) et la partie extracellulaire
(NECD) (Blaumueller et al., 1997). Le récepteur est ensuite exprimé a la surface cellulaire ou il subit un
deuxieme clivage par le complexe TACE (Tumor Necrosis Factor Alpha-Converting Enzyme) (Brou et al.,
2000). Au cours de ces deux clivages successifs le récepteurs Notch est glycosylé (O-fucosylation et O-
glycosylation) par plusieurs enzymes sur la partie de son domaine extracellulaire riche en répétition de
domaines EGF (Bruckner et al., 2000; Moloney et al., 2000a; Moloney et al., 2000b). Ces glycosylations

sont indispensables pour rendre le récepteur fonctionnel (Luther and Haltiwanger, 2009).
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Figure 29: La voie de signalisation Notch (d’aprés Hori et al, 2013)

Avant d'étre exprimé et d'étre actif & la membrane, le récepteur Notch subit une succession de clivage
(notés S1, S2 et S3) ainsi que de nombreuses modifications post-traductionnelles (fond bleu clair). La voie
de signalisation Notch est une voie de communication. Ainsi une cellule dite émettrice (fond marron)
envoie un signal via son ligand qui interagit avec le récepteur d'une cellule adjacent dite réceptrice (fond
vert), ce mécanisme est appelé la trans-activation. Cette association provoque le clivage de la partie
intracellulaire du récepteur (NICD) qui est relocalisé au noyau et a travers |'association avec des partenaires
induit I'activation de génes cible. Le complexe restant ligand-récepteur est dégradé dans la cellule émettrice
par trans-endocytose. Le mécanisme de cis-inhibition (fond rouge) permet au sein de la méme cellule
I'inhibition du signal a travers l'interaction d’un ligand et d’un récepteur d'une méme cellule qui est par la
suite dégradé par la cellule.
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Une fois a la membrane, 'interaction avec son ligand induit le clivage du récepteur Notch par
le complexe de la y-secrétase (Presenilin-Nicastrin-APH1-PEN2 (De Strooper et al., 1999). Ce clivage
induit la translocation au noyau de la partie intracellulaire du récepteur qui s’associe avec le complexe
transcriptionnel CSL et son co-activateur Mastermind, pour former un complexe ternaire
transcriptionnel actif (Petcherski and Kimble, 2000; Wu et al., 2000). Le NICD s’associe aussi avec le
répresseur transcriptionnel RBPjk et le convertit en activateur transcriptionnel, aboutissant a

I’expression des génes cibles tels que HES/E(Spl) (Iso et al., 2003; Kopan and llagan, 2009).

3) Meécanismes de régulation de la voie Notch

a. Régulation post-traductionnelle
Le récepteur Notch possede sur sa partie extracellulaire des répétitions de domaine type EGF-

like qui sont des sites de glycosylation du récepteur (Haines and Irvine, 2003). Deux principales

enzymes sont impliquées ici : Ofutl et Fringe (cf. figure 29).

Ofutil est responsable de I'O-fucosylation (Okajima et al., 2003), mais sert également de
chaperonne pour le récepteur Notch (Okajima et al., 2005). La suppression d’Ofutl dans différents
modeles conduit a des variations importantes de I'activation de la voie Notch. Fringe est une enzyme
qui effectue I'O-fucosylation de certains domaines EGF-like (Moloney et al., 2000a; Moloney et al.,
2000b). Chez la drosophile, Fringe posséde un patron d’expression spécifique qui permet la création
de cellules avec un récepteur Notch non glycosylé par Fringe et inversement. La glycosylation par
Fringe induit un changement d’affinité du récepteur Notch pour son ligand : quand Fringe est présent
le récepteur Notch est activé par le ligand DLL et en I'absence de glycosylation par Fringe induit au
contraire une affinité pour le ligand serrate. Ces différences d’affinités induisent la création d’un
compartiment dorsal et ventral sur le disque imaginal (Johnston et al., 1997) qui donne par la suite

I'aile de la drosophile (Diaz-Benjumea and Cohen, 1995; Doherty et al., 1996).

b. Régulation par les miARN
La voie Notch peut étre ciblée et régulée par des miARN, qui cibleront par exemple un

récepteur ou un ligand. Plusieurs miARN régulent la voie Notch, cependant peu de travaux établissent
un lien direct entre un miARN spécifique et sa cible dans la voie Notch (Lou et al., 2012; Won et al.,
2013). Mon travail de these a permis d’établir que miR-449 ciblait de maniere directe Notch1, un des
4 récepteurs Notch présent chez I'Homme (Marcet et al.,, 2011a; Marcet et al., 2011b). Ces

observations ont d’ailleurs été confirmée par une étude portant également sur miR-449 (Capuano et
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al., 2011) et une autre étude portant sur d’autres miR de la méme famille ayant le méme site de

reconnaissance de cibles (Bae et al., 2012; Kashat et al., 2012; Li et al., 2009).

Un autre exemple de miR ciblant la voie Notch est donné par miR-9, qui cible Hes1, un facteur
de transcription qui entraine I'inhibition de miR-9 (Bonev et al., 2012). Ce travail réalisé par I'équipe
de Papalopulu a ainsi établi I'existence d’une boucle de régulation négative, aboutissant a des

oscillations d’expression inversées pour miR-9 et de Hes1.

C. Inhibition en cis
Chez la drosophile, la création d’un tissu chimérique avec des cellules sureprimant le ligand

DLL permet d’observer ce mécanisme d’inhibition en cis. Les cellules surexprimant DLL induisent une
forte activation de la voie Notch dans les cellules sauvages avoisinantes reflétant la trans-activation de
ligand a récepteur. Cependant, de maniére surprenante, aucune marque d’activation de la voie Notch
n’est observée au sein de ce groupe de cellules surexprimant le ligand. Ces observations indiquent
gu’un fort niveau de ligand inhibe dans la méme cellule I’activation de la voie Notch (de Celis and Bray,
1997; Micchelli et al., 1997). Cette propriété, appelée cis-inhibition, décrit la situation ou le ligand
interagit avec les récepteurs Notch d’'une méme cellule et bloque ainsi son interaction avec les cellules

avoisinante et donc son activation.

d. Linhibition latérale et les patrons de différenciation
Le concept d’inhibition latérale proposé par Simpson constitue la pierre angulaire de la voie

Notch en permettant la création de véritable « patron » de différenciation au sein d’'un méme tissu
(Simpson, 1990). Le concept de base est qu’au départ deux cellules ont des niveaux similaires de
récepteurs et de ligands. L’activation en trans de la premiere cellule par la seconde est identique a
celui de la seconde par la premiére. L’activation en trans induite par une cellule émettrice (via son
ligand) a une cellule réceptrice du signal, entraine I’activation de la voie Notch et donc des
modifications transcriptionnelles. Il est accepté que l'activation de la voie Notch induise une
diminution de I'expression du ligand dans la cellule réceptrice (Heitzler and Simpson, 1991). Ainsi nos
deux cellules compensent mutuellement les signaux envoyés par I'autre cellule (cf. figure 30).

Au niveau d’un tissu, ou chaque cellule est entourée de plusieurs cellules, on assiste a la
création d’un « patron » de différenciation. Lorsqu’une cellule émettrice dispose d’une quantité seuil
de ligands pour activer les récepteurs Notch des cellules avoisinantes, et que I'activation de la voie
Notch dans ces cellules avoisinantes entraine au niveau transcriptionnel une diminution de ligands

dans ces mémes cellules, le signal activateur retour dans la cellule émettrice va étre bloqué. Au fur et
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Figure 30: Détermination des patrons par la voie Notch (d’aprés Hori et al, 2013)

Avant que la voie Notch n’intervienne, il est admis que toutes les cellules expriment la méme quantité de
récepteur et de ligand. Ainsi a travers la trans-activation et la cis-inhibition, les cellules s’envoient des
signaux opposés de facon mutuelle. A un moment donné, une cellule prend le dessus sur les cellules
adjacentes et induit ainsi la formation d’un patron d’activation Notch. La voie Notch étant reliée a la
différenciation cellulaire, on obtient la formation d'un tissu composé de différents types cellulaires suivant
un patron donne.
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a mesure, les niveaux du ligand dans la cellule émettrice vont augmenter, ce qui va amplifier la
proportion des récepteurs dans les cellules avoisinantes. La perte d’activation dans cette cellule
émettrice pourra entrainer la différenciation en un type cellulaire défini. Les cellules avoisinantes
indifférenciées a ce moment pourront ensuite se différencier. L'intervention d’autres voies de
différenciation en conjugaison avec la voie Notch permet d’engendrer des tissus complexes

comprenant plusieurs types cellulaires.

4) Réle de la voie Notch dans la différenciation des cellules multiciliées
Chez la souris I'inhibition de la voie Notch par invalidation conditionnelle d’Ofutl et Rbpjk dans

I’endoderme (dont dérivent les cellules de I'épithélium respiratoire) est caractérisée par une
augmentation drastique du nombre de cellules multiciliées (Tsao et al., 2009). De plus, il a été
remarqué dans les mémes conditions une disparition des cellules Club et une diminution de la
prolifération cellulaire sans affecter la gobeletogenése. L'utilisation chez la souris d’'une forme
constitutivement active de Notch (NICD) induit au contraire une augmentation des cellules sécrétrices
de mucus avec perte de la différenciation en cellules multiciliées dans les voies respiratoires et
I'inhibition de la différenciation au niveau alvéolaire (Guseh et al., 2009). Plus récemment, une étude
focalisant sur la différenciation des cellules basales de I'épithélium respiratoire en utilisant une souris
TNR (Transgenic Notch Reporter : souris exprimant une GFP quand Notch est activé) a permis de suivre
I'activité de Notch (Mizutani et al., 2007). Elle a permis au groupe d’Hogan de montrer lors de la
régénération de I'épithélium respiratoire in vivo que I'activation de Notch était nécessaire pour la
différenciation des cellules cylindriques. Les variations observées concordent avec les précédents
résultats : une diminution de I'activation de Notch coincide avec la différenciation en cellules
multiciliées (Rock et al., 2011) alors que I'activation de la voie Notch induit la différenciation en cellule
Club et cellules sécrétrices de mucus (Rock et al., 2011) comme observé précédemment (Guseh et al.,
2009). In vitro, le blocage chimique de la voie Notch par du DAPT, un inhibiteur chimique de la y-
sécrétase, induit une augmentation de la différenciation en cellules multiciliées. De plus, nous avons
montré que miR-449 jouait un role primordial pour la répression du ligand DLL1 et du récepteur Notchl
pour la différenciation des cellules multiciliées (Marcet et al., 2011a; Marcet et al., 2011b) (cf. partie
Résultats Article 1).

Chez le xénope, I'accés a certains marqueurs des progéniteurs des cellules ciliées (CCP pour
ciliated cell precursors) a permis d’approfondir I'implication de certains acteurs de la voie Notch dans
la différenciation des cellules multiciliées. L'inhibition latérale, permet la spécification des cellules de
la couche interne en CCP qui expriment alors de fort niveau de DLL (Deblandre et al., 1999)(cf. partie

lll. 2. A. 3) d). Pour la différenciation terminale en cellules multiciliées, la répression du ligand delta qui
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a lieu au stade neurula, est nécessaire pour permettre I'intercalation dans la couche externe des CCP
et pour la mise en place des cils motiles (Stubbs et al., 2006). Cette répression du ligand delta dans les
CCP, chez le xénope comme chez 'Homme, est sous le controle de miR-449 qui cible seulement DLL

chez le xénope (Marcet et al., 2011a; Marcet et al., 2011b).

B. La voie BMP

1) Voie canonique d’activation
Les BMP (Bone Morphongenic Protein) sont des facteurs de croissance qui appartiennent a la

superfamille du TGFB (transforming growth factor b) découvert par Urist (Urist, 1965) et servent de
ligands pour I'activation de la voie TGFB. On en dénombre environ une trentaine chez I'Homme avec
de nombreux types de ligands différents : 3 isoformes du TGFpB, 4 chaines beta d’activine, la protéine
nodal, 10 bone morphogenetic proteins (BMP) et 11 facteurs de croissance et de différenciation (notés
les GDF). Chaque ligand est traduit sous forme de pro-peptide. Aprés clivage, il est en général
homodimérisé, bien qu’il existe cependant quelques cas d’hétérodimeres de BMP (Yeo and Whitman,
2001). Le dimeére ainsi formé peut alors se fixer sur ses récepteurs, de type sérine/thréonine kinase
transmembranaires de type | et Il, pour induire I'activation de la voie. On dénombre 3 types de
récepteurs de type | : les récepteurs BMP type IA (BMPR-IA ou Alk-3) et IB (BMPR-IB ou Alk-6) et un
récepteur a I’activin de type IA (ActR-IA ou Alk-2). Les récepteurs de type 2 sont au nombre de 3 : un
récepteur aux BMP de type Il (BMPR-II), deux récepteurs a I'activine de type Il et IIB (ActR-Il et ActR-
1IB). Ces récepteurs présentent une forte spécificité d’expression tissulaire (Danesh et al., 2009). De
maniere plus générale, la présence simultanée d’un récepteur de type | et de type Il est indispensable
a la signalisation par les BMPs : lors de la fixation du ligand, le récepteur forme un hétérotétramére
actif composé de deux récepteurs de type | et deux récepteurs de type Il (cf. figure 31). Les récepteurs
de type Il possedent une activité kinase permettant la phosphorylation des récepteurs de type | sur un
domaine retrouvé chez tous les récepteurs de type |. Cette phosphorylation permet le recrutement
des SMADs (SMAD 1/5/8) ainsi que leur phosphorylation (Kretzschmar and Massague, 1998). Cette
phosphorylation initie la formation d’un complexe avec SMAD-4 qui est un médiateur commun de
cette voie, grace a laquelle a lieu une translocation vers le noyau. Une fois transloqués dans le noyau,
ces complexes SMAD-4/SMAD-X, en association avec d’autres partenaires, vont contrdler I’expression

des genes cibles (Kretzschmar and Massague, 1998).

2) La voie BMP et les voies respiratoires humaines.
Au niveau pulmonaire, il a été observé de fort niveau de BMP-4 dans I'endoderme (Bellusci et

al., 1996). Des souris surexprimant Noggin, un inhibiteur naturel et endogéne de BMP-4, ou
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Figure 31: Voie de signalisation de BMP (d’aprés Schmierer et al., 2007)

La voie de signalisation des BMP fait intervenir plusieurs acteurs a différents moments. Tout d’abord les
récepteurs sont constitués en deux classes: récepteurs de type | et de type Il. Uassociation d’un ligand
s'effectue par l'interaction directe avec un récepteur hétéro-dimérique de type | et de type Il. Cette
interaction entraine la transduction du signal via la phosphorylation des SMAD. Ces SMAD fonctionnent en
complexes qui une fois phosphorylés sont ensuite transloqués au noyau pour induire des régulations
géniques.
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I’expression d’un dominant négatif du récepteur Alk6 (dnAlk6) sous le contréle du promoteur de SPC
a permis d’étudier le réle de BMP-4 lors du développement pulmonaire (Weaver et al., 1999). Des
phénotypes relativement semblables sont observés dans les deux situations : une réduction de la taille
des poumons associée a un défaut de la répartition entre les zones proximales et distales : diminution
du nombre de cellules épithéliales dans la partie distale et au contraire augmentation du nombre de

cellules épithéliales multiciliées et de cellules Club au niveau proximal (Weaver et al., 1999).

Le r6le de Noggin en tant qu’inhibiteur de BMP-4 a initialement été montré par (Re'em-Kalma
et al., 1995). En outre, des travaux récents suggérent sa capacité a bloquer d’autres BMP mais son effet

sur d’autres BMP dans un contexte pulmonaire n’a pas été étudié.

Sountoulidis et collaborateurs ont utilisé une souris exprimant la GFP sous contréle du
rapporteur ID1, dont I’expression est dépendante de I'activation de la voie BMP. Ils ont ainsi pu étudier
I’activation spatio-temporelle des BMP lors du développement pulmonaire et lors de la régénération
chez I'adulte. Ils ont remarqué que la voie BMP est activée dans les cellules progénitrices épithéliales
lors du développement pulmonaire (Sountoulidis et al., 2012). Lors de la régénération, ils ont aussi
remarqué une réexpression du rapporteur (Sountoulidis et al., 2012), comme précédemment rapporté
(Masterson et al., 2011). En effet, I'activation de la voie BMP in vivo ou in vitro aprés stimulation par
BMP2, BMP4 et BMP7 (McCormack and O'Dea, 2013) induit I'expression transitoire de marqueurs
mésenchymateux, comme alpha-SMA et inhibe I'E-cadherine (Masterson et al., 2011; Molloy et al.,
2008), deux biomarqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (McCormack et al.,
2013). Ces marques transitoires d’'EMT apres lésion sont le signe d’une prolifération et d’une migration
préalables a une réépithélialisation de I'épithélium respiratoire (Masterson et al., 2011; Warburton
and Bellusci, 2004). D’autres travaux sur les cellules souches embryonnaires de souris (ES) indiquent
un lien entre voie BMP et maintien des cellules souches, suggérant un role équivalent de la voie BMP
dans les cellules progénitrices de I'épithélium respiratoire lors de son développement et de sa

régénération (Qi et al., 2004; Sakaki-Yumoto et al., 2013).

Hormis le role de BMP dans le contrdle de la différenciation cellulaire, aucun lien direct n’a été
établi jusqu’a ce jour entre voie BMP et formation des cellules multiciliées, a I’exception d’une étude
montrant un lien entre la formation du cil nodal et la voie BMP : Komatsu et collaborateurs ont montré
gu’une délétion du récepteur BMP de type 1 (ACVR1) dans les cellules épiblastiques de I'embryon de
souris, abolissait la formation du cil nodal. Il en résultait une perte de I'asymétrie droite-gauche
(Komatsu et al., 2011). En revanche, ce phénotype semble uniquement da a la régulation du cycle
cellulaire par la voie BMP : en effet I'abolition d’ACVR1 induit la perte de phosphorylation de p27 dont

la déstabilisation empéche I'entrée en quiescence des cellules. Lorsque les cellules cyclent, la
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formation des cils est rendue impossible, expliquant alors ce phénotype. Cependant, ces observations
mettent en lumiere le réle potentiel de la voie BMP dans I’arrét du cycle cellulaire, qui apparait comme

un pré-requis pour l'initiation de la ciliogenese.

3) La voie BMP dans I'épiderme d’embryon de Xénope

Lors du développement embryonnaire du Xénope, un gradient BMP permet la spécification
des territoires ectodermiques neuronaux et non neuronaux (De Robertis et al., 2001; Fagotto et al.,
1997). Le territoire ectodermique non neuronal donnera plus tard I'épiderme de I'embryon et par
I'intermédiaire d’autres voies, la spécification et la différenciation des différents types cellulaires
composant cet épithélium mucocilié. Des manipulations de la voie BMP indiquent que |’activation de
la voie BMP est suffisante pour la transformation du territoire ectodermique neuronal en
progéniteures non neuronaux. Au contraire, son inhibition est suffisante pour la transformation des
progéniteurs non neuronaux (épidermique) en progéniteurs neuronaux (cf. figure 24) (Chang and
Harland, 2007; Delaune et al., 2005). Une fois les progéniteurs non neuronaux spécifiés par la voie BMP
plusieurs processus se mettent alors en place pour la formation de I'épiderme d’embryon : 1) lors de
la segmentation et du stage blastula les progéniteurs non neuronaux subissent des divisions
asymétriques permettant la formation de deux couches distinctes de cellules : la couche interne et la
couche externe. 2) la spécification des différents types cellulaires composant I’épiderme d’embryon
aura lieu lors de la gastrulation : dans la couche interne, apparaitront les progéniteurs des cellules
multiciliées, des ionocytes et des cellules basales notamment via la voie Notch. Les cellules sécrétrices
de mucus se spécifieront dans la couche externe. 3) Lors de la neurulation, les ionocytes ainsi que les
cellules multiciliées viennent s’intercaler dans la couche externe alors que les cellules basales restent
dans la couche interne (cf. figure 32). Cette étape est cruciale car la différenciation de cellules
multiciliées et leur intercalation s’effectue en parallele. A la fin, la couche externe de I'épiderme
d’embryon sera composée de cellules multiciliées, d’ionocytes et de cellules sécrétrices de mucus.
Dans la couche interne, on retrouve les cellules basales ainsi que les progéniteurs des cellules

multiciliées et les progéniteurs des ionocytes.

A I'heure actuelle, seule la voie Notch a été montrée impliquée dans la spécification des cellules de la
couche interne : I'activation de la voie Notch entraine la perte des cellules multiciliées et des ionocytes,
et au contraire l'inhibition de la voie Notch induit une augmentation de cellules multiciliées et
d’ionocytes intercalées. L'implication de la voie BMP dans la différenciation des différents types

cellulaires n’a jamais été étudiée dans ce contexte.
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Figure 32: lintercalation de la couche interne lors du développement de I'épiderme (d’aprés Stubbs et

al., 2006)

Le développement des deux couches ectodermiques lors de la formation de I'épiderme d'embryon de
Xénope. Lectoderme de Xénope est divisé en deux couches distinctes: la couche interne et la couche
externe (cellules en rouge) sur la partie supérieure. Une premiére étape correspond & la specification des
progéniteurs multiciliées (CCP, cellules en vert) et des ionocytes (cellules en jaune) via I'inhibition latérale.
Une fois spécifiés, ces deux types cellulaires s’intercalent a travers la couche externe composée

principalement par des cellules gobelet.
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3. Polarisation des cellules multiciliées et orientation du battement ciliaire
Les cellules épithéliales multiciliées sont caractérisées par une polarisation apico-basale, dans

lesquelles sont impliquées des protéines de la jonction cellulaire (cf. partie Il. 2. J. 1)). Cette polarisation
met en jeu un adressage et une localisation spécifiques de protéines ainsi que des interactions avec le
cytosquelette d’actine, modulés par de nombreuses voies de signalisation. Parmi celles-ci, je détaillerai
plus particulierement les voies impliquant les petites GTPases (e.g. Rho GTPases) et la voie PCP

(« Planar Cell Polarity »). .

A. Les Rho GTPases
Les Rho GTPases de la superfamille Ras coordonnent I'orientation du cytosquelette d’actine

ainsi que I'adressage de vésicules a certaines localisations dans la cellule (Symons and Rusk, 2003).
Cette coordination est primordiale pour la polarisation de I’épithélium : la concentration de la
machinerie de polymérisation de I'actine, mais aussi I'assemblage de I'actine et son ancrage a certains

sites, contribuent a cette polarisation.

1) Leréseau d’actine
L’actine, une protéine de 42kDa qui constitue I'’élément de base du cytosquelette eucaryote,

représente jusqu’a 15% du poids protéique d’une cellule. Elle existe sous deux formes dans la cellule :
I'actine globulaire notée actine-G ou sous forme polymérisée d’actine-F (filamenteuse). L’actine
participe a de nombreux processus biologiques autres que la polarisation, comme par exemple le
maintien structural, la division cellulaire, la migration, I'adhésion, I’endocytose, le trafic vésiculaire.
Dans les épithéliums polarisés, la membrane apicale des cellules épithéliales est fortement liée
au réseau d’actine par l'intermédiaire de protéines membranaires faisant le lien entre la cellule et le
réseau d’actine notée « ABP » (Actin Binding Protein). Les ERM (Ezrine-Radixine-Moesine), et
notamment I'ezrine, sont une famille d’ABP qui participent a la stabilisation du réseau d’actine au
niveau de la membrane cellulaire (Algrain et al., 1993; Bretscher, 1983), et comme nous le verrons plus

bas, a I’établissement du phénotype multicilié (Gomperts et al., 2004; Huang et al., 2003).

2) Régulation de I'activité des petites GTPases
Les GTPases de la famille Rho fonctionnent comme des interrupteurs moléculaires qui passent

d’un état inactif lié au GDP, a un état actif lié au GTP. La liaison du GTP induit des changements
conformationnels permettant leur association a des molécules effectrices contrélant des voies de
signalisation. Ces Rho GTPases possédent des régulateurs permettant le passage d’un état a l'autre,
cependant d’autres mécanismes de régulation ont été mis en avant. Ici, le controle spatio-temporel de

I’activation des Rho GTPases est un mécanisme de base de leur action cellulaire. Ces mécanismes de
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régulation ont fait I'objet de nombreuses revues (Cherfils and Zeghouf, 2013; Garcia-Mata et al., 2011;
Hall, 2012).

L'activation des Rho GTPases fait intervenir différents niveaux de régulation :

- Echange de GDP par du GTP, modulé par des facteurs d’échange appelés GEF (Guanine
exchange factors) ; La liaison du GTP aux Rho GTPases leur permet d’interagir avec leurs effecteurs.

- Activité intrinséque d’hydrolyse du GTP des Rho GTPases, favorisée sous I’action de facteurs
d’activation appelés GAP (GTPase activating proteins) qui s’associent aux Rho GTPases, permettant
leur dissociation de I'effecteur et induisant I'inactivation des Rho GTPases.

- Inhibition de la dissociation du GDP associé aux Rho GTPases, modulée par des régulateurs
correspondant aux GDI (Guanine nucleotide dissociation inhibitors) (cf. figure 33), qui une fois associés
aux Rho GTPases liées a du GDP bloquent I'échange de GDP en GTP. Ceci a pour effet le blocage des
Rho GTPases dans un état inactif.

- Récemment, certaines études, y compris par notre propre équipe, ont décrit certains miARN
comme de nouveaux régulateurs des petites GTPases (Liu et al., 2012a; Yu et al., 2008a).

Certains régulateurs peuvent interagir avec plusieurs Rho GTPases alors que d’autres seront
spécifiques d’'une Rho GTPases. Ces régulateurs sont aussi exprimés de fagon tissu-spécifiques et en
plus de leur activité inhibiteur/activateur des Rho GTPases, possédent une activité chaperonne
modulant ainsi I'association avec certains effecteurs des Rho GTPases actives. Il s’ensuit que les Rho
GTPases peuvent exercer une diversité d’actions en fonction du contexte cellulaire et de leur

localisation intracellulaire.

3) Réle des Rho GTPases
La morphologie et la motilité cellulaire sont étroitement liées au cytosquelette d’actine. Les

GTPases Rho, Rac et cdc42 apparaissent comme des éléments centraux de la régulation du
cytosquelette d’actine. L’activation de cette famille de protéines induit le recrutement de nombreux
effecteurs qui gouvernent les mouvements cellulaires. Chaque membre de cette famille régule
différentes voies de signalisations impliquées dans I'assemblage de différents types de structures de
filaments d’actine. Les protéines Rho (RhoA) sont plutét impliquées dans la formation des fibres de
stress d’actine. Ces fibres de stress sont des structures contractiles, formées d’actine et de myosine
qui sont retrouvées dans de nombreux types cellulaires non musculaires. Ces fibres permettent
I'adhésion, la motilité et la morphologie cellulaire.

Les GTPases Rac sont quant a elles impliquées dans la formation de structures associées aux
lamellipodes et aux micro-domaines membranaires.

Les GTPases Cdc42, sont plutét impliquées dans la formation des filopodes, qui sont des

protrusions d’actine en forme de doigt au niveau de la membrane.
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Figure 33: Mécanismes de régulation de 'activité des petites GTPases (d’aprés Iden et al, 2008)

L'activité des petites GTPases dépend de leur association avec du GDP ou du GTP. La forme inactive, liée au
GDP, est activée par échange de GDP en GTP grace a l'intervention des facteurs d’échange (GEF). La petit
GTPases active et associée alors a la membrane, interagit avec ses effecteurs induisant ainsi un signal dans
la méme cellule. De maniére opposée, il existe deux types de régulateurs négatifs: les GAP qui induisent
I’hydrolyse du GTP en GDP, et les GDI qui bloquent I'activation des petites GTPases, en les séquestrant dans
le cytoplasme.
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Dans chacune de ces situations, les protéines Rho GTPases permettent un réarrangement du
cytosquelette d’actine par polymérisation de maniére a coordonner les mouvements cellulaires (voir

revue détaillée de (Raftopoulou and Hall, 2004).)

4) Réle des petites GTPases dans le tissu épithélial
Dans les épithéliums, le cytosquelette d’actine joue un réle central dans la formation et le

maintien des jonctions intercellulaires. Par exemple, la latrunculin A, un agent dépolymérisant du
réseau d’actine, induit I'internalisation des protéines ZO-1 et de la claudine-4, deux éléments clefs des
jonctions serrées (Shen and Turner, 2005). Dans ce contexte, les RhoGTPases cdc42 et Rac sont
associées aux complexes jonctionnels et sont suggérées ainsi en étre des régulateurs directs.

Lors de la réparation épithéliale, I'activation ou I'inhibition de I'activité de RhoA ainsi que la
surexpression de Racl grace a I'emploi de formes constitutivement actives ou inactives empéche la
refermeture de la blessure dans des cellules bronchiques 16HBE140-, suggérant que la régulation de
I'activité de RhoA et de Racl doit étre finement régulée pour permettre la réparation de I'épithélium
(Desai et al., 2004). Initialement impliquées dans les réarrangements du cytosquelette d’actine,
certaines GTPases comme RhoA peuvent aussi induire certains changements épigénétiques et donc
controdler la différenciation cellulaire (McBeath et al., 2004). De maniére intéressante, de nhombreux
travaux de I'équipe de Schleger ont étudié I'inhibiteur Y27632 de la kinase ROCK, une kinase effectrice
de RhoA, dans la reprogrammation des cellules épithéliales (Liu et al., 2012b). Partant sur la mise en
culture de cellules épithéliales de prostate et de kératinocytes, ces auteurs ont observé lors de la mise
en culture avec du Y27632, une immortalisation des cellules épithéliales avec une prolifération accrue,
et un maintien des marqueurs de cellules épithéliales non différenciées. De maniere convaincante,
aucun changement dans le caryotype des cellules n’est observé et apres un nombre élevé de passages,
les cellules épithéliales ont conservé leur capacité de différenciation (Chapman et al., 2010; Liu et al.,
2012b). Récemment, la méme équipe a obtenu des résultats similaires sur des cellules épithéliales
respiratoires (Suprynowicz et al., 2012). L'inhibiteur Y27632 permet, lors de la phase de prolifération
et d’amplification, aux cellules épithéliales respiratoires de conserver leur capacité a reformer un
épithélium pleinement différencié méme aprés plusieurs passages. Ces derniers résultats indiquent
gu’en plus du réle dans le remodelage du cytosquelette d’actine, ces GTPases jouent un role important
dans le contréle de la différenciation de certains types cellulaires et pourraient notamment étre

impliquées dans la différenciation de I’épithélium respiratoire (McBeath et al., 2004).

5) Leréle de la voie RhoA dans la ciliogénése
Le remaniement apical du réseau d’actine est une étape précoce indispensable a la biogénése

des cils motiles dans les cellules multiciliées (Hoey and Gavin, 1992; Sandoz et al., 1988). Dans les
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cellules multiciliées de I'épithélium respiratoire ainsi que dans I'épiderme d’embryon de xénope (Park
et al., 2006b), un enrichissement apical d’actine est nécessaire pour permettre I'ancrage des corps
basaux néo-synthétisés et I'orientation des cils motiles (Vladar and Axelrod, 2008).

Au cours des dernieres années, il a été montré que FOXJ1 était un acteur important pour
I’ancrage des corps basaux au pole apical des cellules multiciliées. De plus, FOXJ1 contréle I'activation
de la voie RhoA, permettant le remodelage du cytosquelette d’actine et la localisation apicale d’ezrine
dans les cellules multiciliées (Gomperts et al., 2004; Pan et al.,, 2007; You et al.,, 2004). En effet,
I'activation de RhoA induit une activation de la kinase effectrice ROCK, qui phosphoryle I'ezrine,
provoquant son changement conformationnel qui lui permet d’interagir avec I'actine-F au p6le apical
des cellules (Bretscher et al., 2002). Ainsi, I'ezrine s’enrichit au pole apical des cellules avant
I"apparition des premiers cils motiles (Huang et al., 2003). L’ezrine peut aussi se lier a des protéines
transmembranaires comme EBP50 (ERM-binding phosphoprotein 50 ou NHERF) (Reczek et al., 1997).
EBP50 se lie a de nombreuses protéines transmembranaires importantes a la fonction de I'épithélium
respiratoire, comme CFTR ou les récepteurs béta-2 adrénergiques (Hall et al., 1998; Reczek et al., 1997;
Shenolikar and Weinman, 2001). Ainsi, I’ezrine joue un réle clé dans I'organisation et la régulation de
nombreuses protéines transmembranaires a la membrane apicale. Dans les souris invalidées pour
FOXJ1, Gomperts et collegues observent que le traitement avec un inhibiteur de la calpaine, qui
stabilise le cytosquelette d’actine, permet la relocalisation de I'ezrine et de 'EBP50 a la membrane
apicale de I'épithélium respiratoire. De maniére plus surprenante, ce traitement induit aussi la
formation des cellules multiciliées mais avec la présence de cils de type « 940 », cette configuration
serait expliquée par I'absence de FOXJ1 (Gomperts et al., 2004). L’analyse de souris invalidée pour
FOXJ1 révele des anomalies du cytosquelette d’actine avec notamment la perte de la localisation
apicale de I'ezrine (Huang et al., 2003). En I'absence de FOXJ1, il y aurait donc un défaut d’activation
de la voie RhoA, avec pour conséquence une perte de la localisation apicale de I'ezrine. Ainsi, ces
différents travaux suggérent que la localisation de I'ezrine pourrait jouer un role primordial dans la
localisation et/ou I'ancrage des corps basaux au cytosquelette apical d’actine.

Un autre acteur est nécessaire pour I'assemblage des corps basaux au cytosquelette d’actine
dans I'épiderme d’embryon de xénope : Dishevelled (Dvl). Je détaillerais dans la partie suivante la voie
PCP dont Dvl est un acteur central (cf partie Ill. 3. B). Il est connu que Dvl a comme partenaire RhoA
(Habas et al., 2001). Des protéines RhoA fluorescentes localisent au pdle apical des cellules multiciliées
et une forme active de RhoA localise spécifiquement au niveau des corps basaux ou Dvl est retrouvé
(Park et al., 2008). Park et collégues ont montré que Dvl régulait la ciliogenése en permettant I'ancrage
des corps basaux au cytosquelette d’actine via I'activation de RhoA, cependant sans affecter

I’enrichissement apical d’actine dans les cellules multiciliées (Park et al., 2008).
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B. La voie de la polarité planaire PCP (« Planar Cell Polarity »)
L’'orientation des cils a un impact direct sur 'orientation du battement ciliaire. Or, depuis

guelques années de nombreuses publications portent sur I'implication de la voie PCP dans I'orientation

des cils.

1) Les acteurs de la voie PCP
Chez les vertebrés, la voie de signalisation PCP comprend de nombreuses protéines

transmembranaires : Vangl (1 et 2), Celsr (1,2 et 3) et les protéines Frizzled (Fz) dont le nombre varie
au sein des vertébrés, ainsi que des protéines cytoplasmiques : Dvl (1,2 et 3) et Prickle ou Pk (1 et 2).
Ces protéines sont retrouvées localisées dans la cellule au niveau cortical et de maniére asymétrique
de maniére a transmettre a la cellule des signaux de polarisation. Aussi, il existe des boucles
d’amplification entre cellules adjacentes qui transmettent I'asymétrie d’une cellule a une autre,
permettant ainsi I’'organisation ou l'orientation de certaines structures au sein d’'un méme tissu : c’est
le cas des cils motiles dans I'épithélium respiratoire ou la voie PCP permet au sein du tissu respiratoire
d’orienter le battement ciliaire dans une direction unique. Cependant, méme si le nombre de travaux
décrivant I'asymétrie de ces acteurs augmente chaque année, les mécanismes précis mis en jeu restent

encore peu connus.

2) La voie PCP et 'orientation du battement ciliaire
La clairance mucociliaire chez 'Homme est un mécanisme décrit depuis longtemps. Malgré

cela, les premiéres études s’intéressant a la direction du battement ciliaire sont venues du xénope et
plus particulierement de I'équipe de Wallingford, qui a montré que Dvl, Frizzled, Vangl2 ont un role
important dans I'épiderme de xénope pour I'orientation des cils des cellules multiciliées, ainsi que dans
d’autres tissus (pour revue voir (Wallingford, 2010)). Les travaux effectués montrent I'existence de
deux types principaux de polarité dans le cas des cellules multiciliées : 1) la polarité rotationnelle, ou
I'orientation de maniere uniforme des cils au sein d’une méme cellule permet la propulsion du fluide
dans une méme direction a I'échelle d’une seule cellule. 2) la polarité tissulaire, ou I'orientation du
fluide dans une direction unique passe par I’établissement et la coordination de I'ensemble des cellules

multiciliées au sein du tissu entier.

Méme si les différents acteurs sont encore peu connus, de nombreux travaux chez le xénope
et le poisson zébre ont permis d’identifier des acteurs clés dans ces polarités. Cependant, aucun travail
sur le role de la voie PCP dans les voies respiratoires n’avait été effectué jusqu’au travail par Vladar et
collaborateurs, effectué chez la souris (Vladar et al., 2012). Ceci est trés certainement un des travaux
les plus aboutis effectués dans un tissu cilié chez les mammiféres, qui confirme de nombreux travaux

effectués chez le xénope.
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Figure 34: La voie PCP dans les cellules multiciliées (Vladar et al., 2012)

La voie des PCP (Planar Cell Polarity) contréle l'orientation des cils motiles des cellules multiciliées des voies
respiratoires. Pour cela, les différents acteurs sont distribués asymétriquement entre la partie distale et la
partie proximale des voies respiratoires, de plus cette action est faite en coordination au niveau du tissu &
travers des signaux non-cellulaire autonomes. Comme indiqué Vangl (en rouge) et Prieckle2 (en jaune)
localisent a la partie distale de la cellule alors que Frizzled et Dishevelled (en vert) localisent a la partie
proximale. Ces localisations asymétriques font intervenir le réseau de microtubules, et sont nécessaires
pour 'orientation des microtubules et du réseau d’actine lors de I'ancrage des corps basaux au niveau du
péle apical de la cellule. Lors de la mutation de certains acteurs de la voie PCP, il y 2 une perte de
I'orientation des corps basaux et donc du mouvement ciliaire affectant ainsi la clairance mucociliaire.
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Avant méme l'apparition des cils, une localisation subcellulaire asymétrique de certains
acteurs clés de la voie PCP est observée et de maniere impressionnante, cette localisation subcellulaire
est identique chez d’autres mammiféres. Ainsi Fz3/6 et Dvl1/3 localisent au niveau de la partie
proximale de la cellule, alors qu’a la partie distale est retrouvé Vgl1/2 et Pk1/2 (cf. figure 34). Comme
chez le xénope, DvI2 localise non pas de facon asymétrique mais au niveau des corps basaux (Park et

al., 2008).

De précédents travaux chez la drosophile montrent que les MT sont importants pour la
localisation asymétrique de ces protéines (Shimada et al., 2006). De plus, ces protéines PCP localisent
avec le réseau de MT (Shimada et al., 2006). Le traitement au nocodazole, une drogue dépolymérisant
les MT, abolit partiellement la localisation asymétrique des protéines PCP observées. Ces résultats
indiquent que le transport vésiculaire est un élément central dans la localisation asymétrique des

protéines de la voie PCP (Vladar et al., 2012).

Les auteurs relient aussi la voie PCP a la formation du réseau de MT reliant les corps basaux
entre eux au sein d’une méme cellule. Il existe en effet un remodelage actif du cytosquelette d’actine
ainsi que du réseaux des MT de fagon a interconnecter les corps basaux via leurs appendices (Werner
et al., 2011). Cet aspect agit directement sur la polarité rotationnelle évoquée auparavant. Une
modification post-traductionnelle de la tubuline, la tyrosination, est enrichie de maniére asymétrique :
les corps basaux sont reliées a la membrane par ces tubulines modifiées et la perturbation de la voie
PCP entraine la perte de I'orientation de ces tubulines tyrosinées (Vladar et al., 2012). De maniére
élégante, les auteurs ont utilisé des co-cultures de cellules sauvages et de cellules mutantes pour la
voie PCP, montrant que la tubuline tyrosinée est distribuée de maniére asymétrique non pas dans les
cellules sauvages mais dans I'ensemble des cellules dont la partie proximale est en contact avec une
cellule sauvage. Ces observations suggéerent ainsi que la polarisation des MT est effectuée en concert
avec les cellules attenantes (Vladar et al., 2012). Ces résultats sont confirmés par des mutants de Vgl
qui présentent des défauts de polarité tissulaire, indiquant bien que la voie PCP est nécessaire pour
I’établissement d’une polarisation des MT et du réseau d’actine des cellules multiciliées au sein d’un
méme épithélium (Vladar et al., 2012). Il est cependant important de noter que dans ces mutants Vgl,
la polarité rotationnelle n’est pas affectée. Des études chez le xénope suggérent que la voie PCP fixe
une direction aux cils motiles dont le battement crée un flux directionnel. Ce flux exerce des forces
hydrodynamiques qui définit la polarité rotationnelle au sein d’une cellule multiciliée (Mitchell et al.,
2009). Les observations de Vladar et collaborateurs, montrent la séparation entre les deux types de
polarité : rotationnelle et tissulaire. Cette séparation est renforcée par le fait que certains mutants

affectant la synthése des cils n’induisent pas de perturbation de la polarité tissulaire (Guirao et al.,
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2010). Ainsi certaines questions restent posées quant a I'implication de certains acteurs de la voie PCP

dans ces différents types de polarités.

Nous avons vu dans cette introduction que les cils sont des structures conservées au cours de
I’évolution et sont indispensables a certaines fonctions de I'organisme. La différenciation des MCC est
un processus complexe contrélé par une succession d’événements sous-controle de certaines voies de
signalisation. Ces voies sont elles-mémes finement régulées par de nombreux facteurs pour aboutir a
la formation des cils motiles. Les miARN apparaissent comme de nouveaux acteurs capables de réguler
et d’interconnecter simultanément de nombreuses voies de signalisation afin de contréler des
processus biologiques distincts. Dans ce contexte, nous nous sommes a déterminer le réle de certains

miARN dans la différenciation des MCC.
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Résultats




Comme nous l'avons vu dans l'introduction de ce manuscrit, la différenciation des épithéliums
multiciliés est un processus complexe et dynamique. La caractérisation du transcriptome au cours de
la différenciation de I'épithélium respiratoire humain réalisée dans notre équipe ainsi que dans un
autre laboratoire (Ross et al., 2007) a permis de mettre en évidence le nombre élevé de genes modulés
durant ce processus. Alors qu’une étude suggérait un réle probable des miARN dans la morphogénese
pulmonaire chez la souris (Harris et al., 2006), mon laboratoire d’accueil a été le premier a émettre
I'hypotheése que certains miARN joueraient un r6le dans le processus de différenciation des

épithéliums multiciliés.

Avant mon arrivée au laboratoire, des répertoires de miARN au cours de la différenciation
avaient été effectués. L'induction tres forte des familles de miARN miR-449 et miR-34 dans les cellules
multiciliées lors de la différenciation de I'épithélium respiratoire humain avait déja été observée par
plusieurs approches indépendantes (microarray, séquencage, qRT-PCR, hybridation in situ). La famille
miR-449 étant induite de plus de 1000 fois, le premier objectif de mon projet de these a été de
déterminer I'impact fonctionnel de miR-449 au cours de la différenciation des cellules multiciliées.
Mon deuxiéme objectif a été de tenter d’élucider les différents mécanismes d’action mis en jeu. Dans
cette perspective, nos travaux ont conduit a I'étude du rdle des voies de signalisation Notch et BMP,
deux voies majeures souvent interconnectées et impliquées dans la différenciation cellulaire, ainsi que

celle des petites GTPases dans le contréle du phénotype multicilié.
Mon travail a donné lieu a cing articles dont un soumis et un autre en cours de rédaction.

Article 1: Marcet B, Chevalier B., Luxardi G., Coraux C, Zaragosi L-E, Cibois M, Robbe-Sermesant K, Jolly
T, Cardinaud B, Moreilhon C, Giovannini-Chami L, Nawrocki-Raby B, Birembaut P, Waldman R,
Kodjabachian L and Barbry P. Control of vertebrate multiciliogenesis by miR-449 through direct
repression of the Delta/Notch pathway. Nature Cell Biology, (2011), (6):694-701.

Article 2: Marcet B, Chevalier B, Coraux C, Kodjabachian L & Barbry P. microRNA-based silencing of
Delta/Notch signalling promotes multiple cilia formation. 2011. Cell Cycle ; 10:17, 1-7

Article 3: Chevalier B, Kodjabachian L, Coraux C, Barbry P & Marcet B. MicroRNAs control biosynthesis
of motile cilia in vertebrates. Médecine/sciences 2011 ; 27 : 671-3

Article 4 en phase de soumission: Chevalier B., Adamiok A., Merecey O., Zaragosi L-E, Pasini A,

Kodjabachian L, Barbry P & Marcet B. miR-449 controls apical actin network formation during

multiciliogenesis through small GTPase signaling.
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Article 5 en cours de rédaction : Cibois, M.*, Luxardi, G.*, Chevalier, B.*, Thomé, V., Barbry, P., Marcet,

B.S and Kodjabachian, L.S. BMP signalling plays a prominent role in vertebrate mucociliary epithelium

differentiation during development and regeneration.
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l. MiR-449 contrdle la multiciliogenese en reprimant la voie
Delta/Notch chez les vértébrés.

Article 1: Marcet B, Chevalier B., Luxardi G., Coraux C, Zaragosi L-E, Cibois M, Robbe-Sermesant K, Jolly
T, Cardinaud B, Moreilhon C, Giovannini-Chami L, Nawrocki-Raby B, Birembaut P, Waldman R,
Kodjabachian L and Barbry P. Control of vertebrate multiciliogenesis by miR-449 through direct
repression of the Delta/Notch pathway. Nature Cell Biology, (2011), (6):694-701.

Article 2: Marcet B, Chevalier B, Coraux C, Kodjabachian L & Barbry P. microRNA-based silencing of
Delta/Notch signalling promotes multiple cilia formation. 2011. Cell Cycle ; 10:17, 1-7

Article 3: Chevalier B, Kodjabachian L, Coraux C, Barbry P & Marcet B. MicroRNAs control biosynthesis

of motile cilia in vertebrates. Médecine/sciences 2011 ; 27 : 671-3

Contexte de I’étude.

Les épithéliums mucociliés sont morphologiquement similaires au sein des vertébrés.
Constitués notamment par la présence de cellules multiciliées, ou plusieurs centaines de cils vibratiles
sont présents au péle apical de ces cellules. Leur battement coordonné permet un transport vectoriel
des fluides et des macromolécules. L'homme possede un épithélium mucocilié tapissant les voies
respiratoires et dont le battement ciliaire est nécessaire pour la clairance mucociliaire. Comme nous
I'avons vu dans la partie introductive (cf. partie Il. 3. B. 2) a ), I’épiderme d’embryon de Xénope est un
épithélium mucocilié présentant de fortes similitudes avec I'épithélium respiratoire humain, en faisant

ainsi un modele pertinent pour des études comparatives de la multiciliogenese.

Les mécanismes génomiques gouvernant la différenciation des cellules multiciliées demeurent
encore largement inconnus. Dans ce contexte, nous avons exploré le role des miARN dans la
différenciation des épithéliums mucociliés a partir de nos deux modeles d’étude : I'épithélium
respiratoire humain développé dans notre laboratoire ainsi que dans celui de Christelle Coraux
(Inserm, Reims), et I'épiderme d’embryon de Xénope, développé par I'équipe de Laurent Kodjabachian

a 'IBDML de Marseille.
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Résultats obtenus

MiR-449 est induit dans les cellules multiciliées

Nous avons effectué et comparé les répertoires d’expression des miARN a partir de cellules
multiciliées et de cellules non-ciliées d’épithélium respiratoire humain ou d’épiderme d’embryon de
Xénope. Nous avons ainsi observé que les familles miR-449 (miR-449a, miR-449b et miR-449c) et miR-
34 (miR-34b/c) étaient les plus fortement régulées dans les cellules multiciliées des deux espéces. Le
différentiel d’expression d’un facteur 1000 de miR-449 dans les cellules multiciliées nous a conduits a
focaliser notre étude sur cette famille de miARN. Des hybridations in situ indiquent une expression

spécifique de miR-449 dans les cellules multiciliées. De plus, dans le modele humain, les profils des

mMiARN par séquencage haut-débit ainsi que par « microarray » de cellules multiciliées et de cellules
basales obtenues par tri cellulaire (FACSaria®), confirment un fort enrichissement de la famille miR-

449 dans les cellules multiciliées comparé aux cellules basales.

Etant donné la forte induction de miR-449 dans les cellules multiciliées, nous avons cherché a

déterminer son impact fonctionnel dans la différenciation des cellules multiciliées.

MiR-449 est nécessaire pour la multiciliogenése

La multiciliogenése est un processus nécessitant plusieurs étapes successives : 1) un arrét du
cycle cellulaire, suivie par 2) une centriologenése massive correspondant a la synthése de centaines de
corps basaux dérivés de centrioles néo-synthétisés 3) la migration et I'ancrage de ces corps basaux a
la membrane apicale ayant préalablement subi une restructuration de son réseau apical d’actine. Ces
corps basaux servent alors de centres d’organisation des MT permettant I'assemblage des axonémes
des cils motiles. L’invalidation de miR-449 dans nos deux modeéles d’étude entraine un blocage de la
formation des cils motiles, caractérisé par une forte réduction du nombre de cellules multiciliées. Par
ailleurs, nous n’avons pu détecter des marquages de corps basaux ou de multiples centrioles dans les
cellules invalidées pour miR-449. Ces résultats suggerent que miR-449 serait nécessaire pour la
multiciliogenése a une étape précoce de différenciation, avant la centriologenese. De maniere
intéressante, I'invalidation de miR-449 dans I'épiderme de grenouille n’affecte pas I'apparition des
progéniteurs des cellules multiciliées, indiquant que miR-449 contréle la différenciation terminale mais

pas la spécification de ces progéniteurs.
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MiR-449 contrdle la multiciliogenése en ciblant la voie Delta/Notch

Le mécanisme d’action majeur des miARN est de réprimer I'expression de leurs cibles. Ainsi,
afin de déterminer le mécanisme d’action par lequel miR-449 contréle la multiciliogénese, nous avons
cherché a identifier ses cibles principales a I'aide d’analyses transcriptomiques. Nous avons pour cela
utilisé notre modele in vitro de différenciation que nous avons comparé a des cellules épithéliales
respiratoires surexprimant miR-449. Ces études ont été couplées a [I'utilisation d’outils
bioinformatiques de prédiction de cibles. Ainsi, nous avons déterminé deux cibles potentielles de miR-

449 conservées entre les deux especes étudiées: le récepteur Notchl et son ligand Delta-1 (DII1).

Des expériences de transfection de vecteur d’expression chimérique contenant le géne
rapporteur de la luciférase sous le contréle du 3’-UTR de DII1 ou de Notchl, révelent une forte
diminution de I’activité luciférase en réponse a la co-transfection de miR-449. De plus, des mutations
ponctuelles des sites de reconnaissance de miR-449 sur les 3’-UTR de DII1 et de Notchl, restaurent
I'activité luciférase lors de la surexpression de miR-449. Ces résultats indiquent que miR-449 interagit

spécifiguement avec le 3’-UTR de nos deux cibles d’intérét.

En outre, la surexpression de miR-449 dans les cellules épithéliales respiratoires conduit a une
diminution d’expression a la fois du transcrit et de la protéine de DII1 et de Notchl. Inversement, le
blocage de miR-449 au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire entraine des effets
opposés, a savoir une augmentation d’expression de DII1 et Notchl. Par ailleurs, dans I'épithélium
respiratoire humain nous avons pu déterminer que I'expression protéique de DIlI1 et Notchl était
majoritairement exclue des cellules multiciliées qui expriment miR-449. L’ensemble de ces résultats
nous suggerent fortement que DII1 et Notch1 sont bien des cibles physiologiques de miR-449 dans un
épithélium respiratoire humain natif. Chez le xénope, il était connu que DII1 est fortement exprimé
dans les progéniteurs multiciliés puisqu’il diminue lors de leur différenciation terminale (Deblandre et
al., 1999). Nous avons observé que le transcrit DI/1 diminuait bien lors de I'induction de miR-449 ; de
plus le blocage de miR-449 induit une augmentation de D//1. En revanche, aucun changement n’est

observé quant a I’expression de Notch1 lors de I'invalidation de miR-449.

Nous avons ensuite voulu déterminer I'impact fonctionnel du contréle de la voie Notch par
miR-449 dans le contexte de la multiciliogenése sur nos deux modéles. Un blocage de la voie Notch
dans le modéle humain par du DAPT (un inhibiteur chimique de la B-sécrétase), et chez le Xénope en
invalidant DIlI1 et Notchl a I'aide de morpholinos, potentialise la multiciliogenése, confirmant que
I'inhibition de la voie Notch est bien nécessaire pour la multiciliogenése dans les deux espéeces. Par
ailleurs, chez le Xénope, I'injection d’un transcrit DII1 sans son 3’-UTR, bloque la multiciliogenése sans

affecter I'apparition de progéniteurs de cellules multiciliées, mimant I'invalidation de miR-449. Ce
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résultat suggere que DII1 serait la cible privilégiée de miR-449 dans le modele Xénope. Afin de
démontrer que le contréle de la multiciliogénése par miR-449 impliquait bien une répression
spécifique de la voie Notch par miR-449 dans nos deux modeles, nous avons utilisé une approche de
protection de cible. Cette approche consiste a transfecter ou a injecter un oligonucléotide
complémentaire du site conservé de miR-449 dans le 3’-UTR de Notchl ou de DII1 afin de bloquer
spécifiguement sur cette cible I'action du miR-449 endogene et de tester son impact fonctionnel. Si
I’effet fonctionnel de miR-449 passe bien par la répression spécifique de cette cible, on peut mimer le
blocage induit par I'invalidation spécifique de miR-449 en empéchant son interaction avec cette cible
spécifique. Nous avons pu observer qu’une telle protection de Notchl dans I’épithélium respiratoire
inhibait bien la multiciliogénése. La méme approche expérimentale a été conduite chez le Xénope en
abolissant I'action de miR-449 sur sa cible DII1 : on observe alors une augmentation du transcrit DII1,
qui apparait donc bien comme une cible fonctionnelle de miR-449. Par ailleurs, la protection de DIlI1
contre I'action de miR-449, abolit la multiciliogenése sans affecter |'apparition des progéniteurs de
cellules multiciliées, mimant ainsi I'invalidation de miR-449. Une invalidation de la voie Notch reverse

I’effet de I'invalidation de miR-449 en restaurant la multiciliogénése.

Nos travaux ont ainsi permis de démontrer que la répression de la voie Delta/Notch par miR-
449 est requise pour le déclenchement de la multiciliogéneése chez les vertébrés, mettant en lumiere

la conservation fonctionnelle d’un miARN et de son mécanisme d’action.
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Control of vertebrate multiciliogenesis by miR-449
through direct repression of the Delta/Notch pathway

Brice Marcet!?, Benoit Chevalier»!!, Guillaume Luxardi®>*!!, Christelle Coraux>%!!,
Laure-Emmanuelle Zaragosi?, Marie Cibois®*, Karine Robbe-Sermesant?, Thomas Jolly>®,
Bruno Cardinaud"*”#, Chiméne Moreilhon?®, Lisa Giovannini-Chami'*»!°, Béatrice Nawrocki-Raby>S,

Philippe Birembaut>®, Rainer Waldmann'?, Laurent Kodjabachian

Multiciliated cells lining the surface of some vertebrate
epithelia are essential for various physiological processes, such
as airway cleansing'~3. However, the mechanisms governing
motile cilia biosynthesis remain poorly elucidated. We identify
miR-449 microRNAs as evolutionarily conserved key regulators
of vertebrate multiciliogenesis. In human airway epithelium
and Xenopus laevis embryonic epidermis, miR-449 microRNAs
strongly accumulated in multiciliated cells. In both models, we
show that miR-449 microRNAs promote centriole multiplication
and multiciliogenesis by directly repressing the Delta/Notch
pathway. We established Notchl and its ligand Delta-like 1
(DLL1) as miR-449 bona fide targets. Human DLL1 and
NOTCH]1 protein levels were lower in multiciliated cells than

in surrounding cells, decreased after miR-449 overexpression
and increased after miR-449 inhibition. In frog, miR-449
silencing led to increased D//1 expression. Consistently,
overexpression of D/f1 mRNA lacking miR-449 target sites
repressed multiciliogenesis, whereas both D/f1 and Nofch1
knockdown rescued multiciliogenesis in miR-449-deficient
cells. Antisense-mediated protection of miR-449-binding sites
of endogenous human Notch1 or frog Dii1 strongly repressed
multiciliogenesis. Our results unravel a conserved mechanism
whereby Notch signalling must undergo miR-449-mediated
inhibition to permit differentiation of ciliated cell progenitors.

Motile cilia are microtubule-based organelles that develop from the
apical surface of specialized cells in varying numbers, ranging from one
to several hundred per cell*?. They have important mechanical and
sensory roles'?, highlighted by the fact that a wide variety of human
pathologies, such as chronic airway diseases (including primary ciliary

34,12 1,2,12,13

and Pascal Barbry’

dyskinesia, cystic fibrosis and chronic obstructive pulmonary disease),
Bardet-Biedl syndrome and reproductive disorders'?, are associated
with ciliary defects. Multiciliated epithelia are morphologically
conserved among vertebrates, indicating that the key pathways that
control multiciliogenesis are also conserved across this phylum
We formed a hypothesis that microRNAs, a class of small regulatory
noncoding RNAs (refs 7-9), may be important regulators of vertebrate
multiciliogenesis. To test our hypothesis, we examined the microRNA
expression changes during ciliogenesis in two models derived from
evolutionarily distant tetrapods: primary cultures of differentiated
human airway mucociliary epithelial cells (HAECs) grown at an
air-liquid interface’**? (Supplementary Fig S1a,b), and mucociliary
epidermis of Xenopus embryos*®. Both models recapitulate the
different steps leading to terminal differentiation into multiciliated
cells, characterized by the growth of hundreds of motile cilia at the
apical surface of each cell. For HAEC primary cultures, we established
microRNA signatures by high-throughput sequencing (HTS) at
four characteristic time points of the airway barrier regeneration:
proliferation, immediately after the establishment of an air-liquid
interface (ALI-DO); polarization, which was typically observed after
7 days (ALI-D7); onset of ciliogenesis, after 14 days (ALI-D14);
and terminal differentiation, after 21 days (ALI-D21). For Xenopus
laevis, we sequenced microRNAs from ectoderm explants at stage 11.5
(gastrula), which is before the appearance of multiciliated cells, and
at stage 26 (tailbud), when the ciliated epidermis is fully developed.
miR-449a, miR-449b and miR-449¢ (collectively named miR-449),
constitute by far the most strongly induced microRNAs during
epithelium differentiation in both species. Although representing
less than 0.01% of all microRNA sequences in proliferating HAECs,

miR-449 accounted for more than 8% of the microRNA reads in

12,4-6
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Figure 1 miR-449 microRMNAs are the most upregulated microRNAs
during multiciliogenesis. (a,b) Pie charts illustrating the relative
microRNA abundance (percentage of microRNAreads) in undifferentiated
{non-ciliated; ALI-DO) versus differentiated (ciliated; ALI-D21) HAEC
cultures (a) and in Xenopus epidermal explants from embryos before
(E11.5) and after (E26) the onset of multiciliogenesis (b; see also
Supplementary Fig. S1). The miR-449 and miR-34 families are indicated
in red and blue, respectively, Data are from HTS (n =23 donors). Similar
results were obtained with microarrays (n=2 donors; Supplementary Fig.
S1f). (c-k) Specific localization of miR-449 in multiciliated cells. fr sitv
hybridization was carried out on frozen sections of 21-day ALl cultures
(c—e) or from tailbud embryos of Xeropus (g-k) with digoxigenin-labelled
LNA probes against miR-449 (¢,g,1,k), miR-31 (d) and scrambled probes
as anegative control (e,h). /n situ hybridization results are representative
of three individual experiments. In human (c—e), cross-sections of a
well-differentiated pseudostratified epithelium revealed layers of nuclei
located at different heights: a first layer is near the permeable support

differentiated HAECs (Fig. 1a and Supplementary Fig. Slc,d). Similarly,
Kenopus laevis miR-449a robustly increased over differentiation,
representing up to 39% of all microRNA sequences in ciliated epidermal
explants (Fig. 1b and Supplementary Fig. Sle). Consistent observations
were made in microarray analyses and quantitative PCR assays (see
Methods and Supplementary Fig. Sif,g). miR-34 family members
were also induced during differentiation in both models (Fig 1
and Supplementary Fig. Slc—g), although to a lesser extent than
miR-449, Interestingly, miR-449 and miR-34 belong to a superfamily
of microRNAs sharing a significant identity, including in the “seed”
region that plays a crucial role in target recognition'>**, The miR-449
family seems to be conserved through vertebrates: examination of loci
syntenic to Cdc20b (which hosts the miR-449 cluster in human and frog)
revealed the existence of miR-449 in all of the completely assembled
and in some of the preliminarily assembled or partially sequenced
vertebrate genomes that we examined using in silico approaches!®1#
(Supplementary Fig, S2 and Table S1).

Differentiated HAECs and frog ciliated epidermis are constituted of
different cell types, including mucus-secreting cells and multiciliated
cells, as well as basal cells in HAECs and ionocytes in Xenopus®.
Multiciliogenesis sequentially involves permanent exit from the cell
cycle; centriologenesis, characterized by the production of hundreds
of basal bodies, made up from neo-synthesized centrioles; and basal
body migration to the apical membrane, where they act as microtubule-
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and corresponds to basal cells. This layer was miR-31-positive (d). A
second layer is located in the middle of the section, and corresponds
to columnar cells. It was miR-449-positive (¢). Cilia of multiciliated
cells are indicated on the panels by green arrowheads, basal cells by
blue arrowheads, and no mucus-secretory cells are morphologically
detectable in those images (c—e). The dark zone at the base of the tissue
indicated by a black arrowhead in ¢ corresponds to the filter used to
culture HAECs. Multiciliated cells in Xenopus embryos were identified by
acetylated-tubulin immunostaining (j,k). (f) HTS expression profiling of
miR-449, miR-34 and miR-31 expression levels in FACS-sorted hurmnan
airway epithelial basal and columnar multiciliated cells (expressed as
logz{counts)). Data are means=s.d. from three independent experiments.
Human airway epithelial basal and colurmnar ciliated cells were
FACS-sorted using two specific markers of the basal cells (CD151 and
tissue factor)?®, We collected 2.87+0.76 % 10% CD151+/TF* cells (basal
cells, at a purity of 97.1 £2.3%) and 0.194+0.05% 10? CD151-/TF-
cells (columnar cells, at a purity of 92.4 £3.3%).

organizing centres and allow the assembly of motile axonemes™>!7-1%,
Several lines of evidence indicate that in both species, miR-449
microRNAs are significantly enriched in multiciliated cells. First, in situ
hybridization of HAEC primary cultures (Fig. 1c—) and of human
bronchial tissue (Fig. 2a—c) detected miR-44%9 mainly in columnar
multiciliated cells but not in basal cells (Fig. 1c), or in mucSAC-
positive secretory cells (Fig. 2a). Second, miR-449 microRNAs were
preferentially detected in P4-tubulin-positive multiciliated cells in
cytospins of HAECs (P < 0.001; Fig. 2d—g). Third, immunostaining
experiments revealed that CDC20B (cell division cycle 20 homologue
B), the protein encoded by the host gene of miR-449, co-localized
with centrin-2, a marker of basal bodies in multiciliated cells, but not
with mucSAC, a marker of goblet cells (Fig. 2h—m). Fourth, microRNA
profiling of columnar cells {mainly composed of multiciliated cells
and few mucus-secreting cells) and of basal cells obtained after
fluorescence-activated cell sorting (FACS) of HAECs (ref. 20) showed
that miR-449 expression was more than two orders of magnitude
higher in multiciliated cells than in basal cells, whereas the opposite
distribution was observed for miR-31 (Fig, 1f). Fifth, in Xenopus
embryonic epidermis (Fig. 1g—k) and nephrostomes (Supplementary
Fig. S3b), miR-449 expression was also prominent in multiciliated
cells that were positive for acetylated tubulin. Epidermal miR-449
was first detected in a “salt and pepper” pattern at the early neurula
stage, indicating that miR-449 microRNAs accumnulate in ciliated

694

NATURE CELL BIOLOGY VOLUME 13 | NUMBER 6 | JUNE 2011

@ 201 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved.

136



2 miR-449a/b U

20 pm

Figure 2 miR-449 and CDC20B are localized in multiciliated cells of
human airway epithelium. (a—c) fn situ hybridization on frozen sections
from human bronchial tissue sections using a digoxigenin-labelled LNA
probe against miR-449a/b (a,b) or a scrambled probe as a negative control
(c). Green arrowheads indicate multiciliated cells. White arrowheads
indicate mucus-secreting cells labelled using anti-Muc5AC antibodies.
(d-f) /n situ hybridization on cytospins of freshly isolated HAECs (=23
donors) using a digoxigenin-labelled LNA probe against miR-449a/b
(d.f), and anti-4-tubulin antibody to label multiciliated cells (green;
e f). Green arrowheads indicate multiciliated cells. (g) Cells stained
as in d-f were assessed for miR-449ab staining. Multiciliated cells
were significantly positive for miR-449a/b (k% P < 0.001, Student's

cell progenitors (CCPs) before the onset of terminal differentiation
(Supplementary Fig. S3a). Collectively, our data reveal a robust
enrichment of miR-449 expression in vertebrate multiciliated cells.

To investigate the function of miR-449 in multiciliogenesis, six
independent HAEC cultures were transfected with a cholesterol-
conjugated antagomiR directed against miR-44%a/b (AntagomiR-
449a/b) and ciliogenesis was assessed over the time course of
regeneration. The antagomiR specifically knocked down miR-449
expression (Fig. 3b) and led to a significant reduction in the number of
[4-tubulin-positive cells at ALI-D21 (average of ciliogenesis inhibition:
2.3+0.3-fold, n=6,P < 0.001; Fig 3a). We also knocked down
miR-44% in Xenopus embryos by epidermal injection of a cocktail
of morpholino antisense oligonucleotides targeting mature miR-
449a/bfc. miR-449 morpholino oligonucleotides strongly repressed
multiciliogenesis, as revealed by acetylated-tubulin staining at tailbud
and tadpole stages (= 112; Fig. 3g-i and Supplementary Fig. S4a.b).
Multiciliogenesis was also impaired in nephrostomes after miR-
449 knockdown (Supplementary Fig. S3c,d). Although miR-449
depletion in Xenopus embryonic epidermis inhibited multiciliogenesis,
it did not suppress the expression of genes encoding ciliated cell
markers, such as o-rubulin, TexI5 (testis expressed 15) and the
forkhead transcription factor gene Foxjl (Fig. 3c—f and Supplementary
Fig. S4a—c), and did not prevent intercalation of CCPs in the

LETT ERS

Percentage of
miR-449-expressing cells

t-test; 15 fields per slide, three slides per donor, n=23 donors). Data
are means=+s.e.m. (h-m) Immunocytochemistry experiments were carried
out on human bronchial tissue sections (h—j) or on primary cultures of
differentiated HAECs at ALI-D21 (2= 23 donors; k-m). (i,j,I,m) CDC20B
antibody was used to identify cells expressing miR-449 (green), which
is located in intron 2 of the Cdc20b gene. CDC20B co-localized with
multiciliated cells (multiciliated cells indicated by green arrowheads in
h,j and by centrin-2 staining for basal bodies in k,m), whereas CDC20B
did not co-localize with muc5AC-positive cells (red in i and indicated by
white arrowheads). Gene expression studies have revealed that in HAECs
the miR-449/cde20b locus delivers, in a coordinated manner, cdc20b
transcripts and miR-449 copies.

outer epidermal layer (Supplementary Fig. S4b). This indicates
that miR-449 microRNAs are required for terminal differentiation,
but not for specification, of Xenopus CCPs. miR-44% inhibition
apparently did not affect cell viability in HAECs nor in frog
embryos (Supplementary Fig. S4d,e}. In both HAECs and Xenopus
embryonic epidermis, miR-449 knockdown caused a concomitant
reduction in the number of cells positive for both tubulin (motile
cilia marker) and centrin-2 (basal body marker), indicating that
miR-449 microRNAs are required for multiciliogenesis at an early
stage of differentiation, before centriologenesis (Supplementary Fig.
S5). Our data establish miR-449 microRNAs as key regulators of
multiciliogenesis in vertebrates.

Next we investigated how miR-449 microRINAs affect multiciliogen-
esis. We reasoned that ad hoc targets of miR-449 should be downregu-
lated during terminal differentiation and after transfection of miR-449.
To define miR-449 targets, we analysed the following transcriptional
profiles: four time points of HAEC differentiation (ALI-D0, ALI-D7,
ALI-D14, ALI-D21) as well as that of; proliferating HAECs transfected
with miR-449. Functional annotation of differentially expressed
mRNAs with gene set enrichment analysis revealed a significant
enrichment in genes associated with G2/M checkpoint regulation and
ciliogenesis (Supplementary Fig. S6a). miR-449-modulated transcripts
were then analysed with several microRINA target prediction tools?!,
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Figure 3 miR-449 knockdown inhibits multiciliogenesis. (ab) HAECs (n=6
donors) were chronically treated with anti-miR-449a/b or control antagomiR
(20nM) during the time of differentiation, typically for 21 days at an
air-liquid interface. (a) Typical p4-tubulin immunostaining of HAECs treated
with a negative control antagomiR (Antago-Neg) and an anti-miR-449a/b
antagomiR (AntagomiR-449a/b). The relative rate of multiciliated cells was
defined as the ratio of the number of B4-tubulin-positive cells to the number
of nuclei (20 fields per filter, and 3 inserts per donor, n=6 donors). The
histogram indicates the relative rate of multiciliated cells per field in each
experimental condition, with the control set to 1. Data are means+s.d.
from six donors (***, P < 0.001, Student's ¢-test). (b) Real-time RT-PCR
experiments indicate that antagomiR-449a/b inhibits miR-449a and
miR-449b expression and has no effect on the unrelated microRNA miR-21.
Data are means+s.d. from six donors (ns, not significant, **, P <0.01,

leading to the identification of several potential targets, which we
validated with a dual luciferase assay. A first group of miR-449 targets
code for proteins involved in cell cycle regulation (amphiregulin®,
cyclin Bl, cyclin E2, and cell division cycle 25 homologue A) that
were partially reported elsewhere?% (Supplementary Fig. $7a—d). This
is consistent with the capacity of miR-449 to block the cell cycle in
proliferating human AS49 cells (Supplementary Fig. $7¢). Although
cell cycle exit is important for commitment towards centriologenesis,
a lack of miR-449 in confluent HAECs was not sufficient to restart
the cell cycle (not shown). This indicates that once the differentiation
program has started, the influence of miR-449 on cell cycle regulation is
marginal. We then identified and validated a second group of miR-449
targets associated with proliferation/differentiation, which includes
NOTCH1 and its ligand DLL1 (Fig, 4a,b and Supplementary Fig, S7a,b).
This prompted us to further examine the role of miR-449-mediated
modulation of the Notch pathway in multiciliogenesis. DI and
Notchl 3'-untranslated regions (3'-UTRs) contain miR-449-binding
sites that are conserved between frog and human (Supplementary
Fig. Séb). Mutation of one out of two predicted miR-449-binding
sites in the human Norchl 3'-UTR, or of two out of three sites
in the human DIlI 3-UTR, was sufficient to abrogate the effects
of miR-449 in luciferase assays (Fig. 4a). These data indicate that

miR-449a miR-449b miR-21

Control MO
Control

[ Antago-Neg
M ~ntagoriR-449a/b

o-tubulin

miR-449 MOs

Merge

¥ P <0.001, Student's ¢-test). (c—) Xenopus cleavage-stage embryos
were injected in the epidermis with a mixture of 30ng control morpholino
oligonucleotides (MOs; ¢,d,h) or miR-449a/b/c morpholino oligonucleotides
(10ng each) and 2.5ng of FLDx (stained in orange/brown in ¢—f) or 500 pg
mGFP-CAAX mRNA to stain plasma membranes of injected cells {g-i).
(c—f) Detection of CCPs by a-tubulin in sity hybridization staining. (f)
The miR-449-depleted region in brown shows an excess of cells positive
for a-tubulin transcript when compared with the non-injected region. (g)
Percentage of injected cells (positive for mGFP green fluorescence) that
develop cilia in controls (1,002 cells) and in miR-449 morphants (777
cells, P=0.036, Kruskall-Wallis test). (h,i) Cilia detection in tailbud stage
embryos with an antibody against acetylated tubulin. mGFP immunostaining
was used to reveal plasma membranes. miR-449 morphant cells do not
exhibit cilia staining.

both DII and Notchl are bona fide targets of miR-449. Next, we
examined whether endogenous NOTCHI and DLL1 in HAECs are
also targeted by miR-449. DNA microarrays, real-time PCR with
reverse transcription (RT-PCR) and western blot experiments revealed
that miR-449 overexpression reduced the expression of both DLL1
and NOTCHLI in proliferating HAECs (Fig. 4b and Supplementary
Fig. §7b), and that miR-449 invalidation increased the expression
of both DLL1 and NOTCHLI in differentiating HAECs (Fig. 4b).
Consistent with silencing of DI and Notchl expression by miR-449,
we detected low levels of both DLL1 and NOTCHI proteins in
multiciliated cells when compared with undifferentiated (data not
shown) or with non-ciliated differentiated cells (Fig. 4c—e). Finally,
the functional impact of Notch pathway repression by miR-449
was assessed in HAECs through a target protection assay?® with a
cholesterol-conjugated modified oligonucleotide complementary to
the conserved miR-449-binding site in the 3'-UTR of human Noechl.
This protector oligonucleotide strongly repressed the effect of miR-449
in Notch! 3'-UTR luciferase assays, and caused an increase in both
the Nowhl transcript level and the number of NOTCH1-positive
cells in HAECs (Supplementary Fig. $7f-h). Importantly, Notchl
protection led to a significant reduction in the number of multiciliated
cells, thus phenocopying miR-449 knockdown (Fig. 4f). Conversely,
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Figure 4 miR-449 microRNAs repress the Notch pathway in HAECs.

(@) Modulation of the activity of luciferase reporters containing wild-type or
mutant 3*-UTRs of human DI or NofchI by miR-449a/b. All experiments
were done in triplicate ; n=12 for wild type and n=#6 for the mutants.
Values were normalized with the internal Reniffz luciferase control. Error
bars denote s.d. (b) Modulation of DLL1 and NOTCH1 protein levels by
miR-449 overexpression or knockdown with an antagomiR in proliferating
and differentiating HAECs. Protein levels were normalized with an antibody
against p-actin as an internal control and normalized fold changes are
indicated beneath the corresponding bands. Experiments were representative
of two donors. (¢,d) In ALI-D21 HAECs, DLL1 and NOTCH1 proteins (in
green) were detected primarily in non-ciliated cells as revealed by labelling

blockade of Notch signalling with a gamma secretase antagonist
(DAPT) significantly potentiated multiciliogenesis during HAEC
differentiation®™?* (Fig. 4f). Together, our data indicate that direct
repression of the Notch pathway by miR-449 is important for
multiciliogenesis in HAECs.

In Xenopus epidermis, DI transcripts are initially present in CCPs,
which is thought to permit their specification through Notch-mediated
lateral inhibition®. However, DI transcripts are rapidly cleared
at the early neurula stage?, when miR-449 microRNAs become
detectable in CCPs. Consistently, we found that inhibition of miR-449
markedly increased the endogenous level of DII transcripts at
the early neurula stage (Fig. 5a). In contrast, we failed to observe
any upregulation of No#ch! transcripts in miR-449 morphant
epidermis (data not shown). We thus tested the consequences of
sustained DLL1 activity on multiciliogenesis. Injection of a synthetic
DIl mRNA devoid of miR-449-binding sites resulted in excessive
specification of CCPs (Supplementary Fig. S8a; see also ref. 29),
combined with deficient multiciliogenesis (Fig. 5b,c). These effects
are identical to those caused by miR-449 depletion (Figs 3g—i and
Sb,c). In the converse assay, knockdown of endogenous DLL1 by
a translation-blocking morpholino oligonucleotide caused excessive
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with p4-tubulin and centrin-2 antibodies, respectively (in red).

{e) Green fluorescence intensity from experiments performed as in ¢.d was
quantified by confocal microscopy, thus revealing lower levels of DLL1
and NOTCHL proteins in multiciliated cells. Data are means+s.d. from
five independent experiments. (f) HAECs were chronically treated with
antagomiR-449a/b, antago-Neg, Notchl protector or negative protector
oligonucleotides (20nM) or DAPT (10uM) for 21 days. The histogram
indicates the relative rate of multiciliated cells per field in each experimental
condition, with the control set to 1. Data are means+s.d. n=18, 6, 18,
18, 6 and 6 for control, DAPT, antago-Neg, antago449a/B, protector-Neg,
protector-Notchl, respectively. (+#+, P <0.001, Student's {-test).
Uncropped images of blots are shown in Supplementary Fig. $9.

CCP specification but also robust multiciliogenesis (Fig. 5b,c and
Supplementary Fig. S8a). Furthermore, the deficient multiciliogenesis
caused by miR-449 knockdown was efficiently rescued by silencing D1
{Fig. 5b,c). The widespread derepression of DII in miR-449-deficient
embryos may cause Notch activation across the epidermis, leading
to suppression of multiciliogenesis. Consistent with this notion, a
morpholino oligonucleotide blocking translation of NOTCH1 also
restored multiciliogenesis in miR-449 morphant embryos (Fig. Sbc
and Supplementary Fig $8a). Finally, two morpholino oligonucleotides
complementary to the conserved miR-449-binding sites in the 3'-
UTR of DI (P1P2 morpholino oligonucleotide) were injected to
protect DHI from miR-449 binding. As expected, P1P2 protector
morpholino oligonucleotides upregulated endogenous DHI transcripts
{Supplementary Fig. S8a). Strikingly, these protector morpholino
oligonucleotides suppressed multiciliogenesis, but not ciliated cell
specification, similarly to miR-449 knockdown and D#1 overexpression
{Fig. 5b,c and Supplementary Fig. $8a). Our results demonstrate that
miR-449-mediated repression of DIII transcripts plays a key role in
promoting multiciliogenesis in frog epidermis.

Intriguingly, miR-449 silencing and DI protection caused enhanced
DilI expression in most cells of the epidermis, and increased CCP
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Figure 5 miR-449 microRNAs repress the Notch pathway in Xenopus
embryonic epidermis. (a) Cleavage-stage embryos were injected in the
epidermis with a mixture of anti-miR-449 morpholino oligonucleotides
(MOs). /n situ hybridization staining reveals sustained Dff1 expression
in miR-449-deficient epidermis at early neurula stage 14, although the
strength and penetrance of this effect was variable between experiments.
(b) Cleavage-stage embryos were injected in the epidermis with control
(50ng), miR-449 (3% 10ng), Notchl (20ng) or DIfI (20ng) morpholino
oligonucleotides, DI I mRMNA (800 pg) or two morpholino oligonucleotides
complementary to the miR-449 target sites in the 3'-UTR of DIfI (P1P2
morpholino oligonucleotides, 20ng each), as indicated. In all cases
mGFP-CAAX mRNA was co-injected as a lineage tracer. Co-injection of
both miR-449 and MNetchI morpholino oligonucleotides or miR-449 and

specification. This may reflect widespread basal levels of expression
of both DII and miR-449 that would be below the threshold of
detection in physiological conditions, as predicted by the lateral
inhibition model®™, Alternatively, miR-449 knockdown and the
associated rise in DI expression in CCPs may trigger increased Dl
expression in other cell types.

We found no evidence of a role for miR-449 in motile monociliated
cells. Such cells are in charge of generating directional fluid flow and
left/right asymmetry from midline structures of vertebrate embryos, in-
cluding the gastrocoele roof plate in Xenopus®'. No miR-449 expression
could be detected in the gastrocoele roof plate and its knockdown did
not impair left/right asymmetry (Supplementary Fig. S8b).

This and previous works indicate that activation of the Notch path-
way represses multiciliogenesis in mammalian and frog mucociliary
epithelia?™2°, Here, we show that miR-449 expression isinduced during
multiciliogenesis and that miR-449-mediated inhibition of the Notch
pathway is required for multiciliogenesis in our two models. miR-449
microRNAs target both DLLL and NOTCH1 in HAECs, but only
DLL1 in frog epidermis. We suggest that this difference is due to
the different distribution of DLL1 in the two types of epithelium.
DLLL and NOTCH]1 are present in proliferating HAECs, whereas
they are both silenced in multiciliated HAECs through the action
of miR-449. However, the levels of DLL1 and NOTCHI expression
remain high in surrounding cells (Fig. 4c—e). Consequently, CCPs
are exposed to DLLL from their neighbours and Notchl clearance
by miR-449 is necessary to prevent Notch pathway activation and
authorize multiciliogenesis. In Xenopus epidermis, CCPs are the main
source of DLL1 (ref. 29). DLL1 clearance by miR-449 in CCPs is
probably sufficient by itself to repress Notch signalling throughout
the epidermis, thus bypassing the need for Notchl targeting. Two
other mechanisms could explain why DIl downregulation in CCPs is
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Dif I morpholino oligonucleotides was also carried out, as indicated. Cilia
are stained with an anti-acetylated-tubulin antibody (in red) and plasma
mermbranes of injected cells are revealed by immunostaining against
mGFP-CAAX. Note that DffI mRNA injection suppressed ciliogenesis,
although it increased the number of CCPs (Supplementary Fig. $S8a). In
contrast, both D/fI and Notchl knockdown enhanced ciliogenesis and
rescued it in miR-449 morphants. (¢) Quantification of the number of
injected multiciliated cells (acetylated-tubulin positive cells) in each
condition (several hundred cells were scored in each condition). n=777,
535, 493, 916, 854, 690, 557 and 706 for control MO, miR-449
MOs, mir-449M0s+ DLLT MO, DLLT MO, DLLI mRNA, P1P2 MO,
NOTCHI MO, miR-449 MOs4 NOTCHI MO, respectively. Error bars
correspond to s.d.

necessary to stimulate multiciliogenesis in Xenopus. First, DLL1 may
repress differentiation of CCPs through autocrine signalling. Second,
DLL1 may activate Notch signalling in cells adjacent to CCPs, which
in turn may produce a paracrine signal repressing CCP differentiation.
Finally, we note that the expression of miR-44% remains elevated in
differentiated cells, indicating that miR-44% microRNAs also playa role
in maintaining the multiciliated phenotype.

Our work establishes the miR-449 family as an evolutionarily
conserved key regulator of vertebrate multiciliogenesis. miR-449
miccoRNAs promote centriologenesis and contribute to terminal
differentiation of multiciliated cells, by targeting both the cell cycle
and the Delta/Notch pathway. Our study clearly illustrates that
the development of multiciliated cells in the cellular environment
of distinct tissues in distant animals involves common molecular
networks, By providing new insights into the mechanisms controlling
multiciliogenesis, our study may also pave the way for developing new
therapeutic strategies aimed at treating pathologies associated with
motile ciliary defects. O

METHODS
Methods and any associated references are available in the online
version of the paper at http://www.nature.com/naturecellbiology

Note: Supplementary Information is available on the Nature Cell Biology website
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Subjects/tissue samples. Inferior turbinates or nasal polyps were from patients
who underwent surgical intervention for nasal obstruction or septoplasty (provided
by L. Castillo, Pasteur Hospital, Nice, France; T. Nasser, Courlancy Clinic, Reims,
France; and C. Ruaux, La Sagesse Hospital, Rennes, France). The use of human
tissues was authorized by the bioethical law 94-654 of the French Public Health Code
and written consent from the patients.

Isolation, culture and sorting of HAECs. Primary HAECs were cultured
according to refs 10,11, Experiments were conducted on cultures with transepithelial
electrical resistance above 500 2 cm=2. DAPT (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-
alanyl]-S-phenylglycine z-butyl ester) was used (10 pM, incubated from ALI-D0O
until terminal differentiation) to inhibit the Notch pathway, when indicated. For cell
sorting (three donors), we used the human-specific basal cell markers tetraspanin
CD151 and tissue factor to separate basal cells from columnar cells with a FACSAria
cell sorter (BD Biosciences), as described previously’.

Xenopus injections. Eggs obtained from NASCO females were fertilized in vitro,
dejellied, cultured and injected as described”. Capped Dil1 (ref. 29) and centrin-
2-mGFP (ref. 33) cRNAs were generated with the Ambion mMessage Machine
kit. pCS105-mGFP-CAAX (a gift from C. Chang, University of Alabama at
Birmingham, USA) was linearized with Asel and cRNA was synthesized with
Spé polymerase. Fixable fluorescent lysine dextran (FLDx, 2.5ng per cell) was
co-injected with morpholino oligonucleotides to sort injected embryos, and
anti-fluorescein immunodetection was carried out to trace the distribution of
morpholino oligonucleotides in fixed embryos. All injections were done at
least twice.

Immunohistochemistry. Frozen sections or fresh cultures of ALI-D21 HAECs
or bronchial tissue sections were used for detection of B4-tubulin, cytokeratin-
13, MucSAC, CDC20B and nuclei as described previously'®. We also used
anti-centrin-2 mouse monoclonal antibody (clone (N-17)-R; 1:200, Santa Cruz
Biotechnology), anti-CDC20B mouse monoclonal antibody (clone 2F2; 1:400,
Sigma) and rabbit polyclonal antibodies to DLL1 or mouse monoclonal anti-
NOTCHI (clone A& 1:200, Abcam). Xenopus multiciliated cells were stained

with anti-acetylated tubulin monoclonal antibody (clone 6-11B-1, 1:200, Sigma).

To reveal the mGFP-CAAX, we used a rabbit anti-mGFP antibody (1:400;
Torrey Pines Biolabs) together with a secondary antibody coupled to Alexa 488
(Molecular Probes). Secondary antibodies were used at 1:200 or 1:500 according to
the experiments.

Western blot and ELISA measurement. Preparation of HAEC protein lysate
(3 donors) was carried out using RIPA buffer (Thermo Scientific Pierce) and
western blotting using NuPage Novex Bis Tris MiniGels (Invitrogen) following
the manufacturer’s instructions. Revelation was carried out with immobilon ECL
(Millipore); gel images were acquired using a Fujifilm LAS-3000 imager. In addition
to the antibodies mentioned above, we used anti-CCNE2 (1:200, a gift from
G. Ponzio, INSERM U 634, UFR Médecine, Nice, France), rabbit polyclonal
anti-NOTCH1 (1:500, Abcam) and anti-B-actin antibodies (1:1,000, I-19, Santa
Cruz Biotechnology).

Apical and basolateral supernatants of untreated, miR-Neg- or miR-449a-treated
HAECs (two donors) were taken after 48 h of treatment. Released amphiregulin
(AREG) was then measured using a DuoSet ELISA kit (R&D systems) following the
manufacturer’s instructions.

Total RNA extraction. HAECs (a total of 16 donors) were lysed in TRIZOL
reagent (Invitrogen). Xenopus ectoderm explants were prepared at late blastula stage,
cultured in 1xMBS (88 mM NaCl, 1 mM KCI, 0.7 mM CaCl,, 1 mM MgSO,, 5SmM
HEPES at pH 7.8 and 2.5 mM NaHCO;) and collected for RNA extraction at gastrula
stage 11.5 and tailbud stage 26. Xenopus total RNAs were purified with a Qiagen
RNeasy kit (Qiagen). The integrity of RNA was evaluated using RNA nano-chips
(Agilent Technologies).

microRNA HTS and microarray experiments. Total RNAs were isolated from
ALI cultures (three donors) or sorted HAECs (three donors) and from stage
11.5 (gastrula) and stage 26 (tailbud) epidermal explants of Xenopus embryos
(pool of n= 50 explants of each stage). Small RNA libraries were generated from
total RNA (300ng) with the SOLID Small RNA Expression Kit (SREK, Applied
Biosystems) and sequenced on the Applied Biosystems SOLiD System following
the manufacturer’s instructions. Reads (5-20 % 10° per sample) were matched to
both known microRNA precursors and to the human or Xenopus tropicalis genome
using the Applied Biosystems RNA2map software. All table results were submitted
to GEO (GSE22147). Parameters for the Xenopus analysis took into account the fact
that the list of microRNA precursors was from Xenopus tropicalis rather than from
Xenopus laevis.

DOI: 10.1038/ncb2241

MicroRNA profiling was carried out using microarrays (Human microRNA
Microarray v2, containing 866 human and 89 human viral microRNAs, Sanger mi-
croRNABase v.12.0, Agilent Technologies), according to the supplier prescription.

mRNA expression profiling was carried out with DNA GeneChip Human Gene
1.0 ST Array (Affymetrix), according to the manufacturer’s instructions. Data were
processed using RMA (Robust Multi-Chip Average)®.

All data were stored on microarray information system Mediante®, and analysed
with Bioconductor (http://www.bioconductor.org). Results have been submitted to
GEO (accession number GSE22147) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgitacc=GSE22147).

Quantitative RT-PCR. Real-time PCR was carried out using a TagMan
MicroRNA Assay (Applied Biosystems) on a Lightcycler 480 (Roche), according to
the manufacturer’s instructions. The expression levels of mature microRNAs were
calculated using the 2-deltaCT method, using RNU44 and RNU6B as endogenous
controls.

In situ hybridization. After fixation in 4% paraformaldehyde (Electron Mi-
croscopy Sciences), frozen sections of ALI-D21 cultures or of human airway
tissues were acetylated, and incubated overnight at 55°C with 0.3ngpl™" locked
nucleic acid (LNA) digoxigenin-labelled microRNA probes (Exiquon) in 50%
deionized formamide, 0.3 M NaCl, 20 mM Tris-HCl at pH 8.0, 5mM EDTA, 10 mM
NaPO, at pH 8.0, 10% dextran sulphate, 1 Denhardts solution and 0.5 mgml™*
yeast RNA. The probes were: miR-449, 5-ccagctaacaatacactgec-3'; miR-31, 5'-
agctatgccageatcttgect-3'; scramble microRNAs, 5'-gtgtaacacgtctatacgecca 3', Probes
were revealed by sequential incubations with horseradish-peroxidase-conjugated
sheep anti-digoxigenin antibodies (Roche), the Tyramide Signal Amplification
Plus DNP AP System (Perkin-Elmer) and BCIP/NBT substrate (DakoCytomation).
Some slides were then exposed to mouse anti-Muc5AC antibodies and revealed
with the LSAB2 System-HRP kit (Dako). Sections were counterstained with Nuclear
Fast Red eosin/safran, and mounted using Eukitt mounting medium (Electron
Microscopy Sciences).

Isolated HAECs from three donors (5 x 10* cells per slide in 100 ul PBS) were
centrifuged (55¢, 10 min) using cytospin 2 (Shandon). Slides were air-dried (1 h),
fixed in cold-methanol plus acetone (10 min), air-dried again and stored at —80 °C.
In situ hybridization and immunocytochemistry were then carried out as before to
visualize and quantify cells co-expressing miR-449 and B4-tubulin.

In Xenopus, we used an anti-miR-449a mono-digoxigenin-labelled LNA probe
(Exiqon). In situ hybridization was done as described previously®. Antisense
riboprobes for a-tubulin?®, Dil1 (ref. 29), Tex15 (ref. 36) and Foxjl (ref. 37) were
prepared as described in the respective references.

miR-449 and target gene knockdown experiments. HAECs. 3'-cholesterol-
linked 2'-O-methyl miR-449a/b antisense oligonucleotide (antagomiR),
5'-a,¢.cagcuaacaauacacuge,c.a-Chol-3' and Notchl protector oligonucleotide
5'-a,a,a,aaggcaguguuucugug,u,a-Chol-3' (phosphorothioate bonds are indicated by
subscript s) were purchased from Eurogentec. miR-449 antagomiR targets Homo
sapiens miR-449a (full match) and miR-449b with one mismatch. The Notchl
protector is a complementary antisense oligonucleotide targeting the conserved
miR-449-binding site of the human Notdz1 3'-UTR. The negative control was the
Clear-miR (5'-¢,a,u,cgucgaucguageg, c,a-Chol-3') from Eurogentec. AntagomiR or
antisense protector (100 uM) was pre-incubated with fetal calf serum (FCS) for
30 min at room temperature. Then, the antagomiR/FCS or Notch1 protector/FCS
mixture in differentiation medium (20 pM) was added to the apical side of primary
HAECs. After 2 h at 37 °C, the apical medium was removed to restore the air-liquid
interface. Transfection was repeated every 5 days with freshly prepared antagomiR
or antisense protector, until control cells reached full differentiation (typically after
21 days).

Xenopus embryos. Morpholino oligonucleotides against miR-449 (GeneTools, LLC)
were antisense to Xenopus tropicalis miR-449: miR-449a morpholino oligonu-
cleotide, 5'-ACCAGCTAACATTACACT GCCT-3; miR-449b morpholino oligonu-
cleotide, 5'-GCCAGCTAAAACTACACTGCCT-3'; miR-449¢ morpholino oligonu-
cleotide, 5'-ACAGCCAGCTAGCAAGTGCACTGCC-3; morpholino oligonu-
cleotide control, 5-TGCACGTTTCAATACAGACCGT-3'. We used previously
reported morpholino oligonucleotides against D1 (ref. 38) and Notchl (ref. 39).
The protector morpholino oligonucleotides directed against miR-449-binding sites
in Dii1 3'-UTR have the following sequences: P1 morpholino oligonucleotide,
5-CGGCAGTGCAACAGTTTATGTCIGG-3; P2 morpholino oligonucleotide,
5'-AGGCAGTGACTGTCTGTAGTTTAGC-3.

Ectopicexpression of microRNAs in HAECs. HAECs (four donors) were grown
to 30% confluency in proliferation medium. Cells were then transfected with
microRNAs (10 nM) using Lipofectamine RNAi Max Reagent (Invitrogen) in
OPTIMEM (Invitrogen), and RNA was extracted 48 h later.

NATURE CELL BIOLOGY

© 2011 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved.

142



DOI: 10.1038/ncb2241

Cell cycle analysis by flow cytometry. A549 lung adenocarcinoma cells, grown
in DMEM supplemented with L-glutamine and 10% FCS at 30% confluency,
were first synchronized by overnight serum starvation and transfected with
microRNAs. Cells were collected 48 h later, fixed with 80% ethanol and stained
(37°C, 30 min) with 0.1 ml propidium iodide solution (50 pgml~!) containing
RNAse A (50 pgmi~'). Data were acquired on a FACScalibur flow cytometer
(Becton-Dickinson). Percentages of cells in G1, § and G2+M were calculated using
CellQuest Pro software.

Viability and apoptosis measurements. HAECs (two donors in triplicate) were
chronically treated with antagomiR (20 uM) as before and viability was measured
24h, 14 days and 21 days later using a resazurin-based in vitro toxicology assay kit
(Sigma), following the manufacturer’s instructions.

In Xenopus, apoptosis was evaluated through terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end labelling, Briefly, fixed embryos were
incubated with TdT enzyme (Invitrogen) and digoxigenin-labelled ddUTP
nucleotides (Roche) to label DNA fragments in apoptotic cells. Digoxigenin-labelled
molecules were then immunodetected with an anti-digoxigenin antibody coupled to
alkaline phosphatase and staining was done with NBT/BCIP substrate.

Plasmid constructs and luciferase measurements. Complete or partial se-
quences from the wild-type or mutant 3'-UTRs of Areg, Cenbl, Cene2, Cde25a,
Dili and Notchi were amplified and cloned into psiCheck2 vector (Promega). For
mutated 3'-UTRs, three bases of each seed region were changed by complementary
bases. psiCheck2 constructions were co-transfected with synthetic microRNAs or

METHODS

a negative control (Ambion, Applied Biosystems) with or without antagomiRs or
antisense protectors into HEK293T cells, and luciferase activities were measured as
previously described®.
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Figure S1 microRNA signature during multiciliogenesis in HAECs and Xenopus
faevis embryonic epidermis. (a) Characterization of i vifro regeneration

of human airway mucociliary epithelium, mainly constituted of columnar
multiciliated and mucus-secretory cells and basal cells. In native upper
airways, multiciliated cells typically represent ~50% of HAECs!!, mucus-
secretory cells account for ~20% of HAECs®7, and basal cells represent ~30%
of HAECs!7. In contrast, mucus-secretory cells account for less than 1% of
HAECs in primary cultures. Four typical steps of the culture are illustrated:
(1) ALI-DO, monolayer of undifferentiated cells undergoing migration and
proliferation; (i) ALI-D7, transient squamous and pluristratified epithelium
, starting polarization; (iii) ALI-D14, initiation of mucociliary differentiation;
iv) ALI-D21, pseudostratified well-differentiated mucociliary epithelium. (b}
immunohistochemical characterization of well differentiated cultures (ALI-
D21), containing multiciliated cells, mucus-secretory cells and basal cells,
detected with antibodies against B4-tubulin, Muc5AC, and cytokeratin-13
antibodies, respectively. Nuclear labelling with DAPI (blue). (c) Heat map
showing the fold-changes of microRNAs expression in HAECs at D7, D14
and D21 of air liquid interface relative to DO (3 patients, P1-P3). miR-21
decreased from 14.7+1.7% in proliferating cells to 5.0+4.0% at the onset
of multiciliogenesis. miR-191 increased from 4.35+0.85% in proliferating
cells to 17.7+1%, in well-differentiated airway epithelium. miR-34a was

up-regulated during polarization but never represented more than 1% of all
detected sequences. The most dramatic changes occurred for 23 microRNAs
at the onset of multiciliogenesis (ALI-D14): miR-449a, miR-449b, miR-
449b*, miR-449¢, miR-34a, miR-34b-3p, miR-34b-5p, miR-34¢-5p, miR-
92b, miR-191, miR-1975, miR-125a were dramatically increased, while miR-
17, miR-193b, miR-31, miR-31*, miR-130a, miR-205, miR-21, miR-24-1,
miR-24-2, miR-210, miR-29a were decreased. miR-449abc, miR-34bc, and
miR-92b barely detected in proliferating cells, were robustly upregulated after
differentiation. MicroRNA expression appeared stable at later time points. (d,
) Scatter plots of the relative microRNAs abundance (% of total microRNAs
reads) in undifferentiated (non-ciliated) (ALI-DO, x-axis) versus differentiated
(multiciliated) (ALI-D21, y-axis) HAEC cultures (d) and in Xenopus epidermal
explants from embryos before (E11.5, x-axis) and after (E26, y-axis) the onset
of multiciliogenesis (e). The miR-449 and miR-34 families are indicated in
red and blue, respectively. Zones with <10-fold variation are shaded in grey.
(f) Correlation between HTS (SOLiD, Applied Biosystems) and microarray
(Agilent Technologies) data in HAECs. Log2(ratios) between differentiated and
undifferentiated cells (n=3 donors) between HTS and microarray experiments
were compared (coefficient of correlation R2= 0.91). (g) Real time PCR
validation of miR-449, miR-34 and miR-31 in HAECs. Data are means + s.d.
from five individual experiments
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Figure S2. (a) Synteny of the miR-449 genomic region. Ensembl multi-species
view of human and Xenopus tropicalis miR-449 genomic region38. Custom
data for Xenopus tropicalis (and not Xenopus faevis, which is not yet available)
predicted miR-449 and predicted Cdc20b exons were uploaded in gff format.
The representation of this region shows that gene order is conserved between
human and amphibian. Cdc20b is located upstream to Gzma and downstream
to Ceno, Dhx29, and an uncharacterized gene similar to Geminin. MiR-449
cluster genomic location is conserved, in the second intron of Cdc20b, next
to Gpx8 gene located on the opposite strand. (b) Unrooted phylogenetic tree
of the CDC20 family in vertebrates. Known protein sequences of CDC20A,
CDC20B and FZR (Fizzy related) were retrieved from Ensembl release 56.
Protein sequences of CDC20B for X. fropicalis, A. carolinensis, T. rubripes,

Gallus gallus®

O. latipes, G. gaflus were established by a combination of thlastx analysis of
each syntenic region as well as blastx analysis using the available Cdc20b
sequences as database and Genscan analysis on the genomic sequence (after
exclusion of the Gpx8 gene region). Multiple alignments were completed using
ClustalW and the unrooted tree was constructed using the Neighbor-Joining
method with pairwise deletion option in MEGA 43°. The evolutionary distances
were computed using the Poisson correction method and are in the units

of the number of amino acid substitutions per site. All positions containing
alignment gaps and missing data were eliminated in pairwise sequence
comparisons. All analyzed vertebrates contain at least one member of each
family, Cdc20a, Cdc20b and Fzr. Each Cdc20b gene hosts a miR-449 cluster.
(a) predicted sequence (b) corrected sequence.
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Figure S3 (a) Xenopus miR-449 are expressed at an early stage of white) of the pronephros at tailbud stage 35. Embryos were transversally
differentiation. Whole-mount /SH was performed at open neural plate stage sectioned and double stained with antibodies against acetylated-tubulin

(st. 15) and early tailbud stage (st. 20), with a digoxigenin-labeled LNA to reveal cilia. Note the co-localization of fox/I and miR-449 with cilia
probe against miR-449a or a scramble LNA probe, as negative control. of nephrostomic cells. (c) 8-cell embryos were unilaterally injected in the
Note that punctate staining (see Fig. 1) is visible with the anti-miR-449%a/b marginal zone to target the pronephros territory with control or miR-449
probe at stage 15 (arrow), which is before acetylated-tubulin staining MOs, together with myr-Venus mRNA as a lineage tracer. Stage 35 embryos
can be detected. (b-d) miR-449 is expressed in multiciliated cells of the were transversally sectioned and stained for cilia. (d) Quantification of the
nephrostomes and required for their ciliogenesis. (b) Comparison of foxJ/1 reduction in the number of ciliated nephrostomes detectable in miR-449
mRNA and miR-442 distribution in the three nephrostomes (encircled in morphants. Quantification was done on the injected half.
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Figure 54 (a-b) miR-449 deficient cells intercalate in the superficial
epidermal layer, maintain a ciliated cell progenitor identity but do not make
cilia. 16-cell embryos were injected in the epidermis with miR-449 MOs or
control MO, together with GFP-CAAX as a lineage tracer. Embryos were fixed
at tailbud stage 25 and processed for a-fubufin {SH and acetylated-tubulin
immunostaining. (a) Whole embryos were photographed, showing that CCPs
are maintained in miR-449 deficient embryos but do not build cilia. (b)
Embryos were transversally sectioned to examine the position of the a-fubufin
positive cells in the epidermis. This shows that miR-449-deficient CCPs are
capable of intercalating in the outer epithelial layer but do not build cilia. {c}
miR-449 knock-down enhances ciliated cell specification. Cleavage stage
embryos were injected in the epidermis with a mixture of anti-miR-449 MOs
or control MO and FLDx, as indicated. Embryos fixed at early neurula stage
were subjected to {SH with a-fubulin, TexI5 and Foxj1 riboprobes, followed
by immunostaining to reveal the presence of FLDx in brown. Embryos were

then sectioned to better visualize the density of ciliated cell progenitors in
injected domains. For all three markers, the miR-442 knockdown increased
the number of CCPs. (d-e) miR-449 knockdown does not alter cell viability
and does not cause apoptosis. (d) HAECs viability was measured using
resazurin-based in vitro toxicology assay kit after one day (D1), 14 days (D14)
or 21 days (D21) of treatment with Antago-449a/b compared to Antago-

Neg and untreated cells (CTRL). Data are means + s.d. from six individual
experiments. Treatments with antago-449a/b failed to alter cellular viability of
differentiating HAECs. () 16-cell embryos were injected in the epidermis with
miR-449 MOs and FLDx, as a lineage tracer. Embryos were fixed at tadpole
stage 35 and processed for a-fubpulfin ISH and TUNEL staining. Embryos were
photographed before and after FLDx staining in brown. miR-449 deficient
cells maintain a ciliated cell progenitor identity and do not display significant
tunel staining (n=25). The previously described TUNEL staining in the head
region at this stage (white arrow) served as control for the procedure.
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Figure S5 miR-449 knockdown suppresses centriologenesis and
multiciliogenesis. (a) HAECs cultures were treated with antagomiR-449
(antago-449a/b), used to block both miR-449a and b, which were the
most abundant miR-449, or negative control antagomiR (antago-Neg)
during regeneration, as indicated. Cultures were fixed at ALI-D21 (terminal
differentiation stage) and co-immunostained with anti-p4-tubulin and anti-
centrin-2 antibodies. p4-tubulin-positive or centrin-2 positive multiciliated
cells were visualized and quantified by confocal videomicroscopy with

10X objective. Multiple cilia and hundreds of basal bodies per cell were
visualized using 63X objective. Note that miR-449 knock-down inhibited
cilia formation and basal body multiplication in the same cells. On the
contrary, control antagomiR (Antago-Neg) failed to affect centriologenesis
(centrin-2 positive cells) as well as multiciliogenesis (B4-tubulin positive

cells). (b) The ratio between centrin-2 positive cells and p4-tubulin
positive cells was similar among conditions, indicating that miR-449
invalidation altered both centriologenesis and multiciliogenesis. (c) 16-cell
embryos were injected in the epidermis with a mixture of anti miR-442
MOs or control MO and 400 pg/cell cenfrin2-GFP mRNA, to stain basal
bodies. Embryos were fixed at tailbud stage and processed for acetylated-
tubulin immunostaining. Note the concomitant loss of cilia and basal body
staining in miR-449 deficient embryos. (d) Similarly to HAECs, Xenopus
miR-449 knockdown caused a parallel reduction in the number of cells
positive for both tubulin and centrin-2, suggesting that miR-449 blocked
multiciliogenesis at an early step by acting before centriologenesis. In
control cells, multiple cilia and basal bodies were visualized using 20x
objective.
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Figure S6 (a) Identification of putative miR-449 targets in HAECs. In order
to define ciliogenesis-associatedmiR-449 targets, we characterized the
transcriptional program during differentiation and after the transfection of
each individual miR-449 into proliferating HAECs. Functional annotation
of these experiments with Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) revealed a
significant enrichment in genes related to “cell cycle” (particularly the G2/M
checkpoint), and to “ciliogenesis” (including Notch signalling players). In
the miR-449 overexpression condition, “cell cycle”, but not “ciliogenesis”,
was significantly enriched. The 4 pictures summarize the results of a gene
set enrichment analysis, as explained at http:/Awww. broadinstitute.org/gsea/
doc/GSEAUserGuideFrame.htm|. GSEA calculates an enrichment score
(ES), which reflects the degree to which a gene set is overrepresented at
the top or bottom of a ranked list of genes. A positive ES indicates gene set
enrichment at the left of the ranked list (corresponding to an up-regulation
of the gene set); a negative ES indicates gene set enrichment at the right

of the ranked list (corresponding to a down-regulation of the gene set).

For each panel, the top plot provides a graphical view of the enrichment
score for the gene set indicated on the left. The middle portion of the plot
shows where the members of the gene sets (“cell cycle” or “ciliogenesis”)

appear in the ranked list of genes. The bottom portion of the plot shows

the value of the ranking metric, which measures a gene’s correlation with

a phenotype. A positive value indicates correlation with the first phenotype
(differentiation or miR-449 over-expression) and a negative value indicates
correlation with the second phenotype (non-differentiated or control). miR-
449 transfection of cells grown on plastic, which cannot fully differentiate
into ciliated cells, probably explains the absence of a significant enrichment
for the “ciliogenesis” term. All experimental data have been stored on

Gene Expression Omnibus under the accession numbers GSE22147. (b)
Conservation,of miR-449 binding sites on DifI- and NotchI-3"-UTRs.
Genomic region surrounding 3'UTR of Df{1 and Nofchl gene are displayed
using the UCSC Genome Browser on Human March 2006 (NCBI36/hg18)
Assembly (http:/genome.ucsc.edu/). The miR-449/miR-34 target site
positions in the 3' UTR of the human D/{1 gene and Notch1 are represented.
Multiple phastCons alignments of mammalian species and pairwise
alignments of each species to the human genome show conserved genomic
regions. For each target site position in the 3'UTR, the human genomic
region sequence is displayed. When conserved, Xenopus tropicalis genomic
region is aligned to the human target site region.
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Figure S7 Repression by miR-449 of molecules related to cell cycle and to
the Notch pathway. (a) A first group of validated miR-449a/b targets code for
cell cycle-related proteins!®: Amphiregulin (Areg), an EGF receptor ligand,
Cenbl, Cene2, and Cdc25a. A second group of targets code for NOTCH1
and its ligand DLL1 (see Fig. 4). Specific interaction between miR-449 or
miR-34 and their 3'-UTRs was confirmed using luciferase reporter assay

on constructs carrying either the wild-type or mutants 3’-UTR-binding site

of miR-449. miR-34a, miR-34c-5p, miR-449a and miR-449b, sharing the
same binding site region, reduced relative luciferase activity of wild-type
3’-UTR chimeric constructs with Areg, Ccnb1, Ccne2 and Cdc25a. Those
effects were abolished on the corresponding mutated 3'-UTR chimeric
constructs. Values were normalized to the internal Reniifa Luciferase control
(n=5 independent experiments). miR-449 exert no regulation on its host
gene Cdc20b. (b) miR-449 overexpression in proliferating HAECs strongly
reduced Areg, Ccnbl, Ccne2, Cdc25a, Dif1 and Notchl transcript levels

in comparison to miR-Neg and untreated (CTR) conditions using real-time
RT-PCR. Transcript levels were normalized using -actin gene (actb) (n=3
measurements on two donors). (c) Inhibition of AREG release in proliferating
HAECs by miR-449 overexpression (ELISA). AREG participates through EGF

pathway to the induction of a mucus-producing airway epithelium4® (n=3
measurements on two donors). (d) Inhibition of CCNE2 expression after
miR-449 overexpression in proliferating HAECs (n=2 donors). (e} Cell cycle
arrest in the G1 phase after transfection of A549 with synthetic miR-449
(n=3 measurements on two donors). {f) Antago-449a/b and Nofchi protector
oligonuclectide specifically prevent miR-449 binding on Nofchi 3'UTR.
miR-449a transfection in HEK293 cells strongly reduced relative luciferase
activity of wild-type 3'-UTR chimeric constructs of Nofchl. This effect was
strongly blocked by antago-449a/b or Notfchl protector co-transfection,
whereas it was not significantly affected by co-transfection with negative
controls (antago-Neg or protector-Neg). Values were normalized to the
internal Renilla Luciferase control. (g-h) Validation of NofchI protection in
HAECs. Chronic treatment of HAECs with NotchI protector oligonucleotide
(20 nM) significantly increased Nofchl transcript level in comparison to
negative protector and untreated (CTR) conditions, as revealed by real-time
RT-PCR (g), as well as the number of Notch1-positive HAECs relative to
control (h). Transcript levels were normalized using actb. Error bars denotes
standard deviation from five individual experiments (***, P<0.001; **,
P<0.01; *, P<0.05, Student’s {-fesf).
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a-tubulin

Figure S8 (a) Notch pathway modulation does not prevent ciliated cell
specification. Cleavage stage embryos were injected in the epidermis with
a mixture of anti miR-449 MOs, control MO, DifI mRNA, Dii1 MO, Nofchl
MO or Dii1 protector P1P2 MOs, together with FLDx to trace injected cells.
Note that in all cases, the density of ciliated cell progenitors marked by
o-tubulin expression was increased in injected domains, indicating that
cell specification is not blocked by any of these treatments. The excess
number of ciliated cell progenitors can be explained by reduced lateral
inhibition in the case of D/{1 and Notch1 MOs and by Notch cis-inhibition
in cells exposed to injected D/f7 mRNA or P1P2 MOs. This effect had been
reported in Deblandre ef af 25 The expression of Dif1 was also analysed

in embryos injected with control, miR-449 and P1P2 MOs. Note that the

lack of interaction between miR-449 and Di{1 3'-UTR caused the up-
regulation of Di{I transcripts. (b) miR-449 knockdown does not affect left/
right asymmetry. 4-cell embryos were injected with control or miR-449 MOs,
together with FLDx (in brown) as a lineage tracer, in the marginal zone of
the two dorsal cells. The targeted region gives rise to the gastrocoele roof
plate, a territory covered with motile monociliated cells that is responsible to
establish left/right asymmetry. Xnri (the Xenopus counterpart to mammalian
nodaf) mRNA expression (revealed in blue), which is normally restricted

to the left lateral plate mesoderm of tailbud embryos, is maintained in its
normal site in miR-449 morphants (embryos are in dorsal view). The number
of embryos showing normal XnrI unilateral expression over the total number
of embryos analysed is indicated (3 independent experiments).
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Table S1 Predicted members of the miRs-449 family. MicroRNAs located in syntenic region of Cdc20b. Sequence upstream to Gpx8 gene was analyzed for
the presence of the conserved seed sequence. The folded precursor structure was computed using the RNAfold program from the ViennaRNA suite. The stem-
loop coordinates were retrieved using Ensembl Blat. (1) Cdc20b gene prediction. (2) Non-complete microRNAs stem-loop. Note that Xenopus faevismiR-
449a shares an identical sequence with Xenopus fropicalis, as revealed by HTS experiments.

sgecles 1D Status Reference Genome Genomic coordinates Host gene
Human HomO sapiens hsa-mir449a MiRbase MID001645 GRCh37 5:54466360-54466450 []
hsa-mir-4490 MiRbase MI0003673 GRCh37 5:54466474-54466570 [-] CDC208
hsa-mir449c MiRbase MID003823 GRCh37 5:54468090-54468181 [-]
Chimpanzee Pan troglodytes ptr-mir-449a MiRbase MID008670 PanTro2.1 5:60754105-60754194 [+]
pir-mir-4490 MiRbase MID008671 PanTro2.1 5:60753985-60754080 [+] CDC208
tr-mir-449c Predicted PanTro2.1 5:60752369-60752472 [+]
Macaoue Macaca mulaiia mmi-mir-449a MiRbase MID007747 MMUL1.0 6:52815640-526815730 [-]
mml-mir-4490 MiRbase MI0007748 MMUL1.0 6:52815754-52615850 [-] CDC208
mmk-mir-449c NA® MMUL1.0 6:52817712-52617769 |-
Mouse Mus Musculus mmu-mir-449a MiRbase MID001643 NCBIM37 13:113827742-113627832 [+]
mmu-mir-449n MiRbase MI0005547 NCBIM37 13:113827627-113827706 [+] CDC208
mmu-mir-449c MiRbase MID004645 NCBIM37 13:113826191-113826299 [+]
Cow Bos taunis bta-mir-449a MiRbase MI0009834 20:25697466-25597555 [+]
bta-mir-4490 MiRbase MID009835 20:25597344-25597441 [+] CDC208
bta-mir-449c MiRbase MI0009836 20:25595834-25595939 [+]
Horse Equus caballls Eca-mir449a Mirbase; MID012851 21:17151965-17152024 [+]
eca-mir-4490 Predicted 21:17151831-17151915 [+] CDC208
eca-mir449c Predicted 21:17150625-17150721 [+]
Dog Canis familiaris cfa-mir449a MiRbase MID001651 2:45390354-45390444 [-] COC208™
cfa-mir4490 Predicted 2:45390485-45390556 [-]
Rat Raltus NOVegious MiRbase MIO001650 2:44418273-44418363 [+]
mo-mir-4490 Predicted 2:44418162-44418244 [+] CDC20B®
mo-mir-449¢ Predicted 2:44416739-44416837 [+]
Opossum Monodelphis domestica mdo-mir-449e Predicted 3:17544571-17544664 [-] (CDC20B'
mdo-mir-449a MiRbase MI0005323 MONDOMS 3:17545606-17545684 [-]
Platypus Ornithorhynchus analinus Dan-mir-449a MiRbase MID006793 OANAS Contiga432: 5911-6025 [+]
nan-mir-449b MiRbase MI0006792 OANAS Contiga432: 5779-5880 [+] CDC208
nan-mir-449c MiRbase MID006791 OANAS Contigad32: 4405-4521 [+]
Chicken Gallus gallus gga-mird49a MiRbase MID003715 WASHUC2 Z:160406 1316040698 [-]
gga-mir-449h MiRbase MI0007566 WASHUC2 Z:16040763-16040856 [-] cDC208%
a-1mi-449¢ MiRbase MI0007445 WASHUC2 Z:16041927-16041998 [-]
Lizard "Anolis carolinensis aca-mir-449e Predicted [AnoCari 0 282:1086609-1086891 [+]
aca-mir449a Predicted [AnoCar1.0 282:1086142-1086234 [+] CDC20B%
aca-mir449c Predicted AnoCart 0 262:1084259-1084360 [+]
Xenopus Xenopus tropicalis xtr-mir-449a MiRbase MID004957 16141 scaffold_715:164904-164990 [-]
[xtr-mir-4490 Submitted MI0018161 JGI4.1 scaffold_715:165047-165132 [-] cDc208Y
xtr-mir-449¢ Submitted MID018162 GI4 1 scaffold_715:165282-165374 [-]
[Stickieback Gaslerosieus aculeatus (gac-mir-449t Predicted EROADS 1 QroupXll:2242237-2242323 [-]
gac-mir-449g Predicted BROADS 1 groupX1l1:2241856-2241935 -] cDC20B®
gac-mir-449n Predicted BROADS 1 QroupX111:2241594 2241676 [-]
Medaka Oryzias latipes ola-mir449g Predicted MEDAKAT 9:4531393-4531477 [+] CDC20B™
ola-mir-443h Predicted MEDAKA 1 9:4531529-4531617_[+]
Tetrandon Tetraodon nigroviridls tni-mir-4457 Predicted TETRAODONB .0 12:5646354-5648441(+]
tni-mir-449g Predicted TETRAODONS .0 12:5648466-5648559[+] CDC20BY
tni-mir-443h Predicted TETRAODONS.0 12.5648615-5648697 [+]
Fugu Takifugu ribripes fru-mir-449g Predicted FUGU4 scaffold_360:9120-9208 [-] CDC208™
fru-mir-449h Predicted FUGU4 scaffold_360:8975-9057 [-]
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MicroRNA-based silencing of Delta/Notch signaling promotes
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Multidliated cells lining the surface
of some vertebrate epithelia are
essential for various physiological pro-
cesses, such as airway cleansing. Their
apical surface is constituted by hundreds
of motile cilia, which beat in a coordi-
nated manner to generate directional
fluid flow. We recently reported the
identification of microRNAs of the miR-
449 family as evolutionary conserved
key regulators of vertebrate multicilio-
genesis, This novel function of miR-449
was established using in vivo and in vitro
antisense approaches in two distinct
experimental models. miR-449 strongly
accumulated in multiciliated cells in
human airway epithelium and Xenopus
laevis embryonic epidermis, where it
triggered centriole multiplication and
multiciliogenesis by directly repress-
ing the Delta/Notch pathway. Our
data complement previous reports that
showed the blocking action of miR-449
on the cell cycle, and unraveled a novel
conserved mechanism whereby Notch
signaling must undergo microRNA-
mediated inhibition to permit differen-
tiation of ciliated cell progenitors. We
review here several important questions
regarding the links between microRNAs
and the Notch pathway in the control of
cell fate.

Introduction
Multiciliated cells lining the surface of
some tissues are present in all vertebrates

and exhibit at their surface hundreds of
motile cilia, microtubules-containing

Cell Cycle

organelles (Fig. 1). Their coordinated
beating allows efficient fluid movement,
which plays an important role in physi-
ological processes such as the evacuation
by the respiratory tract of inhaled particles
trapped in the mucus (mucociliary clear-
ance), the circulation of cerebrospinal
fluid or the migration of the embryo in
the genital tract.? Dysfunctions of such
cilia may contribute to worsening of respi-
ratory, brain or reproductive symptoms
in several diseases including primary cili-
ary dyskinesia, chronic obstructive pul-
monary diseases, asthma, cystic fibrosis,
hydrocephalus or infertility.*? The eluci-
dation of mechanisms governing the syn-
thesis of motile cilia (multiciliogenesis) is
thus a fundamental question with obvious
biomedical relevance.

Multiciliogenesis occurs during devel-
opment or regeneration of some special-
ized epithelia, including mucociliary
epithelia. Multciliogenesis requires (1)
exit from the cell cycle, (2) generation of
hundreds of basal bodies, linked to a mas-
sive multiplication of centrioles (centriolo-
genesis), (3) migration and anchoring at
the apical surface of basal bodies, where
they act as microtubule organizing centers
at the base of each cilium.*” The function
of basal bodies as specific sites of ciliary
microtubule nucleation is largely based
on their organizaton around centrioles,
barrel-shaped organelles. A centrosome is
constituted by a pair of perpendicularly-
arranged centrioles associated with a
fibrous matrix of pericentriolar material.
Centrosomes act during separation of the
chromosomes in cell division, while basal

Volume 101ssue 17
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A Human airway epithelium

B Epidermis of xenopus embryos

basal multiciliated  mucus-secreti

ionocyte mucus-secreting
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Figure 1. (A and B) Specific expression of miR-449 in multiciliated cells. Mucociliary epithelia such as human airway epithelium (A) or the embryonic
Xenopus epidermis (B) consist of mucus-secreting cells and multiciliated cells. The airway epithelium also contains basal cells, which could serve as a
reservoir of progenitors for repair. The Xenopus epidermis also contains cells specialized in ion transport, called ionocytes. Members of miR-449 family
of miRNA (yellow hairpins) are strongly enriched in multiciliated cells while their level of expression is nearly undetectable in other cell types (C) Model
illustrating the role of miR-449 during multiciliogenesis. Multiciliogenesis is initiated by the acquisition of the ciliary identity. Progenitor of multicili-
ated cells express miR-449 and the transcription factor FOXJ1 (1). miR-449 expression induces the repression of both cell cycle components and DLL1
and/or Notch1, leading to cell cycle arrest and entry into differentiation (2). miR-449 expression promotes the multiplication of basal bodies, while
FoxJ1 controls their migration and anchoring at the apical surface, where assembly of the axoneme and elongation of cilia can be initiated (3).

bodies are important to organize primary
or motile cilia. Abnormal centrosome
numbers is a hallmark of virtually all can-
cers. From that perspective, the molecu-
lar mechanisms underlying centriole

www.landesbioscience.com

amplification during differentiation of  the mechanisms leading to the elaboration

multiciliated cells can shed some light on
the mechanisms that tightly control the
formation of a unique daughter centriole
at cach division in other cells.® Studying

Cell Cycle

and maintenance of cilia may therefore
have an impact on our understanding of
centrosome number amplification during
cancer.
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The mechanisms controlling the pro-
duction of muldple motile cilia remain
largely unknown. Advances came from
studies on the transcription factor Foxjl,
a pivotal regulator of motile ciliogenesis,
which promotes docking of basal bodies
at the apical membrane > Work with
mouse, Danio rerio and Xenopus laevis
embryos have shown that inhibition of
Foxjl activity caused a swong reduction of
ciliogenesis, accompanied by randomiza-
tion of leftright asymmeuy, hydrocepha-
lus, and the formation of kidney cysts, due
to impaired fluid flow in the correspond-
ing tissues.>""1” Promoter bashing as well
as chromatin immunoprecipitation exper-
iments have contributed tw establish the
direct transcriptional influence of Foxjl
on genes encoding structural and func-
tional components of the motile ciliary
machinery. Taken together, these results
show thar selective activation of FoxjZ in
specific cells can bypass a default pathway
generating a primary cilium art the exit of
the cell cycle, and instead favor differen-
tiation into motile cilia. However, FoxJ1
does not appear to control centriole mul-
tiplication in Xenopus embryos®!’
in mouse respiratory epithelium.'® We
hypothesized that the FoxjI-independent
mechanism leading to the multplication
of basal bodies is, at least in part, depen-
denton the expression of specific microR-
NAs (miRNAs or miR).?

miRNAs are a class of small single-
stranded and non-coding regulatory
RNAs, controlling many biological pro-
cesses by repressing gene expression by
a  post-transcriptional mechanism.”?#?
Mature miRNAs, approximately 22
nucleotides long are usually derived from
a primary transcript called pri-miRNA,
through transcription by a type II RNA
polymerase” (transcription by type III
RNA polymerase has also been suggested
for some miRNAs*). Pri-miRNAs are
cleaved into the nucleus by Microprocessor,
a hetero-dimer composed of the RNase
IIT endonuclease Drosha, and of DGCRS8
(DiGeorge syndrome critical region gene
8)/Pasha. 222526 This first cleavage liber-
ates the pre-miRNA (formed by a hair-
pin of about 70 nucleotides that includes
an overhang of 2-3 nucleotides at the 3'
end). Pre-miRNAs are then exported to
the cytoplasm via exportin-5 in a Ran

and
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GTP-dependent manner. In the cyto-
plasm, cleavage of each pre-miRNA near
the hairpin by Dicer, a second RNase III
endonuclease, generates duplexes of two
short RNA sequences that exhibit two-nt
single-stranded 3' overhangs at both ends:
one sequence corresponds to the mature
miRNA, while the second is usually
degraded 2*#?7 Unconventional strategies
of miRNAs maturation have also been
reported. They are not discussed here,
as excellent reviews on that topic can be
found in reference 28. The final effector
able to interact with the target mRNAs
(mRNAs) is the RNA-induced silenc-
ing complex (RISC). Argonaute pro-
teins form the core of RISCs.?* Different
members of this family display specific
expression patterns, binding partners and
biochemical capabilities: high through-
put sequencing of RISCs has for instance
shown that AGO1 displays a strong bias
toward small RNAs with a 3"-U, while
AGO2 and AGO4 select small RNAs
with 2 5'-A, and AGOS small RNAs with
a 5'-C.% Target recognition then follows a
complex set of rules that is usually domi-
nated by the existence of a perfect match
between six and eight nucleotides located
in the 5' region of the miRNA (called
the seed) and the target mRNA.2-?
Eiring and collaborators have described
last year that miR-328 can regulatwe
mRNA wanslation in leukemic blasts in
a RISC-independent mode,” suggesting
the existence of alternative, though sec-
ondary, modes of miRNA action. RNA
sequencing of RISCs complexes has also
provided useful information about the
interaction between the miRNA and its
mRNA targets:?*% It takes place within
the 3'-non-coding region in 40% of the
cases (especially at proximity of the stop
codon or near the poly A tail’®), within
the CDS in 25% of the cases, and within
the 5'-non-coding region in 1% of the
cases, the rest of the hybridizations being
located within non-coding RNAs and
intronic, intergenic, or other sequences.”’
Based on relative complexities of seeds
and targets, each miRNA can potentially
interact with hundreds of mRNAs. It is
generally estimated that up w 30% of
human genes could be regulated by miR-
NAs.%¢The ability of the miRNA to inter-
act with many targets, together with the

Cell Cycle

possibility for several miRNAs to share a
same target, represents a powerful mecha-
nism t increase tremendously the com-
plexity of biological networks. miRNA
base pairing to a targetmRNA can induce
posttranscriptional gene repression by
deadenylation,37‘40
tion, %2 or mRNA cleavage.“ In some
cases, miRNA can also relocalize target
mRNA tw cytoplasm foci called P-bodies
for storage or degradaton?? A careful
comparison between gene expression and
proeomic measurements after overex-
pression of a specific miRNA has shown
that most of the targets that were deregu-
lated at the protein level were also affected
at the mRNA level % This observation
implies that analysis at the transcript
level can often be sufficient to identify
relevant miRNA:mRNA complexes.®
Several studies have described key roles
of miRNAs in signal transduction,*® lung
morphogenesis“’ and some respiratory dis-
eases like cystic fibrosis.?*#3° Comparing
two models of mucociliary epithelium,
namely the mammalian airways and the
embryonic skin of Xenopus laevis embryos,
which both contain mucus-secreting cells
and multiciliated cells'**" (Fig. 1A), we
sought to identify mictoRNAs involved in
vertebrate multciliogenesis. This led us to
identify the firstfunctional link, conserved
from amphibian to human, between the
miR-449 family of miRNAs (miR-449a,
miR-449b and miR-449c) and the Notch
pathway during multiciliogenesis.*

The Notch pathway is highly conserved
in the animal kingdom and is known to
control cell fate decisions in numerous
contexts. Its specific role during the devel-
opment of cells with multiple motile cilia
has started t be unraveled.’*”*>” Notch
signaling is activated upon binding of the
transmembrane Notch receptor to one of
its ligands (Delta or Serrate) *** Ligand
binding results in proteolytic cleavage of
Notch, releasing an intracellular domain,
which translocates to the nucleus and acti-
vate target gene transcription, thus con-
trolling the differendation program.’*
Several studies have shown that actva-
tion of the Notch signaling pathway was
incompatible with differentiation into the
multiciliated phenotype.!*%7

Here, we review recent findings about
the biological roles of miR-449, and

inhibition of transla-
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extend our discussion to additional links
between miR NAs and Notch signaling.

miR-449 Strongly Expressed
in Multiciliated Cells

Using high throughput sequencing,
microarrays and real-time PCR our work
has established miRNAs signatures during
mucociliary differentiation of both human
airwayepithelium and Xenopus embryonic
epidermis. The miR-449 family represents
the most highly upregulated miRNAs
during multiciliogenesis in both species
(Fig. 1A)® an observadon also made
recently by Lizé et al.%° Some members
of the miR-34 family® were also induced
during differentiation in both models,
although to a lesser extent. Interestingly,
miR-449 and miR-34 belong to a super-
family of microRNAs sharing a significant
identity, including in the “sced” region
that plays a crucial role in target recog-
nition. The miR-449 family was first
predicted through comparative genom-
ics and verified by cloning from a pool of
tissues.>® miR-449 miRNAs regulate
cell growth and apoptosis.5*% They were
found highly expressed in mouse lung,
trachea and testes.**%¢ Additional works
have highlighted the high expression of
miR-449 and miR-34 miRNAs in mouse
testis, suggesting a role in spermatogen-
esis regulation.** In mouse male gonads,
miR-34c-5p, the expression of which is
largely p53-independent, could enhance
the germinal phenotype of cells already
committed to this lineage.” miR-449a has
been shown to be expressed in mouse cho-
roid plexus, aciliated tssue, where itcould
potentially control cerebrospinal fluid
production.” As we found that miR-449
accumulated specifically in muldciliated
epithelial cells during differentiation of
human airways and of Xenopus embryonic
epidermis (Fig. 1A reviewed in ref. 18),
we surmise that miR-449 may mark mul-
ticiliated cells of the choroid plexus, and
play a role in fluid circulation in the brain.
Expression of miR-449 is also deregulated
in several pathological conditions. This is,
for instance, the case in chicken airways
after HSN3 influenza virus infection, four
days after inoculation.”

A synteny analysis of the host gene
Cdc20b of the miR-449 cluster reveals a
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conservation of miR-449 in all examined
vertebrate genomes. Although the func-
don of CDC20B remains unknown, we
showed co-regulation of CDC20B and
miR-449 during muldciliogenesis. We
noticed that CDC20B protein was specifi-
cally expressed in multiciliated cells near
basal bodies, which raises interesting ques-
tons about a possible functional synergy
between miR-449 and its host gene dur-
ing biogenesis of motile cilia. In both spe-
cies, the specific invalidation of miR-449
(using antisense oligonucleotides) strongly
suppressed multiciliogenesis, causing a
concomitant reduction in the number of
positive cells for tubulin (a marker of cilia)
and for centrin-2 (a marker of basal bod-
ies). Despite their abortive differentiation,
miR-449-deficient cells maintained their
identity of precursors of multiciliated cells,
and continued to express fox/I mRNA,
which encodes a key regulator of verte-
brate motile ciliogenesis.!"121%%2 mjR-
449 invalidation did not affect ciliogenesis
in cells bearing a single motile cilium,
suggesting a specific action of miR-449
on multiciliogenesis.'®* These results sug-
gest that miR-449 are required for wigger-
ing the multiciliogenesis at an early stage,
before centriologenesis.'® It is noteworthy
that induction of miR-449 expression has
also been reported during myoblast dif-
ferentiation and myofiber regeneration.”
Differentiation of both skeletal muscle
and multiciliated cells requires cell cycle
exit together with centriolar material
redistribution and spatiotemporal control
of microtubule nucleation.™ miR-449 may
play a central role in this phenomenon.
Christodoulou et al. have recently
explored the link between miRNAs and
the establishment of dssue identities in
bilaterian evolution.” They first outlined
a minimum set of cell types and tis-
sues that may have existed in the proto-
stome-deuterostome ancestor. Then, by
investigating the expression of conserved
miRNAs in several bilaterian species, their
comparative data identified sets of ancient
miRNAs. Of particular note, miR-34 and
miR-92 (also upregulated during human
airway differentiation®) were detected in
motile ciliated cells from protostome and
deuterostome larvae in two distant bilat-
erian species, suggesting an ancient origin,
conserved during evolution. By showing
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that the miR-449 family of miRNAs,
which is related to the miR-34 family,
plays a crucial role in the establishment
of ciliated identity in vertebrate evolution,
our work confirms and extends the one by
Christodoulou et al.

miR-449 Repress
the Notch Pathway

Multicellular development requires the
correct spatial and temporal regulation
of cell division and differentiation. These
processes are frequently coordinated by
the activities of important signaling path-
ways such as the Notwh pathway. Through
in silico predictions and transcriptome
analyses during differentiadon or in
response to overexpression of miR-449,
we identified and validated two groups
of targets. A first group code for proteins
involved in cell cycle regulation. These
first results are consistent with the ability
of miR-449 to block the cell cycle, a criti-
cal step in the commitment to centriolo-
genesis.”® Previously, miR-449a has been
shown to block proliferation and to induce
senescence-like phenotypes in prostate
cancer cells.®® A decrease/loss of miR-449a
expression may correlate with actively pro-
liferating cells and could be involved in
diseases associated with age-related tissue
dysfunction and cancer.®%

The second group of validated targets
we found includes the recepror Notchl
and its ligand Delta-like-1 (DLL-1), in
agreement with predictions made through
genome-wide analyses of microRNAs
signatures.”® Regions of transcripts con-
taining DLL-1 and Notchl binding sites
of miR-449 are conserved from frog to
human. In human, miR-449 repressed
the expression of both Notchl and DLL1
whereas they only inhibited the expres-
sion of DLL-1 in Xenopus. Experiments
performed in our two experimental mod-
els indicate that miR-449 controls mul-
ticiliogenesis by acting directly on the
Notch signaling pathway: (1) The expres-
sion of DLL-1 and/or Notwchl mRNAs
and proteins is repressed by overexpres-
sion of miR-449, while the opposite effect
is observed after miR-449 invalidation;
(2) in human mucociliary epithelium,
DLL-1 and Notchl are weakly expressed
in multiciliated cells that highly express
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miR-449, compared with surrounding
cells; (3) in Xenopus, injection into the
skin of a synthetic D#-7 mRNA lacking
miR-449 binding sites repressed multi-
ciliogenesis; (4) when oligonucleotides
complementary to conserved binding
sites for miR-449 in human Notwchl or
Xenopus DLL-1 transcripts were used
to protect these transcripts against the
action of miR-449, they caused an eleva-
tion of endogenous Notchl and/or DLL-1
mRNAs and proteins, and repressed mul-
ticiliogenesis. The effects of the invalida-
tion of miR-449 on multiciliogenesis are
thus mimicked directly by agents block-
ing the interaction between miR-449 and
targets of the Notch pathway; (5) invali-
daton of DLL-1 or Notchl increased
multiciliogenesis and efficiently restored
it in Xenopus embryos deficient for miR-
449. Taken together, these data indicated
that miRNAs of the miR-449 family trig-
ger multiciliogenesis by directly repress-
ing DLL-1 and Nowhl.

The miR-449 family promotes centri-
ologenesis and contributes to multicili-
ated cellular differentiation, by directly
repressing the Notwh signaling path-
way and molecules related to cell cycle
(Fig. 1B). In this sense, these miRNAs
can be viewed as conductors controlling
several molecular pathways that collec-
tively promote the multiciliated pheno-
type. In agreement with the importance
of Nowh repression in muldciliated
cells,'**557 it has been recently shown that
Notch signaling was required for differ-
entiation, but not self-renewal, of human
airway basal cells. These cells are thought
to be multipotent precursors that may
help airway regeneration.””” This study
revealed that sustained Notwh activation
in basal cells promoted their luminal dif-
ferentiation, primarily toward secretory
lineages.””

Several studies have recently described
additional links between miRNAs and
Notch signaling in other systems. In
mouse, the miRNA-processing enzyme
Dicer is required for the maintenance of
Notch signaling during retinal develop-
ment.” miR-9 can promote differentia-
tion of bone mesenchymal stem cells into
neurons by modulating the Noth signal-
ing pathway.®” miR-1 potently represses
non-muscle gene expression and cell fawe
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during mouse and human embryonic stem
cell differentiation by repressing DLL-1.*!
In flies, several downstream target genes
of Notch signaling have been validated as
miRNA targets in vivo.*>* miR-1 regu-
lates Notch activity by repressing Delta
expression during cardiac development
in Drosophila.85 In addition, miR-8 was
identified as a negative regulator of Nowh
signaling in eye and wing imaginal discs
by repressing the other Nowh ligand,
Serrate.*® Finally, the miRNA pathway
has been shown t promote Notch signal-
ing by repressing Delta-mediated cis-inhi-
bition of Notch in follicle cells.®” Taken
ogether, all these recent findings empha-
size the importance of microR NA-medi-
ated regulation of the Notch pathway in
the conrol of cell fate, from invertebrates
to human.

Conclusion

Our work, together with other recent
reports has highlighted the importance
of miRNA-based regulation of Delta/
Nowh signaling to control cell fate and
differentiation. Importantly, we identd-
fied miR-449 as the first specific regula-
vor of the multiciliated phenotype accross
vertebrates. We predict that continued
search of miR-449 and Nowch pathway
targets should deliver key multicilio-
genesis effectors, which remain largely
unknown. In additon, CDC20B protein
represents another interesting candidate
since it appears to be a new component
of basal bodies co-expressed with miR-
449.® By providing new insights into the
mechanisms controlling multiciliogenesis,
our study could also pave the way for the
development of new therapeutic strategies
to treat diseases associated with defects
in cilia. The success of our comparative
study in two remote tetrapods, illustrates
the relevance of T. Dobzhansky’s adage
“nothing in biology makes sense except in
the light of evolution.”
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Des microARN contrdlent
la fabrication de cils vibratiles
chez les vertébrés

Benoit Chevalier, Laurent Kodjabachian, Christelle Coraux,
Pascal Barbry, Brice Marcet

Cellules multiciliées, un réle-clé dans
de multiples fonctions tissulaires

Les cellules multiciliées bordant la sur-
face de certains tissus sont présen-
tes chez tous les vertébrés et posse-
dent a leur surface des centaines de
cils vibratiles, organites constitués de
microtubules (F[gure 1). Le battement
coordonné des cils vibratiles permet un
mouvement liquidien efficace, qui joue
un réle important dans divers processus
physiologiques comme I’évacuation par
I’appareil respiratoire des particules
inhalées piégées dans le mucus (clai-
rance mucociliaire), la circulation du
liquide céphalo-rachidien ou la migra-
tion de I’'embryon dans le tractus géni-
tal [1, 2]. Les dyskinésies ciliaires, la
mucoviscidose, |'asthme, les broncho-
pneumopathies chroniques obstructives
ou encore |’hydrocéphalie sont autant
de maladies ot un dysfonctionnement
primaire ou secondaire des cils vibrati-
les peut contribuer d I'aggravation de
symptdmes respiratoires, cérébraux, ou
reproductifs [1, 2]. L'élucidation des
mécanismes gouvernant la synthése de
ces cils vibratiles apparait ainsi comme
une question fondamentale de biolo-
gie avec des implications biomédicales
évidentes.

La fabrication des cils vibratiles {(mul-
ticiliogenése) intervient au cours du
développement et lors de la régénéra-
tion de certains épithéliums spéciali-
sés, notamment mucociliaires. La mul-
ticiliogenése nécessite : (1) la sortie
du cycle cellulaire; (2) la production

m/s n° §-1, vel. 21, juin-juillet 2011
001 10.1051/medsci/ 2011276022

de centaines de corps basaux gréce a
la multiplication massive de centrioles
(centriologenese) ; (3) la migration et
I’ancrage des corps basaux a la sur-
face apicale ol ils jouent le réle de
centre organisateur des microtubules,
d la base de chaque cil [3]. Quels sont
les mécanismes contrélant I’élabora-
tion de multiples cils vibratiles dans
une méme cellule ? Afin de répondre
@ cette question, nous nous sommes
intéressés a deux exemples d’épithélium
mucociliaire : le premier borde les voies
aériennes des mammiféres ; le second
correspond a I’épiderme d’embryons
d’amphibiens. Tous deux disposent & la
fois de cellules sécrétrices de mucus et
de cellules multiciliées [4-6] (Figure 1A
et 18). Nous avons entrepris une étude
comparative systématique de la multici-
liogenése dans I'épithélium bronchique
humain et dans I'épiderme d’embryon
de xénope (Xenopus laevis) afin d’iden-
tifier les microARN et leurs génes cibles
potentiellement impliqués dans la mise
en place de la multiciliogenése.

Les microARN (miARN oumiR) appartien-
nent G une classe de petits ARN simple
brin non codants régulateurs, contré-
lant de nombreux processus biologiques
en réprimant |'expression génique par
différents mécanismes post-transcrip-
tionnels [7]. Chaque miARN est capable
de cibler un ou plusieurs ARN messagers
(ARNm) par le jeu d’appariements avec
une ou plusieurs séquences générale-
ment localisées dans la région 3’ non
traduite des cibles. La découverte des
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miARN a fourni un nouveau paradigme
associant répression de geénes-clés et
destin cellulaire. Des miARN ont ainsi
été impliqués dans la morphogenese
pulmonaire ou dans certaines patholo-
gies respiratoires [7-10]. Nous avons
récemment démontré le premier lien
fonctionnel, conservé des amphibiens &
I’homme, entre une famille de miARN et
la multiciliogenese [11].

Expression de la famille miR-449
pendant la multiciliogenése

Nous avons établi par séquencage a
haut débit les signatures des miARN au
cours de la différenciation mucociliaire
de I"épithélium bronchique humain et de
|’épiderme embryonnaire de xénope. La
famille miR-449 (miR-449a, miR-449b et
miR-449c) représente les miARN les plus
fortement induits pendant la multicilio-
genese chez les deux espéces. Par diffé-
rentes approches combinant hybridation
in situ, immunohistochimie, tri cellulaire
et séquengage, nous avons pu établir
la spécificité d’expression des miR-449
dans les cellules multiciliées dans nos
deux modeles [11] (Figure 1). Une ana-
lyse de synténie du géne héte Cdc20b du
cluster miR-449 réveéle la conservation
du locus dans tous les génomes de ver-
tébrés examinés. Bien que la fonction de
CDC20B demeure inconnue, nous avons
montré la corégulation de CDC20B et de
miR-449 pendant la multiciliogenése,
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suggérant une possible synergie entre le
miARN et son géne héte.

Chez les deux espeéces, I'invalidation
spécifique de miR-449 (& I'aide d’oligo-
nucléotides antisens) réprime fortement
la multiciliogenése, causant la réduc-
tion concomitante du nombre de cellu-
les exprimant la tubuline (un marqueur
des cils vibratiles) et la centrine-2 (un
marqueur des corps basaux). Malgré
leur différenciation avortée, les cellules
déficientes pour miR-449 maintiennent
leur identité de précurseurs ciliés et
continuent d’exprimer I’ARNm fox/I,
qui code pour un régulateur-clé de la
multiciliogenése chez les vertébrés [3]
(Figure 2). Précisons que I'invalidation
de miR-449 n'altére pas la ciliogenése
des cellules portant un cil vibratile
unique, suggérant une action spécifique
de miR-449 sur la multiciliogenése. Ces
résultats suggérent que les miR-449
sont requis pour le déclenchement de la
multiciliogenése & une étape précoce,
avant la centriologenése [11].

miR-449 réprime le cycle cellulaire

et la voie Notchl/Deltal

En analysant le transcriptome au cours
de la différenciation ou en réponse a la

m/s ® §-7, vol. 27, juin-juillet 2011

£ miR-449%)
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Cellules basales
ou sécrétrices

surexpression de miR-449, nous avons
identifié des cibles potentielles de miR-
449. Un premier groupe de cibles, vali-
dées expérimentalement, code pour des
protéines impliquées dans la régula-
tion du cycle cellulaire (amphiréguline,
cycline Bl, cycline £2 et Cdc25A). Ces
résultats sont en accord avec la capacité
de miR-449 & bloquer le cycle cellulaire,
une étape cruciale avant I'engagement
dans la centriologenése [11].

Le second groupe de cibles validées dans
les deux espéces correspond au récepteur
Notchl et & son ligand Delta-1 (DLL1).
Dans nos deux modéles, activation de la
voie de signalisation Notch est incompa-
tible avec la différenciation des cellules
multiciliées. Les régions des transcrits
Dil1 et Notchl contenant les sites de
fixation de miR-449 sont conservées de la
grenouille & I’'homme. Chez I'homme, les
miARN de la famille miR-449 répriment
I’expression @ la fois de DI et de Notchl
tandis qu’ils inhibent seulement [’ex-
pression de D{{I chez le xénope. Plusieurs
expériences indiquent que, dans nos deux
modéles, les miR-449 contrdlent la mul-
ticiliogenése en agissant directement
sur la voie de signalisation Notch : (1)
I’expression des transcrits et des protéi-

Figure 1. Expression spécifique de miR-449
dans les cellules multiciliées. Les épithéliums
mucociliaires tels que Iépithélium bronchi-
que humain (4) ou I'épiderme embryonnaire
de xénope (B) sont constitués de cellules
sécrétrices de mucus et de cellules mul-
ticiliées. L'épithélium bronchique contient
également des cellules basales qui pour-
raient servir de réservoir pour la réparation.
L’épiderme du xénope contient également
des cellules spécialisées dans le transport
d’ions, appelées ionocytes. C. Les membres
de la famille miR-449 sont fortement enri-
chis dans les cellules multiciliées tandis que
leur niveau d’expression n'est quasiment pas

détectable dans les autres types cellulaires.

nes DLL1 et/ou Notchl est réprimée par
la surexpression de miR-449 tandis que
I’effet opposé est observé aprés son inva-
lidation ; (2) DLL1 et/ou Notchl sont fai-
blement exprimées dans les cellules mul-
ticiliées qui expriment fortement miR-449
par rapport aux cellules environnantes
dans I’épithélium mucociliaire humain ;
(3) l'injection dans I'épiderme de xénope
d’'un ARNm D{{I synthétique dépourvu
des sites de fixation de miR-449 réprime
la multiciliogenése, tout comme le fait
la perte de miR-449 ; (4) des oligonu-
cléotides complémentaires des sites de
ligison conservés de miR-449 dans les
transcrits Notchl ou DI protégent ces
transcrits contre I'action de miR-449. Ces
oligonucléotides protecteurs provoquent
I’élévation des transcrits et des protéines
endogénes Notchl et/ou DLLI et répri-
ment la multiciliogenése. Les effets de
I'invalidation de miR-449 sur [a multici-
liogenése sont ainsi mimés par des agents
bloguant I'interaction entre miR-449 et
ses cibles de la voie Notch ; (5) enfin,
I'invalidation de DifI ou Notchl aug-
mente la multiciliogenése et la rétablit
de maniére efficace dans les embryons
de xénope invalidés pour miR-449. L'en-
semble de ces données indiquent que
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les miR-449 déclenchent le processus de
multiciliogenése en réprimant directe-
ment les cibles DLL1 et Notchl.

A la recherche des effecteurs-clés

de la multiciliogenése

€n conclusion, notre étude révéle pour la
premiére fois le role joué par les miARN
de la famille miR-449 en tant que régu-
lateurs-clés et conservés de la multici-
liogenése chez les vertébrés. La famille
miR-449 favorise la centriologenése et
contribue a la différenciation des cellules
multiciliées en réprimant directement la
voie de signalisation Notch et des molé-
cules liées au cycle cellulaire (Figure 2)
[11]. €n ce sens, ces miARN peuvent
apparaitre comme des chefs d’orches-
tre modulant simultanément plusieurs
voies de signalisation importantes afin
de promouvoir le phénotype multicilié. La
poursuite de la recherche des cibles de

m
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liogenése est initiée par I’acquisition de I'identité ciliaire. Dans les progéniteurs de cellu-
les multiciliées, I’expression de miR-449 et du facteur de transcription FOXJ1 est induite.
U'expression de miR-449 permet de bloquer le cycle cellulaire et I’expression de DLL1 et/
ou Notchl ce qui entraine I'entrée dans le processus de différenciation (phase 1). Dans
la phase 2, I'expression de miR-449 favorise la multiplication massive des corps basaux.

Figure 2. Modéle illustrant le role de miR-449 au cours de la multiciliogenése. La multici-

MAGAZINE

L'expression conjointe de miR-449 et FOXJ1 participe ensuite & la migration et I'ancrage

de ces corps basaux néosynthétisés a la surface apicale. FOXJ1 induit I'expression des

geénes nécessaires a |'assemblage de I'axoneme et a I'élongation des cils vibratiles

(phase 3). Uexpression de miR-449 reste élevée dans les cellules multiciliées suggérant

un rdle probable dans le maintien de ce phénotype.

miR-449 et de la voie Notch devrait
identifier les effecteurs-clés de la
multiciliogenése, qui restent trés
largement méconnus. Un autre
candidat particulierement intéres-
sant est CDC20B puisque cette pro-
téine parait étre un nouveau com-
posant des corps basaux coexprimé
avec miR-449 [11]. Gageons qu’en
fournissant de nouvelles connaissances
sur les mécanismes conservés contrdlant

>

la multiciliogenése, notre étude pourrait
également ouvrir la voie a I’élaboration
de nouvelles stratégies thérapeutiques
visant a traiter les pathologies associées
a des défauts de cils vibratiles. Le succeés
de notre étude comparative chez deux
tétrapodes distants illustre enfin la per-
tinence de 'adage selon lequel « rien en
biologie n’a de sens qu’a la lumiére de
[évolution ». ¢

MicroRNA control biosynthesis 1
of motile cilia in vertebrates

-
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MiR-449 controdle le remodelage du cytosquelette d’actine au
pole apical des cellules multiciliées lors de la multiciliogenese en
ciblant la voie des petites GTPases.

Article 4 en phase de soumission: Chevalier B., Adamiok A., Merecey O., Zaragosi L-E, Pasini A,,

Kodjabachian L, Barbry P & Marcet B. miR-449 controls apical actin network formation during

multiciliogenesis through small GTPase signaling.

Contexte de I’étude

Une étape précoce de la multiciliogénése concerne I'ancrage des corps basaux néosynthétisés
sous la membrane apicale. Ce processus nécessite la réorganisation préalable du réseau apical
d’actine d’'une maniere qui est dépendante de RhoA et FoxJ1 (Pan et al., 2007). Cette réorganisation
du réseau d’actine est caractérisée par un enrichissement de filaments d’actine et de protéines de
liaisons a I'actine (e.g. ezrine) sous la membrane apicale des cellules multiciliées (Huang et al., 2003)

(cf. partie lll. 3. A. 5)).

Les petite GTPases sont des régulateurs importants du remodelage du cytosquelette : leur
fonction dépend de leur état d’activation (liaison au GTP) qui peut étre finalement modulée a plusieurs
niveaux (cf. partie Ill. 3. A. 2)). Les RhoGDIs maintiennent notamment les petites protéines G dans un
état inactif (liée au GDP). Ici nous avons émis I’hypothese que miR-449 pourrait controler I'activité ou

I’expression de certaines petites GTPases.

Résultats obtenus

Réorganisation du cytosquelette d’actine lors de la multiciliogeneése.

Nous avons étudié I'enrichissement apical du cytosquelette d’actine a partir de nos deux

modeles d’épithéliums mucociliés de vertébrés.

Nous avons d’abord noté un enrichissement apical de filaments d’actine au niveau des
progéniteurs des cellules multiciliées chez les deux espéces étudiées. Cet enrichissement est maintenu
dans les cellules multiciliées pleinement différenciées. Chez I'homme, des marquages en

immunofluorescence permettant d’identifier I'ezrine, confirment aussi un enrichissement de cette
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protéine au pole apical des cellules multiciliées, reflétant la réorganisation apicale du cytosquelette
d’actine. Par ailleurs, la cofiline-1 est une protéine impliquée dans les cycles de
polymérisation/dépolymérisation de I'actine. Sa phosphorylation, qui inactive cette fonction de la
cofiline-1, sert ainsi de marqueur de stabilité du réseau d’actine. Lors de la différenciation de
I’épithélium respiratoire humain, nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de la
cofiline-1 jusqu’a I'étape de polarisation de I'épithélium puis une rapide diminution de la forme
phosphorylée de cette protéine de maniére concomitante avec 1) la multiciliogenése et I'induction de
miR-449, 2) I'enrichissement de I'ezrine au pole apical des cellules multiciliées, 3) une augmentation
de la protéine de liaison aux complexes ERM (Ezrine/Radixin/Moesin), la protéine EBP50. L’ensemble
de ces observations indique un remodelage important du cytosquelette d’actine dans les cellules
multiciliées lors de leur différenciation. Les mémes observations ont été faites dans nos deux modeles

expérimentaux.

MiR-449 controle I’enrichissement apical d’actine des cellules multiciliées chez les vertébrés.

La surexpression de miR-449 dans les cellules épithéliales respiratoires en prolifération conduit
a une augmentation du nombre de fibres de stress d’actine, a une augmentation de la forme
phosphorylée des protéines ERM comme cela est aussi observé dans les cellules multiciliées, ainsi qu’a
une diminution de la forme phosphorylée de la cofiline-1. Par ailleurs, des mesures de I'activité des
petites GTPases montrent que la surexpression de miR-449 entraine une augmentation de I’activation
de RhoA sans affecter significativement I'activité des petites GTPases Rac, tandis que I'invalidation de
miR-449 au cours de la différenciation conduit a une inhibition de I'activité de RhoA. L’ensemble de
ces observations suggerent un lien fonctionnel fort entre miR-449 et le remodelage du cytosquelette

d’actine.

L'invalidation de miR-449 dans nos deux modeles bloque la multiciliogénese, comme
précédemment montré. Elle bloque également I'enrichissement apical d’actine dans les progéniteurs
des cellules multiciliées. Chez ’lhomme, cette perte d’enrichissement apical d’actine, est quantifiée en
mesurant le nombre de cellules positives pour I'ezrine. Le blocage de miR-449 in vitro induit une
diminution du nombre de cellules positives a I'ezrine. Chez le Xénope, on observe également une

perte de I'enrichissement apical de I'actine dans les cellules injectées.

Ces résultats indiquent que miR-449 est requis pour la réorganisation apicale du cytosquelette

d’actine dans les cellules multiciliées chez les vertébrés.
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R-Ras et RhoGDI2 sont des cibles directes de miR-449.

Une stratégie combinant approches expérimentales et in silico nous a permis d’identifier et de
valider Arhgdib (un gene codant pour RhoGDI2, un inhibiteur de la protéine RhoA) et Rras (R-Ras, une
petite protéine G de la famille Ras) comme nouvelles cibles de miR-449. R-Ras et RhoGDI2 sont
réprimées au niveau transcriptionnel et protéique aussi bien en réponse a |'expression de miR-449
qgu’au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire humain d’une maniere inversement
proportionnelle a l'augmentation d’expression de miR-449. En utilisant une approche de génes
rapporteurs pour la luciférase placés sous le contréle en 3’-UTR de Rras et d’Arhgdib sauvage ou muté,
nous avons montré que miR-449 ciblait spécifiquement les 3’-UTR de Rras et d’Arhgdib. De plus, nous
avons observé que lI'expression protéique de R-Ras et RhoGDI2 était majoritairement exclue des
cellules multiciliées. Ces résultats indiquent que R-Ras et RhoGDI2 sont des cibles directes de miR-449
chez 'homme. Chez le Xénope, aucune expression de RhoGDI2 n’a été retrouvée dans des explants
d’épiderme alors que celle de R-Ras est fortement diminuée au cours de la différenciation de
I’épiderme d’'une maniéere inversement corrélée avec I'augmentation d’expression de miR-449. Ainsi

chez le Xénope, contrairement a R-Ras, RhoGDI2 ne semble pas étre une cible conservée de miR-449.

Nous nous sommes alors focalisés sur I’étude fonctionnelle du réle de R-Ras et de sa répression par

miR-449 durant la multiciliogénése dans nos deux modeles.

La répression de R-Ras par miR-449 est nécessaire pour la réorganisation apicale du

cytosquelette d’actine et pour la multiciliogenése dans les cellules multiciliées.

Le contréle de la réorganisation apicale du cytosquelette d’actine et de la multiciliogénése par
miR-449 via l'inhibition de R-Ras a ensuite été étudié dans nos deux modeles, par I'approche de
protection de cible précédemment décrite. Dans les deux espéces, la protection de R-Ras induit bien
un blocage de la réorganisation apicale du cytosquelette d’actine et de la multiciliogénése, mimant
ainsi les effets obtenus par I'invalidation de miR-449. De maniére inattendue, I'invalidation de R-Ras a
un stade précoce de différenciation, a I'aide de siARN ou de morpholinos, entraine également un
blocage du remaniement apical d’actine et de la multiciliogénese, suggérant que I’expression de R-Ras
a un stade précoce de différenciation serait requise pour la multiciliogénése. Par ailleurs, I'invalidation
de R-Ras dans les morphants protégés par le protecteur de R-Ras restaure la formation du réseau
d’actine apicale et la multiciliogénése, indiquant la spécificité de R-Ras dans ce processus. Par contre,
I'invalidation de R-Ras n’affecte pas I'activité des petites GTPases Rho ou Rac. C’'est donc par le biais

d’une autre voie de signalisation que cette régulation se mettrait en place.
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Conclusion

L'ensemble de nos résultats démontre que la répression spécifique de R-Ras par miR-449
permet de contréler le remodelage apical du réseau d’actine au cours de la multiciliogénese chez les
vertébrés. Incidemment, nos données ont permis d’identifier R-Ras comme nouvel acteur conservé de
la multiciliogénese, de montrer que son expression a un stade précoce est requise et que son inhibition
par miR-449 a un stade plus tardif est indispensable pour que les processus de réorganisation apicale

du cytosquelette d’actine et de multiciliogénése se déclenchent.
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Abstract

Multiciliated cells, found throughout the whole metazoan kingdom, contribute to multiple
biological processes. Recently, we demonstrated that microRNAs of the miR-449 family allow
differentiation of vertebrate multiciliated cells by repressing the Notch pathway. Here, we report
that reorganization of the apical actin cytoskeleton, a prerequisite for basal bodies anchoring and
cilia elongation, is also controlled by miR-449. Using human airway primary cultures and
Xenopus embryonic epidermis we show that miR-449 silencing inhibits RhoA activity and apical
actin web formation in multiciliated cells. We identify transcripts coding the small GTPase R-Ras
and the Rho inhibitor RhoGDI2 as bona fide targets of miR-449. Apical actin reorganization and
multiciliogenesis were impaired when the RRAS mRNA was protected from miR-449 binding.
Multiciliogenesis was however rescued when the translation of protected RRAS transcripts was
prevented. Altogether, our data demonstrate that miR-449 act at several distinct steps of the

multiciliogenesis process in vertebrates, and identify R-Ras as a new player in this phenomenon.
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Introduction

Multiciliated cells (MCCs), characterized by the presence at their apical surface of multiple
motile cilia, have been described in many vertebrates (Fliegauf et al., 2007; Roy, 2009; Satir and
Christensen, 2007). Coordinated ciliary beating allows efficient fluid movement and is required
for physiological processes such as evacuation of mucus from the respiratory tract, circulation of
the cerebrospinal fluid, or migration of the embryo in the genital tract (Fliegauf et al., 2007). The
physiological importance of MCCs is highlighted by the large number of human disorders
associated with defects of the motile cilia (Cardenas-Rodriguez and Badano, 2009; Fliegauf et al.,
2007; Marshall, 2008; Roy, 2009). Multiciliogenesis, which occurs during normal development
and during regeneration of damaged tissues, can be studied in several experimental setups,
including primary cultures of human airway epithelium (LeSimple et al., 2007) and Xenopus
embryonic epidermis (Hayes et al., 2007). A few stereotypical steps are observed: (1) exit from
the cell cycle of MCC precursors, (ii) massive postmitotic multiplication of centrioles
(centriologenesis), (iil) reorganization of the apical actin cytoskeleton into a dense cortical
meshwork of actin, (iv) migration of the newly synthesized centrioles towards the apical pole of
the cell, where they anchor within the actin meshwork, and mature into ciliary organizing centers
known as basal bodies (v) elongation of one cilium from cach basal body (Avasthi and Marshall,
2012; Dawe et al., 2007; Marcet et al., 2011; Pan et al., 2007; Pearson et al., 2007; Sorokin, 1968;
Steinman, 1968; Vladar and Stearns, 2007). Recently, key regulators of multiciliogenesis have
been identified, including the FOXJ1 and RFX (regulatory factor X) transcription factors and the
geminin-related nuclear protein Multicilin (Blatt et al., 1999; Gomperts et al., 2004; Stubbs ct al.,
2008; Thomas et al., 2010; You et al., 2004; Yu et al., 2008). The reorganization of the apical
actin cytoskeleton is an early event downstream of FOXJ1 expression, which requires activation
of the small GTPase RhoA (Brody et al., 2000; Gomperts et al., 2004; Pan ¢t al., 2007; You ct al.,
2004). Recent work has highlighted the importance of the interaction between Rho GTPase
signaling and the planar cell polarity pathway to control the assembly of apical actin filaments, as
well as the docking and the planar polarization of basal bodies (Park et al., 2008; Vladar and
Axelrod, 2008). Proteins of the ezrin-radixin-moesin (ERM) family, which link actin to the cell
membrane, require RhoA-dependent phosphorylation to interact with cortical actin (Bretscher et
al., 2002; Hirao et al., 1996; Kotani et al., 1997, Shaw et al., 1998; Yonemura et al., 2002). In

airway MCCs, ezrin and its interacting protein EBP50 are both selectively localized at the apical
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membrane, through a FOXJ1-dependent mechanism (Bossinger and Bachmann, 2004; Gomperts
et al., 2004; Huang et al., 2003; Pan et al., 2007).

The activity of Rho GTPases and their action on actin cytoskeletal dynamics are modulated by
interaction with other GTPases, such as the Ras family member R-Ras (Ada-Nguema et al., 2006;
Gawecka et al., 2010; Griffiths et al., 2011; Hodkinson et al., 2007; Jeong et al., 2005; Self et al.,
1993; Shang et al., 2011) or with Rho guanine nucleotide exchange factors (RhoGEFs), Rho
GTPase-activating proteins (RhoGAPs) and Rho GDP-dissociation inhibitors (RhoGDIs) (Liu et
al., 2012) (DerMardirossian and Bokoch, 2005; Garcia-Mata et al., 2011; Scita et al., 2000).
Because the elaboration of functional motile cilia is exquisitely sensitive to the reorganization of
the actin cytoskeleton, we reasoned that miR-449, a family of three microRNAs (449a, b and ¢)
that was recently established as a conserved regulator of multiciliogenesis, may control one or
more molecules associated with actin dynamics. MicroRNAs (miRNAs or miR) are a class of
small single-stranded and non-coding regulatory RNAs that control many biological processes by
repressing gene expression at a post-transcriptional level (Bartel, 2004; Filipowicz et al., 2008).
Abnormal miRNA activity has been associated with many human pathological conditions
including airway diseases (Giovannini-Chami et al., 2011). We previously demonstrated that
miR-449 promotes centriole multiplication and multiciliogenesis, through the direct repression of
Notchl and its ligand Delta-like 1 (Marcet et al., 2011). However, miRNAs can target multiple
transcripts and thereby modulate several pathways at the same time, including Rho GTPase
signaling (Inui et al., 2010; Liu et al., 2012). We now show that miR-449 activity is also required
for the establishment of the apical actin cytoskeleton, through the repression of small GTPase
activity modulators such as R-Ras. Therefore, miR-449 appears as a global control system of

multiciliogenesis, which governs several distinct steps of this complex physiological process.
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Results & Discussion

Apical actin cytoskeleton reorganization during multiciliogenesis

Apical actin cytoskeleton formation was examined at several time-points during differentiation of
primary cultures of human airway epithelial cells (HAECs) grown at an air-liquid interface (ALi1)
and in Xenopus embryonic epidermis (Marcet et al., 2011). Formation of the apical meshwork of
filamentous actin (F-actin) was monitored directly by staining with fluorescent phalloidin and
indirectly by immunostaining with anti-ezrin or anti-phospho-ERM antibodies. In human and
Xenopus, the acetylated-tubulin positive MCCs displayed a strong enrichment of apical F-actin,
which in HAECs was associated with submembranous puncta of ezrin (human: Fig. la; Xenopus:
Fig. 1d). In HAECs, F-actin and ezrin colocalized with the y-tubulin positive basal bodies (Fig.
1b). In both human and frog MCC precursors, apical actin meshwork formation and apical ezrin
localization preceded cilia formation (data not shown). Reorganization of actin filaments involves
cofilin, a ubiquitous G-actin binding factor, which catalyzes actin
polymerization/depolymerization through severing activity and induction of dendritic nucleation
and debranching (Bravo-Cordero et al., 2013). Only unphosphorylated cofilin can bind actin to
promote its polymerization/depolymerization and phophorylation-dependent cofilin inactivation
is essential for cytoskeletal reorganization (Bravo-Cordero et al, 2013). In HAECs,
phosphorylation of cofilin-1 first increased during early differentiation (polarization stage), and
subsequently decreased when multiciliogenesis proceeded (Fig. 1¢). In parallel, we noticed an
enrichment of apical ezrin staining in MCCs (Fig. 1a,b) together with an increased level of the
ERM binding protein EBP50 (Fig. 1¢). These observations confirmed the formation of an apical
actin web in MCCs in both models.

miR-449 controls apical actin cytoskeleton reorganization in vertebrate MCCs.

As miR-449 silencing was shown to prevent centriole multiplication and ciliogenesis in frog and
human MCCs, we addressed whether they could also regulate the formation of the apical actin
network in those cells. To invalidate miR-449 activity, we transfected HAECs with a cholesterol-
conjugated antagomiR directed against miR-449a/b (AntagomiR-449a/b) and assessed MCCs
differentiation. We also knocked down miR-449 in Xenopus MCCs by injecting a cocktail of

morpholino-modified antisense oligonucleotides against miR-449a/b/c into prospective epidermis
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at the 8-cell stage. Previously, we showed that miR-449 silencing does not affect cell viability in
either HAECs or in frog embryos (Marcet et al., 2011). MiR-449 knockdown concomitantly
suppressed multiciliogenesis and apical actin web formation in both HAECs and Xenopus
embryonic epidermis (Fig. 2, a-d). In HAECs, miR-449 silencing caused the number of
multiciliated cells to drop to 50.3 £ 1.8% of control, and the number of ezrin-positive cells to 42
+ 18% of control (Fig. 2, a-b). MiR-449 knockdown also qualitatively affected the apical actin
meshwork revealed by a significant decrease in the number of ezrin-positive cells (Fig. 2, a-b). F-
actin and cilia staining were both abolished or severely reduced in Xenopus epidermal MCCs
injected with miR-449 morpholinos, at the onset of actin web assembly (st 16) and when cilia are
fully developed (st 25) (Fig. S1 and Fig. 2, c-d). Thus, miR-449 is required for MCC apical actin
meshwork formation in both HAECs and Xenopus. Stress fibers are thick and relatively stable
actin filaments present in non-motile cells (Le Clainche and Carlier, 2008; Tojkander et al.,
2012). Since proliferating HAECs contain stress fibers, but do not express miR-449, we tested the
impact of miR-449 over-expression on the architecture of stress fibers in human alveolar A549
epithelial cells. MiR-449 overexpression led to an increase in stress fibers formation (Fig. 2e).
Western blot analysis revealed an increase of ERM phosphorylation together with a decrease in
phosphorylated-cofilin-1 in miR-449-transfected proliferating primary HAECs (Fig. 2f). These
results are consistent with the regulatory role played by cofilin and phospho-ERM during actin
cytoskeleton dynamics (Bravo-Cordero et al., 2013; Niggli and Rossy, 2008). Therefore, miR-
449 is required for actin cytoskeleton remodeling in two independent models of vertebrate

multiciliated cells.

miR-449 stimulates RhoA GTPase activity

RhoA-activated actin remodeling is a central regulatory event required for multiciliogenesis and
airway epithelium differentiation (Horani et al., 2013; Pan et al., 2007). To assess the functional
impact of miR-449 on RhoA activity, proliferating HAECs were transfected with miR-449 and
differentiating HAECs were treated with the antagomiR-449. In both cases, the activity of RhoA
was measured in a pull-down assay with Rhotekin, a protein that stoichiometrically interacts with
GTP-bound Rho. As a positive control, proliferating HAECs were also incubated with calpeptin
(Rho activator I, from Cytoskeleton, Denver, CO 80223, USA), an activator of Rho GTPase. In

proliferating primary HAECs, miR-449 overexpression caused a~50% raise of the level of active
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RhoA-GTP, similarly to calpeptin (Fig. 2g). In differentiating HAECs, miR-449 silencing
triggered the opposite effect, i.e. a significant decrease in RhoA activity (Fig. 2¢g). Furthermore,
miR-449 slightly decreased Rac1,2,3 activity (Fig. S2¢), without affecting Rac protein expression
(data not shown). These data are consistent with the view that miR-449 control small GTPase

pathways such as RhoA and Rac activity during multiciliogenesis in HAECs.

R-Ras and RhoGDI2 are direct targets of miR449

To determine the molecular mechanisms by which miR-449 control apical actin cytoskeleton
reorganization, we looked for miR-449 mRNA targets that could regulate this process. We
defined putative miR-449 targets as being repressed during MCC differentiation and after
overexpression of miR-449. We thus analyzed at four time points (Pr, Po, EC, LC, corresponding
to proliferating step at day 0, polarization step at day 7, the early multiciliogenesis step at day 14
and the late multiciliogenesis step at day 21 after setting up the cells in the air-liquid interface,
respectively) differentiating HAECs from three donors as well as miR-449-transfected
proliferating HAECs from five donors (GEO, GSE22147) (Marcet et al., 2011). Putative targets
were then identified among down-regulated transcripts through the use of several miRNA target
prediction tools (Le Brigand et al., 2010). This screen had previously allowed the identification of
several cell cycle-related genes and DLLI/NOTCH I transcripts as bona fide miR-449 targets that
contribute to the terminal differentiation of MCC precursors (Marcet et al., 2011). Here, we
report two new putative targets, RRAS and ARHGDIB, which both code for components of the
small GTPase signaling system involved in the Rho pathway and in actin cytoskeleton
remodeling (Ota et al., 2004; Shang et al., 2011). Interestingly, RRAS and ARHGDIB were also
recently found enriched in mouse airway non-ciliated cells (Hoh et al., 2012) (GSE42500).

RRAS encodes the R-Ras protein, a member of the superfamily of small GTPases related to Ras
(Self et al., 1993). ARHGDIB encodes RhoGDI2. Despite the wide diversity in the Rho GTPases
family, only three RhoGDIs have been identified in mammals, respectively encoded by the
ARHGDIA, ARHGDIB and ARHGDIG genes (DerMardirossian and Bokoch, 2005; Dovas and
Couchman, 2005; Garcia-Mata et al., 2011). Interestingly, it has been recently shown that the
miR449-related miR-34a can target RhoGDI2, promoting Racl activation and membrane
translocation in non-small cell lung cancer cells (Duan et al., 2013). Although in silico prediction

tools indicated that the three ARHGDI transcripts contain putative miR-449 binding sites in their
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3°-UTR region, no variation of ARHGDIA expression levels was detected in HAECs during MCC
differentiation or after miR-449 transfection (data not shown) and ARHGDIG was not detectable
by real-time PCR in any tested conditions (data not shown).

In contrast, both RRAS and ARHGDIB were significantly expressed in HAECs (Fig. 3a). Levels
of both RRAS transcript and R-Ras protein slightly decreased from the onset and throughout the
phase of MCC differentiation (Fig. 3a,b). The level of ARHGDIB transcript decreased slightly at
the onset of differentiation but rose again during the phase of multiciliogenesis (Fig. 3a). No
significant variation of RhoGDI2 protein level was detected during MCC differentiation in
HAECs (Fig. 3b). The reduction of RRAS and ARHGDIB levels at the beginning of MCC
differentiation is concomitant with the increase of miR-449 (Fig. 3a-c). In explanted Xenopus
embryonic epidermis, rras expression became detectable at neurula stage 16, dramatically
increased between stages 17 and 20, and subsequently dropped (Fig. 3d). These stages encompass
the differentiation of MCCs and the collapse of rras expression between stages 20 and 23 mirrors
the increase in epidermal miR-449 expression (Fig. 3¢). As no arhgdib expression was detected
in Xenopus epidermis at any developmental stage, this target has not been further analyzed in this
model (data not shown).

We then analyzed the expression of R-Ras and RhoGDI2 at a cellular resolution. In HAECs,
immunohistochemistry revealed that both proteins were enriched in non-ciliated CD151+ basal
cells (Hajj et al., 2007; Marcet et al., 2011) compared to acetylated-tubulin positive MCCs (Fig.
4a). In Xenopus epidermis, real-time PCR and fluorescent in situ hybridization failed to reveal
rras expression at stage 13, prior to the onset of MCC differentiation (data not shown). At stages
16 and 19, rras was mostly expressed by inner epidermal layer cells negative for the MCC
marker alpha-tubulin (Fig. 4b).

To summarize, our data show that R-Ras and RhoGDI2 in HAECs and rras in Xenopus epidermis
are excluded from the miR449-expressing MCC precursors during most of the multiciliogenesis
process.

In order to confirm that the human RRAS and ARHGDIB transcripts are direct targets of miR449,
we used a dual luciferase reporter assay in HEK293 cells. MiR-449 overexpression strongly
reduced the relative luciferase activity of chimeric constructs containing the wild-type 3’UTRs of
RRAS or ARHGDIB. This effect was abolished by mutations in the putative miR-449 binding
sites (Fig. 4¢). Thus, mutating the unique predicted binding site in the ARHGDIB 3’UTR was
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sufficient to prevent repression by miR-449. Four miR-449 binding sites were predicted in the
RRAS 3’UTR. Mutation of each individual binding site only partially blocked the effect of miR-
449 overexpression, whereas combining mutations of all four sites led to a full reversion of the
miR-449 repressive effect (Fig. 4¢). Among the four miR-449 binding sites in the 3’UTR of
RRAS, the strongest reversion was observed for the most 3' site, which is the only one conserved
between human and Xenopus (Fig. 4c and S2). Finally, overexpression of miR-449 in
proliferating HAECs strongly reduced the levels of RRAS and ARHGDIB transcripts (Fig. 4d) and
proteins (Fig 4e-f). Thus, R-Ras and RhoGDI2 are bona fide targets of miR-449, including
during HAEC differentiation. The increase in the level of ARHGDIB transcripts and the
unchanged RhoGDI2 protein level observed at the end of HAEC differentiation (Fig 3a, b) are
likely due to the predominance within HAEC cultures of ARHGDIB positive basal cells (Fig. 4a).
ARHGDIB silencing using SiRNAs in differentiating HAECs strongly reduced RhoGDI2 protein
level (Figure S2) without affecting either actin cytoskeleton reorganization or multiciliogenesis
(data not shown?). This result suggests that miR-449 may target other undetermined and
compensatory components involved in RhoGDI2 function and required for actin reorganization
and multiciliogenesis. Altogether, the above data suggest that the control of RRAS expression by
miR-449 may represent a conserved feature of multiciliogenesis in vertebratess Since RRAS but
not ARHGDIB was found expressed in the mucociliary epithelium of both human and Xenopus,
we decide to focus our attention on the role of RRAS repression by miR-449 in MCCs.

The repression of R-Ras by miR-449 is necessary for apical actin reorganization and
multiciliogenesis

To address the above question, we designed a target protection assay in which cholesterol-
conjugated modified oligonucleotides (in HAECs) or morpholino oligonucleotides (in frog
epidermis) compete the binding of miR-449 on the sites identified within the 3’UTRs of human
and Xenopus RRAS. In human cells, the RRAS protector oligonucleotide effectively blocked the
action of ectopic miR-449 on RRAS 3’UTR in luciferase assays (Fig. 5a). Importantly, the RRAS
protector oligonucleotide increased endogenous R-Ras protein level in HAECs (Fig. 5b,c),
suggesting that miR-449 does contribute to RRAS down-regulation in MCCs. In Xenopus
explanted epidermis, morpholino-mediated inhibition of miR-449 activity, and morpholino-

mediated protection of the unique miR-449 binding site in r7as 3'UTR both led to an increase of
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rras transeript levels (Fig. 5d). These assays indicated that RRAS transcripts are indeed
specifically targeted by miR-449 in MCCs, in our two models. Incidentally, we have detected in
human and in Xenopus a RRAS-related gene, RRAS2. However, RRAS2 expression was
unchanged during multiciliated cell differentiation or in response to miR-449 overexpression in
HAECSs (data not shown, see GEO, GSE22147). In Xenopus, RRAS2 mRNA was detected at very
low levels in epidermal explants, and contrarily to rras, its expression was altered neither by
miR-449 silencing nor by rras protector morpholino (Fig. S1f).

In human (Fig. 5e,g), as well as in Xenopus (Fig. 5£h), we noticed a strong reduction in the
number of MCCs in response to protection of the RRAS transcript from miR-449. In HAECs,
where cells transfected with the protector oligonucleotide can not be identified, apical but not
junctional F-actin staining was lost in non-ciliated cells, consistent with an effect limited to miR-
449 positive MCCs (Fig. 5e). Importantly, we show in Xenopus epidermis that actin cap
formation and multiciliogenesis can be rescued when a morpholino designed to block R-Ras
translation is co-injected with the rras protector morpholino (Fig. 5f,h). This assay confirmed that
the maintenance of low levels of R-Ras activity within MCC precursors is essential for apical
actin cap formation and multiciliogenesis.

Intriguingly, RRAS silencing using SiRNAs or morpholinos had no significant effect on RhoA
and Rac activities (Fig. S2) but was by itself sufficient to strongly affect apical actin
reorganization and multiciliogenesis in both species (Fig. 5¢, Se-h).-This could be due to the fact
that RRAS silencing in non-ciliated cells may secondarily impair MCC differentiation in a Rho
independent manner, as suggested elsewhere in another context (Dubaissi and Papalopulu, 2011).
An alternative but not exclusive explanation could be that RRAS activity within MCC precursors
must be kept low, but not totally suppressed. In particular, as experimental RRAS silencing had to
be performed before the onset of multiciliogenesis, it remains possible that RRAS activity is
required at earlier steps (proliferation, migration or polarization) of the MCC differentiation
process. At a later step, the repression of RRAS by miR-449 is important for apical actin network
assembly and multiciliogenesis in human and frog MCCs.

Some works indicated that R-Ras could interact with Filamin A, a non-muscle F-actin cross-
linking protein involved in epithelial cell shape, actin cytoskeleton remodeling and primary cilia
formation (Adams et al., 2012; Gawecka et al., 2010; Griffiths et al., 2011; Nakamura et al.,
2002; Tu et al., 2003). Whether the silencing of R-Ras by miR-449 causes the modulation of
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Filamin A function in MCCs will be the focus of future investigations. Furthermore, R-Ras
activity has been shown to be increased by Notch pathway activation (Hodkinson et al., 2007).
Previously, we have demonstrated that miR-449 repressed Notch signaling during vertebrate
multiciliogenesis (Marcet et al., 2011). We could hypothesize that in addition to the direct
inhibition of RRAS transcripts by miR-449, R-Ras activity might also be inhibited through miR-
449-induced Delta-Notch repression.

In conclusion, the data presented here show that miR-449 favors the assembly of the apical actin
cytoskeleton in differentiating mammalian and amphibian MCCs, thus uncovering a new level of
control of miR-449 on the process of multiciliogenesis in vertebrates. This study illustrates how a
single microRNA family can coordinate complex cellular processes through the control of

multiple targets.
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Materials & Methods

Subjects/tissue samples

Inferior turbinates or nasal polyps were from patients who underwent surgical intervention for
nasal obstruction or septoplasty (provided by Pr Castillo, Pasteur Hospital, Nice, France or by
Epithelix Sarl, Genova, Switzerland). The use of human tissues was authorized by the bioethical

law 94-654 of the French Public Health Code and written consent from the patients.

Isolation and culture of human airway epithelial cells
Primary HAEC cultures were performed according to (Marcet et al., 2011). Experiments were

conducted on cultures with transepithelial electrical resistance above 500 ohm/cm?.

Xenopus injections

Eggs obtained from NASCO females were fertilized in vitro, dejellied, cultured and injected as
described (Marcet et al., 2011). cRNAs were generated with the Ambion mMessage Machine kit.
pCS105/mGFP-CAAX (a gift from C. Chang, University of Alabama at Birmingham, USA) was
linearized with Asel and ¢cRNA was synthesized with Sp6 polymerase as previously described

(Marcet et al., 2011). All injections were done at least twice.

Immunocytochemistry

Human : Fresh cultures of ALi-D21 (LC) HAECs sections were used for detection of acetylated-
tubulin, ezrin, actin (phalloidin), and nuclei as described in (Marcet et al., 2011). Cells were fixed
(4% paraformaldehyde, 15 min, 4°), rinsed (PBS-glycine 0.1M, 10 min) and permeabilized
(0.1% Triton X-100, 5 min). Only for centrin-2 immunostaining, cells were fixed with methanol
(10min, -20°c). Fixed cells were blocked 1h in 3% BSA and incubated for l1h at room
temperature with primary antibodies or overnight at 4°c with the following antibodies. Then,
cells were incubated for 1h with appropriate secondary antibodies (Alexa Fluor®, 1:500,
Invitrogen), nuclei were stained with DAPI (300 nM, Invitrogen) and when indicated F-Actin
were stained with Alexa Fluor® 594 Phalloidin (1U/staining). Stained cells were mounted with
ProLong® Gold antifade reagents (Invitrogen, Life technologies) and examined with Leica SP5

confocal imaging system, Olympus FV10i.
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Xenopus : For F-actin staining embryos were fixed in 4% formaldehyde/PBT 1h at 4°C and
stained with phalloidin-Alexa Fluor 555 (Invitrogen, 1:40) for 4 hours at room temperature. For
immunostaining, embryos were fixed in MEMFA (0.5M MOPS, pH7.4, 100mM EGTA, 1mM
MgSOs, 3.7% Formaldehyde). Whole-mount embryos or sections were blocked in 15% goat
serum. The following primary antibodies were used: mouse anti-acetylated-tubulin (Sigma,
1:500, Sigma), chicken anti-GFP (Aves, 1:500). After washing in PBT, sections or whole-mount
embryos were incubated with the appropriate secondary antibody: anti-chicken Alexa Fluor 488
(1:500, Invitrogen), anti-mouse Alexa Fluor 555 (1:500, Invitrogen) or anti-mouse Alexa Fluor
647 (all from Invitrogen, 1:500). Epidermis fragments were pecled from embryos at stages 20, 25

and mounted on a glass coverslip with fluoromount (Diagnostic BioSystem).

Western Blot and small GTPases activity measurement

Primary HAECs cells were harvested by scraping in Ripa lysis Buffer (Thermo Scientific Pierce),
cleared by centrifugation. Protein concentration was determined using the BCA assay (Thermo
Fisher Scientific) and equivalent amounts of protein were resolved on SDS polyacrylamide gels
using Novex® NuPAGE® SDS-PAGE Gel System following manufacturer’s instructions.
Proteins were transferred to PVDF membranes and analyzed by immunoblotting with appropriate
primary antibodies and HRP-conjugated secondary antibodies (1/5000, Dako). Immunoreactive
bands were detected using immobilon ECL kit (Merck Millipore) on LAS-3000 imager
(Fuyjifilm).

Small GTPases activity assay

The activation of RhoA and Racl,2,3 were evaluate by the GST pulldown with recombinant
proteins GST-Rhotekin-RBD (Merck Milipore) and PAK-1 PBD (Merck Millipore), respectively.
HAECs were seeded on type-I collagen-coated surface, miRNA mimics and siRNA were
transfected for 72h. Cells were lysed in cell lysis buffer (S0mM Tris pH 7.5, 10mM MgClI2, 0.5M
NaCl, and 2% Igepal) containing a proteinase inhibitor cocktail, lysate were cleared by
centrifugation and immediately quantified using BCA assay kit. Approximately 400 pg of total
proteins were incubated with the GST fusion protein at 4°C for 30 min. Supernatants were then
incubated with Pierce Glutathione Magnetic Beads for 30 min at 4°c, and washed 3 times with

wash buffer (25 mM Tris pH 7.5, 30 mM MgCI2, 40 mM NaCl) using magnetic rack. Samples
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and pull down were resuspend in loading buffer and bloted using Novex® NuPAGE® SDS-

PAGE Gel System following manufacturer’s instructions.

Total RNA extraction

Human : Automated total RNA extraction were performed using QIAcube and miRNeasy kit
from Qiagen according manufacturer’s instructions. Total RNAs were quantified using
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) and integrity of samples (RIN > 8) were
evaluated using RNA nano-chips and Agilent 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent
Technologies).

Xenopus : Total RNAs were isolated from animal caps dissected at stages 10 to 11 and cultured
in MBS (880mM NaCl, 10mM KCI, 8.2mM MgSO4, 24mM NaHCO3, 100mM Hepes pH7.4,
4.1mM CaClz , 3.3mM Ca(NOs3)). Twenty explants for each sample (stages 14 or 25) were
collected for RNA extraction. Total RNAs were isolated using the RNAeasy mini kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions and quantified using NanoDrop Spectrophotometer.

c¢DNAs were synthesized using iScript Reverse Transcription Supermix (BioRad).

Quantitative RT-PCR

Human : Real-time PCR was performed using TagMan® Gene Expression Assay and TagMan®
MicroRNA Assay (Life technologies) on a Lighteycler 480 (Roche) according to manufacturer’s
instructions. Expression levels of mature microRNAs and RNA messenger were calculated using
the 2-deltaCT method, using respectively RNU44 and UBC as endogenous controls.

Xenopus : Primers were designed using Primer-BLAST Software. PCR reactions were carried
out using SYBRGreen on a CFX Biorad qPCR cycler. All experiments were repeated at least
twice on separate injections and the RT-qPCR was performed in triplicate. The relative
expression of RRAS was normalized to the expression of the housckeeping gene ornithine
decarboxylase (ODC). The RT-qPCR RRAS primers are as follows: Forward: 5°-
gtaaccaaagaggaagegetea-3”; Reverse: 5°-ggatgacacaagggceaactttt-3°.

MiR-449 silencing and target protection experiments
Human : 3°- cholesterol linked 2’-O-Methyl miR-449a/b antisense oligonucleotide (antagomiR),

Hr csuscsuucaacacugecacausus-Chol-3°,  ARHGDIB  protector oligonucleotide 5°-
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asasasaaggeaguguuucugugsisa-Chol-3’ and  RRAS  protector oligonucleotide 5°-
esgsusuggeagugacauuuauususu-Chol-3 (phosphorothioate bonds are indicated by subscript ‘s”)
were purchased from Eurogentec (Seraing, Belgique). miR-449 antagomiR targets Homo sapiens
miR-449a (full match) and miR-449b with one mismatch. The ARHGDIB and RRAS protectors
are complementary antisense oligonucleotides targeting the conserved miR-449 binding site of
the human Arhgdib and RRAS 3°-UTR, respectively. Negative control was the Clear-miR(tm)
(57-csasuscguogaucguagegsesa-Chol-3") from Eurogentec. AntagomiR and protectors were used as
previously described (Marcet et al., 2011).

Xenopus : Morpholino antisense oligonucleotides (MOs): MO against miR-449 (GeneTools,
LLC): miR-449a MO, 5’-accagctaacattacactgeot-3’; miR-449b MO, 5’-gccagcetaaaactacactgect-
37 miR-449¢ MO, 5’-acagccagcetageaagtgeactgee-3”; MO control, 5’-tgcacgtttoaatacagacegt-3°.
A mixture of 10 ng of each miR-449 MO was injected in one animal-ventral blastomere at the 8-
cell stage. Protector MO directed against miR-449-binding sites in rras 3’-UTR: 5°-
gttggoaatgtagetgcaattogtt-3°. 5.7 or 7.5 ng of protector MO was injected in one animal-ventral
blastomere at the 8-cell stage. Morpholino oligonucleotide blocking the translation of rras: 5°-
gotecttggaacteatagtegetge-3°. 15 or 25 ng of rras translation MO was injected in one animal-

ventral blastomere at the 8-cell stage.

Ectopic expression of microRNAs/siRNAs

Cells were grown to 30 % confluency in proliferation medium on plastic, glass covserslip or on
transwell® filters. Cells were then transfected with synthetic negative control miRNA (miR-Neg,
Ambion) or synthetic miR-449a/b miRNAs (Ambion) (10 nM final concentration). Total RNAsg
or proteins were extracted, or immunostaining performed, from 24h to 72h later. For siRNA
experiments in differentiating HAECs, cells were then transfected with siRNAs against human
RRAS or ARGHDIB transcripts or negative control SiRNAs (Stealth RNA;™ SiRNAs, Life
Technologies) (20 nM final concentration) using Lipofectamine RNAi Max Reagent (Invitrogen)
in OPTIMEM (Invitrogen) according manufacturer’s instructions. The next day, an additional
transfection was performed using the same procedure, before HAEC differentiation was induced
in ALi the third day. Finally, HAECs were harvested for western blot analyses or processed for

immunofluorescence experiments after 7, 14 and 21 days of culture in AL
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Plasmid constructs and Luciferase measurements

Sequence from the wild-type or mutants 3°-UTR of ARHGDIB and RRAS were synthesized
(gBlocks® Gene Fragments, Integrated DNA Technologies) and cloned into psiCheck2 vector
(Promega). For mutated 3’-UTRs, three bases of each seed region were changed by
complementary bases. PiCheck2 constructions were co-transfected with synthetic microRNAs
mimics (Ambion, Applied Biosystems) with or without antagomiRs or antisense protectors into
HEK?293T cells, and luciferase activity was measured using the dual reporter luciferase assay kit

(Promega), according to the manufacturer’s protocol.

List of Antibodies used

Sp. Target Réf./clone Manufacturer IB IF
Ms Acetylated- 6-11B-1 Sigma-Aldrich 1/1000
Tubulin
Ms v-Tubulin GTU-88 Sigma-Aldrich 1/1000
Ms 4-Tubulin ONS.1A6 Sigma-Aldrich 1/400
Ms CD151 14A2.H1 BD biosciences 1/100
Rb AKAP14 SAB4500605 Sigma-Aldrich 1/400
Rb centrin-2 N17-R Santa Cruz Biotechnology, 1/500
Inc.
Rb R-Ras C-19 Santa Cruz Biotechnology, 1/1000 1/400
Inc.
Rb RhoGDI2 ab88317 Abcam 1/500 1/200
Rb Ezrin 07-130 Merck Millipore 1/1000 1/100
Rb P-ERM 41A3 Cell Signaling Technology 1/1000 1/100
gt actin I-19 Santa Cruz Biotechnology, 1/5000
Inc.
gt Hsp60 Santa Cruz Biotechnology, 1/5000
Inc.
Rb RhoA 67B9 Cell Signaling Technology 1/1000
Rb Racl,2,3 2465 Cell Signaling Technology 1/1000
Rb P-Cofilin 1 (hSer3)-R Santa Cruz Biotechnology, 1/500
Inc.
Rb NHERF1 A310 Cell Signaling Technology 1/1000
HRP conjugate anti-Ms/Rb/Gt Dako Lot Dependant

In situ hybridization on Xenopus embryos
Whole-mount in situ hybridization was done as described previously (Marchal et al., 2009).

RRAS Digoxigenin-labelled sense and antisense riboprobes (Anna/Andrea please add clone
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number and provider) and fluorescein-labelled antisense o-tubulin riboprobe (Deblandre et al.
1999) were generated from lincarized plasmids using RNA-labeling mix (Roche). Locked
Nucleic Acid (LNA) antisense probe against the mature form of miR-449a was described
previously (Marcet et al,, 2011). For fluorescent in situ hybridization (FISH) on sections,
embryos were fixed in MEMFA 2h at room temperature or overnight at 4°C, stored in methanol
at least 24h at -20°C, rehydrated and washed in tricthanolamine (0.1M)/acetic anhydrid. Embryos
were then transfered in successive sucrose washes from 5% to 30% sucrose in PBT. They were
then embedded in O.C.T Compound (VWR Chemicals Prolabo), flash frozen and 12pm thick
sections were prepared with a CM3050S Leica cryostat. Slides were kept at -80°C at least
overnight before FISH. FISH was carried out using Tyramide Signal Amplification — TSA TM
Plus Cyanine 3/Fluorescein System (PerkinElmer). Before hybridation, and after Proteinase K
digestion (3min at 2ug/ml), endogenous peroxydase activity was blocked in a bath of H20O2 3% in
PBS for 20 min. Sections were hybridized with a mixture of Digoxigenin- and Fluorescein-
labelled probes 40 ng each) overnight at 60°C. Following washes (2 times with 2% SSC / 0.1%
Chaps at 60°C ;2 times with 0.2% SSC / 0.1% Chaps at 37°C), the Digoxigenin-labelled probe
was revealed first through incubation with a mouse anti-DIG antibody conjugated to horseradish
peroxidase (POD) (Roche, 1:500), followed by incubation in Cy3 fluorophore amplification
reagent (1/50 in the TSA diluent during 10 min). This reaction was then blocked in a bath of 2%
H;07 during 20 min. Next, the fluorescein-labelled probe was revealed with a mouse anti-
fluorescein POD-conjugated antibody (Roche, 1:500), followed by incubation in Cy5 fluorophore
amplification reagent (1/50 in the TSA diluent during 10 min). This second reaction was blocked
in a bath of 2% H;O» during 20 min. Following double FISH, immunostaining with anti-GFP

antibody was performed, and slides were processed for confocal imaging.

Confocal microscopy in Xenopus
Flat-mounted epidermal explants were examined with a Zeiss LSM 780 confocal microscope.
Three-colour confocal z-series images were acquired using sequential laser excitation, converted

into single plane projection and analyzed using ImageJ software.
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Legends

Figure 1

Apical actin cytoskeleton in vertebrate MCCs. (a) Ali-day 28 HAECs were stained for ezrin
(using anti-ezrin antibody in green in panels al, a5), F-actin (using phalloidin in red in panels a2,
a6) and cilia (using anti-acetylated tubulin antibody in magenta in panels a3, a7). Nuclei are
stained with DAPI (blue in panel a6). Panels a5-8 are orthogonal views (z slices) of al-4. In
acetylated tubulin-positive MCCs (white arrowheads), F-actin is apically enriched (a2, a6) and
colocalizes with ezrin (al, a5 and a4, a8). (b) y-tubulin-positive basal bodies (magenta in panels
b3, b4) colocalize with ezrin (bl, b4) and apical F-actin (b2, b4). Image were acquired using the
Fv10i confocal imaging system (Olympus) with 60X oil immersion objective. (¢) Dynamics of
Cofilinl phosphorylation and EBP50 expression during HAEC differentiation are indicative of
actin remodeling (Pr: proliferating HAECs; Po: polarization stage, ALi days 5-10; EC: early
ciliogenesis, ALi days 14-20; LC: late ciliogenesis, from ALi days 21). (d) In the epidermis of
stage 25 Xenopus embryos, F-Actin (using phalloidin in red in panel d1) is apically enriched in
acetylated tubulin-positive MCCs (magenta in panel d2-d3).

Figure 2

MiR-449 knockdown inhibits apical actin remodeling in MCCs and stimulates RhoA
activity. (a) Differentiating HAECs were chronically treated with control antagomiR (Antago-
Neg; pancls al-a4) or anti-miR-449a/b (Antago-449; panels a5-a8) and stained for F-actin (panels
al, a5), ezrin (pancls a2, a6) and acetylated-tubulin (panels a3, a7), at ALi day 21. MiR-449
inhibition affects F-actin apical enrichment (a5), czrin apical localization (a6) and
multiciliogenesis (a7). (b) The histogram indicates the relative rate of multiciliated cells and
apical ezrin positive cells per field in each experimental condition (20 fields per condition in
triplicate). Data are means + s.d. from 9 and 3 donors for MCCs and ezrin positive cells,
respectively (¥**, p<0.001, Student’s t-test). (¢) 8 cell-stage Xenopus embryos were injected in
the epidermis precursor blastomeres with a mixture of synthetic mRNA coding for membrane-
bound GFP (GFP-CAAX) and control morpholinos (CTR-MO; panels ¢1-4) or morpholinos
against miR-449 (449-MOs; panels ¢5-8) then stained at stage 25 for F-actin (panels cl, ¢5) and

acetylated-tubulin (panels ¢3, ¢7). GFP fluorescence visualizes the injected clone (panels ¢2, ¢6).
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Knockdown of miR-449 affects F-actin apical enrichment (¢5) and multiciliogenesis (¢7). (d) The
histogram indicates the percentage of injected cells (positive for GFP fluorescence) that develop
cilia or apical actin cap in controls (Stage 24+25 : n= 5 fields/583 injected cells) and in miR-449
morphants (Stage 24+25 : n=8 fields/625 injected cells; P value st 24+25 = 0.0087, Mann-Whitney
test with two-tailed P value). (¢) Immunostaining of human alveolar A549 epithelial cells cells
were grown on glass coverslips for 72h, then transfected with synthetic control negative miRNA
(miR-Neg) or synthetic miR-449a (miR-449a) for 48h and stained for F-Actin (phalloidin in red)
and nuclei (DAPI in blue). Ectopic expression of miR-449a mimics leads to the formation of
thick bundles of actin. (f) MiR-449 overexpression in proliferating HAECs for 72h stimulates the
phosphorylation of ERM and inhibits the phosphorylation of Cofilin-1. Phosphorylated protein
levels were normalized with non-phosphorylated ERM or cofilin and with an antibody against
HSP60 as an internal control. Normalized fold changes are indicated beneath the corresponding
bands. Experiments were representative of three donors. (g) Proliferating HAECs were
transfected for 72h with miR-Neg or miR-449a then incubated for 2h with the RhoA Activator.
RhoA activation was measured in a GST-Rhotekin pull-down assay. HAECs at ALi day 7 were
treated with antago-449 or antago-Neg, then RhoA activation was measured. The histogram
indicates the relative RhoA activation in each experimental condition normalized to the control
set to 100%. Data represent the mean and s.d of at least 3 independent experiments (***,

p<0.001; ** p<0.01, * p<0.05, not significant (n.s), Student’s t-test).

Figure 3

Expression of R-Ras and RhoGDI2 during vertebrate multiciliogenesis. (a) Expression levels
of RRAS and ARHGDIB transcripts during HAEC differentiation. Transcripts levels were
normalized with UBC transcript as an internal control (Pr: proliferating HAECs; Po: polarization
stage, ALi days 5-10; EC: early ciliogenesis, ALi days 14-20; LC: late ciliogenesis, from ALi
days 21). (b) Expression levels of R-Ras and RhoGDI2 protein during HAEC differentiation. -
actin was used as an internal control. (¢) Relative abundance of miR-449a in differentiating
HAECs. MicroRNA levels were normalized with rnud4 as an internal control. (d) Real-time RT-
PCR of rras transcripts in Xenopus epidermis indicate that rras expression increases between
stages 9 to 19 then is strongly downregulated from stage 19 to 25. Transcript levels of RRAS were

normalized against Ode transcript. (¢) Transcript levels of RRAS decrease concomitantly with the
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induction of miR-449 expression. Transcript levels of RRAS were normalized against Odc
transcript as an internal control, and miR-449 expression was normalized with U6 as an internal

control. Error bars denotes standard deviation from three independent experiments.

Figure 4

Expression of R-Ras and RhoGDI2 is controlled by MiR-449. (a) Cytospin of dissociated
differentiated HAECs (panels 1-5) and HAECs cultured at ALi day 28 (panel 6) were labeled to
identify the specific cell type localization of R-Ras and RhoGDI2 proteins. R-Ras (green; panels
2,4) and RhoGDI2 (green; panels 3, 5, 6) were enriched in basal cells positive for CD151 (red;
panels 1-3), with respect to MCCs positive for acetylated-tubulin (magenta; arrowheads in panels
4-6). Nuclei are stained with dapi (blue; panels 1-5). (b) Fluorescent in situ hybridization on
sections of Xenopus embryonic epidermis at stages 16 and 19 reveals that the 77as mRNA (green;
panels bl, 2) is largely excluded from MCC precursors labelled by the a-tubulin mRNA (red;
panels bl, 2). (¢) Specific interaction between miR-449a/b and the 3’-UTRs of RRAS and
ARHGDIB mRNAs was confirmed using luciferase reporter assay on constructs carrying either
the wild-type or mutants 3’-UTR-binding site for miR-449. All experiments were done in
triplicate; values were normalized with the internal Renilla luciferase control. (d) Real-time RT-
PCR reveals a strong reduction in RRAS and ARHGDIB transcript levels following miR-449 but
not miR-Neg overexpression for 24h or 48h in proliferating HAECs. Transcript levels were
normalized against the UBC gene. Data represent the mean and s.d. of at least 3 independent
experiments (***, p<0.001, Student’s t-test) (¢) The expression levels of RhoGDI2 and R-Ras
protein decrease after miR-449 overexpression in proliferating HAECs for 72h. B-actin is used as
an internal control. (f) Quantification of RhoGDI2 and R-Ras protein level in response to miR-
449 overexpression. Data are means + s.d. from at least three independent experiments (**%,

P<0.001, ** P<0.01; not significant (n.s), Student’s t-test).

Figure 5

Inhibiting the interaction between RRAS mRNA and miR-449 affects multiciliogenesis and
apical actin cytoskeleton reorganization. (a) Antago-449a/b and miR-449::RRAS protector
oligonucleotides specifically prevent miR-449 binding on RRAS 3’UTR. miR-449a transfection
in HEK293 cells strongly reduced relative luciferase activity of wild-type 3’-UTR chimeric
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constructs of RRAS. This effect was strongly blocked by antago-449a/b or miR-449::RRAS
protector co-transfection, whereas it was not significantly affected by co-transfection with
negative controls (antago-Neg or protector-Neg). Values were normalized to the internal Renilla
Luciferase control. (b) Modulation of R-Ras protein level induced by miR-449::RRAS protection
(PO-RRAS) in HAECs in comparison to treatment by negative control (PO-Neg). Protein levels
were normalized with an antibody against HSP60 as an internal control. R-Ras protein level was
increased by miR-449::RRAS protection, indicating the specificity of PO-RRAS and that RRAS is
a true miR-449 target in human. Experiments were representative of three donors. (¢) Modulation
of R-Ras protein level induced by silencing of RRAS by SiRNA Si-RRAS in HAECs in
comparison to treatment by negative control (Si-Neg). Protein levels were normalized with an
antibody against HSP60 as an internal control. R-Ras protein level was strongly decreased by Si-
RRAS, indicating the specificity of the SIRNA against RRAS. (d) Real-time RT-PCR expression
of rras in Xenopus embryos injected with MO-Neg, MO-PO-rras, or 449-MOs. The expression
of rras is increased in both 449-MOs and MO-PO-rras, indicating that rras is a true miR-449
target in Xenopus. Transcripts levels of rras were normalized against Ode transcript as an internal
control. Error bars denotes standard deviation from three independent experiments. ()
Differentiating HAECs were chronically treated with negative antagomiR/Protector (Antago-
Neg/Po-Neg), anti-miR-449a/b (Antago-449) or with an oligonucleotide protecting the miR-449
binding site on RRAS (Po-RRAS). Altematively, HAECs were transfected at seeding time with a
negative siRNA (Si-Neg) or a siRNA against RRAS (Si-RRAS). Cilia are stained with anti-
acetylated-tubulin antibody (magenta) and F-actin with phalloidin (red). Protecting the RRAS
mRNA from interaction with miR-449 leads to a decrease in MCC differentiation similar to that
observed after inhibition of miR-449 activity. A decrease in the number of MCCs is also
observed following inhibition of RRAS with Si-RRAS. (¢) The histogram indicates the number of
MCCs per field in each experimental condition (20 fields per condition in triplicate). Data are
means + s.d. from 2 donors. (b,d) 8 cell-stage Xenopus embryos were injected in the epidermis
precursor blastomeres with a mixture of synthetic mRNA coding for membrane-bound GFP
(GFP-CAAX) and CTR-MO (CTR-Neg), 449-MOs, a morpholino protecting rras against binding
by miR-449 (MO-Po-rras) or a morpholino blocking the translation of rras (MO-ATG rras).
GFP-CAAX (green) labels the injected cells, MCCs are stained with an anti acetylated tubulin

antibody (red). Protecting the rras mRNA from interaction with miR-449 results in a loss of
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MCCs. This phenotype is rescued when the translation of the protected rras mRNA is blocked by
coinjection of MO ATG rras. (d) The histogram indicates the percentage of injected cells
(positive for mGFP) that develop proper cilia. CTR-Neg, n=10 embryos/413 injected cells; MO-
PO-rras, n=8 embryos/350 injected cells; MO-ATG rras, n=8 embryos/290 injected cells; MO-
PO-rras + MO-ATG rras n=9 embryos/395 injected cells (¥**, P=0.009 and P<0.0001, and **,
P=0.0016, Mann-Whitney test).
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Figure S1

(a,b) MCCs were stained for acetylated tubulin (magenta) and F-actin (red) in uninjected
Xenopus embryos at stage 16 (al-a3) and stage 20 (b1-b3) and in embryos in which the epidermis
precursor blastomeres were injected with a mixture of mGFP (green) and CTR-MO (panels a4-7
and b4-7) or 449-MOs (panels a8-11 and b8-11). (¢) The histogram indicates the percentage of
injected cells (positive for GFP fluorescence) that develop cilia in controls (Stage 19+20 = 5
fields/672 injected cells) and in miR-449 morphants (Stage 19+20 = 8 fields/467 injected cells; P
value g19+20 = 0.0281, Mann-Whitney test with two-tailed P value). (d) Whole mount in situ
hybridization with rras probe in Xenopus embryos at different developmental stages as indicated
on panels 1-6. (¢) Whole mount in situ hybridization with a LNA probe against miR-449 in
Xenopus at different developmental stages. (f) Real-time RT-PCR expression of rras2 in Xenopus
embryos injected with MO-Neg, MO-PO-rras, or 449-MOs. Contrary to rras, rras2 expression is
not affected in either 449-MOs or MO-PO-rras, indicating that only rras is a true miR-449 target
in Xenopus. Transcript levels of rras2 were normalized against Odec transcript as an internal

control. Error bars denotes standard deviation from three independent experiments.

Figure S2

(a) MiR-449 binding sites located in the 3’-UTR of Homo sapiens (hsa) or Xenopus lacvis (xla)
RRAS mRNA were identified in silico using “microcible” miRNA target prediction tool available
on our laboratory website (www.microrray.fr). (b) Modulation of RhoGDI2 and R-Ras protein
level induced by miR-449 overexpression in proliferating HAECs. Protein levels were
normalized against [3-Actin as an internal control and normalized fold changes are indicated
beneath the corresponding bands. Experiments were representative of three donors.

(¢) Rac activation was measured in proliferating HAECs in a pull-down assay with GST-PAK.
miR-Neg, miR-449a, Si-Neg, Si-ARHGDIB or Si-RRAS were transfected for 72h. RhoA
activation was measured in differentiating HAECs treated with antago-449 or antago-Neg after a
week of air-liquid interface. The histogram indicates the relative Rac activation in each
experimental condition normalized to the control set to 100%. Data represent the mean and s.d of
two independent experiments. (d) RhoA activation was measured in proliferating HAECs using
pull-down with GST-Rhotekin-RBD. miR-Neg, miR-449a, Si-Neg, Si-ARHGDIB or Si-RRAS

were transfected for 72h. The histogram indicates the relative RhoA activation in each
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experimental condition normalized to the control set to 100%. Data represent the mean and s.d of
at least 3 independent experiments (***, p<0.001; ** p<0.01, * p<0.05, not signficiant (n.s),

Student’s t-test).
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Figure 1
Apical actin cytoskeleton in vertebrate MCCs.

197



Human Xenopus
airway differentiated epithelium embryonic epidermis (St.25)
Antago-Neg Antago-449 c CTR-MO 449-MOs
] 1

F-Actin

GFP-CAAX

Acet-
Tub

Merge

b - d
5 2007 8 2001 40 404
2 E o
= = @
= 1501 é B 30 o c
: : B £3™]
3 83 8 e
@ = - T - O
5 1001 g 100 k%% = £20 2 &20
; kkk G 85 8 £
2 2 2 20
£ 504 g 504 1 T 10
z g *k
s
Y @6 ° W \pe
& 4
& W o& W
200

P-Ezrin/ 1.0 2.1

Radixin N—|
Moggin/_ E

RhoA activity (% /CTR)
>
2

1.0 0.5 |
0
HSP&0 miR-Neg  + o =
aQ? miR-449a - E +
<§"x\ g-,? RhoA Activator - + .
<°\ Antago-Neg + -
Antago-449 8 +

Prolif HAECs  Diff. HAECs

Figure 2
MiR-449 knockdown inhibits apical actin remodeling in MCCs and stimulates RhoA activity.

198



Relative expression (normalized / UBC} @

bR—Rasl---~~ - ‘l
161 u RRAS
0ARHGDIB RhoGD|2 [ a————
Actin | S— |
2] Pr_Poc EC LC
0.81 [
251 —=— miR-449a
: 20
0] 15
23 10
0.0- — 5

Pr Po EC LC

Relative expression
(normalized / mu44}

0
State of differentiation Pr Po EC LC
d € Brras  OmiR-449a
&
20 > 1.64
5
Q
o
o
W 15 % 1.29
@ N
50 g
i3 5
- o
% = 1.0 £ 0.84
o8 s
o= 2
52 2
_g g 0.5+ g 0.44
T~ 8
Q
& 2
0.0 v %”' g
‘L r 0.0 = o
& %‘ ‘-' c} %‘ St.19 St.23 5t 25
Figure 3

Expression of R-Ras and RhoGDI2 during vertebrate multiciliogenesis.

199



mRNA expression

CD151/Acet-Tubulin CD151

20pm

200m 20pm

>
S 160
'g 140 omiR-Neg omiR449a mmiR-449b
@ _ 1201
@ & 1001
85 80
560
[0} 40
>
E 20
& 0- wt mutant wt mut.1 mut. 2 mut. 3 mut. 4 full mut.
ARHGDIB RRAS
omiR-Neg mmiR449a wmiR-449p ° e —
160- Reies (M- |
Actin (SR |
14071 o4n 48h 240 48h mRNeg -+ -
miR-44%8a - - +
120
f.—-
& 1001 7 ™ ™ W ¢ 100+
= o~
S 80- < £ 807
= 3 L60-
60_ ‘k*:** g."
o E40- x%
40 ;f 520— Ak E
20_ **’;** o 0
D- RhoGDI2 R-Ras
0""ARHGDIE '  RRAS i
Figure 4

Expression of R-Ras and RhoGDI2 is controlled by MiR-449.

200



relative luciferase activity

(normalized / CTR)

.| i H miR-Neg
3-UTR-RRAS 0 miR-449a

o
1

0.54

X 2 <
QO @gO’bA O'??\P
Q:o x?‘(\ L
58
e CTR-Neg
<
e |
=
¥
<
£
3
w
f CTR-Neg
g
=3
\é".
2%
g<
o ci
68
i
g
1004
b’
o
< 80+
»
3
T 604
5
[3)
s 40+
&
e}
£ 20-
pd
MCICINC,
S Pt
?02209‘ F &
Figure 5

Inhibiting the interaction between RRAS mRNA and miR-449 affects multiciliogenesis and

b d
c
® 3
Po-Neg - + - g§=
Po-RRAS - - + o & 081
2 s
. s
RRAS | s s § 0.4
HSP60 —:_—
si-Neg - + 0.0
si-RRAS - -+ CTR-Neg
MO 448
MO Po-mras

20pm

apical actin cytoskeleton reorganization.

MO ATG rras

Si-R

RAS

MO PO-rras +
. MO ATG rras

204

Percent of injected cells
with apical actin cap

0 -
CTR-Neg
MO Po-rras

MO ATG rras

201



o+
o
N +
= g
L] -
o = +
24 [m]
<
r T T 1 &
3 3 S = 288§
b= S S S & = &
(apo / pezijewiou) %o
m. Y ucisseldxe eAljE|S) Zsell = m
(0
T
O
&
0
o
@D N
Q &
=8
o
<
<
10
O =
M_ (2]
(24
T
(©)]
§ *
o %
M %
%] O\N\
m Lol o 0 o .%,\Au

|90 pajelD
payoalul jo yusoiad
L&

c
...W
©
<
L

Acet-Tub
Merge

Figure S1

202



MIiRNA Gens 3.UTR __ Energy Alignment
position 5° A U GG U U 3' mRNA
hsa-miR-449a hsa-RRAS o : e
' ] U UGACGG
744 -22.2 3" UU UA U 5' uRNA
8" 2 C( 5 3' mRNA
hsa-miR=-449%9a hsa-RRAS o
UUA ¢
932 -20.7 3" 1 uuG U U 5' pRNA
&' U( 3' mRNA
hsa-miR-44%9a hsa-RR{ u
85¢ =20 3 uc 5' nRNA
X U 3' mRNA
AUG U A
h nil 44 1 h I
UUAU GUGACGGU
97 -2 3 3 5' pRNA
5 C 3' mRNA
la-miR-449a 3 -19, i
A U
3' UG i1 U 5' uRNA
b € 200/ d 200
0 *k
RHOGDIZ SN s S - &
150+ 5150
. o -
i W - :
€ =
@ 21004 -5100~
- g
g 501 $ s50-
Actin WY S S— — 2
o R © D@ 0- ; D& o :
& & S PRI R
& & S & & &L & & 9
& ¥ ey & & THS S & Ty

Figure S2

203



Role de la voie de signalisation BMP dans la différenciation des
épithéliums multiciliés chez les vertébrés

Article 5 en cours de rédaction : Cibois, M.*, Luxardi, G.*, Chevalier, B.*, Thomé, V., Barbry, P., Marcet,

B.S and Kodjabachian, L.5. BMP signalling plays a prominent role in vertebrate mucociliary epithelium

differentiation during development and regeneration

Contexte de I’étude

Chez le Xénope il est connu que la voie BMP joue un réle lors du partitionnement de
I'endoderme, et chez 'homme un lien existe entre la voie BMP et la transition épithélio-
mésenchymateuse (cf partie Ill. 2. B). En revanche, aucune n’étude avant nous ne s’était intéressée a

I'implication de la voie de signalisation BMP dans la différenciation des épithéliums multiciliés.

Résultats obtenus

Etude de la voie BMP dans la spécification des cellules de la couche interne et externe

Chez le Xénope, I'activation de la voie BMP par l'injection de BMP4, bloque la spécification de
I’ensemble des types cellulaires. Ainsi, il est observé un blocage de la spécification des cellules de la
couche interne j.e progéniteurs des cellules ciliées (CCP) et ionocytes mais aussi de cellules basales. En
revanche, les cellules sécrétrices de mucus de la couche externe ne sont pas affectées, indiquant que
la voie BMP est impliquée dans la spécification des différentes couches de I'épiderme de Xénope.
L'inactivation de la voie BMP a I'aide de morpholinos dirigés contre BMP2/4/7, induit une forte
augmentation du nombre de CCP et d’ionocytes dans la couche interne ainsi qu’un défaut de
spécification des cellules sécrétrices de mucus dans la couche externe. Ces résultats en miroir
soulignent un double role de la voie BMP : d’une part elle agit sur la spécification des couches
interne/externe et d’autre part elle contrdle la balance entre ces deux couches. D’autre expériences
ont confirmé ces résultats avec l'utilisation non pas de facteurs solubles, mais des formes de
récepteurs constitutivement actifs ou inactifs des BMP. De maniére assez similaire, I'injection de
récepteurs constitutivement inactifs (DN-Alk3) induit une forte spécification des cellules multiciliées
et des ionocytes et au contraire la forme constitutivement active (CA-Alk3) abolit la spécification des

cellules multiciliées.
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Chez I’'homme, I'épithélium respiratoire pseudo-stratifié ne comprend pas d’ionocytes et il n'y
a pas de phénomeéne d’intercalation de cellules d’une couche interne vers une couche externe. Ainsi,
I’étude chez 'homme nous permet de nous focaliser sur le role de la voie BMP dans la différenciation
des différents types cellulaires de I'épithélium respiratoire. L’'inactivation de la voie BMP2/4, avec
Iutilisation de I'inhibiteur endogéne Noggin, induit de fagon massive la différenciation des cellules
multiciliées et dans une moindre mesure celle des cellules sécrétrices de mucus alors qu’au contraire
la stimulation de la voie BMP avec l'utilisation de BMP2 I'abolit complétement. Morphologiquement,
I’activation de la voie BMP bloque la polarisation de I'épithélium et provoque une formation d’un
épithélium de type mésenchymateux. Ces observations suggérent un controle de la transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT) par la voie BMP comme montré précédemment (cf. partie

111.2.B.2)).

Réle de la voie BMP dans l'intercalation des CCP et ionocytes.

Les morphants BMP2/4/7 montrent une augmentation du nombre de CCP et d’ionocytes, qui
ne s’intercalent néanmoins pas correctement dans la couche externe. Il a été montré qu’une
augmentation du nombre de cellules qui s’intercalent dans la couche externe engendre des contraintes
physiques empéchant ainsi une partie des cellules de s’intercaler. Ici, les CCP se différencient en
cellules multiciliées mais aucune ne s’intercale dans la couche externe. Les mémes observations de
défaut d’intercalation ont été effectuées pour les ionocytes, indiquant ainsi un défaut d’intercalation
lors de l'inhibition de la voie BMP dans les morphants BMP. L’inactivation d’acteurs de la voie BMP
(forme inactive du récepteur Alk3 ou forme non phosphorylable de SMADS5), bloque I’activation de la
voie BMP au sein méme de la cellule réceptrice alors que I'invalidation des ligands BMP2/4/7 empéche
la cellule réceptrice d’étre stimulée par les ligands BMP extracellulaires. L'injection d’ARNm codant
pour une forme inactive dominante du récepteur BMP2/4/7 (DN-Alk3) augmente significativement le
nombre de cellules multiciliées et d’ionocytes qui s’intercalent correctement. Au contraire, I'utilisation
d’une forme constitutivement active de ce récepteur (CA-Alk3) inhibe la différenciation des cellules
multiciliées, comme cela est observé en réponse a une stimulation de la voie BMP par du BMP4. En
outre, 'utilisation de I'effecteur transcriptionnel SMAD5 non activable (non phosphorylable — DN-
SMADS) de la voie BMP2/4/7 induit le méme phénotype indiquant que cet effet est régulé au niveau
transcriptionnel. Par la suite, nous nous sommes intéressés a déterminer I’état d’activation de la voie
BMP via la phosphorylation du complexe SMAD1/5/8 dans les différents types cellulaires de maniére

a suivre cette activation transcriptionnelle.
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Activation de P-SMAD1/5/8 et cross-talk avec la voie BMP.

Chez le Xénope, avant la spécification des cellules de la couche interne et externe, 'ensemble
des cellules présente au niveau nucléaire des marques d’activation de la voie BMP avec le complexe
SMAD1/5/8 phosphorylé. Plus tard, lors de I'intercalation, il n’a pas été possible techniquement de
mesurer I'état de phosphorylation de SMAD1/5/8 en immunofluorescence dans les CCP et les
ionocytes. En revanche, nous avons pu observer que les cellules sécrétrices de mucus et les cellules de

la couche interne étaient positives pour la forme phosphorylée P-SMAD1/5/8.

Chez ’'homme nous avons confirmé que BMP2 active bien la phosphorylation de SMAD1/5/8
et que cette phosphorylation est abolie en présence de I'inhibiteur endogene Noggin. Parallelement a
ces résultats, nous avons remarqué une forte diminution de la phosphorylation du complexe
SMAD1/5/8 au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire humain. Ces résultats suggérent
fortement que le blocage de la voie BMP est requise pour la différenciation des cellules multiciliées, et

gue ce mécanisme est conservé du Xénope a ’lhomme.

Régulation de DLL1 par la voie BMP.

La voie BMP bloque l'intercalation des CCP et des ionocytes, cependant les marquages P-
SMADS ne permettent pas de dire avec certitudes dans quelles cellules la voie BMP est activée. Nous
avons alors déterminé I'impact de I’activation et de l'inhibition de la voie BMP avec des marqueurs
précoces des CCP et des ionocytes. La voie Notch est connue pour contréler la différenciation des
cellules multiciliées et DLL1, son ligand, est fortement exprimé dans les CCP. Ici, nous avons confirmé
ces observations avec une forte expression de DLL1 entre le stade 10 et 12 dans les CCP mais nous

avons aussi détecté une forte expression de DLL1 dans les ionocytes entre les stades 12 et 14.

Lors de l'inactivation de la voie BMP par injection de DN-SMAD5 ou des morpholinos
BMP2/4/7, on observe une diminution de I'expression de DLL1. Au contraire, I'activation de la voie
BMP induit une augmentation de I'expression de DLL1, indiquant que la voie BMP participe au contrdle
de I'expression de DLL1 dans les CCP et les ionocytes. De maniere intéressante, des analyses plus
poussées indiquent des résultats opposés sur I'expression de DLL1 en fonction du stade ou BMP4 est
injectée. En effet, avant le stage 10, BMP4 induit une forte expression de DLL1 mais de maniére
inattendue abolit I'apparition des CCP caractérisée par de fort niveau de DLL1. A partir du stage 10.5,
I'injection de BMP4 n’a plus d’effet sur I'expression de DLL1 et on détecte des CCP. Ces résultats
indiquent qu’une fois la spécification enclenchée avec I'augmentation de DLL1 au stade 10, les CCP ne

sont plus capables de réagir a la stimulation par BMP4 et de bloquer la spécification en CCP.
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Conclusion

Nous avons montré que la voie BMP régule la différenciation de I'épiderme embryonnaire de
Xénope ainsi que la différenciation de I'épithélium respiratoire humain. L’inhibition de la voie BMP
conduit a une différenciation accrue vers un phénotype multicilié alors qu’au contraire son activation
bloque la différenciation de I'épiderme embryonnaire de le Xénope et dans I'épithélium respiratoire
humain induit la transformation des cellules épithéliales en type mésenchymateux. L'interconnexion
avec la voie Notch, contrélant aussi la différenciation vers un phénotype multicilié, reste encore a étre
déterminer plus clairement. Cependant, nos résultats suggerent que le controle de la voie Notch est

dépendant de I'état d’activation de la voie BMP.

Il a été décrit que la voie BMP induit Vent-2, un facteur qui maintient les cellules dans un état
pluripotent. Cette observation pourrait expliquer la perte de spécification des cellules de la couche
interne de I’épiderme chez le Xénope lors de I'activation de la voie BMP. Au moment de la spécification
des cellules de la couche interne de I'épiderme d’embryon de Xénope, la voie Notch intervient pour la
spécification des CPP et des ionocytes. Certains travaux indiquent que la voie Notch et la voie BMP
interagissent entre elles, notamment il est montré que la voie BMP potentialise la voie Notch. Les
résultats obtenus ici avec des blocages et des activations fortes de la voie BMP n’est pas révélateur de
la contribution de chacune de ces voies in vivo. Le contréle de I'expression de DLL1 par la voie BMP
révele potentiellement un réle de la voie BMP dans le contréle de la force de I'inhibition latérale pour
la mise en place d’un patron propre a I'’épiderme de Xénope a travers le contréle de I'expression de
DLL1. Cependant, il nous reste a déterminer clairement le role de Vent2 dans le maintien des cellules
pluripotentes empéchant la spécification des MCC. Aussi, chez I'homme la caractérisation de
I’activation de la voie BMP dans les différents types cellulaires est nécessaire pour mieux caractériser
le role potentiel de la voie BMP dans les différents types cellulaires. Aussi, de maniere similaire au
Xénope, la stimulation de la voie BMP apres la différenciation de I'épithélium respiratoire, et I'étude
de la sensibilité de certains types cellulaires a la voie BMP peut apporter aussi de nouveaux éléments

de réponse.
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Summary

In vertebrates, mucociliary epithelia play prominent physiological roles such as mucus
clearance in the airways or cerebro-spinal fluid circulation in brain hemispheres. Our
understanding of the mechanisms that control cellular identities within such epithelia is very
limited. To gain insight into this question, we used a developmental model, the Xenopus
embryonic ciliated epidermis, as well as a regeneration model, primary human airway epithelial
cell (HAEC) cultures. In HAECs, BMP inhibitors dramatically increased the rate of multiciliated
cell (MCC) and mucus-secretory cell (goblet) formation, whereas recombinant BMP4 protein
globally suppressed differentiation within the epithelium. In Xenopus, depletion of BMP2/4/7
ligands increased the number of MCCs and ionocytes, whereas it decreased goblet cell
markers. Conversely, exposure to exogenous BMP4 protein suppressed MCCs, ionocytes and
basal cells. Our data suggest that some of those effects may be explained by the regulation of
the Delta/Notch pathway by BMP signalling. Altogether, our results identify the repression of
BMP signalling as a necessary and sufficient condition for mucociliary epithelium differentiation

during development and repair.
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Introduction

In the past few years, Xenopus epidermis became a model of choice for the study of
mucociliary epithelium development. Xenopus embryo skin’s structure closely resembles to
other mucociliary epithelium like the one covering upper airways in human. Basic molecular
techniques can be used and as it is an external tissue, it is easy to handle and to image
(reviewed in (Werner and Mitchell, 2013)).

Xenopus embryo epidermis derives from the non-neural ectoderm, which is specified in two
steps. First, the ectoderm is set apart from the mesoderm and endoderm. Second, it is

partitioned into neural and non-neural regions.

It is well known that the BMP pathway is involved in the dorso-ventral patterning of Xenopus
embryos and more specifically of the gastrula ectoderm. BMP ligands are extracellular
proteins. They process by binding to heterotypic complexes of BMP receptors type | and II.
The type | receptors are also known as activin-like kinase receptors and act downstream of
the type Il ones. During canonical BMP pathway activation, BMP receptors phosphorylate two
serines in the C-terminal part of the Smads 1, 5 and 8 transcription factors family, called R-
Smads for Receptor-regulated Smads. This leads to their activation and shuttling to the
nucleus. They form a complex with Smad4, a co-activator, and activate the transcription of
BMP target genes (Derynck et al., 1998; Plouhinec et al., 2011). During some developmental
processes and carcinogenesis, BMP pathway can also act non-canonically via p38,
RhoGTPases and MAP kinases (Chen et al., 2012).

On the ventral side of embryos, a group of cells designed as the ventral centre, expresses
BMP proteins, notably BMP 2, 4 and 7. In this region, other positive regulators of the BMP
pathway such as BMP1/Tolloid take part to the establishment of a BMP source (De Robertis
et al., 2001). On the dorsal side, by opposition, Spemann’s organizer produces antagonists of
the BMP pathway. As an example Chordin and Noggin physically interact with BMP and inhibit
its binding to receptors. The ventral agonists and the dorsal antagonists interact into a self-
regulating network active across the entire embryonic field (De Robertis, 2006) and create a
BMP activity gradient which in turn leads to the partitioning of the ectoderm into neural and
non-neural territories (De Robertis and Kuroda, 2004). /n vivo assays have shown that BMP
pathway is not only the main actor of this partitioning but that its activation is sufficient to
transform neural into epidermal progenitors, whereas BMP inhibition is sufficient to transform
epidermal into neural progenitors (Chang and Harland, 2007; Delaune et al., 2005; Marchal et
al., 2009). Following its specification by BMP signalling, the non-neural ectoderm will give rise
to the mature embryonic ciliated epidermis in a four steps process. (i). During segmentation

and blastula stages, asymmetric divisions lead to the formation of two distinct layers of cells in
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the ectoderm. (ii). The precursors of the ciliated cells and of the ionocytes, as well as the
« basal » cells are specified during gastrulation, in the inner layer of the non-neural ectoderm,
whereas precursors of the mucus-secreting cells are specified in the outer layer. (jii). During
neurulation, ionocytes and ciliated cells intercalate into the outer layer. Ciliated cells also
produce hundreds of centrioles (iv). Once in their final position, cells of the outer layer fully

differentiate, whereas internal cells remain in a progenitor state.

To date, the main pathway that has been involved in cell fate choices in the xenopus epidermis
is the Notch pathway and the lateral inhibition process (Deblandre et al., 1999). An activation
of the Notch pathway leads to a strong decrease in the number of ciliated cells (Stubbs et al.,
2006; Stubbs et al., 2012) and ionocytes (Dubaissi and Papalopulu, 2011; Quigley et al., 2011).
On the contrary, a repression of Notch induces these cell fates (Marcet et al., 2011; Stubbs et
al., 2006). Delta1 ligand is expressed in the tissue and is the best candidate for the Notch
ligand responsible for the lateral inhibition. Controlling tightly the activation of the Notch
pathway is then a prerequisite for the building of a sane epithelium. A recent study highlighted
the role of microRNAs from miR449 family, targeting the expression of Deltal and Notch1 in

ciliated cells precursors, and required for the ciliogenesis (Marcet et al., 2011).

To try to better understand how the mucociliary epithelium develops, we asked if, besides its
role in ectoderm partitioning, BMP pathway could also be involved in cell fate decisions and
ciliated cells formation. Only few papers reported a link between BMP and the cilia. Notably,
Komatsu and collaborators have shown that BMP pathway is involved in the motile ciliogenesis
in the node (Komatsu et al., 2011). Nevertheless, this effect was linked to the cell cycle arrest
and not to the fate or ciliogenesis per se. Moreover, it has never been studied in the field of

multiciliogenesis.

In this paper, we took advantage of the xenopus model to study the role of BMP patway during
the mucociliary epithelium development. We used HAEC primary cultures as a regeneration
model. Gain and loss of function experiments in xenopus revealed two successive roles of
BMP pathway during the formation of epidermis. Comparison with human HAEC primary
cultures highlighted its importance in regenerative tissue and the conservation between the

two species.
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Results
BMP over-expression represses internal layer cell fates

In a first attempt to decipher the role of the BMP pathway in the cell fate determination, we
injected the zebrafish recombinant BMP4 protein in the blastoccele of stage 9 embryos.
Embryos were developed until stage 25. We used a range of amount of protein that ensures
neural part of the embryo to still specify and embryos develop properly as shown on figure 1A.
However, they strikingly show a strong decrease in the number of ciliated cells stained here

by ISH with an alpha-Tubulin probe (Figure 1A).

To go further into the analysis, staining for the different cell types of the epidermis have been
realised on transverse sections. None of the internal layer fate emerges after BMP4 over-
expression. Indeed acetylated a-tubulin, Foxile (figure 1B) and P63 (Figure 1C), markers
respectively of ciliated cells, ionocytes and internal cells, were not expressed in these stage
25 embryos. These markers are never expressed in the epidermis of the BMP4 injected
embryos, even at the really beginning of their expression (dns). By contrast, the external layer
is properly specified. Indeed, Intelectin expression in goblet cells is conserved (figure 1C),

even induced.

We used SEM to analyse the effect of BMP4 injection on the external morphology of the tissue.
We confirmed that goblet cells are the only cell type at the surface of the embryos even at
stage 37. The goblet cells still show vesicles at their surface after BMP4 over-expression, like
in control embryos, suggesting that they have differentiated properly and have an active

secretory system (figure 1D).

The injection of BMP4 also leads to thickening of the epidermis, as revealed by the DAPI
staining. BMP4 over-expression is therefore deleterious for the inner layer cell fates but allows
the correct development of the outer one. These first results therefore indicate a role of BMP

pathway on the layer determination.

BMP inhibition promotes only the intercalating cells.

To better characterise BMP pathway role in the epidermis development, we injected a mix of
morpholinos targeting BMP ligands 2, 4 and 7 to inhibit the BMP activity specifically in the
presumptive epidermis. The phenotype observed was not the exact mirror of the over-
expression of BMP4. We used FISH against a-tubulin and Foxi1e to count the number ciliated
cells and ionocytes precursors (Figure 2A). The BMP morphants embryos’ epidermis contains
2 to 3 times more of these two cell types than the control embryos as depicted on the graph

figure 2A’. The expression of 5G7 and Intelectin in the outer layer was inhibited (figure 2B).
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Quantification of the fluorescent signal from 5G7 showed a significant decrease in its level of
expression (figure 2B’). For the intercalating and goblet cells, these data correlate with the
over-expression experiment. However, the inner cells were sensitive to both BMP inhibition
and activation. In BMP morphants, inner cells are present, as shown by P63 expression but
they express lower levels of alpha dystroglycan (aDG) (Figure 2C). This phenotype is weaker
than with BMP activation, as none of the inner cell marker is detectable anymore (Figure 1C)
but the effect is similar. With this loss of function experiment, we highlighted a role of BMP not
only in the determination of an inner versus an outer layer but on the balance between the
inner layer cell fates. BMP ligands are diffusing factors. We next used constitutively active (CA-
Alk3) or dominant negative (DN-Alk3) forms of the BMP receptor to study the cell autonomous
effect of the modulation of the pathway (Figure S1). As previously shown with the BMP4
protein, ciliated (stained with Acetylated a-tubulin) and ionocyte (stained with V1a) fates were
strongly inhibited by the injection of CA-Alk3. Dn-Alk3 confirmed the results obtained with
morpholinos, and induced 2 times these two cell fates. The effect of BMP on the cell fate

determination is therefore a cell-autonomous effect.

We next used the Smad5-somitabun, a form of Smad5, which is not phosphorylable to disrupt
the transcriptional complex induced by BMP activation (called dnSMad5 thereafter). The
injection of this construct also leads to a strong increase in the number of ciliated cells (figure
S2). This indicates that the effect of the inhibition of the BMP pathway on the ciliated fate is

linked to its transcriptional activity.

Once the effect on the cell specification characterized, we next wanted to study the impact of
the BMP inhibition on the ciliogenesis itself. We first used acetylated a-Tubulin staining in BMP
morphants compared to control and detected a decrease in the number of differentiated ciliated
cells (figure 3A). Section analysis next indicated that the cells are able to build cilia because
they suffer from intercalation defects (figure 3B). It has already been shown that intercalation
of the ciliated cells is submitted to spatial constrains (Stubbs et al., 2006). WWhen too much
cells are specified; only twice the wild-type number can intercalate. The other cells are blocked
into the epidermis and intercalate during the elongation of the embryo (Stubbs et al., 2006).
Anyhow, in the case of BMP inhibition, none of the specified ciliated cell managed to
intercalate, neither at 25, neither later in the development. Moreover, ionocytes are not
constrained as the CC (Stubbs et al., 2006) but, in BMP morphants, they do not intercalate.
This phenotype suggests that spatial restrictions are not causal here and that the BMP
pathway might have a central role in the intercalation process. These defects were not
observed after this injection of DN-AIk3 (acetylated alpha-tubulin staining from figure S1) nor
dnSmad5 (DNS). Intercalation defects are therefore specific to the BMP morphants and were

not studied in details here.
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This second phenotype shows that (i) BMP acts on intercalation independently of the cell fate
choices, (ii) probably using non-canonical path and (iii) it also suggests that BMP is not
required for ciliogenesis, as DN-AIk3 and dnSmad5 injected embryos build cilia. This last
suggestion is in agreement with experiments led on the primary cultures of human airways. As
shown on figure H1, Noggin induces more ciliated cells. These cells are positive for centrin-2,
a centriole marker and Tubb-IV, a cilia marker, meaning that the cells are fully differentiated.
At the opposite, BMP-2 stimulation of HAECs strongly decrease the number of ciliated cells

and mucus secreting cells (figure H2).

In sum, BMP pathway inhibition leads to defects in the balance of the different cell types of the
epidermis. All the methods we used to inhibit the pathway provoke the same induction of the
intercalating cells. VWe reasoned that BMP pathway should then be repressed in these cells to
allow their emergence. We analysed the phosphorylation of Smad1/5/8 (P-Smad1/5/8)

proteins as a marker of BMP activity.

BMP pathway is activated ubiquitously

Description of the P-Smad1/5/8 expression pattern has already been done in Xenopus at the
embryo level (Fagotto et al., 1997). Here, we wanted to analyse the epidermis pattern of
activation at cellular levels. WWe made a time course analysis of P-Smad1/5/8 expression. Most
of the cells display positive nuclear staining for P-Smad1/5/8 during the stages of development
we analysed. Three of these stages are represented in figure S3. Due to the specific conditions
of sample preparation to use the antibody against the P-Smad1/5/8 proteins, we were not able
to combine this staining with FISH and thus, to detect the earliest expression of the markers.
Nonetheless, co immuno staining at stage 14 with the 5G7 (goblet cells marker, figure 4A) and
P63 (internal cells marker, figure 4B) antibodies showed that these two cell types are P-
Smad1/5/8 positive. It also pointed out that the other internal cells, negative for P63 and
therefore intercalating cells, could also be positive for PSmad1/5/8 (figure 4C). With this
experiment, we cannot rule out totally that there is no difference in expression levels depending
on the cell type, but potentially all the cells of the epidermis experience BMP activation during
the development of the tissue. P-Smad1/5/8 expression pattern was then not sufficient to

understand the cell fate choices linked to BMP pathway.

In HAECs, a strong increase of the phosphorylation of Smad1/5/8 is observed at the beginning
of the airway differentiation. A tpolarization time, P-Smad1/5/8 decrease at the same time than
notch activation as showed (figure H3). Here detection using immune-staining is necessary to

determine a cellular specific localisation in HAECs.
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Delta1 is expressed in the intercalating cells precursors.

The loss-of-function experiment (Figure 2) indicates that only intercalating cells are inhibited
by BMP pathway. We therefore led a study on the earliest markers of cell fates to identify
common markers for ionocytes and ciliated cells precursors. We used FoxJ1 as an early
marker of CCP (Stubbs et al., 2008) and Foxi1e for the ionocytes (Dubaissi and Papalopulu,
2011). First, we showed that, as already suggested (Deblandre et al., 1999), Deltal is
expressed in the precursors of ciliated cells. Indeed, FoxJ1 is expressed in Deltal expressing
cells from stage 10 to stage 12 (Figure 5A, B and C). Moreover, we also detected later Delta1
expression in Foxile positive cells. Foxi1e and Delta1 are co-expressed from stage 12 to stage

14. After stage 14, Delta1 is not detectable in the epidermis anymore.

This result put Deltal positive cells as precursors for both CC and ionocytes. It reinforces
previous data from Kintner’s lab showing that CC and ionocytes are not reciprocal populations
(Stubbs et al., 20086). It is also in accordance with all the Notch modulation experiments in
which same effects are observed on ccp and ionocytes. We demonstrated here that there is a
two-waves like mechanism leading to the specification of first CCP and second ionocytes.
Whether they emerge from a common precursor or whether Delta1 is re-expressed a second

time remains to elucidate.
Delta1 expression is modulated by the BMP pathway.

Knowing that (i) Delta1 is expressed in both ionocytes and ciliated cells and (ii) BMP pathway
has a negative impact on their formation, we analysed the expression of Delta1 after BMP gain
or loss of function. Unexpectedly, BMP4 injected at stage 9 strongly up-regulates the
expression of Delta1 at stage 10, first stage at which Delta1 expression is detectable by FISH
(figure 6A). This over-expression is maintained at least until stage 25 (figure 6B). This is
correlated to a disappearance of all the other markers of internal layer we have tested as we
first showed in figure 1. In xenopus embryo epidermis, Delta1 is able to inhibit Notch in the
same cell (cis-inhibition) besides the classical trans-activation. When Delta1 is over-expressed
in the tissue, it normally leads to more ciliated cells specification; it was then surprising to

associate a Deltal over-expression with the absence of ciliated cells.

We also analysed the effect of BMP4 protein injection in time. The BMP4 protein was injected
at stage 8, 9, 10, 10.5 and 11 and expression of Deltal was analysed both 2 hours after the
injection and at stage 12, stage at which Delta1 expression peaks. This experiment indicated
that the induction of Delta1 is only transient. From stage 10.5, BMP4 is not able anymore to
induce Delta1 (figure S4). Embryos at stage 25 were stained for a-tubulin showing that the
transient effect on Delta1 expression is correlated to a transient inhibition of the CCP fate.

Indeed, the embryos injected at and after stage 10.5 produce ciliated cells precursors. This
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result evidenced that (i) cells of the non-neural ectoderm become insensitive to BMP signalling
at stage 10.5 (ii) the induction of Delta1 by BMP4 is probably indirect.

This transient effect of BMP4 could be actually linked to the commitment of the cells. Indeed,
BMP pathway is known to induce X-Vent genes. Particularly X-Vent2 is a direct target of BMP
(Rankin et al., 2011). Yet, Vent2 has been recently shown to be a Nanog homologous in
xenopus and to maintain pluripotency (Schuff et al., 2012). To test whether the phenotypes
observed could be explained by an effect on pluripotency we analysed Vent2 expression in

the same time course assay described before.

These results correlate with the results obtained in the regeneration model. Indeed, HAECs in
culture treated with Noggin showed increase number of both B4 tubulin and Muc5A positive
positive cells (figure H2 A and B). The opposite phenotype is obtained with BMP2 treatments.
A regenerative epithelium has to produce all the cell types constituting the tissue. BMP has to

be repressed for the production of these cells from undifferentiated tissue.

We next examined the expression of Delta1 after BMP inhibition and we observed a decrease.
We used dnSmad5 construct, known to be a strong inhibitor of the pathway. In dnSmad5-
injected embryos, Deltal was significantly repressed in the injected cells compare to non-
injected ones at this stage (figure7). The same results were obtained using BMP morphants
(data not shown). BMP is therefore able to induce Delta1 but also required for a normal level
of expression. We next evaluate the impact of the changes in Delta1 expression levels on the
Notch pathway activity. We used an antibody directed against the C-terminal part of the Notch1
receptor. This stains both the full-length receptor and the cleaved NICD. Confocal images of
these immuno-staining on sections were next filtered using ImageJ and only the nuclear signal
is shown on figure S5. In all the conditions, wild type, BMP4-injected, Control, and BMP
morphants, the nuclear Notch signal was comparable. Nonetheless, Notch signalling is highly
dynamic and NICD hardly detectable. Regarding the quality of the non-filtered signal (Figure

S5B), this does not exclude subtle changes on Notch activity.
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Discussion

In this study, using both gain and loss of function experiments, we evidenced that the BMP
pathway activity, even if necessary for non neural ectoderm specification, has to be tightly
controlled, in a developing as well as in a regenerating mucociliary epithelium for the

emergence of the different cell fates.

The functional analysis carried out in xenopus embryos showed that BMP signalling pathway
is first involved in the transition from pluripotent to committed cells. These data were confirmed
in HAECs primary cultures. In a second time, BMP is involved in the balance of cell fates within

the developing tissue.
BMP4 and pluripotency

BMP has to be repressed to allow the commitment of the cells to their fates in the inner layer.
This data is reinforced by experienced in human airways primary culture showing that the
regeneration of the tissue goes through an inhibition of the pathway. This is necessary to

produce both ciliated cells and goblet cells at the surface of the epithelium.

BMP4 also induced Deltal expression, putting delta1 in a broad progenitor marker status.
Usually, Delta1 is linked to cell fate decisions, but, as explained in the previous paragraph, it
is here associated with a pluripotent state of the inner layer epidermal cells. Even if
unexpected, this result could be in accordance with the mathematical models existing (Lewis,
2003) on lateral inhibition. This broad and strong expression of Delta1 in the inner layer of the
epidermis revealed by BMP4 over-expression probably looks like the first, undetectable
expression of delta1 in wild type embryos, at much higher levels. The expression of this Notch
ligand would next be refined to specific cells, that we showed being ciliated cells precursors

and ionocytes, when lateral inhibition occurs.

The effect of BMP4 on Deltal and vent2 expression takes place only in the internal layer. At
stage 9, the antagonism between aPKC and PAR1 has already defined an external aPKC
positive layer and an internal PAR1 positive layer. aPKC has been demonstrated to be a
repressor of Delta1 (Ossipova et al., 2007). Possibly, the expression of aPKC in the outer layer
is sufficient to inhibit the induction of Delta1l by BMP4 protein in the outer layer. But, this can
only explain the absence of Delta1. In addition to the absence of induction of Delta1, the outer
layer cells express Intelectin. The expression of this goblet cells marker is, in wild type
embryos, first seen at stage 13, meaning later after the injection of BMP4 in this test. The outer
layer is therefore able to overcome the BMP activation and to carry on its development. \We
can expect the polarity of the tissue has also an impact on the ability of the cells to respond to
BMP signals.
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Delta1 regulation

The link between Delta1 expression and BMP cannot be reduced only to a progenitor state of
the cells. In the case of BMP morphants, or after the injection of dmSmad5, Delta1 is repressed
in the injected cells. However, its expression is never abolished. Either, as only KD methods
have been used, remaining BMP signalling is able to induce slightly Deltal or BMP is not
absolutely required for the expression of Delta1. Genetic approaches will be necessary to

decipher precisely the requirement of BMP for Delta1 expression.

With the KD methods we used, after a decrease in the expression of deltal at the beginning
of its expression, more deltal positive cells are present in the later stage 12 (figure 8). As the
ciliated cells and ionocytes specification is linked to delta1 and the Notch lateral inhibition, we
can postulated that starting with a lower level of Delta1, epidermis will eventually lead to higher
production deltal positive stable cells due to reduced lateral inhibition. Unfortunately, the
quality of the staining obtained with the Notch1 antibody did not allow us to estimate precisely
the activity of Notch in our tests. BMP is necessary to control Delta1 expression. However, the
transient and spatially restricted (to the internal layer) aspect of the induction of Delta1

suggested an indirect regulation.

Interaction between BMP and Notch signalling

We showed that the inhibition of BMP and of Notch signalling pathways has the same effect
on the generation of CCP and ionocytes. It increases up to 3 times for BMP and even more for
Notch the number of CCP (figure 2A). Both of these pathways are also required for proper
levels of expression of aDG (Figure 2C, (Sirour et al., 2011)). In the literature, these two
pathways have already been shown to interact. The most described interactions showed that
the BMP pathway reinforces the action of Notch on its target genes (ltoh et al., 2004; Takizawa
et al., 2003). In the epidermis, it could help Notch to activate target genes and to exert proper

lateral inhibition to reduce the number of CCPs and ionocytes.

However, if Notch signalling can repress Delta1 (Deblandre et al., 1999), we observed that
BMP, on the contrary induces its expression. Therefore, BMP and Notch pathways could co-

ordinately ensure proper lateral inhibition process but acting in parallel.

How BMP is regulated in the tissue to have different levels?

This study strikingly demonstrates that the main actor of the epidermis specification in xenopus

embryo has a negative impact on the emergence of two cell-types composing the tissue. It
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raises the question of the regulation of the BMP pathway in the tissue. How the BMP levels

are regulated to allow the formation of CCPs and ionocytes in a BMP positive tissue?

The classical antagonists of BMP (Noggin, Bambi, Smad6/7, Chordin...for review see (Rider
and Mulloy, 2010) have been largely involved in the patterning of the ectoderm (De Robertis
and Kuroda, 2004; Delaune et al., 2005; Marchal et al., 2009). Their known expression pattern,
even if not a definitive proof, is not compatible with a predominant role in the epidermis cell
fate choices. We therefore focused more on Syndecan-1. Syndecan-1 is a modulator of BMP
pathway expressed in the internal layer (Teel and Yost, 19986). It can be a positive or a negative
regulator of BMP, depending on its level of expression, during dorso ventral patterning
(Olivares et al., 2009). The expression in the inner layer is ubiquitous (Teel and Yost, 1996).
Repressing its expression specifically in the epidermis using morpholinos mimics the inhibition
of BMP pathway (DNS). In the epidermis, it seems that Syndecan1 acts as an activator of BMP

pathway and is therefore not a good candidate for the spatial regulation of BMP in this tissue.

Over-expression of the mutant dnSmad5 also leads to an increase in the number of ciliated
cells suggesting that the effect of BMP on cell fate balance is transcriptional. BMP pathway is
also regulated at the nuclear level. This would be more in agreement with the P-Smad1/5/8
activity pattern as we did not observed significant differences in the levels of P-Smad1/5/8 in
the nuclei of the distinct cells. Several nuclear factors have been described to inhibit or
enhance the Smad ftranscriptional activity. These factors can associate with Smads
complexes, BMP or TGFbeta responsive. Tob proteins are able to bind, directly to Smad 1/5/8
and to change there localisation to nuclear bodies (Yoshida et al., 2000), inhibiting there
transcriptional activity. They also inhibit BMP signalling binding directly to Smad6 and
reinforcing its effect (Yoshida et al., 2003). However, Tob2 expression pattern has been
analysed in xenopus and is broadly expressed in the epidermis at the time of CCP specification
(Yoshida et al., 2003). YY1 protein increases (Lee et al., 2004) or decreases (Kurisaki et al.,
2003) BMP transcriptional activity. Transcriptional co-activators are also more well
characterised for the BMP pathway, including p300/CBP, GCN5_PCAF and runx factors.
These factors could on the contrary reinforced BMP in outer layer and basal cells to create a
disequilibrium that could be enough to allow all the fates to emerge. Unfortunately, even if they
have been identified in the xenopus genome, these factors are really poorly described in this

model.

Few studies have also shown regulation of the BMP pathway by microRNAs [34]. Here we
showed that BMP activation induces DLL1 expression and that BMP inhibition decrease DLL1
expression. Interestingly, we previously indicated that miR-449 directly controls
multicliogenesis by directly targeting DLL1 in vertebrate’s mucociliary epithelium. Here we can

hypothesise that BMP pathway can regulate the expression of DLL1 thought the action of miR-
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449. But, miR-449 expression pattern (Marcet et al., 2011), suggest that, if existing in vivo,
miR-449 could start to repress BMP in the ciliated cells from stage 15, much later after cell fate
decisions. But it's possible that undetectable expression of miR-449 could actually be

implicated in this context.
Intercalation defects

Besides cell fate choices defects, BMP morphants present a second, very robust phenotype
in the absence of intercalation. This step is crucial in the development of the mucociliary
epithelium in xenopus as it is required for the final differentiation of the CC and the building of

the cilia.

Intercalation process in the mucociliary epithelium is still poorly described. What is known so
far is that the intercalation processes in two steps. First, cells are wedging in between the two
layers and second, they reach the outside. Stubbs and collaborators have shown that ciliated
cells can only intercalate at vertices and consequently are surrounded by non-ciliated cells.
lonocytes, by opposition can intercalate anywhere, probably linked to their smaller size. They
are often found next to ciliated cells. In the BMP morphants, neither ciliated cells (figure 3) nor
ionocytes (date not shown) intercalate. The two cell types initiate the process and can be found
just under the outer layer but they never fully intercalate. The fact that the two types of

intercalating cells are blocked suggests a general role of BMP on this process.

We showed that alpha DG expression is reduced after BMP inhibition (figure 2C). Alpha DG is
a transmembrane protein involved in the assembly and maintenance of basement membrane
structures. It has been shown to be important for ciliated cells intercalation (Sirour et al., 2011).
The intercalation defects we observed could then be due to the partial loss of aDG expression.
But it is tempting to say that this only effect cannot be responsible of the strength of the
phenotype we observe. Indeed, aDG morphants show reduced intercalation but some ciliated
cells manage to intercalate, even if it is in a wrong pattern (Sirour et al., 2011). In BMP
morphants, we could not see intercalated cell, suggesting that other BMP targets are involved

in this phenotype.

In addition to a potential role of the canonical BMP pathway, these defects could also be due
to the role of the BMP pathway on the cytoskeleton. Indeed, BMP is able to modulate the
stability of the actin cytoskeleton as well as microtubules. It can activate de Rho/ROCK
kinases, resulting in phosphorylation cascade between LINK1/2, cofilin. Cofilin prevent actin
polymerisation and is inactive when phosphorylated. BMP therefore leads to actin

polymerization, which is linked to cell migration (Gamell et al., 2011).

We can as well expect that somehow, cells are first polarized before they start to intercalate.

In chick neural tube, once activated, BMP receptors phosphorylate Smads associated proteins,
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but instead of shuttling to the nucleus, they complex with tight junctions and ensure their
stability. This has an impact on polarity actors like LGL and aPKC apico basal polarity (Eom et
al.,, 2011; Eom et al., 2012).

To conclude, we show here that BMP, which is totally required for the induction of epidermis,
has next to be strictly controlled to build the tissue properly, both during development and
regeneration. It first has to be repressed to escape from pluripotency state. Next, intercalating
cells has to experience a decrease of BMP activity to get specified. However, has highlighted
in BMP2/4/7 morphants, intercalation requires non-canonical BMP activity that has to be
determined. This suggests that intercalating cells will eventually need BMP to intercalate and

finish their differentiation.
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Material and method

Xenopus injections

Eggs obtained from NASCO females were fertilized in vitro, dejellied, cultured and injected
as previously described (ref 30 de NCB).

Capped dnSmad5 cRNA was generated with the Ambion mMessage Machine kit. pCS105-
GFP-CAAX (a gift from Chenbei Chang) was linearized with Asel and cRNA was synthesized
with Sp6 polymerase.

Morpholino oligonucleotides (MO) against BMP ligands 2, 4 and 7 (GeneTools, LLC,
Philomath, Oregon, USA) were antisense to Xenopus feavis BMP ligands sequences: MO-
BMP2: 5'-GATCCCAGCGACCATTGTCAACCTG-3’; MO-BMP4: 5'-
CAGCATTCGGTTACCAGGAATCATG-3"; MO-BMP7: 5'-
TTACTGTCAAAGCATTCATTTTGTC-3';

For the BMP overexpression, between 2 and 7 ng of zebrafish recombinant BMP4 protein
were injected at stage 9 in the blastocoele of embryos. BSA was injected as a control.
Embryos were cultured in MBS 0,1x until the appropriate stage.

All injections were done at least three times.

Immunohistochemistry:

Embryos were fixed in formadehyde or paraformadehyde 4%. Xenopus multiciliated cells
were stained with anti-acetylated tubulin monoclonal antibody (clone 6-11B-1, 1:200, Sigma),
goblet cells with a 5G7 antibody (gift from Saburo Nagata) internal cells with P63 antibody
(1:100, abcam ab111449) P-Smad1/5/8 staining has been made with the cell signalling
(9511, 1:100) Secondary antibodies were all from molecular probe and coupled to different
alexas. To reveal the GFP-CAAX, we used a chick anti-GFP antibody (1:500; Molecular
Probes) together with a secondary antibody coupled to Alexa 488 (Molecular Probes).

ISH and FISH:

Colorimetric ISH have been made has previously described (Gawantka) with the following
modifications (i) post- fixation following proteinase K treatment was omitted; (ii) hybridization
and washes were performed at 60 °C; and (iii) incubation with the anti-digoxigenin antibody
was done in MAB (100 mM maleic acid, 150 mM NaCl, pH 7.5) and washes were done in
MAB supplemented with 0.1% Triton X-100.

For FISH, Triethanolamine and acetic anhydirde treatment were added. Anti-dig POD and
anti fluo POD were incubated ON at 4°C. For the staining, we used the TSA+ kit from Perkin
Elmer 1h at RT followed by an inactivation of the enzyme using H202 at 2% in PBS during

20min. Double staining were made sequentially.
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FISH on sections:

Embryos were fixed in either Formaldehyde or paraformaldehyde 4% for adaptated time,
stored in methanol. They were rehydrated in PBT, treated with triethanolamine and acetic
anhydride, prepared with crescent sucrose baths and finally embedded with OCT. 10uM
sections were made. FISH was realised as an adaptation of classical FISH experiement. On

whole mount embryos with adaptated times to sections.

Fluorescence quantification:

Expression levels on FISH were analysed using ImageJ.

Ratios between the expression levels and the corresponding surface in injected and non
injected areas were calculated. These ratios were compared in a paired way within each
section, in control and BMP morphants or dnSmad5, using the Wilcoxon test of Prism Graph
6.

Ciliated cells counting:

Stacks of confocal images from 4 to 5 explants per experiments and per condition were
made. Z projection of the green channel pictures was used to count positive cells for GFP,
e.g. injected cells. Ciliated cells and ionocytes were counted using a merge of their
corresponding channel with the green one to count only the injected ones. Statistical analysis

was made using graph prism.

Chang, C,, and R.M. Harland. 2007. Neural induction requires continued suppression of
both Smad1 and Smad?2 signals during gastrulation. Development. 134:3861-3872.

Chen, G, C. Deng, and Y.P. Li. 2012. TGF-beta and BMP signaling in osteoblast
differentiation and bone formation. International journal of biological sciences.
8:272-288.

De Robertis, E.M. 2006. Spemann's organizer and self-regulation in amphibian embryos.
Nature reviews. Molecular cell biology. 7:296-302.

De Robertis, E.M,, and H. Kuroda. 2004. Dorsal-ventral patterning and neural induction in
Xenopus embryos. Annual review of cell and developmental biology. 20:285-308.

De Robertis, E.M.,, 0. Wessely, M. Oelgeschlager, B. Brizuela, E. Pera, ]. Larrain, ]. Abreu,
and D. Bachiller. 2001. Molecular mechanisms of cell-cell signaling by the
Spemann-Mangold organizer. Int | Dev Biol. 45:189-197.

Deblandre, G.A,, D.A. Wettstein, N. Koyano-Nakagawa, and C. Kintner. 1999. A two-step
mechanism generates the spacing pattern of the ciliated cells in the skin of
Xenopus embryos. Development. 126:4715-4728.

Delaune, E., P. Lemaire, and L. Kodjabachian. 2005. Neural induction in Xenopus requires
early FGF signalling in addition to BMP inhibition. Development. 132:299-310.

Derynck, R, Y. Zhang, and X.H. Feng. 1998. Smads: transcriptional activators of TGF-beta
responses. Cell. 95:737-740.

222



Dubaissi, E., and N. Papalopulu. 2011. Embryonic frog epidermis: a model for the study of
cell-cell interactions in the development of mucociliary disease. Dis Model Mech.
4:179-192.

Eom, D.S,, S. Amarnath, ].L. Fogel, and S. Agarwala. 2011. Bone morphogenetic proteins
regulate neural tube closure by interacting with the apicobasal polarity pathway.
Development. 138:3179-3188.

Eom, D.S, S. Amarnath, ].L. Fogel, and S. Agarwala. 2012. Bone morphogenetic proteins
regulate hinge point formation during neural tube closure by dynamic modulation
of apicobasal polarity. Birth defects research. Part A, Clinical and molecular
teratology. 94:804-816.

Fagotto, F., K. Guger, and B.M. Gumbiner. 1997. Induction of the primary dorsalizing
center in Xenopus by the Wnt/GSK/beta-catenin signaling pathway, but not by
Vg1, Activin or Noggin. Development. 124:453-460.

Gamell, C, A.G. Susperregui, O. Bernard, ].L. Rosa, and F. Ventura. 2011. The
p38/MK2 /Hsp25 pathway is required for BMP-2-induced cell migration. PloS one.
6:e16477.

Itoh, F,, S. Itoh, M.]. Goumans, G. Valdimarsdottir, T. Iso, G.P. Dotto, Y. Hamamori, L. Kedes,
M. Kato, and P. ten Dijke Pt. 2004. Synergy and antagonism between Notch and
BMP receptor signaling pathways in endothelial cells. The EMBO journal. 23:541-
b51;

Komatsuy, Y, V. Kaartinen, and Y. Mishina. 2011. Cell cycle arrest in node cells governs
ciliogenesis at the node to break left-right symmetry. Development. 138:3915-
3920.

Kurisaki, K., A. Kurisaki, U. Valcourt, A.A. Terentiev, K. Pardali, P. Ten Dijke, C.H. Heldin, J.
Ericsson,and A. Moustakas. 2003. Nuclear factor YY1 inhibits transforming growth
factor beta- and bone morphogenetic protein-induced cell differentiation. Mol Cell
Biol. 23:4494-4510.

Lee, K.H, S. Evans, T.Y. Ruan, and A.B. Lassar. 2004. SMAD-mediated modulation of YY1
activity regulates the BMP response and cardiac-specific expression of a
GATA4/5/6-dependent chick Nkx2.5 enhancer. Development. 131:4709-4723.

Lewis, ]. 2003. Autoinhibition with transcriptional delay: a simple mechanism for the
zebrafish somitogenesis oscillator. Current biology : CB. 13:1398-1408.

Marcet, B., B. Chevalier, G. Luxardi, C. Coraux, L.E. Zaragosi, M. Cibois, K. Robbe-Sermesant,
T. Jolly, B. Cardinaud, C. Moreilhon, L. Giovannini-Chami, B. Nawrocki-Raby, P.
Birembaut, R. Waldmann, L. Kodjabachian, and P. Barbry. 2011. Control of
vertebrate multiciliogenesis by miR-449 through direct repression of the
Delta/Notch pathway. Nature cell biology. 13:693-699.

Marchal, L., G. Luxardi, V. Thome, and L. Kodjabachian. 2009. BMP inhibition initiates
neural induction via FGF signaling and Zic genes. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 106:17437-17442.

Olivares, G.H,, H. Carrasco, F. Aroca, L. Carvallo, F. Segovia, and ]. Larrain. 2009. Syndecan-
1 regulates BMP signaling and dorso-ventral patterning of the ectoderm during
early Xenopus development. Developmental biology. 329:338-349.

Ossipova, 0., ]. Tabler, ].B. Green, and S.Y. Sokol. 2007. PAR1 specifies ciliated cells in
vertebrate ectoderm downstream of aPKC. Development. 134:4297-4306.

Plouhinec, ].L, L. Zakin, and E.M. De Robertis. 2011. Systems control of BMP morphogen
flow in vertebrate embryos. Curr Opin Genet Dev. 21:696-703.

Quigley, LK, ].L. Stubbs, and C. Kintner. 2011. Specification of ion transport cells in the
Xenopus larval skin. Development. 138:705-714.

223



Rankin, S.A, ]J. Kormish, M. Kofron, A. Jegga, and A.M. Zorn. 2011. A gene regulatory
network controlling hhex transcription in the anterior endoderm of the organizer.
Developmental biology.351:297-310.

Rider, C.C,, and B. Mulloy. 2010. Bone morphogenetic protein and growth differentiation
factor cytokine families and their protein antagonists. The Biochemical journal.
429:1-12.

Schuff, M., D. Siegel, M. Philipp, K. Bundschu, N. Heymann, C. Donow, and W. Knochel. 2012.
Characterization of Danio rerio Nanog and functional comparison to Xenopus
Vents. Stem cells and development. 21:1225-1238.

Sirour, C., M. Hidalgo, V. Bello, N. Buisson, T. Darribere, and N. Moreau. 201 1. Dystroglycan
is involved in skin morphogenesis downstream of the Notch signaling pathway.
Molecular biology of the cell. 22:2957-2969.

Stubbs, ].L,, L. Davidson, R. Keller, and C. Kintner. 2006. Radial intercalation of ciliated cells
during Xenopus skin development. Development. 133:2507-2515.

Stubbs, ].L,, . Qishi, J.C. Izpisua Belmonte, and C. Kintner. 2008. The forkhead protein Foxj1
specifies node-like cilia in Xenopus and zebrafish embryos. Nature genetics.
40:1454-1460.

Stubbs, ].L., E.K. Vladar, ].D. Axelrod, and C. Kintner. 2012. Multicilin promotes centriole
assembly and ciliogenesis during multiciliate cell differentiation. Nature cell
biology. 14:140-147.

Takizawa, T., W. Ochiai, K. Nakashima, and T. Taga. 2003. Enhanced gene activation by
Notch and BMP signaling cross-talk. Nucleic acids research. 31:5723-5731.

Teel, AL, and H.J. Yost. 1996. Embryonic expression patterns of Xenopus syndecans.
Mechanisms of development. 59:115-127.

Werner, M.E,, and B.]. Mitchell. 2013. Using Xenopus skin to study cilia development and
function. Methods in enzymology. 525:191-217.

Yoshida, Y. S. Tanaka, H. Umemori, 0. Minowa, M. Usui, N. Ikematsu, E. Hosoda, T.
Imamura, ]. Kuno, T. Yamashita, K. Miyazono, M. Noda, T. Noda, and T. Yamamoto.
2000. Negative regulation of BMP/Smad signaling by Tob in osteoblasts. Cell.
103:1085-1097.

Yoshida, Y., A. von Bubnoff, N. Ikematsu, I.L. Blitz, ].K. Tsuzuku, E.H. Yoshida, H. Umemori,
K. Miyazono, T. Yamamoto, and K.W. Cho. 2003. Tob proteins enhance inhibitory
Smad-receptor interactions to repress BMP signaling. Mechanisms of development.
120:629-637.

224



Control BMP4

SEM analysis

Figure 1: BMP4 strikingly represses all the internal layer cell

fates

Embryos were injected either with control (left side) or BMP4 protein (right
side). Whole mount ISH shows a strong decrease in the number of a-Tubulin
positive cells {A}). FISH for Foxile to stain ionocytes, and IHC for Acetylated a-
Tubulin to stain ciliated cells (B} and FISH for Intelectin to stain goblet cells and
IHC for P63 to stain basal cells (C) revealed that the three internal fates of the
epidermis do not emerge. By opposition, goblet cells are still specified. Using
SEM on stage 37 embryos, we confirmed that only goblet cells are present at
the surface of the tissue and that they look functional (D).
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Figure 2: Inhibition of BMP pathway promotes intercalating cells

Embryos were injected with mGFP only (control) or with a mix of BMP2, 4 and 7 morpholinos
(BMP MOs). Double FISH for a-Tub and Foxile to count ciliated cells and ionocytes precursors
have been made. Counter staining with mGFP, the injection tracer, allowed quantitative analysis
of the experiments shown on the graph A’. The number of ciliated, a-Tub positive, cells and
ionocytes, Foxile positive, cells is given as a percentage of the total number of injected cells.
FISH for intelectin and IHC for 5G7 showed defects in the specification of goblet cells (B)
Quantification of the strength of the fluorescence signal have been made for 5G7 signal and are
shown in B’. The inner layer cells are still specified as shown by the P63 staining, but the cells are
not completely specified as they expressed lower levels of aDG compared to control (C).
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| Control ” BMP Mos

Figure 3: BMP morphants exibit intercalation defects;
mGFP was injected alone (Control, left side) or coinjected with BMP 2 4 and 7 morpholinos (BMP Mos, right side). Ciliated cells were

stained using a-Tubulin probe in FISH and cilia were stained with acetylated a-Tubulin antibody. Embryos were either explanted (A) or
sectioned (B) to appreciate the intercalation defects induced by BMP inhibition

Figure 4: All cell fates experience BMP activation

Stage 14 embryos were sectionned and stained for P-Smad1/5/8 and 5G7 (A), P-Smad1/5/8 and P63 (B) or P-Smad1/5/8, 5G7 and P63
(C). 5G7 and P63 antibodies are both mouse antibodies revealed together on panel C. Both 5G7 and P63 positive cells are also
PSmad1/5/8 positive and as circled in white on the panel C, intercalating cells, negative for P63 and 5G7 can also be positive
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Figure 5: Delta 1 is expressed first in ciliated cells precursors and second in ionocytes
Double FISH staining for FoxJ1 and Deltal {A and B) confirmed that Deltal is expressed in the ciliated cells from stage 10 (A) to 12.
Deltal is then coexpressed with Foxile, and therefore in ionocytes precursors (C).

| Control ‘ | BMP4 injected at st9

Figure 6: BMP strongly induces Delta1 long lasting expression in the inner layer

Control {left side) and BMP4 injected embryos (right side) were analysed for Deltal expression by FISH at stage 10 {A) and stage 25 (B). BMP4 injected
embryos show a strong induction of Deltal expression in the inner layer compare to control.
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Figure H1: BMP pathway is not required foor ciliogenesis.
Control HAECs culture (upper panel) and Noggin treated one (lower panel) have been stained for Centrin-2
in red, and B4 tubulin in green, showing that Noggin strongly induces ciliated cells production.
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Figure H2: Noggin induces regeneration of mucociliary epithelium.

A. FACS analysis of ciliated cells (lower panel) and mucus secreting cells(upper panel) in control HAECs culture (left panel) and
Noggin treated one (right panel). Tubb-IV antibody was used for ciliated cells detection and Muc5AC antibody for mucus
secreting cells detection.

B. Graphs represent the quantification of FACS detection in both conditions.
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Figure 7: Unphosphorylable form of Smad5
inhibits Deltal expression.

A. Embryos were injected with mGFP alone {Control,
left side) or coinjected with dnSmad5 mRNA
{dnSmads5, right side). Transverse sections, across the
injected area of the epidermis were made in order to
have {i) only epidermis and {ii) both injected and non-
injceted zones. Fluorescence was quantified on
several sections per embryo and on several embryos
per experiment.

B. Quantifications are shown on the graphs in the
lower line. Injection of dnSmad5 significantly
decreases Deltal expression.

Figure 8: BMP morphants present
more deltal positive cells at stage 12
In situ hybridization of DLL1 in embryo
injected alone {Control, left side) or coinjected
with BMP 2 4 and 7 morpholinos {BMP Mos,
right side).
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Figure S1: BMP effect on cell fate is a cell autonomous effect.

mGFP was injected alone {left panel) or coinjected with either CA-Alk3 {central panel) or DN-Alk3 {right panel). Ciliated cells
were stained using acetylated a-tubulin antibody. lonocytes were stained with the Vl1a probe. Quantifications are in
percentages of ciliated cells {(magenta) and ionocytes (red) on the total number of injected cells. CA and DN-Alk3 induced
respectively a reduction and an increase in the number of cells of these two types, demonstrating the cell autonomous effect
of the pathway on the cell fate décisions.
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Figure S2: This effect of the inhibition of BMP on the ciliated fate is transcriptionnal
mGFP was injected alone {upper panel) or coinjected with dnSmad5 {lower panel) and ciliated cells were stained using a-
Tubulin probe in FISH. The number of ciliated cells is increased in the dnSmad5 injected embryos compare to controls,

percentage of ciliated cells are noted on the right side, indicating that the effect of BMP inhibition is linked to its
transcriptional activity.
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Stage 9 ” Stage 12 ” Stage 19

Figure S3: BMP pathway is ubiguitously activated during epidermis development.
We analysed P-Smad1/5/8 expression pattern during epidermis development on embryos sections from stage 9 to 22 $. Here
are represented three of these stages, 9, 12 and 19. P-Smad1/5/8 is expressed in most of the epidermis cells.
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Figure S4: Induction of Deltal and inhibition of ciliated fate by BMP4 is transient.

Embryos were injected with control solution of BSA at stage 8 (CTL) or with BMP 4 protein at the stage indicated above the pictures.
Deltal expression levels were analysed 2 hours after the injection (upper panel) or at stage 12 (middle panel). BMP4 is able to
induce Deltal if injected before stage 10,5. The transient induction of Deltal is correlated with transient inhibition of ciliated cells
specification, as shown here with the ISH a-Tubulin on stage 25 embryos (lower panel).
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Figure S5: NICD nuclear level do not seem to be distribute by BMP modulation at stage 10.
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Discussion &
Perspectives




Mon travail de thése a mis en lumiére le réle physiologique complexe joué par les miARN de la famille
miR-449 (miR-449a/b/c, collectivement appelés miR-449) et les voies de signalisation qu’ils régulent

dans le controle de la biogénése des cils motiles chez les vertébrés.

MiR-449 contrdle la multiciliogénese.

Expression de miR-449

MiR-449 est fortement et spécifiquement exprimé dans les cellules multiciliées (MCC) de
I’épithélium respiratoire humain, de I'épiderme ou du néphrostome de I'embryon de Xénope. Dans
ces deux espeéces, I'invalidation de miR-449 bloque la différenciation des MCC tandis qu’aucun défaut
d’asymétrie droite/gauche lors de I'organogenése n’est observé. Ce dernier processus est controlé par
le cil nodal, un cil motile unique exprimé a la surface des cellules recouvrant le « gastrocele roof plate »,
structure embryonnaire (cf. partie Il. 3. B. 2)) au sein de laquelle aucune expression de miR-449 n’est
détectée (Marcet et al., 2011b). Nos résultats associent donc spécifiquement I’expression et le role de
miR-449 aux cellules possédant une multitude de cils motiles. Foxj1 est un facteur de transcription clé
de la ciliogénése qui est exprimé dans les cellules possédant un ou plusieurs cils motiles et est détecté
chez le Xénope aussi bien dans I'épiderme, le néphrostome que dans le « gastroceole roof plate »,
comme indiqué par I'observation de situs inversus lors de son invalidation (Stubbs et al., 2008). Dans
le néphrostome et dans I'épiderme de Xénope, I'invalidation de miR-449 n’abolit pas I'expression de
Foxjl. La présence de Foxjl dans les cellules monociliées du « gastrocele roof plate » a permis de
suggérer que d’autres facteurs additionnels étaient requis pour induire la différenciation des MCC
(Stubbs et al., 2008). Nos observations distinguent le réle de miR-449 de celui de Foxjl : notre étude
suggere que miR-449 serait I'un de ces facteurs jouant un réle central dans la multiciliogenése (Marcet

et al,, 2011b).

L’arrét du cycle cellulaire

Le premier événement nécessaire a la multiciliogenese est un arrét du cycle définitif. La
premiere fonction de miR-449 qui a été caractérisée dans d’autres modeles est de bloquer le cycle
cellulaire (Bou Kheir et al., 2011; Feng and Yu, 2010; Lize et al., 2010b; Marcet et al., 2011b). En accord
avec ces observations, nous avons montré que I'expression de miR-449 dans des cellules respiratoires
humaines en prolifération entraine un arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Marcet et al., 2011b). Par
ailleurs, dans notre modele humain de différenciation miR-449 réprime spécifiquement I'expression

de nombreux acteurs du cycle cellulaire. En revanche, nous avons constaté que I'invalidation de miR-

235



449 au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire humain, une fois la confluence cellulaire
atteinte, ou dans I'épiderme d’embryon de Xénope n’affecte ni la prolifération ni I'apoptose. Ces
résultats suggerent qu’une fois I'épithélium formé, I'inhibition de contact est suffisante pour bloquer
la prolifération cellulaire méme si miR-449 est bloqué. En outre, I'expression de miR-449 et de son
géne hote CDC20B est induite au moment méme ou les cellules épithéliales stoppent leur phase de
prolifération cellulaire comme révélé par certains marqueurs de prolifération (par exemple le transcrit
MKI67 codant pour la protéine Ki67). L'ensemble de nos données confirme donc le réle de miR-449

dans I'arrét du cycle cellulaire a un niveau précoce de la différenciation (cf. partie Ill. 1. E).
Controle des voies Notch et BMP au cours de la multiciliogenése : r6le de miR-449 ?
Nos résultats indiquent que I'inhibition de la voie Notch par miR-449 est nécessaire pour la

multiciliogénése dans nos deux modeles.

Contréle de la voie Notch par miR-449 dans I'épithélium respiratoire humain

miR-449 réprime directement I'expression a la fois du ligand DLL1 et de son récepteur Notchl
au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire humain (Marcet et al., 2011a; Marcet et al.,
2011b). DLL1 et Notchl sont absents dans les MCC (cellules multiciliées) et ne demeurent alors
exprimés que dans les cellules non-ciliées avoisinantes, qui sont alors susceptibles de stimuler la voie
Notch dans les cellules adjacentes telles que les MCC (Marcet et al., 2011b). C’est pourquoi une
inhibition permanente de Notchl1 par miR-449 au sein des MCC est alors indispensable pour maintenir
un phénotype multicilié. Cette hypothése pourra étre évaluée par la stimulation de I'épithélium
respiratoire avec du ligand DLL1 qui ne devrait pas induire de perte des MCC qui n’expriment pas de
Notchl. En revanche, I'expression de la forme clivée intracellulaire de Notchl (NICD) par infection
lentivirale dans I'épithélium respiratoire différencié pourrait nous permettre d’observer si une

réactivation de la voie Notch pourrait induire une dédifférenciation de ces MCC.

Réle de la régulation de DLL1 par miR-449 dans I'épiderme de Xénope.

La manipulation expérimentale du modéle Xénope étant plus accessible, les mécanismes
moléculaires peuvent étre plus précisément étudiés (Deblandre et al., 1999; Marcet et al., 2011b;
Marnellos et al., 2000; Stubbs et al., 2006; Stubbs et al., 2012). Dans I'épiderme de Xénope, la
spécification des MCC implique le mécanisme d’inhibition latérale de la voie Notch (Marnellos et al.,
2000) (cf. partie Il.2.A). L’activation de la voie Notch par injection du NICD dans I'épiderme bloque la
spécification des CCP (progéniteurs des cellules multiciliés) indiquant que l'inactivation de la voie

Notch est nécessaire pour la spécification des CCP (Deblandre et al., 1999; Marnellos et al., 2000). Les
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transcrits DIl1 sont transitoirement détectés dans les CCP, avant l'apparition des marqueurs
spécifiques des MCC. L'injection de DLL1, qui par cis-inhibition bloque I'activation de la voie Notch,
conduit a I'apparition de la spécification des CCP mais bloque leur différenciation terminale. La
régulation de DLL1 a cette étape est nécessaire pour initier la différenciation terminale des MCC
(Deblandre et al., 1999; Marcet et al., 2011b). Dans ce contexte, nous avons montré que miR-449 est
nécessaire une fois la spécification effectuée pour réguler DLL1 dans les CCP et donc pour induire la
différenciation terminale des CCP en MCC. Ici, deux mécanismes peuvent étre envisagés pour expliquer
pourquoi I'inhibition de DLL1 par miR-449 dans les CCP est nécessaire pour stimuler la multiciliogénese
chez le Xénope :
> Soit DLL1 active la signalisation Notch dans les cellules adjacentes aux progéniteurs, qui a leur
tour peuvent produire un signal paracrine réprimant la différenciation terminale des
progéniteurs. Un processus analogue a d’ailleurs déja été observé dans I'épithélium
respiratoire humain ou TFF3 (Trefoil Factor 3), une protéine secrétée par les cellules a mucus
est nécessaire pour la différenciation des MCC (LeSimple et al., 2007).

> Soit DLL1 peut réprimer la différenciation des progéniteurs par une voie autocrine.

Ainsi, la régulation de DLL1 induit la différenciation des MCC par un mécanisme qui reste a élucider.
Nos derniers résultats montrent une augmentation séquentielle de DLL1 dans les CCP et dans les
progéniteurs des ionocytes au niveau de la couche interne de I'épiderme de Xénope (cf. partie résultats
Article 5). ’activation de la voie Notch est connue pour bloquer la spécification a la fois des MCC et
des ionocytes (Deblandre et al., 1999). La répression de DLL1 par miR-449 dans les CCP induit I'arrét
de I'activation de la voie Notch dans les cellules réceptrices avoisinantes. Cet arrét d’activation de la
voie Notch est potentiellement nécessaire pour la spécification des ionocytes du fait notamment de
I’expression séquentielle de DLL1 (cf. partie résultats Article 5). En effet, I'inactivation de la voie Notch
dans des cellules voisines pourrait induire I'expression progressive de DLL1 dans les progéniteurs des
ionocytes (cf. partie résultats Article 5). Dans ces conditions, les ionocytes apparaissent comme de
bons candidats pour la production d’un signal paracrine empéchant la différenciation terminale des
MCC. Pour confirmer cette hypothese, la protection de DLL1 contre |'action de miR- 449 pourrait
permettre d’observer un maintien de I'expression DLL1 dans les CCP et d’étudier ainsi |'effet sur la

spécification des ionocytes dans ces conditions.

Régulation de Notchl par miR-449 dans I'épiderme de Xénope : vers un modeéle conservé de

I'action de miR-449 ?

La répression directe de Notchl par miR-449 est nécessaire pour la différenciation de

I’épithélium respiratoire humain (Marcet et al., 2011b). Chez le Xénope, la répression directe de DLL1
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par miR-449 serait I'événement majeur. Nonobstant, au moins deux raisons laissent suggérer que miR-
449 pourrait aussi cibler Notch1 dans I'épiderme de Xénope :
- D’une part et de fagon inattendue et non expliquée, I'invalidation de miR-449 dans
I’épiderme de Xénope, induit une augmentation de DLL1 dans la plupart des cellules de
I’épiderme et donc I'apparition d’un nombre important de CCP. Cette observation indique
tout d’abord une absence de régulation de DLL1 par miR-449 empéchant la différenciation
terminale des CCP comme montré (Marcet et al., 2011b). Néanmoins, cette forte
augmentation de la spécification en MCC est similaire a une altération du patron de
spécification contrdlé par l'inhibition latérale (Deblandre et al., 1999; Marnellos et al.,
2000). Cet effet peut indiquer un autre role de miR-449 a une étape plus précoce que la
régulation de DLL1 (cf. figure 35). En effet, I'absence de la régulation de Notch1 dans les
futures MCC pourrait potentialiser I'activation de Notch1, connu pour inhiber I’expression
de DLL1 dans ces mémes cellules. Cette baisse de DLL1 induirait ainsi une diminution dans
les cellules avoisinante de I'activation de Notch via I'inhibition latérale aboutissant a
I"'augmentation de la formation de cellules DLL1 positives. On aurait alors une altération
du patron avec l'apparition potentielle d’'un nombre plus important de CCP comme
observé (cf. partie Résultats Article 1) (Marcet et al., 2011b).
- D’autre part, quand les progéniteurs des ionocytes expriment a leur tour DLL1, le ciblage
de Notch1 par miR-449 dans les MCC empécherait un signal retour de la voie Notch dans

les MCC qui pourrait affecter la différenciation des MCC.

Ainsi ces différents éléments suggérent que chez le Xénope miR-449 contrélerait dans un
premier temps la formation du patron de spécification des CCP en réprimant Notchl et dans un
deuxiéme temps induirait la différenciation terminale des CCP en MCC en réprimant DLL1 (Marcet et
al., 2011b). Pour confirmer cette hypothése, de nombreuses évidences expérimentales
supplémentaires doivent étre apportées. Tout d’abord, il faut déterminer I'impact fonctionnel de la

protection de Notch1 contre I'action de miR-449. Deux situations sont alors envisageables :

- Soit miR-449 ne cible pas Notch1 et alors la protection de Notch1l contre I'action de miR-449
n’aura aucun effet ni sur la spécification ni sur la différenciation terminale. En effet, le patron
de spécification ne sera pas altéré et DLL1 sera toujours ciblé par miR-449 permettant la
différenciation terminale des MCC (cf. figure 35).

- Soit miR-449 cible Notch1, et alors la protection de Notch1 contre I'action de miR-449 pourrait

0

paradoxalement provoquer une augmentation de la différenciation des MCC : I'absence de

répression de Notch1 induit par sa protection provoquera une altération du patron de
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Figure 35: Modéle récapitulatif des phénotypes d’aprés notre modéle d’action de miR-449

A. Effet de la latérale inhibition sur la patron de spécification chez le Xénope et chez 'Homme avec le
passage de cellules indifférenciées (fond blanc) en progéniteurs de cellules multiciliées (CCP)(fond vert
clair). Dans un deuxiéme temps le régulation de DLL1 induit la différenciation terminale des CCP en cellules
multiciliées (MCC)(fond vert foncé).

B. et C. Impact fonctionnel observé (fleche bleue) ou & définir (fleche rouge) en se basant sur notre modéle
dans I'épiderme de Xénope et dans I'épithélium respiratoire humain. Chez 'Homme, I'étape de spécification
n‘est pas observable par manque de marqueurs précoces des CCP. Cette aspect non observable est
représenté par des fleches a fond gris.
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spécification avec une augmentation de la spécification en CCP, comme cela a été observé
dans les morphants miR-449 (Marcet et al.,, 2011b). Cependant dans cette condition, et
contrairement a I'invalidation de miR-449, miR-449 sera toujours capable de réprimer DLL1 et
d’induire la différenciation terminale des MCC. L’augmentation du nombre de MCC sera ainsi

représentative de I'augmentation du nombre de CCP (cf. figure 35).

D’autre part, la protection de DLL1 contre I'action de miR-449 abolit la multiciliogenése indiquant
bien que la répression de DLL1 par miR-449 affecte la différenciation terminale des MCC. Il reste
néanmoins, a déterminer I'effet de la protection de DLL1 sur la spécification des CCP. Ces expériences
associées a celles de la protection de Notchl, pourrait fournir des évidences supplémentaires pour
savoir si miR-449 cible aussi Notchl. A nouveau, deux situations peuvent alors étre envisagées lors de
la protection de DII1 :

> Soit miR-449 ne cible pas Notch1, et alors la différenciation terminale des MCC sera abolit par

la protection de DLL1 sans que la spécification n’en soit affectée.

> Soit miR-449 cible Notchl, et alors la protection de DLL1 n’affectera pas la répression de

Notchl par miR-449 et le patron de spécification n’en sera pas affecté. L'arrét de la
différenciation terminale dans ces conditions sera le reflet du réle de miR-449 sur DLL1

uniguement.

Confirmation du modeéle chez 'Homme.

Il est a noter que des expériences similaires peuvent étre effectuées chez I’'Homme pour
montrer que ce mécanisme proposé est conservé dans nos deux modeéles.

Nous avons montré que la protection de Notch1 dans I’épithélium respiratoire humain bloque
I"apparition des MCC. Mais comme chez le Xénope, le blocage de I'action de miR-449 sur Notch1 peut
aussi induire une altération de l'inhibition latérale confirmant nos expériences ol une diminution du
nombre de MCC est observée. Si ce modéle est correct, la protection de DLL1 chez 'Homme aboutira
au méme phénotype que la protection de Notchl avec une diminution de I'apparition des MCC. La
différence entre ces deux protections viendra de I'étude des progéniteurs des MCC humaines : la
protection de Notchl induira une diminution de la spécification alors que la protection de DLL1
n’affectera pas la spécification. Malheureusement, aucun marqueur des progéniteurs des MCC n’est
connu chez 'Homme a I’heure actuelle.

Dans nos deux modeles d’étude, la répression de la voie Notch par miR-449 est centrale, bien
que des mécanismes distincts des deux especes puissent étre impliqués. Ces différences pourraient
s’expliquer par la force de l'inhibition latérale influencant le patron de différenciation. En effet,

I'inhibition latérale semble s’exercer de maniéere différente entre le Xénope et ’'Homme. Dans nos deux
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modeles, I'inhibition de la voie Notch induit la différenciation des MCC mais I'épithélium respiratoire
humain est composé d’une grande majorité de MCC alors que dans I'épiderme de I'embryon de
Xénope les MCC ne représentent qu’une part minoritaire des cellules de ce tissu.
En conclusion, je propose que miR-449 controle deux aspect distincts de la voie Notch :

Dans un premier temps, la régulation de Notchl permet d’établir par I'inhibition latérale le patron de
spécification de I'épiderme de Xénope et de I'épithélium respiratoire humain. Dans un deuxiéme
temps, la régulation de DLL1 dans les CCP permet la différenciation terminale en MCC. Cet aspect de
régulation de la voie Notch, pourrait mettre en lumiere un mécanisme précis de régulation de la voie

Notch en deux étapes et ceci de maniéere conservée au cours de I'évolution.

Régulation de la voie BMP et cross-talk avec la voie Notch : implication de miR-449 ?

Une interaction étroite entre la voie Notch et la voie BMP a déja été décrite dans d’autres
systemes. Dans nos modeles d’étude, nous avons montré que la voie BMP intervient plus précocement
dans la différenciation des cellules multiciliées et module I'activité de la voie Notch en modulant
I’expression de DLL1 (cf. partie résultats Article 5). L’activation de la voie BMP inhibe I'apparition des
CCP, bloque la multiciliogénése et induit une augmentation d’expression de DLL1. Au contraire,
I'inhibition de la voie BMP induit tres fortement la différenciation des MCC associée a une forte
diminution d’expression de DLL1. Ainsi nous avons observé que la voie BMP pouvait moduler la voie
Notch en régulant I'expression de DLL1. N’ayant retrouvé aucun site de fixation de SMAD (facteurs de
transcription induits par la voie BMP) sur la région promotrice de DLL1, nous supposons que cet effet
est indirect. MiR-449 étant un régulateur majeur de la voie Notch au cours de la multiciliogénése, on
peut alors se demander si la voie BMP contr6le de maniére directe I'expression de miR-449. Cela
suggererait qu’en réponse a l'inhibition de la voie BMP, I'expression de miR-449 serait induite et agirait
directement sur I'inhibition de DLL1 pour déclencher la différenciation terminale des MCC. MiR-449
apparait alors comme un interactant possible reliant les voies BMP et Notch au cours de la
multiciliogénése. Ici, il serait intéressant d’invalider miR-449 lors du blocage de la voie BMP afin de

confirmer que miR-449 promeut la multiciliogénese sous le controle de la voie BMP.

Remodelage du cytosquelette d’actine

Le deuxieme événement requis pour la biogénese des cils motiles est la réorganisation apicale
du cytosquelette d’actine. Ce mécanisme nécessite |'activation de la petite GTPase RhoA par un
mécanisme dépendant de Foxjl (Pan et al., 2007). Cette activation entraine une cascade de
signalisation via des kinases effectrices de RhoA notamment Rockl qui induit la phosphorylation des
ERM, des protéines de liaison a I'actine. Dans les MCC, les ERM sont localisées au péle apical par des

mécanismes encore peu connus et une fois phosphorylées changent de conformation permettant leur
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interaction avec I'actine (Algrain et al., 1993). Ces ERM servent de piliers a de I'architecture cellulaire
en faisant le lien entre le réseau d’actine et la membrane des cellules épithéliales (Saotome et al.,
2004). Dans les MCC, parmi les ERM, I'ézrine est phosphorylée et localise au péle apical de la cellule
ou I'enrichissement d’actine est retrouvé (Huang et al., 2003; Pan et al., 2007). Nos résultats indiquent
gue la surexpression de miR-449 induit une augmentation du nombre de fibres de stress d’actine dans
les cellules en prolifération tandis que son invalidation abolit la formation du réseau apical d’actine
dans les progéniteurs des MCC dans les deux espéces. De plus, miR-449 induit une élévation de
I'activité de RhoA et de la phosphorylation de I'ézrine, suggérant un role dans le remodelage du
cytosquelette d’actine. Par des approches de transcriptome et d’analyses in silico, nous avons
déterminé deux cibles de miR-449, RhoGDI2 et R-Ras, reliées aux petites GTPases et au cytosquelette
d’actine. RhoGDI2, une protéine inhibitrice de I'activation de RhoA (Cherfils and Zeghouf, 2013; Garcia-
Mata et al., 2011), est une cible directe de miR-449 dans les MCC. Néanmoins, trois écueils nous ont
empéché de déterminer RhoGDI2 comme une cible conservée et fonctionnelle de miR-449 dans le
remodelage apical d’actine. Tout d’abord, l'invalidation de RhoGDI2 par des siARN n’a pas été
suffisante pour induire une augmentation de I'activité de RhoA. Ensuite, la protection de RhoGDI2
contre I'action de miR-449 n’a pas aboli le remodelage du cytosquelette d’actine au cours de la
multiciliogénese. Enfin, RhoGDI2 ne semble pas étre une cible conservée chez le Xénope. Ces résultats
nous suggérent que miR-449 pourrait aussi cibler d’autres régulateurs de I'activité de RhoA qui
pourraient compenser I'absence de RhoGDI2. Par exemple, la protéine Arhgapl est connue pour
potentialiser I’'hydrolyse de I’ATP entrainant ainsi une diminution de I'activité de RhoA (Mori et al.,
2009). Arhgap1 est une autre cible potentielle de miR-449 dont le transcrit est fortement diminué par
la surexpression de miR-449. L’absence d’effet sur I'activité de RhoA de I'invalidation spécifique de
RhoGDI2 pourrait étre expliquée par la présence d’Arghapl. MiR-449 controlerait donc I'activité de
RhoA en ciblant simultanément plusieurs régulateurs. Chez le Xénope aussi, miR-449 pourrait cibler
d’autres régulateurs de RhoA encore non identifiés.

R-Ras est la deuxieme cible de miR-449 que nous avons identifié et caractérisé comme
conservée chez 'Homme et le Xénope. La protection de R-Ras contre I'action de miR-449 bloque le
remodelage du cytosquelette d’actine et la multiciliogénése dans nos deux modeles. De maniére
intéressante, l'invalidation de R-Ras a un stade précoce de la différenciation abolit aussi la
multiciliogenése dans les deux espéces. Nos résultats indiquent que I'expression précoce de R-Ras est
requise pour la différenciation en cellules multiciliées, et que sa répression par miR-449 a une étape
plus tardive est indispensable pour la réorganisation apicale du cytosquelette d’actine et le
déclenchement de la multiciliogénése. A ce stade de notre étude, nous n’avons pas déterminé de
maniere précise le mécanisme moléculaire sous-jacent. Il a été montré que la voie Notch contrélait

Iactivité de R-Ras (Hodkinson et al., 2007). Cependant, nous pouvons soutenir que |'effet observé dans
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notre modele n’est pas di a I'inhibition de la voie Notch par miR-449, mais bien a I’action directe de
miR-449 sur I'inhibition de I'expression de R-Ras. En effet, miR-449 abolit complétement I'expression
de R-Ras, rendant inutile le contréle de I'activité d’une protéine par la voie Notch alors que cette méme
protéine n’est plus exprimée par la cellule.

En outre, R-Ras est capable d’interagir avec la filamine A, une protéine cytoplasmique
impliquée dans le positionnement des filaments d’actine (Calderwood et al., 2001). Cette interaction
est nécessaire au maintien de la perméabilité de I'endothélium (Griffiths et al., 2011). On peut émettre
I’'hypothése qu’un réle similaire pourrait exister au cours de la multiciliogénése. Des résultats
préliminaires nous indiquent que la filamine A est exprimée de maniére homogene dans le cytoplasme
des cellules basales de I'épithélium respiratoire humain tandis que son expression dans les MCC serait
restreinte au pole apical a proximité des corps basaux (cf. figure 36A et B).

Dans ce contexte, une étude récente a montré que la filamine A interagit avec la Meckelin
(TMEM®G67) et que l'altération de cette interaction par I'invalidation de la filamine A ou de la Meckelin
induit des défauts de ciliogénése du cil primaire et de positionnement du corps basal (Adams et al.,
2012). Lors de la différenciation de I’épithélium respiratoire humain nous observons une forte
induction de la Meckelin (cf. figure 36C), et la base de données « Human Protein Atlas » suggére une
expression apicale de la Meckelin dans les cellules cylindriques de I'épithélium respiratoire nasal (cf.
figure 36D). Il est connu que I'action des filamines passe par leur association avec d’autres partenaires
moléculaires, et que des compétitions entre ces différents partenaires existent de facon a moduler son
role dans une cellule (Nakamura et al., 2011). Les expériences de protection de cible indiguent que R-
Ras doit étre spécifiquement réprimée par miR-449 dans les futures MCC pour induire la réorganisation
apicale d’actine et déclencher la formation des cils motiles. Aussi I'effet de I'invalidation de R-Ras
affecte la différenciation des cellules multiciliées. Une hypothese pour expliquer ce phénomene est
que l'interaction de R-Ras avec la filamine A est nécessaire dans d’autres types cellulaire ou en début
de différenciation. Nous émettons ainsi I’hypothese que miR-449 en ciblant R-Ras de maniere
spécifique dans les cellules multiciliées, induit un changement de partenaire de la filamine A,
hypothétiquement avec la Meckelin, de maniére spécifique aux cellules multiciliées. Ainsi pour
affirmer cette hypothese, des expériences d’'immuno-précipitations de la filamine A pourraient
permettre d’identifier les différents partenaires de la filamine A au cours de la différenciation de
I’épithélium respiratoire et d’observer si la Meckelin qui est induite a ce moment-la interagit avec la
filamine A au moment ol R-Ras est réprimée. Mais dans un premier temps la localisation cellulaire par
immunofluorescence de la Meckelin pourrait par déja nous indiquer si son expression est restreinte

aux MCC, et aussi si elle colocalise avec la filamine A.
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Figure 36: Localisation de la Filamine A et réle potentiel avec la Meckelin

A. et B. Des immunofluorescences de I'épithélium respiratoire humain différencié en condition Air-Liquide,
avec des anticorps dirigés contre la FLNA (Filamine A) et contre un marqueur des corps basaux (Centrin-
2) indiquent une localisation aux corps basaux dans les cellules multiciliées (A) alors qu’on observe une
localisation plus homogene dans les cellules basales (B).

C. Des immunohistochimie de TMEM67 (Meckelin) sont disponible sur la base de données en ligne
« Human Protein Atlas » (www.proteinatlas.org). Ces marquages indiquent une localisation apicale de
TMEMG67 au niveau des cellules cylindriques de I'épithélium respiratoire humain nasal.

D. Résultats de puces transcriptomique (cf. Tableaul) pour les sondes correspondantes a TMEM67 (bleu)
avec d’autres marqueurs de la multiplication des corps basaux et des cils (Foxj1 et Plk4 en rouge et violet
respectivement) et CDC20B en vert.
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MiR-449 et multiplication des centrioles

D’autres événements indispensables a la multiciliogénése sont la multiplication des centrioles,
leur migration et leur ancrage a la membrane apicale afin de former les corps basaux nécessaires pour
I’élongation de I'axonéme des cils. L'invalidation de miR-449 bloque la multiciliogénése ainsi que la
multiplication des corps basaux, dérivés des centrioles, suggérant un réle précoce de miR-449 dans la
multiplication des corps basaux (Marcet et al., 2011b). Néanmoins, il nous manque des arguments

déterminants pour relier directement miR-449 a la centriologenése.

Chez le Xénope, l'invalidation de miR-449 est effectuée par I'injection de morpholinos dirigés
contre miR-449 (M0-449) dans |'épiderme au stade blastomere bien avant 'apparition des MCC. Lors
de l'observation des MCC a des stades plus tardifs dans les morphants-449, il est remarqué que le
traceur co-injecté avec M0-449 est dilué sur les bords de la zone injectée. Cela est potentiellement d
soit aux divisions cellulaires successives entrainant une dilution du « pool » injecté a chaque division
soit a un effet de diffusion dans I'épiderme. De maniére étonnante, il a été remarqué (données non
publiées) que dans ces zones peu injectées et donc moins concentrées en M0-449, les cellules forment
des cils motiles mais avec un nombre de cils par cellules moins important que dans les parties non
injectées. Ces zones correspondent a des cellules ayant moins de M0-449 et donc des niveaux de miR-
449 encore libre moins importants mais encore présents, permettant ainsi d’effectuer la
multiciliogenese de facon partielle. Cet effet observé est techniquement difficile a étudier, di a la
sensibilité de détection des niveaux de miR-449 en hybridation in situ, mais peut potentiellement
révéler le réle de miR-449 dans la multiplication des centrioles. Une des hypothéeses que I'on peut
formuler serait que la quantité de miR-449 est proportionnelle au nombre de corps basaux et donc de
cils observés. Plusieurs approches sont en cours de réalisation pour évaluer cet effet. Nous avons alors
cherché a évaluer I'effet de miR-449 sur la multiplication des centrioles. La déplétion totale de miR-
449 n’apporte ici aucune information puisqu’elle abolit totalement la multiciliogénese. Chez I'Homme,
la surexpression de miR-449, a une étape précoce de prolifération avant la différenciation de
I’épithélium respiratoire, induit une forte diminution du nombre de MCC (données non publiées). Il est
probable que cet effet soit associé a un blocage trop précoce de la prolifération par miR-449. Cet effet
dépendant du cycle cellulaire empéche I'épithélium d’atteindre la confluence et d’établir sa
polarisation ainsi que son étanchéité, une étape indispensable pour que la différenciation de
I’épithélium respiratoire se poursuive. Chez le Xénope, ces expériences n’ont pas été effectuées mais
on peut aussi imaginer un retard de développement de I'épiderme a moins d’avoir recours a des
injections a des stades plus tardifs. En effet, seules des modulations de miR-449 directement dans les
CCP permettraient de voir I'impact de miR-449 dans le contréle du nombre de cils motiles par cellules.

Cette approche peut étre envisageable chez le Xénope mais est complexe a mettre en ceuvre dans le
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modele humain, nécessitant I'utilisation de constructions lentivirales pour pallier a la difficulté de
transfection de ce modele par des approches classique en liposomes qui ne sont efficaces que sur des

cellules en prolifération.

Nous avons donc utilisé une autre approche en paralléle pour évaluer le r6le de miR-449 dans
la centriologenése. La multiplication des centrioles est étroitement reliée a la phase S du cycle
cellulaire (Hinchcliffe and Sluder, 2001). De nombreuses publications ont étudié le role de certains
acteurs comme PLK4 (Holland et al., 2012) dans ce processus a partir de nombreuses lignées cellulaires
(e.g. cellules CHO et Hela par exemple). Nous avons alors utilisé ces lignées cellulaires pour évaluer
I'impact de miR-449 dans la multiplication du nombre de centrioles. Dans nos mains, la surexpression
de miR-449 n’induit une multiplication du nombre de centrioles que dans un faible nombre de cellules.
MiR-449 induit un arrét du cycle cellulaire en GO/G1 lors de la synchronisation des cellules par
déplétion en sérum. Comme miR-449 réprime de nombreuses cibles impliquées a différentes étapes
du cycle cellulaire, il n’est pas impossible que dans certains types cellulaires, miR-449 induise un arrét
des cellules a différentes étapes du cycle cellulaire, comme cela vient d’étre montré avec miR-34c (qui
appartient a la méme famille que miR-449 (cf. partie lll. 1. E), qui induit une augmentation des cellules
en phase S (Wu et al., 2013). Nous pouvons alors émettre trois hypothéses pour expliquer le faible

rendement de miR-449 sur la multiplication des centrioles dans nos expériences :

- soit miR-449 n’a pas d’effet sur la multiplication des centrioles et I'augmentation observée
dans une faible proportion de cellules correspond aux cellules arrétées en phase S a ce
moment-la et qui ont commencé une multiplication de centrioles de maniere
indépendante de la surexpression de miR-449.

- soit en plus de I'arrét en phase S de certaines cellules, miR-449 induit une multiplication
de centrioles. Mais afin détecter un effet potentiel de miR-449 sur la multiplication de
centrioles, il est nécessaire de comparer le nombre de centrioles par cellule lors d’un arrét
en phase S avec celui obtenu lors de la surexpression de miR-449.

- la surexpression de miR-449 pourrait induire de I'apoptose entrainant des marquages
aspécifiques augmentant la détection de centriole « faux positifs ».

- ou alors des marquages aspécifiques des centrioles dus a la qualité de I'anticorps ou de la

technique d’immunofluorescence.

Pour pallier ces deux derniers points, de nombreux laboratoires ont recours pour quantifier
les centrioles a des lignées stables exprimant la centrine-2 fusionnée avec une protéine fluorescente
et utilisent en plus un autre marqueur du centriole par immunofluorescence [20]. Ainsi pour

réellement évaluer I'effet de miR-449 dans la multiplication des centrioles, nous avons commencé a
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mettre au point ce type lignée cellulaire. Pour répondre aux deux premiers points et s’affranchir de
I’effet de miR-449 sur le cycle cellulaire, il est possible d’induire artificiellement une multiplication de
centrioles, grace a un traitement par de I’hydroxyurée qui bloque les cellules en phase S (Kuriyama et
al.,, 2007), une étape du cycle cellulaire ou s’enclenche la multiplication des centrioles. Ainsi la
surexpression de miR-449 avec un traitement préalable a I’hydroxyurée dans les lignées étiquetées
centrine-2, permettra de répondre a cette hypothése. Cependant il ne faut pas oublier que de
nombreux facteurs nécessaires a I'action de miR-449 dans le contexte de la multiciliogénése peuvent

étre absents dans des lignées cellulaires classiques, rendant ainsi nos approches in vivo plus fiables.

Enfin, miR-449 est inclus dans I'intron 2 de son gene héte codant pour la protéine CDC20B. De
maniére remarquable, nous avons montré que CDC20B colocalise dans I'épithélium respiratoire
humain avec les corps basaux des MCC. Ces données nous ont conduits a émettre I'hypothése d’un

role synergique ou complémentaire dans la multiciliogénése entre miR-449 et son géne hote CDC20B.

Réle d’un locus conservé chez les vertébrés dans la multiciliogenése

De maniére conservée chez les vertébrés, le cluster miR-449 est situé dans I'intron 2 du gene
codant pour la protéine CDC20B dont le réle est encore inconnu. CDC20B est lui-méme contenu chez
I'Homme dans le locus 5g11. Ce locus semble étre conservé chez tous les vertébrés étudiés. L’analyse
de I'expression de CDC20B au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire humain ainsi que
dans I'épiderme d’embryon de Xénope indique une forte induction de CDC20B lors de I'apparition des
MCC. Chez I'Homme, CDC20B colocalise avec la centrine-2, un marqueur des corps basaux. On observe
au cours de la différenciation de I'épithélium respiratoire humain une induction concomitante de
CDC20B avec certains facteurs clés de la multiciliogénése comme Foxjl et PLK4 (cf. figure 36C). Des
résultats préliminaires d’invalidation de CDC20B obtenus dans nos deux modeles indiquent que cette
protéine pourrait étre un acteur important pour la mise en place des corps basaux dans les MCC. Chez
I'Homme l'invalidation et la surexpression de CDC20B au cours de la différenciation respiratoire,
montre de maniére encore inexpliquée un impact sur la transcription de nombreux acteurs clés de la
ciliogénese (FOXJ1, PLKA4...). Une des perspectives a court terme du laboratoire est de déterminer dans

nos deux modeles d’étude le role de CDC20B au cours de la multiciliogénese.

De maniere intéressante, sur ce méme locus 5q11 chez I’homme, on remarque la présence de
la protéine CCNO, qui est induit en méme temps que CDC20B au cours de la différenciation et dont la
fonction est inconnue. Plus récemment, le gene MCIDAS (multiciline) aussi situé dans ce locus, a été
montré conservé chez la souris et chez le Xénope comme un acteur important lors de la

multiciliogenése (Stubbs et al., 2012). MCIDAS est contrélé directement par la voie Notch, et des
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expériences d’invalidation de la MCIDAS bloquent la formation des MCC alors que sa surexpression
induit une différenciation en MCC malgré I’activation de la voie Notch (Stubbs et al., 2012). De maniere
similaire a CDC20B, MCIDAS est capable aussi d’activer la transcription de certains genes cibles comme
le facteur de transcription FOXJ1. Nos résultats indiquent que les membres de ce locus (CDC20B, miR-
449, CCNO et MCIDAS) sont régulés de maniére synchrone au cours de la différenciation de
I’épithélium respiratoire humain (données non publiées). Ces observations soulévent de nombreuses
guestions quant au réle de chaque membre de ce locus lors de la multiciliogénese. Il est a noter que
I'invalidation de miR-449 n’affecte pas I'expression de FOXJ1 suggérant que MCIDAS et CDC20B
pourraient jouer un réle d’inducteur de FOXJ1. Le sauvetage de la multiciliogénése par la surexpression
de MCIDAS lors de I'activation de la voie Notch suggére que les autres membres du locus ne sont pas
nécessaires pour la multiciliogénese. Il n’est toutefois pas exclu que MCIDAS, qui posséde une activité
transcriptionnelle (Stubbs et al., 2012), puisse par une boucle d’auto-activation contréler I'expression
du locus « 5g11 » (MCIDAS/CDC20B/miR-449/CCNO) et induire ainsi la différenciation des MCC. Nos
résultats démontrent aussi I'implication importante de miR-449 et probablement de CDC20B dans la
multiciliogéneése, il semblerait donc que chague membre de ce locus soit nécessaire pour la
multiciliogénése allant en faveur d’une régulation commune. En accord avec cette hypothese, il a été
découvert récemment une agénésie trachéale congénitale qui serait associée a la délétion du locus
5911, montrant I'importance physiologique de ce locus dans la morphogénése d’un tissu multicilié
comme la trachée (de Jong et al., 2010). Une surexpression de MCIDAS dans nos modeéles pourrait
nous permettre d’évaluer son réle dans le controle de I'expression de chacun des membres du locus
5911 dont CDC20B et miR-449. Par ailleurs, nos observations montrant que CDC20B induit aussi des

modifications transcriptionnelles, des expériences similaires seront envisagées.

Parmi d’autres acteurs susceptibles de contrdler I'expression des membres de ce
locus, nous pourrons focaliser notre attention sur les facteurs de transcription FOXJ1, RFX, MYB, NICD
ou SMAD dont leur réle dans la multiciliogénése est suspecté ou démontré. Une approche par ChlP-
Seq aura I'avantage de rendre compte de I'implication de ces différents acteurs dans les modifications
transcriptionnelles au cours de la différenciation des MCC. Ce type d’approche a par contre
I'inconvénient d’étre longue et fastidieuse, nécessitant des anticorps tres spécifiques. Nous avons
toutefois un avantage considérable du fait que ce locus est régulé de facon trés contrélée dans le
temps et dans un type cellulaire unique. Ainsi chaque changement observé sur ce locus sera tres
informatif et révélateur d’une régulation précise. Depuis quelques années, avec le développement du
séquencage a tres haut débit (HTS), des approches anciennes ont été remise au golt du jour et
notamment, les détections de sites sensibles a la DNase |. Cette approche permet aprés un traitement

a la DNase | d’identifier par HTS les sites dits insensibles a la DNase et correspondant a des fractions
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du génome protégées de la dégradation par les nucléosomes. De nombreuses études révelent par
ailleurs que ces sites sensibles a la DNase | reflétent assez bien I'état transcriptionnel de la cellule
(Yaragatti et al., 2008). Mais de maniere plus intéressante, au milieu de ces larges sites sensibles a la
DNase |, il a été observé des pics suggérant une insensibilité ponctuelle a la DNases. Des études
récentes montrent que ces sites insensibles a la DNase correspondent a la fixation de facteurs de
transcription avec une tres bonne résolution sur le site de fixation (Boyle et al., 2011). On peut ainsi
envisager cette approche dans nos deux modeéles en comparant simplement une condition dans
laguelle miR-449 n’est pas exprimé a une condition en cours de différenciation ou miR-449 est induit
et ainsi identifier des régions régulatrices dont la sensibilité a la DNAse | varie au cours de la
différenciation. L'identification de ces sites devenus insensibles a la DNase nous permettra aprés une
analyse bio-informatique d’identifier les facteurs impliqués dans la régulation de ce locus. Par la suite,
la modulation de certaines voies comme Notch ou BMP (traitement Noggin, DAPT, siARN,
morpholinos...) nous permettra d’observer comment ces sites évoluent vis-a-vis du traitement DNases
I. Une fois le nombre de facteurs réduits ou identifiés, des approches de types ChIP-PCR/Seq pourront

étre effectuées pour confirmer I'action de certains régulateurs.

Réle de la superfamille miR-34/449 dans la multiciliogénése.

Parmi les miARN régulés au cours de la multiciliogénése de vertébrés, la famille miR-449 était
la plus fortement induite. A coté de cette famille, nous avons identifié la famille miR-34b/c qui est aussi
fortement induite dans nos deux modeles, mais dans une moindre mesure que la famille miR-449 (cf.

partie Résultats Article 1).

La famille miR-34 est composée de miR-34a situé sur le chromosome 1 et le cluster des miR-
34b/c est localisé sur le chromosome 11. La famille miR-449 quant a elle est composée de 3 membres
dérivant d’'un méme cluster : miR-449a, miR-449b et miR-449c¢. Ces miARN appartiennent a une méme
superfamille notée 34/449 car ils possédent une séquence « seed » similaire sur la position 2 a 9 (cf.
figure 37B). Néanmoins, la position de cette région « seed » de 8 mers au sein de cette famille est
décalée de la position 2-9 pour miR-449¢ et miR-34b-5p : ces deux miARN possédent un nucléotide

supplémentaire en 5’ décalant ainsi le « seed ».

Etant donné la forte similarité de séquences entre les miR-34 et les miR-449, nous avons étudié
I'impact de I'expression de chacun des différents miARN de cette famille sur le transcriptome de
cellules épithéliales en prolifération. Nous avons observé une tres grande similitude d’effet entre les
miR-34a, miR-34c-5p et les miR-449a/b (cf. figure 37A). De maniére générale malgré des variations sur

de la partie 3’ du miARN, la regle du « seed » guide I'impact des miARN étudiés. Plus récemment, a
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Figure 37: Impact transcriptomique du « seed » de la famille miR-34 et miR-449

a. Représentation en HeatMap de l'impact transcriptomique de la surexpression des membres de la famille
miR-449 et miR-34 sur des cellules épithéliales en prolifération. Le gradient de couleur est représentatif de
I'intensité d'un géne sur la puce & ADN: blanc quand il est faible et vers le rouge quand l'intensité détecté
est plus forte.

b. Alignement des séquences basé sur les annotations de mirbase de la famille mir-34 et miR-449 (noté
Annotation miRbase). Ré annotation des séquences de la famille miR-34 et miR-449 issue du séquengages
obtenues a partir d'échantillons d’épithélium respiratoire humain (Annotation Séquencage). La région «
seed » est représentée par un cadre noir.
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I'issue du séquencgage des petits ARN dans nos échantillons, I'analyse plus poussée des séquences
révele que les annotations de séquences issues de la base de données miRbase sont parfois inexactes.
En effet, on observe que les miARN miR-449c-5p et miR-34b-5p ne possédent pas de U en position 5’
du miARN (cf. figure 37B). Cette modification de la séquence engendre ainsi un décalage du « seed »
et un alignement parfait sur les autres membres de la famille. Au final, lorsque I'on regarde la
conservation des séquences de miR-34/449 modifiée, on observe une parfaite conservation du
« seed » (position 2-9). L'ensemble de ces résultats suggerent qu’il existe trés probablement peu de

différences entre les membres de la famille miR-34/449.

Chez les bilatériens, la principale caractéristique est la présence des genes de développement
HOX, qui régulent le développement différencié des organes d'avant en arriére ainsi que leur
coordination avec le systeme nerveux. Ce systéme a permis l'apparition d'une anatomie différenciée.
Les protostomes et les deutérostomes forment les deux subdivisions des bilateriens. Des expériences
de séquencages chez des espéces représentatives des bilatériens ont permis d’identifier 34 miARN dits
« ancestraux » communs aux protostomes et aux deutérostomes et donc présents chez 'ancétre
commun des bilatériens (Christodoulou et al., 2010). Parmi ces miARN on retrouve miR-34 qui, de
facon absolument remarquable, est détecté dans les organes locomoteurs des bilateriens qui possede

des cils motiles (Christodoulou et al., 2010).

A la suite de nos travaux soulignant le role conservé de miR-449 dans la multiciliogéneése chez
les vertébrés, d’autres travaux ont montré un réle similaire joué par miR-34b dans une autre espece,
le poisson zébre (Wang et al., 2013). Dans le génome du poisson zébre, la famille miR-34b a été
retrouvée tandis que la famille miR-449 serait soit absente, soit plus probablement encore non
annotée. Dans cette espece, miR-34b est retrouvé fortement exprimé dans les MCC du néphrostome
et est nécessaire pour la ciliogenese en réprimant I'expression de c-myb (Wang et al., 2013). En effet,
c-myb est induit a une étape précoce avant la ciliogenése et son expression diminue sous |'effet de
miR-34b lors de la ciliogenése. De plus, un niveau trop important de c-myb ou une perte de c-myb
affecte la ciliogenése. Ainsi, miR-34b régulerait temporellement I'expression de c-myb de fagon a
effectuer le processus de ciliogenése dans le néphrostome du poisson zebre. Confortant les
observations faites chez le poisson zébre, c-myb a aussi été montré comme un acteur probable de la
multiplication des centrioles chez la souris (Tan et al., 2013). Dans ce modeéle aussi c-myb est induit
précocement de maniére transitoire au cours de la différenciation des MCC chez la souris, et

controlerait directement I'expression de Foxjl (Tan et al., 2013).

Les familles miR-34 et miR-449 posseédent de fortes similitudes de séquences et sont fortement

conservées au cours de I'évolution (cf. figure 38A et B). Dans chaque famille de miARN étudiées, deux
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Figures 38: Conservation des séquences de la famille miR-34/449

Représentation de la conservation des séquences annotées de la famille miR-449 (A) et de la famille miR-34
(B). Pour chacune des famille de microARN la partie 5" se situe 3 gauche et la partie 3’ 3 droite. Les bases
indiquées en dessous de chaque représentation correspond a la séquence consensus établie a partir de
I'alignement de 52 séquences de miR-449 dans 19 espéces (A) et & partir de 113 séquences de miR-34 dans
67 espéces.
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zones sont retrouvées fortement conservées, correspondant a la région « seed » ainsi qu’a la région
d’appariement en 3’ du miARN, séparées les unes des autres par une partie non conservée (cf. figure
38A et B), deux régions de miARN connues pour participer a la reconnaissance des cibles (Grimson et
al., 2007). Nos données ont permis de montrer que les deux familles miR-34 et miR-449 ont des effets
relativement similaires sur le transcriptome des cellules respiratoires humaines, suggérant notamment
I'importance du « seed » des miARN dans la spécificité de reconnaissance de cibles communes entre

miR-34 et miR-449.

Ces différents éléments suggérent que les miARN de la famille miR-34b/c seraient étroitement liés
a la ciliogenese, suggérant une possible complémentarité de ces deux familles de miARN dans ce
processus. Cependant, chez le Xénope comme chez ’'Homme, la famille miR-34b/c est aussi fortement
induite au cours de la différenciation dans les MCC : une question fondamentale est de savoir pourquoi
miR-34b/c et miR-449 sont-ils co-induits pour contréler un méme processus biologique ? A cet égard,
on peut trouver intrigant que dans nos modeéles I'invalidation de miR-449 affecte la multiciliogenése
alors que miR-34b/c qui ne semblent pas étre affectés sont toujours présents mais ne compensent pas

a I’évidence I'absence de miR-449.

e Une premiére explication serait un probléme purement technique : la spécificité des
inhibiteurs de miR-449 peut étre mise en cause du fait de la similarité des séquences entre les deux
familles de miARN. Pour valider I'efficacité d’un bloqueur de miARN, la meilleur solution consiste a
observer I'absence de régulation de ses cibles, mais ici la tdche est compliquée car ces deux familles
semblent partager la grande majorité de leur cibles. Une autre approche consiste a évaluer la détection
du miARN d’intérét par qPCR. Cette approche est cependant tres discutée, car il est difficile de savoir
avec certitude si la diminution observée du miARN d’intérét (si elle existe) est due a I’association
miR/inhibiteur physiologique dans la cellule ou alors si cette association miR-/inhibiteur est un artefact
favorisé par I'extraction des ARN. Dans nos expérimentations réalisées dans notre modéle humain,
nous avons observé que l'invalidation de miR-449 s’accompagne d’une réduction significative de
détection des miR-449a/b sans affecter significativement les niveaux de détection des miARN de la
famille miR-34b/c, suggérant une spécificité d’action des antagomiR utilisés.

e Une deuxiéme explication est suggérée par les cinétiques d’induction des miR-449 et des miR-
34b/c. Il est a noter que chez le poisson zébre, 'invalidation de miR-34b n’abolit pas la centriologenese
contrairement a l'invalidation de miR-449 chez le Xénope et chez ’'Homme (Marcet et al., 2011b; Wang
et al., 2013). MiR-34b chez le poisson zébre est décrit comme nécessaire pour la migration des corps
basaux au pole apicale de la cellule et son invalidation abolit ainsi la multiciliogenese (Wang et al.,
2013). Chez 'Homme, nous avons observé que miR-449 est induit avant miR-34b/c (Marcet et al.,

2011b). On peut émettre I'hypothese que dans ces modeles, miR-449 peut participer a la multiplication
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des centrioles ainsi qu’a la différenciation des MCC, et que par la suite miR-34b/c interviennent dans

une étape plus tardive de la différenciation, comme dans la migration des corps basaux par exemple.

Récemment, une souris invalidée pour miR-449 a été mise au point par Bao et collegues (Bao et
al., 2012). Dans les testicules, miR-449 est fortement induit au cours de la spermatogenése ainsi que
miR-34b/c. L’étude se focalise sur la spermatogénése et dans ce contexte le traitement des souris
sauvage par du busulfan, connu pour abolir la spermatogénese, affecte I'induction de miR-449. Dans
les souris invalidées pour miR-449, une augmentation de la famille miR-34b/c est observée suggérant
gue cette augmentation sert a compenser la perte de la famille miR-449. Les auteurs indiquent que
ces deux familles de miARN sont trés similaires et que cet effet compensatoire empéche I'apparition
d’infertilité chez ces souris. Malheureusement, ces travaux n’explorent pas le réle potentiel de miR-
449 dans la multiciliogénése et s’il existe aussi dans ce contexte un effet compensatoire de miR-34b/c.
Des résultats confirmant ces hypothéses chez des patients atteints d’infertilité masculine chez
'Homme ont été reportées plus récemment : dans le cas d’infertilité masculine d’origines
histopathologiques différentes, la famille miR-449 ainsi que les miR-34b/c sont fortement diminués
indiquant une perte de la spermatogéneése chez ces patients (Abu-Halima et al., 2013). Ces études
suggerent une certaine redondance et un effet compensatoire entre miR-34b/c et miR-449 dans la
spermatogénése. Dans cette perspective le laboratoire déterminera si cette compensation est
présente lors de la multiciliogénése dans d’autres tissus. Muriel Lizé, chercheure dans I'équipe du
professeur Dobbelstein est en train de finaliser la mise au point d’une souris invalidée pour miR-449.
En collaboration avec notre laboratoire, nous chercherons a tester ces différentes hypotheses. Le
laboratoire effectuera aussi une caractérisation compléte des cellules multiciliées lorsque miR-449 est
invalidé. Nous chercherons notamment a déterminer la présence des cils motiles, leur nombre, leur
orientation et des mesures de vitesse de flux seront effectuées. Si aucun impact n’est observé sur les
cellules multiciliées, la différenciation sur filtre en Air Liquide nous permettra d’utiliser des antagomirs

dirigé contre la famille miR-34, de maniéere a confirmer un effet compensatoire de miR-34.

Pour finir, une nouvelle étude vient d’identifier un nouveau miARN nommé miR-4423 comme
étant nécessaire a la formation des MCC chez 'Homme mais apparemment exprimé uniquement dans
les voies respiratoires. De maniere surprenante les auteurs indiquent un certain recouvrement entre
les cibles de miR-4423 et celle de la famille miR-34/449 expliqué par des similitudes dans la région du
« seed » (Perdomo et al., 2013). Ainsi, on pourrait émettre la notion d’un « cilio-seed » qui serait
fortement relié a la multiciliogénese et partagé par plusieurs familles de miARN pour contréler la

biogéneése des cils motiles.
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Conclusions




Notre étude a mis en exergue que le processus de différenciation des cellules multiciliées qui
survient aussi bien dans des tissus distincts d’un méme organisme que chez différents animaux met en
jeu des réseaux moléculaires identiques. A cet égard, nos résultats soulignent la pertinance de notre
approche expérimentale consistant a comparer systématiquement dans différentes especes animales
évolutivement éloignées les mécanismes aboutissant a une méme fonction biologique. A notre sens,
c’est a travers un tel procédé que I'on peut mettre a jour et reconstituer des suites d’événements
moléculaires communs régissant un fonctionnement biologique important, confirmant, comme le
disait a juste titre le biologiste Ukrainien Theodosius Dobzhansky en 1973, que « rien en biologie n'a

de sens, si ce n'est a la lumiere de I'évolution ».

La découverte des centaines de miARN distincts dans la derniére décennie a créé un nouveau
paradigme dans notre compréhension de la régulation des génes et de la spécification des cellules. Les
miARN sont considérés comme des régulateurs majeurs de I'expression génique et sont associés a de
nombreux processus physiopathologiques. Sous cet aspect, nos travaux figurent parmi les premiers a
démontrer le role physiologique d’une famille de miARN dans le contréle d’'une fonction biologique
conservée. A travers la mise en évidence des différents mécanismes moléculaires contrélés par miR-
449 pour déclencher la multiciliogenése, nos résultats soulignent cette propriété singuliere de chaque
miARN a pouvoir gouverner une seule fonction biologique a travers le controle simultané de multiples

voies de signalisation.

En fournissant de nouvelles connaissances sur les mécanismes contrélant la multiciliogénese,

notre étude pourrait également ouvrir la voie a I'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques
visant a traiter les pathologies associées a des défauts de cils vibratiles et fait en ce sens I'objet d’un

brevet international du laboratoire {Marcet, 2009 #359}.

Les miARN représentent de nouveaux agents pharmacothérapeutiques émergents dans le
traitement de différentes pathologies. Dans cette perspective, notre équipe développe, dans le cadre
d’un projet ANR Emergence 2012 (MITHRA) associé a ce dernier brevet, des approches utilisant des
modeéles murins pathologiques (mucoviscidose, asthme, fibrose pulmonaire) pour explorer I'impact de

miR-449 dans le cadre de thérapies pro-régénératrices de I'épithélium respiratoire.

Récemment, une autre équipe a mise au point des polymeres cationiques pour la délivrance
d’analogue de miARN dans le contexte de la mucoviscidose (McKiernan et al., 2013; Oglesby et al.,
2010), confirmant l'impact thérapeutique potentiel des miARN. Dans cette optique, miR-449
constituerait un excellent candidat comme agent pro-régénérateur de |'épithélium respiratoire

humain dans certaines pathologies respiratoires.
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Distinct epithelial gene expression
phenotypes in childhood respiratory allergy

Lisa Giovannini-Chami*#, Brice Marcet*, Chiméne Moreilhon*7, Benoit Chevalier*,
Marius . lllie*, Kévin Lebrigand*, Karine Robbe-Sermesant*, Thierry Bourrier”,
Jean-Frangois Michiels®, Bernard Mari*, Dominique Crénesse’, Paul Hofman®,
Jacques de Blic**, Laurent Castillo”#, Marc Albertini”* and Pascal Barbry*

ABSTRACT: Epithelial cell contribution to the natural history of childhood allergic respiratory
disease remains poorly understood. Our aims were to identify epithelial pathways that are
dysregulated in different phenotypes of respiratory allergy.

We established gene expression signatures of nasal brushings from children with dust mite-
allergic rhinitis, associated or not associated with controlled or uncontrolled asthma. Supervised
learning and unsupervised clustering were used to predict the different subgroups of patients and
define altered signalling pathways. These profiles were compared with those of primary cultures
of human nasal epithelial cells stimulated with either interleukin (IL)-4, IL-13, interferon (IFN)-a,
IFN-p or IFN-y, or during in vitro differentiation.

A supervised method discriminated children with allergic rhinitis from healthy controls
(prediction accuracy 91%), based on 61 transcripts, including 21 T-helper cell (Th) type 2-
responsive genes. This method was then applied to predict children with controlled or
uncontrolled asthma (prediction accuracy 75%), based on 41 transcripts: nine of them, which
were down-regulated in uncontrolled asthma, are directly linked to IFN. This group also included
GSDML, which is genetically associated with asthma.

Our data revealed a Th2-driven epithelial phenotype common to all children with dust mite
allergic rhinitis. It highlights the influence of epithelially expressed molecules on the control of

asthma, in association with atopy and impaired viral response.

KEYWORDS: Allergic rhinitis, asthma, epithelium, microarrays, paediatric asthma, phenotypes of

asthma

sthma is a heterogeneous and complex
A disease that frequently co-occurs with

allergic rhinitis. Classical pathogenic mod-
els characterise asthma and allergic rhinitis as
inflammatory diseases associated with an increased
T-helper cell (Th) type 2 response. Despite chronic
inflammatory processes, several additional defects
intrinsic to the airway epithelium may contribute to
the pathogenesis. The airway remodelling observ-
ed in asthma can appear several years before any
clear clinical diagnosis, and even affect preschool
asthmatic children [1]. Asthma patients appear
more susceptible to infections by respiratory
viruses [2]. Epithelial cells derived from asthma
patients exhibit a reduced capacity to secrete
fibronectin, a well-known contributor to repair in
damaged airway epithelium, together with defec-
tive antioxidant pathways and tight junctions [3-5].

This article has y
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Some studies have attempted to associate specific
gene expression profiles with asthma or allergic
rhinitis, mostly in adults [3, 6-10]. Information has
also been gathered by genome-wide association
studies. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
in the GSDML locus (near ORMDL3), a protein
detected in epithelial tissues, are strongly asso-
ciated with childhood-onset disease [11]. Based on
these findings, our rationale was that defects in the
airway epithelium could correspond to primary
defects or early secondary events, which could
favour chronic inflammation and lead to asthma
and/or allergic rhinitis. Thus, we determined the
transcriptional signatures of nasal brushings col-
lected from paediatric patients with different
clinical phenotypes of dust mite respiratory allergy.
Data analysis revealed altered behaviour of several
signalling pathways that were further analysed in
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an in vitro model of differentiated human nasal epithelial cells
(HNECs).

MATERIALS AND METHODS

Subjects and samples

Patients were aged 6-17 yrs (n=45). 33 were being followed up
for a dust mite-allergic rhinitis. 14 were also asthmatic, with
either controlled asthma (group “a”; n=7) or uncontrolled
asthma (group “A”’; n=7). 19 had rhinitis without asthma (group
“R"”). The control group (group “C”) comprised 12 healthy
children. Clinical diaghoses and asthma control staging corre-
sponded to the Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma and
the paediatric US National Asthma Education and Prevention
Program Expert Report 3 criteria (see online supplementary file 1
for details). The project received the approval of the Nice
University Hospital Ethics Committee (Nice, France) and all of
the volunteers’ parents gave written, informed consent.

Nasal respiratory epithelium sampling was performed by
brushing the inferior turbinates.

Viral respiratory tract infection detection by real-time quantita-
tive PCR (qPCR) was performed using the RealAccurate™
Respiratory Kit according to the manufacturer’s instructions
(PathoFinder, Maastricht, the Netherlands). Seven children (one
asthmatic, five rhinitics without asthma and one control) positive
for respiratory viruses were not included in further analyses. The
characteristics of the patients and samples are summarised in
table 1 and online supplementary table E1.

Isolation and culture of primary HNECs

Primary cultures of HNECs derived from the nasal mucosa of
inferior turbinates were performed as described previously [12].
Each experiment was performed using three different donors.

iy W Subject characteristics

Group

a A R c
Subjects 7 6 14 11
Dust mite-allergic Yes Yes Yes No

rhinitis

Asthma Controlled  Uncontrolled No No
Age yrs 1Hiota2 9.1+06 11.3+£2.8 11528 1
Males/females 2/5 42 i 74
Epithelial cells % 858+104 865165 86.9+8.7 869185
PMNs % 6.9+61 5532 72+78 6.8+6.1
Lymphocytes % 73+107 8446 55+7.3 6.3+5.6
FEV1 97.6+132 782+7.7* 99+9.4 NA
FEV1/FVC 89.3+£57 765+3.2% 904452 NA
FEF25-75% 1036+179 562+9.6% 107.3+182 NA

Data are presented as n or meant sD, unless otherwise stated. Statistical
comparisons were performed in allergic (groups a, A and R) versus healthy
control subjects (group C) and in uncontrolled (group A) versus controlled
(group a) asthmatics using unpaired t-tests and the Chi-squared test. PMN:
polymorphonuclear cell; FEV1: forced expiratory volume in 1 s; FVC: forced vital
capacity; FEF25 75%: forced expiratory flow at 25-75% of FVG; NA: not
available. *: p<0.005 for group A versus group a by unpaired t-test
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Before treatment with cytokines, HNECs were cultured for
4 weeks at an air-liquid interface to obtain a well-differentiated
epithelium [12]. Tested agents (interleukin (IL)4 (BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA) and IL-13 (PeproTech,
Rocky Hill, NJ, USA), 10 ng~mL’l for 24 h; interferon (IFN)-oA /
D and IFN-Bla (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France),
1,000 [U'mL? for 6 h; and [FN-y (BD Pharmigen), 100 ng-mL™
for 6 h) were added on the basolateral side.

Gene expression analyses

Microarray analyses were performed on the GeneChip Human
Gene 1.0 ST Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) according
to the manufacturer’s instructions. Microarray data are archived
in the Gene Expression Omnibus (www.ncbinlm.nih.gov/geo)
under references GSE19190 and GSE22147, and on the
MEDIANTE database developed in our laboratory [13, 14]. The
qPCR procedure is detailed in online supplementary file 1, with
the primers and probes listed in online supplementary table E2.

Biostatistics

Most statistical calculations and prediction analyses were per-
formed wusing limma and Random Forest, two packages of the R
statistical environment [15]. We used the Functional Annotation
Clustering report available from the Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID) [16]. Hierar-
chical clustering was performed with the MultiExperiment Viewer
program, version 4.3 (TM4, Boston, MA, USA), using a Manhattan
distance metric and average linkage [17]. Biological networks were
built using Ingenuity Pathway Analysis™ software (Ingenuity
Systems Inc., Redwood City, CA, USA). Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA) was used to determine whether a set of genes
defined a priori can characterise differences between two biological
states [18, 19]. ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)
functional genomics data were used to determine potential
binding sites for IFN regulatory factors.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry methods are described in online
supplementary file 1.

ELISA assay

The level of MUCSAC released by HNECs in response to IL-13
stimulation was measured using ELISA according to the
manufacturer’s instructions (EIAab and USCNLIFE; Wuhan
EIAab Science Co. Ltd, Wuhan, China).

RESULTS

Genes differentially expressed in the nasal epithelial cells
of children with dust mite allergy

The transcriptional signature of dust mite-allergic rhinitis children
(n=27) was compared with that of the healthy children (n=11).
We identified 169 differentially expressed transcripts (adjusted
p<0.05) (data on request). Among them, 24 transcripts were
modulated with an absolute value of log,(ratio) >1 (table 2).
Functional annotation by DAVID is provided in online supple-
mentary table E3. Variation of some genes (CST1, POSTN, NTS,
CD44, GSN and ALOX15) was confirmed by qPCR (online
supplementary fig. E1).

Supervised clustering was used to predict a status for each of
the 38 patients (allergic or healthy). 35 out of the 38 patients
were correctly predicted (prediction accuracy of 91%) (fig. 1a).
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FIGURE 1. Discrimination by Random Forest (RF) of children with dust mite allergic rhinitis from healthy children and heat-map representation of the 61 most
discriminant genes. a) Histogram showing, for each patient, the percentage of classification as a dust mite-allergic rhinitis (red) or healthy (blue) child. b) Nonsupervised,

hierarchical clustering of the same patients using the set of 61 genes common to all Random Forest classifiers (see details in the Materials and methods section). Each
square represents the expression level of a given gene in a given sample relative to the average expression level in controls. A red to green colour scale indicates gene

expression levels above (red) or below (green) the average level of expression in healthy subjects for the same transcript. Clustering was performed using an average linkage

method, using a Manhattan distance. The red colour on gene names (right) indicates genes induced in vitro by interleukin (IL)-4 and IL-13

Specificity and sensitivity are summarised in a receiver operating
characteristic (ROC) curve in online supplementary figure E2A,
showing an area under the ROC curve of 0.88. The Random Forest
approach that was used allowed the identification of the most
influential genes for the prediction, leading to a set of 61 trans-
cripts that was common to 20 independent cross-validations. Most
genes were up-regulated in the allergic conditions (fig. 1b). 16 of

1200 VOLUME 39 NUMBER 5

them had previously been linked to asthma or allergic rhinitis by
gene expression profiling (online supplementary table E4) [3, 6-
10]. The signature was linked to allergic status but independent of
asthma status. Indeed, supervised clustering was unable to
discriminate the 13 asthmatic patients from the 14 allergic rhinitis
patients without asthma. No differential expression was detected
between these two groups of patients (data not shown).
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Epithelial Th2 signature discriminates allergic children from
healithy controls

We observed that several transcripts dysregulated in patients
allergic to dust mites were also linked in the literature to IL-4 or
IL-13 [20]. We mimicked this situation in vitro by stimulation of
primary HNECs with IL4 or IL-13. With this model, we
confirmed that IL-13 stimulation increased the expression (online
supplementary fig. E3A) and secretion of MUCS5AC, a goblet cell
marker (online supplementary fig. E3B). We also observed, in
parallel, the decreased expression of FoxJ1, a ciliated cell marker
(online supplementary fig. E3A). 46 airway epithelial transcripts
were selected, based on their high response to Th2 cytokines and
their detection in highly differentiated airway epithelial cells
(online supplementary table E5). 21 transcripts of this “Th2
sighature’”” were among the 61 transcripts predicting allergic or
healthy children (fig. 1). The importance of Th2 regulation was
assessed by a normalised enrichment score >1 (1.61, with
nominal p-value and false discovery rate g-value of <0.001), as
determined by GSEA [18, 19]. Interestingly, we noticed that the
transcripts associated with the Th2 signature displayed a larger
logy(ratio) in uncontrolled (group A) than in controlled (group a)
asthma (fig. 1). This led us to investigate the existence of a specific
expression profile associated with uncontrolled asthma.

Control of asthma affects gene expression signature of
nasal epithelial cells

The next analysis compared the two groups of subjects with
uncontrolled or controlled asthma. Table 1 describes the char-
acteristics of these patients. The expression of 160 genes differed
significantly between the two groups (online supplementary
table E6). Functional annotation is reported in online supple-
mentary table E7. The Random Forest approach correctly
predicted the class for 12 out of 14 samples, with a 75.4%
prediction accuracy (fig. 2a). Specificity and sensitivity are sum-
marised in a ROC curve in online supplementary figure E2B,
showing an area under the ROC curve of 0.833. It also identified a
minimal set of the 41 most influential genes for the prediction
(fig. 2b). Up-regulation of POSTN, FETUB or DPP4 (also
belonging to Th2 signature) (online supplementary table E5) in
the uncontrolled group is coherent with the larger log,(ratio)
observed for Th2 responding transcripts in figures 1 and 2. We
also noticed a down-regulation of several IFN-stimulated genes
(ISGs), such as CXCL10, MX2, IFIT2, DUOX2, GBP2 and GBP5,
among a larger cluster of down-regulated genes (fig. 2). This was
illustrated by Ingenuity Pathways Analyses (online supplemen-
tary fig. E4). Our cluster of down-regulated genes also included
GSDML, a gene located in a region of chromosome 17¢21, which
has recently been linked to juvenile asthma in several genome-
wide association studies [11]. The differential expression of
CXCL10, MX2, IFIT2, DUOX2 and GSDML was confirmed by
qPCR (online supplementary fig. E1). GSDML and DUOX2
proteins were immunodetected by histochemistry in nasal and
bronchial airway epithelia (fig. 3).

IFN response analysis in patients and cultured HNECs

IEN regulation was explored in vitro by stimulating primary
HNECs with IEN-¢, [FEN-B or IFN-y. We selected IFN-responsive
transcripts (online supplementary table E8). The GSEA approach
revealed significant normalised enrichment scores for all
subtypes of [FNs in the uncontrolled /controlled asthma compar-
ison (1.7 for IFN-o, 1.64 for IFN-B and 1.56 for IFN-y). The
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capacity of IFNs to induce the expression of MX1, ST8SIA4 and
GSDML was confirmed by qPCR on primary cultures of HNECs.
A peak of GSDML induction was observed after 12 h of IFN-o
stimulation, while the peak of induction for MX1 and ST85IA4
was reached at 6 h (fig. 4a). A survey of the genomic context for
MX2, IFIT2, CXCL10, GSDMIL, ST85IA4 and DUOX?2 revealed
the presence of several consensus binding sequences for IFN
regulatory factors (full data on request) (online supplementary
fig. E5). Altogether, these observations suggest a direct regulation
of these different genes by IFN. Importantly, the transcript levels
of [FN-B, [EN-A1, [FN-A2/3, IFN-#1 and [FN-62 were decreased
in uncontrolled asthmatics compared with either controlled
asthmatics or healthy subjects (fig. 4b). Endogenous production
of epithelial IFNs, rather than defective IEN signalling pathways,
is therefore probably involved in these processes.

Airway epithelial regeneration and severity of allergic
diseases

Impaired capacity of repair of the airway epithelium is a hallmark
of allergic airway diseases [5]. We have recently established gene
expression sighatures during in vitro HNEC regeneration and
differentiation [12]. The “terminal differentiation” signature was
used to enrich the annotation derived from the expression profiles
obtained with Th2 cytokines and IFN experiments. As expected,
the classification of the patients was principally linked to the
effects of Th2 cytokines and IFNs. However, several transcripts
associated with the disease were also linked to the terminal
differentiation signature (online supplementary table E9). A first
group of genes, including PLK4, CDC20B, GSDML and CYFIP2,
was clearly induced during differentiation while being down-
regulated in patients with uncontrolled asthma. This group
puts together important markers of multiciliogenesis (PLK4 and
CDC20B) [12] and molecules associated with asthma in genome-
wide analyses (GSDML and CYFIP2). A second group, which
includes POSTN, SPINK5, CD44, TFF3, ITLN1, FOXA3 and
SPDEF, was clearly associated with basal or mucous cells [21].
Most of them were decreased during in vitro differentiation while
all were up-regulated in patients with uncontrolled asthma.

DISCUSSION

The airway epithelium is a complex physical barrier, playing an
intrinsic role in innate and adaptive immunity, through the
production of numerous cytokines and chemokines. Our work
highlights the importance of IFN- and Th2-driven epithelial
responses in the pathogenesis of allergic respiratory diseases. Our
findings were based on biostatistical approaches, such as Random
Forest, Ingenuity and GSEA, which take into account not only the
number of patients, but also the size of gene clusters that can be
regulated by these cytokines. Importantly, these approaches
increase the statistical significance of our observations.

The choice to perform our investigations on upper, rather than
on lower, airway epithelium was motivated by its noninvasive
sampling, which is easily applicable in young children. It allows
the recruitment of true controls exempt of pulmonary disease, a
situation which is clearly not possible in studies using broncho-
scopic sampling [1]. It also allows investigation of patients with
severe or uncontrolled asthma phenotypes without stopping
their long-term inhaled corticosteroid treatment for asthma, as
nasal deposition can be considered as negligible with the devices
used in this study [22]. Interestingly, we observed a good overlap
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FIGURE 2. Discrimination by Random Forest (RF) of children with uncontrolled versus controlled asthma and heat-map representation of the 41 most discriminant
genes. a) Histogram showing, for each patient, the percentage of classification as uncontrolled asthma (red) and controlled asthma (orange). b) Nonsupervised, hierarchical

clustering of the same patients using the 41 probes common to all Random Forest classifiers (see Materials and methods section for details). Each square represents the
expression level of a given gene in a given sample. A red to green colour scale indicates gene expression levels above (red) or below (green) the average level of the healthy

controls for the same transcript. Clustering was performed using an average linkage method, using a Manhattan distance. Red-coloured gene names indicate transcripts
induced by interleukin (IL)-4 and IL-13 (left) or by interferons (IFNs) (right) (comesponding to a loga(ratio) >1 in human nasal epithelial cells (HNECs)). Gene names coloured
in green indicate transcripts down-regulated by IL-4 and IL-13 (left) (loga(ratio) >-1 in HNECs)

between our “nasal epithelial” gene lists and several gene
expression profiles in bronchial epithelium, notwithstanding
differences between nasal and bronchial epithelial cells [23, 24],
such as the near absence of remodelling in the nasal epithelium
[25]. In this context, the use of alternative techniques to harvest
lower airway cells during general anaesthesia could be worth
investigating [26]. Our inability to identify ad hoc biomarkers for
discriminating asthmatic and rhinitis patients could be due to the
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choice of sampling material. If this is true, a comprehensive
comparison of bronchial and nasal epithelial cells from the same
patients would help explore this issue. This was unfortunately
not planned in the present study. The relatively small size of the
study (45 samples) could also be limiting. A third explanation
could be that the major differences discriminating asthma from
allergic rhinitis would, rather, depend on other cell types
(dendritic or mesenchymal cells, efc.). From that perspective,
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FIGURE 3. Immunchistochemical staining of sinus and bronchial biopsies. Representative immunostaining of a-c) GSDML and d-f) DUOX2 in surface epithelium and
submucosal glands for healthy adults are shown. Positive immunostaining was observed for the two proteins in sinus and bronchial sections. Strong signals were also

detected in submucosal glands for the different markers. Scale bars—100 pm.

progression from allergic rhinitis to asthma could not be detected
in the epithelium per se.

Our study establishes epithelial activation by Th2 cytokines as a
central trait of airway allergic respiratory disease. This is in line
with the observation that IL-13 can recapitulate most of the
characteristics of asthma in several experimental models of the
disease [27]. Our clinical and in vitro results clearly demonstrate
the major impact of Th2 cytokines on allergic subjects, reflecting
the strength of the atopic status. Several Th2-induced genes, such
as POSTN, ITLN1, ALOX15, CD44 and SERPINB4, have pre-
viously been linked to asthma. Others could represent additional
relevant biomarkers, due to their large and consistent variations in
the allergic group. For example, C5T1, which encodes a cysteine
protease inhibitor, is already associated with pulmonary fibrosis
in systemic sclerosis patients [28]. Another example is NTS, which
has been implicated in wound healing in chronic colitis [29].

An enhanced up-regulation of Th2-responsive genes (charac-
terised by larger logy(ratio) values) was observed in uncontrolled
asthma. In fact, asthma severity in children has already been
associated with atopy in epidemiological studies [30]. This
association seems specific for childhood asthma, as an inverse
relationship has been reported in adults [31]. Interestingly, IL-13
has been shown to induce a profibrotic bronchial phenotype via
a continuous secretion of transforming growth factor-p2 [32].
Strikingly, the first gene ontology theme in the comparison
between uncontrolled and controlled asthma corresponds to the
term “‘structural constituents of extracellular matrix”’, with
enhanced expression of POSTN, TNC, FBN2, FBLN2, FMOD
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and COL4A6. It is tempting to speculate that this dysregulation
could be directly related to the structural modifications and
remodelling of the epithelium particularly observed in severe
asthma [33]. At the same time, POSTN has been reported to
induce re-entry of differentiated mammalian cardiomyocytes into
the cell cycle, in connection with tissue repair [34]. Mucus
hypersecretion and goblet cell metaplasia are important traits of
asthma, also linked with IL-13 dysregulation. We also noticed that
TFF3, which is expressed in mucous cells and can promote the
differentiation of ciliated human airway epithelial cells [21], was
up-regulated in allergic patients. This illustrates the complexity of
the mechanisms leading to abnormal repair and remodelling.

The major impact of Th2 cytokines probably masks weaker,
intrinsic epithelial features. We believe that this represents a
confounding factor when analysing epithelial susceptibility with
the microarray technique. In order to dampen the impact of the
Th2 response, we have compared subgroups of patients with
uncontrolled or controlled asthma.

Another observation of our study is the existence of an altered
IFN response in the nasal epithelium of uncontrolled asthmatic
patients; this trait may be more directly related to an intrinsic
epithelial susceptibility. The IFN response was reduced in the
uncontrolled asthma group relative to the controlled asthma and
healthy groups. We excluded the possibility that these effects
were caused by viral infections: 1) a viral PCR assay, able to detect
90% of respiratory tract viral infections, eliminated cases of viral
infection; and 2) a careful evaluation of CXCL10 transcript levels
in “uninfected” patients identified additional infected samples.
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FIGURE 4. Characterisation of the interferon (IFN) response. a) Measurement
by real-time quantitative PCR (QPCR) of the induction of GSDML, ST8S/IA4 and MX1
by IFN-o in human nasal epithelial cells (HNECs). Levels of GSDML, ST8S/A4 and
MX1 were assessed in differentiated HNECs 3, 6, 12 and 24 h after stimulation with
IFN-o.. Measurements were performed using SYBR Green. Results are expressed as
fold-change relative to the unstimulated HNECs. b) Measurement of IFNs by gPCR
in patients. Levels of IFN-a1, IFN-o2, IFN-B, IFN-A1 and IFN-22/3 transcripts in
patients with uncontrolled asthma, patients with controlled asthma and healthy
controls. Data are expressed relative to an average of 11 healthy controls.
Measurements were performed using Tagman probes. Results are expressed as
fold-change relative to the healthy control group. Data are presented as
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ISGs that are decreased in patients with uncontrolled asthma
represent a quarter of the genes identified by our second
supervised analysis. Unexpectedly, we identified GSDML in
that cluster. Our study reports several additional observations
suggesting a direct association of this gene with the abnormalities
affecting the paediatric asthmatic epithelium: first, the existence
of several response elements for IFN regulatory factors in its
promoter region; secondly, its transcriptional induction by
epithelial IFN in HNECs; and thirdly, its protein expression in
airway epithelial cells. This is in line with the fact that one of its
SNPs (rs7216389) has been associated with early onset of asthma,
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acute severe exacerbations (80% of which are virus-induced in
children) and asthma severity [11, 35, 36]. MOFFATT ef al. [37]
initially noted an association of childhood asthma risk with
modified expression of ORDML3, located in the immediate
vicinity of GSDML. The identification of a variant in a splice site
for GSDML in strong linkage disequilibrium with ORMDL3 has
recently suggested that GSDML would be the causative gene
associated with asthma [38].

Decreased levels of IFN-o, IFN-B, IFN-A1 and IFN-A2/3 para-
lleled the down-regulation of IFN-stimulated genes observed in
patients with uncontrolled asthma. This confirms and extends
findings by DE BLIC et al. [39] showing a correlation between
asthma symptoms and the [FN response in a cohort of 28 children
with difficult-to-treat asthma. In their study, lower levels of IFN-y
were associated with persistent symptoms [39]. Deficient
epithelial cell IFN-B and IFN-A production during rhinovirus-
induced asthma exacerbations was associated with increased
viral load, defective apoptosis and cell death bias [2].
Epidemiological studies have associated the onset of asthma
with reduced IFN-y production by peripheral blood mononuclear
cells at 9 months of age, while a normalisation of IFN-y
production was observed in children showing a resolution of
asthma symptoms [40, 41].

Regardless of the exact molecular mechanisms leading to
impaired IFN production, from our results, one could anticipate
some benefits of [FN treatments in patients with uncontrolled
asthma, as suggested by recent in vitro experiments with IFN-f
[42]. As the association between defective epithelial cell IFN
pathways and the lack of asthma control in patients could be
specific to paediatric asthma, careful evaluation of therapeutic
options based on the development of innate immunity would
require the organisation of clinical trials addressing this specific
issue in a paediatric population. Finally, our work illustrates
some specificities of severe paediatric asthma, which not only
results from the development of T-cell-mediated biased adaptive
responses, but also from an inefficient epithelial innate immunity.
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Abstract

Background: Epithelial-mesenchymal interactions are critical in regulating many aspects of vertebrate embryo
development, and for the maintenance of homeostatic equilibrium in adult tissues. The interactions between epithelium
and mesenchyme are believed to be mediated by paracrine signals such as cytokines and extracellular matrix components
secreted from fibroblasts that affect adjacent epithelia. In this study, we sought to identify the repertoire of microRNAs
{miRNAs) in normal lung human fibroblasts and their potential regulation by the cytokines TNF-¢, IL-13 and TGF-p.

Methodology/Principal Findings: MiR-155 was significantly induced by inflammatory cytokines TNF-a and IL-1B while it
was down-regulated by TGF-f. Ectopic expression of miR-155 in human fibroblasts induced modulation of a large set of
genes related to “cell to cell signalling”, “cell morphology” and “cellular movement”. This was consistent with an induction
of caspase-3 activity and with an increase in cell migration in fibroblasts tranfected with miR-155. Using different miRNA
bioinformatic target prediction tools, we found a specific enrichment for miR-155 predicted targets among the population
of down-regulated transcripts. Among fibroblast-selective targets, one interesting hit was keratinocyte growth factor (KGF,
FGF-7), a member of the fibroblast growth factor (FGF) family, which owns two potential binding sites for miR-155 in its 3’-
UTR. Luciferase assays experimentally validated that miR-155 can efficiently target KGF 3’-UTR. Site-directed mutagenesis
revealed that only one out of the 2 potential sites was truly functional. Functional in vitro assays experimentally validated
that miR-155 can efficiently target KGF 3’-UTR. Furthermore, in vivo experiments using a mouse model of lung fibrosis
showed that miR-155 expression level was correlated with the degree of lung fibrosis.

Conclusions/Significance: Our results strongly suggest a physiological function of miR-155 in lung fibroblasts. Altogether,
this study implicates this miRNA in the regulation by mesenchymal cells of surrounding lung epithelium, making it a
potential key player during tissue injury.
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Introduction

Epithelial-mesenchymal interactions are critical in regulating
many aspects of vertebrate embryo development and for the
maintenance of homeostatic equilibrium in adult tissues [1].
Stromal cells maintain control over epithelial cell proliferation,
survival and response to wounds and could also play a
collaborative role in pathological conditions such as cancer [2].
The interactions between epithelium and mesenchyme are

. PLoS ONE | www.plosone.org

believed to be mediated by paracrine signals and extracellular
matrix (ECM) components secreted from fibroblasts thereby
affecting adjacent epithelia. In response to paracrine signals such
as cytokines and direct-cell contact from adjacent tumor epithelial
cells, fibroblasts underge changes that may alter the normal
epithelial-mesenchymal interactions [3 5].

This is in particular the case during pulmonary fibrosis, where it
has been demonstrated that a variety of cytokines such as
transforming growth factor-beta (TGF-PB), tumor necrosis factor-
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alpha (TNF-0), fibroblast growth factors (FGFs), interleukin-1 (IL-
1), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) are produced at
the sites of active fibrosis. These cytokines appear to be mostly
expressed by activated inflammatory cells, such as macrophages
and eosinophils [6]. A balance of pro-fibrogenic and anti-
fibrogenic forces generated by these networks of cytokines
determines the outcome of lung injury and inflammation. /n vitro
studies of individual cytokines on fibroblasts has revealed a variety
of roles for these cytokines in the regulation of the fibrotic process,
such as mitogenic activity, stimulation of extracellular matrix and
alpha-smooth muscle actin gene expression, alteration of the
contractile phenotype, production of proteases, protease inhibitors,
chemokines, cytokines and growth factors [7].

Recently, microRNAs (miRNAs) have emerged as a major
class of gene expression regulators linked to many biological
functions. Since the first miRNA was identified in Caenorhabditis
elegans as an important factor for timing of larval development
[8,9], thousands of miRNAs have been characterized including
about 700 miRNAs in the human genome [10]. MiRNAs are
derived from a primary transcript called pri-miRNAs. The
current model of maturation includes primary nuclear cleavage
of pri-miRNAs by the RNase III endonuclease Drosha, which
liberates pre-miRNA hairpins. Hairpins are exported from the
nucleus to the cytoplasm, where they are cleaved by Dicer,
another RNase III endonuclease [11 13]. Dicer generates short
RNA sequences of about 22-nucleotides. MiRNAs are then
assembled with proteins of the Argonaute family into a
ribonucleoprotein complex: miRNP [14], which exhibits binding
complementarities with sequences usually located in the 3"UTR
of the target transcript. The formation of a complex between
miRNP and a target leads to a repression of protein synthesis,
often associated with mRNA degradation [15]. Complex
formation follows a set of rules that have been substantiated by
experimental evidences [16 18]. The major determinant of the
interaction between the miRNA and its targets corresponds to a
short stretch of 6 8 nucleotides located 5 of the miRNA, called
the “seed”. This implies that one miRNA can theoretically
interacts with hundreds of mRNAs [19]. Because several
miRNAs can also target the same transcript, the miRNA
regulatory network appears amazingly complex. To date, a small
proportion of miRNA targets have been validated and the exact
function of most miRNAs remains to be elucidated.

Dysregulation of these molecules, including miR-155 [20], has
been recently identified in the pathogenesis of inflammatory
diseases [20]. MiR-155 is contained within the only phylogenet-
ically conserved region of BIC RNA [21,22). It has been linked to
cancer [23 26], viral infection [27] and immunity [28 31]. MiR-
155 has been shown to be induced by proinflammatory stimuli
such as lipopolysaccharides (LPS), Toll-like receptors (TLRs), IL-1
and TNF-o. in macrophages and dendritic cells [32 34]. It has also
been detected in synovial fibroblasts and rheumatoid synovial
tissue [35]. Multiple targets for miR-155 have been identified in
several cell types and linked with the regulation of B and T cell
differentiation [29,30,36 38], TLR signalling in inflammatory
cells [34], or cellular adhesion in epithelial malignancies [39]. To
date, the putative function of miR-155 in fibroblasts remains
poorly documented [35,40].

The aim of the present study was to identify the repertoire of
miRNA expressed in fibroblasts and to characterize their
potential regulation by inflammatery cytokines. The detection
of miR-155 into these cells led us to investigate its relationship
with keratinocyte growth factor (KGF, FGF7), a central factor in
tissue repair that we are establishing as a direct target of miR-
155.

PLoS ONE | www.plosone.org
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Results

miRNA expressed in normal lung fibroblast cells and their
modulation by inflammatory cytokines

We first analyzed the miRNA expression profile of normal
human pulmonary fibroblasts (HFL1, CCL-153) and compared it
with the miRNome of the alveolar epithelial cell line A549. Large
differences distinguish the 2 cell lines, such as a high expression of
the oncogenic miR-21 in the epithelial tumor cells or the restricted
expression of miR-199a, miR-143, miR-145 and miR-155 to
fibroblasts (Fig. 1A and Table S1). The detection of miR-155, a
major effector of B and T cells into fibroblasts confirm previous
studies indicating that this miRINA can be also detected in non
haematological tissues [40,41]. Because miR-155 has been
previously shown to be upregulated by inflammatory cytokines
in macrophages [32], we then analyzed the potential regulation of
miR-155 by inflammatory cytokines. Results indicate that miR-
155 was slightly induced by TNF-o. and IL-1B while its level
decreased following TGF-B stimulation (Fig. 1B). Interestingly,
several other miRNAs, such as miR-29a/b, miR-30a, miR-125a/
b and miR-199 varied in a similar manner following stimulation,
with a milder effect of IL-1 relative to TNF-« (Fig. 1B). Levels of
mature miR-155 following treatment with the three cytokines were
determined by quantitative RT-PCR (Fig. 1C). Cells were serum
starved 2 hours before treatment and subsequently stimulated
either for 4 h or 24 h. After 4 h of TNF-¢ and IL-1B stimulation,
the level of miR-155 displayed a slight increase while it decreased
in presence of TGF-B (Fig. 1C). A longer treatment led to a more
pronounced effect of TNF-o and TGF- while the level of miR-
155 returned to its basal level in presence of IL1B. Of note, no
significant modulation of miR-155 could be observed in A549 cells
(data not shown).

MiR-155 expression in a mouse model of lung fibrosis

We then investigated the expression of miR-155 in a mouse
model of lung fibrosis, using the well-established bleomycin
instillation model. MiR-155 expression was measured by quanti-
tative RT-PCR on lungs from either sensitive C57BL/6 or
resistant BALB/c mice 7 and 14 days after bleomycin instillation
and compared with a PBS control (Fig. 2). Bleomycin impact on
two mouse strains was significantly different as evaluated by
survival and histopathological analysis, as previously described
[42]. Bleomycin led to an induction of miR-155 at both times in
the two strains. Interestingly, this induction appeared significantly
more pronounced in the sensitive C57BL/6 compared to the
resistant BALB/c mice (Fig. 2). Overall, these data indicated that
miR-155 can also be induced in an i zwe fibrogenic model and
that its expression level was correlated with the degree of lung
fibrosis.

mRNA profiling of miR-155-overexpressing fibroblasts
We then looked for fibroblast-specific targets of miR-155. To
that end, we transfected lung fibroblasts HFL] either with a
synthetic pre-miR-155 or a “negative” pre-miRNA, used as a
control. Two independent experiments were carried out and the
expression of mature miR-155 was monitored with RQ-PCR. A
~500 fold induction of the miRNA was measured (data not
shown). We then used human pan genomic arrays [43] to
determine mRNA profiles and identify genes whose expression
levels changed following miR-155 overexpression. The analysis
was performed on RNA samples harvested at 24 h and 48 h post-
transfection, as suggested by recent similar studies [29,30,44].
Statistical analysis revealed changes in the expression of 474
genes (197 up and 277 down-regulated) and 1404 genes (619 up
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Figure 1. MiRNA expression data in human adenocarcinoma cells A549 and normal lung fibroblasts (CCD-15Lu) following a 24 h
stimulation with TNF-¢, IL-1p or TGF-p. Cells were stimulated by the different cytokines and small RNA fraction from different biological
conditions were chemically labelled and hybridized on a miRNA microaray as described in the Materials and Methods section. (A} Heatmap
comparing control human pulmonary fibroblasts versus A549 adenocarcinoma cells. {B} Hierarchical clustering of miRNA modulated in normal human
pulmonary fibroblasts following stimulation with 10 ng/ml TNF-g, IL-1B and TGF-B. {C} Analysis of miR-155 expression levels by Tagman miRNA assay

following a 4 or 24 h stimulation by the 3 cytokines.
doi:10.1371/journal.pone.0006718.g001

and 785 dow-regulated) at 24 h and 48 h after transfection,
respectively. As shown in Fig. 3A, the vast majority of modulated
genes at 24 hours were also regulated at 48 hours. When the 2
sets of genes were analyzed by functional annotations, both lists
were associated with similar biological functions such as “cell-to-
cell signalling and interaction”, “cell death” and “cellular
movement” (Table 82). Two distinct functional assays indeed
confirmed these predictions: firstly, caspase-3 activity was
increased in miR-155-transfected fibroblasts compared to

. PLOS ONE | www.plosone.org 3

control cells (Fig. 4A), suggesting that miR-155 could promote
apoptosis; Secondly, transfection of fibroblasts with miR-155
altered their migration. Gell motility was especially increased for
fibroblasts migrating on a type I-collagen substrate, for which
speed migration increased to 60% of basal (Fig. 4B). In
agreement with these data, analysis of scratch wound repair on
a collagen type I substrate indicated that a monolayer of
fibroblasts expressing mir-155 was more rapidly repaired than
amonolayer of control cells (Fig. 4C).
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Figure 2. MiR-155 expression is associated with lung fibrosis in
a murine model. Bleomycin-sensitive {C57BL/6} and resistant {BALB/c}
mice were treated with bleomycin or PBS and killed at various times
after instillation. Total RNA was extracted from lungs and miR-155
expression levels were performed by tagman miRNA assay. Histogram
represents miR-155 fold induction between bleomycin and PBS for the
2 mice strains 7 and 14 days after instillation {n =4 animals/group).
doi:10.1371/journal.pone.0006718.g002

We ohserved after heterologous overespression of miR-155 the
reduced level of expression of a population of transcripts that
corresponded to predicted targets of miR-155. Three independent
prediction tools (TargetScan, Pictar and MicroGible, see materials
and method section for calculation details) indicated an over-
representation of miR-155 predicted targets in the population of
down-regulated transcripts. Indeed, ~7 fold enrichment for the
presence of a 8-nucleotide sequence complementary to the miR-
155 “seed” was detected at 24 h (Fig. 3B). A ~3-fold enrichment
was noticed at 48 h (Fig. 3B). Different prediction tools provided
contrasted results, as visualized in the Venn diagrams depicted in
Fig. 2C. While a total of 260 transcripts were predicted by at least
one of this algorithm (Table 83), only 18 and 19 transcripts were
predicted by all 3 bicinformatics tools at 24 and 48 hours,
respectively. 15 transcripts were common to the 2 lists (Table 1).
Importantly, 9 out of these 15 transcripts (BACHIL, H3F3A,
MAP3K7IP2, RABILIFIP2, SDCBP, SGK3, TOMM?20,
TSPAN14, YWHAZ) have already been described as miR-155
targets in immune models [27,29,30,45]. This experimental
approach was also validated with the “Sylamer” approach
described in [46]. Overexpression of miR-155 in fibroblasts at
24 h and at 48 h clearly led to a down-regulation of transcripts
containing the following sequences in their 3'UTR: “GCATTA”,
“GCATTAA”, “AGCATTA”, “AGCATTAA” (data not shown).
These sequences indeed correspond to the sequences complemen-
tary to the miR-155 “seed” region. We noticed that the best miR-
155 “seed” enrichment was obtained when predicted sites were
selected in the 3'UTR rather than in the rest of the transcript (i.e.
in the open reading frame and in the 5'UTR, data not shown).

FGF7/KGF is a miR-155 target

When we looked in the list of 15 transcripts whether one of these
putative miR-155 targets was specific to the fibroblasts, FGF-7, a
paracrine-acting epithelial mitogen produced by cells of mesen-

. PLOS ONE | www.plosone.org
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chymal origin, was identified. According to the TargetScan3
algorithm, sequence alignment of the miR-155 complementary
site in the 3'-UTR of KGF mRNA in human, mouse and dog
allowed us to identify two conserved binding sites (Fig. 5A) i)
binding site one (“seed” at position 1288-1293 and 1128-1133
after the transcription start site of the human and murine KGF
mRNA  respectively) which contains conserved “seed” and
conserved anchoring adenosine ; ii) binding site two (“seed” at
position 2017-2022 and 1824-1829 of the human and murine
KGF mRNA respectively) which contains both conserved “seed”
and conserved anchoring adenosine plus a conserved Watson-
Crick match at the eighth nucleotide (Fig. 5A). To evaluate
whether miR-155 can alter the expression of KGF, we cloned a
fragment of 919 and 787 bp of the human and murine KGF 3'-
UTR mRNA (NM_002009 and NM_(08008) containing the two
putative miRNA-binding sites into the psiCHEK™-2 vector
(Fig. 3B) and transfected it into HEK 293 or NIH3T3 cells in the
presence of either a human or murine synthetic pre-miR-155
analogue or a pre-miR-control. After normalization of the Renilla
Tuciferase signal to the firefly luciferase signal, both human and
murine pre-miR-155 induced a significant decrease in the
normalized luciferase activity compared to control in the two cell
types (Fig. 5B, upper panels). This effect was dose dependent as
shown in Fig. 5B (lower panel).

Only miR-155-binding site 2 is functional

We then investigated whether one or both putative binding sites
in KGF 3"UTR were functional. For this purpose, we generated
two mutants targeting each seed of the 2 putative hinding sites:
MUT 1 for the putative binding site 1, MUT 2 for the putative
binding site 2. A third mutant was built with both mutations:
MUT1+MUT?2 (Fig. 6A). Luciferase assay was performed with
mutant and wild type 3’KGF UTR in HEK 293 cells. It
demonstrated that miR-155 still efficiently inhibited luciferase
activity after abrogation of the first seed while it had no inhibitory
effect on the activity of MUT? (Fig. 6B), indicating that only site 2
was functional. As expected, the luciferase activity of the double
mutant was no more affected by miR-155. We next generated a
minimal construct corresponding to binding site 2 (from position
1815 to 1837 in the murine KGF transcript, Site2-1X) and an
additional construct containing a duplication of this sequence
(Site2-2X). In agreement with previous data, miR-155 significantly
inhibited the luciferase activity of the 2 constructs, the duplicated
site construct being even more sensitive than the wild type 3"UTR.
KGF construct (Fig. 6C). Overall, these results demonstrated that
only the second miR-155 binding site is functional in KGF 3'-
UTR.

MiR-155 specifically attenuates inflammatory cytokines-
induced KGF release by lung fibroblasts

IL-1B is the most potent inducer of KGF in fibroblasts. Thus,
we first assessed whether miR-155 overespression in human
fibroblasts could directly alter endogenous KGF release. Pre-miR-
155 or a control pre-miRINA were transfected in lung fibroblasts in
the presence or absence of IL-1B (10 ng/ml) and the production of
KGF and of 3 inflammatory cytokines (GCL5/RANTES, MCP-1
and IL-8) was measured (Fig. 7). As expected, IL-1P stimulation
led to a strong induction of all four factors and addition of pre-
miR-155 did not affect the expression level of GCLS5 (Fig. 74),
MCP1 (Fig. 7B) and IL-8 (Fig. 7C). Importantly, KGF release by
lung fibroblasts in response to IL-1p was significantly decreased in
cells transfected by miR-155 compared to control (Fig. 7D). The
specific fraction of KGF release corresponding to IL-1 induction
was indeed decreased to 45% of control (Fig. 7E). These results
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Figure 3. A large number of predicted targets are repressed after overexpression of miR-155. Lung fibroblasts were transfected with a
synthetic pre-miR-155 or with a negative pre-miRNA (N =2}. RNA samples were harvested at 24 and 48 h post-transfection. mRNA profiles were
determined with pan genomic arvays. (A} Heatmap comparing the normalized log2 of the ratios between pre-miR-155 signal and the pre-miR-Neg
signal, 24 h and 48 h after transfection. Clustering was performed using a Euclidian distance and a Ward method of agglomeration. Colours vary from
green for the lowest ratios to red for the highest ratios. (B} Over-representation of miR-155 seed complementary sequences in the 3’-UTR of
downregulated transcripts. Using our bioinformatics tool “MicroTopTable” {see materials and method)}, representation of miRNA seed-binding
sequences in the set of up- or down-regulated genes was compared with the set of all expressed genes. For each miRNA seed, a fold envichment
value (horizontal axis} and an associated P-Value (vertical axis} were calculated. The arvow indicates miR-155. (C} Venn diagram comparing the
number of miR-155 targets among the set of downregulated genes at 24 h and 48 h post-transfection according to 3 distinct target prediction tools
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doi:10.1371/jounal.pone.0006718.g003
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Figure 4. Transfection of human lung fibroblasts with pre-miR-155 increases caspase-3 activity and cell motility. Fibroblasts were
transfected with either pre-miR-Neg or pre-miR-155 (10 ni)}. (A} Caspase 3/7 assay was carried out 3 and 4 days following transfection using a specific
substrate as described in the method section {n=3). (B} A scratch wound was induced in confluent cell monolayers plated on plastic or on type |
collagen and individual cell migration speed was evaluated on 20 independant cells {n = 2}. {C} Representative experiment showing the percentage of

the repaired area in a scratch wound assay (n=2).
doi:10.1371/joumnal.pone.0006718.g004

were confirmed by transfecting human lung fibroblasts either with
a LNA-antimiR-155 in order to block the endogenous expression
of miR-155 or with a pre-miR-155 in order to increase the
expression of miR-155 (Fig. 8A and 8B). Transfected cells were
treated for 72 or 96 hours with the inflammatory cytokines TNF-
o- or IL-1B. Interestingly, miR-155 knock-down was able to
potentiate KGF release in both TNF-o- and IL-1pB-stimulated
HFLI1. As expected, transfection of HFL] with a pre-miR-155
strongly affected KGF release in the 3 culture conditions (Fig. 8A).
These results strongly suggest that miR-155 is involved in the
attenuation of KGF expression in lung fibroblasts following
inflammatory cytokines stimulation (Fig. 8G).

Discussion

We have demonstrated for the first time that miR-155 could
significantly decrease the relase of KGF induced by IL-1p or TNF-
o in human normal pulmonary fibroblasts. Since KGF plays a
central role in epithelial-mesenchymal interactions in lungs [47],
our data suggest that an alteration in miR-155 expression level
may have important pathophysiological impacts during acute lung
injury or pulmonary diseases.

PLOS ONE | www.plosone.org

Several studies have reported that miR-155 expression is
modulated in a mumber of physiological and pathological processes
such as hematopoiesis, immunity, tumorigenesis and inflammation
{for review, [48]). MiR-155 has been identified as a component of
the primary response to several inflammatory mediators in
different cell types [32-34]. It has been shown that miR-155 is
induced by lipopolysaccharide (LPS), interferon (IFN), polyriboi-
nosinic-polyribocytidylic acid (poly IC) or TNF-¢ in monocytes,
macrophages and dendritic cells [32-34,49). In addition, nuclear
factor-kappa B and AP-1 transcription factors have been shown to
regulate miR-155 expression [32,50,51]. Our results showing the
stimulation of miR-155 by IL-1p and TNF-o in human
pulmonary fibroblasts fit well with these studies. These data are
consistent with the high levels of miR-155 detected in synovial
fibroblasts from Rheumatoid Arthritis patients, an autoimmune
disorder associated with high inflammation at joint level [35]. Our
observation showing an increased level of expression of miR-155
in a mouse model of lung fibrosis (Fig. 2) suggests a potential role
for miR-155 during this physio-pathological process. The precise
cellular location of miR-155 transcript has not been performed
yet. It is tempting to speculate that the weak induction of KGF
after stimulation by IL-1 ohserved in fibroblasts derived from
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miR-155 binding site 1:

KG mouse 5 TTT TGT TTA TTT TAA AAG ACT GCA TTA AAG AAA GAT TTG 3
3UTR human 5 TTA TGT TTG TTT TAA GAC ACT GCA TTA AAG AAA GAT TTG 3
dog 5 GTA TGT TTA TTT TAA GAG ACT GCA TTA AAG AAA GAT TTG 3

miR-155: 3 GGG GAU AGU GCU AAU CGU AAU U3

miR-155 binding site 2:

kG [Mouse 5 TTA TTT CCC TCT GIG ATT ACA GCA TTA AAC TCT ACT TTA3
KCF |human 5 TTT TTT CCT ATG GTT ACA GCA TTA AAC TCT ATT TTA 3
3UTR|dog 5 TTT TTC TCT GTG GTT ACA GCA TTA AAC TCT ATT TTA g

miR-155: 3 GGG GAU AGU GCU AAU CGU AAU U &

KGF 3'UTR
B o =
promoter promoter ety

(2]

HEK 293 / hKGF 3'UTR NIH3T3 / mKGF 3'UTR HEK 293 | mKGF 3'UTR
7 3
> o =1
é = 6 6 25+
8B 5 54 5.1
=
8L 4+ 4 73
273 s
SN 3 g 3 * %
2% Tl
EE o1 2 s
é = 14 05
0 0
miR-Neg hsa-miR-155 miR-Neg mmu-miR-155 miR-Neg mmu-miR-155
HEK 293 / mKGF 3‘UTR
> 1.0
e
3 uq—E‘ 08
=
g L 06
s é 04
(]
=
® g 0.2
7]
o
2nM 10nM 20nM 2nM 10nM 20 nM
miR-Neg mmu-miR-155

Figure 5. KGF mRNA is a primary target for miR-155. (A} Predicted interaction between miR-155 and the two putative binding sites in the KGF
3’UTR. Alignment of human, mouse and dog sequences in the 3’-UTR of KGF mRNA. The representation is limited to the region around the miR-155
complementary site. In bold, the “seed” region with a conserved anchoring adenosine (complementary to the first nucleotide of miR-155) and a
conserved WC match to the eighth nucleotide of the miRNA. This latter is only present in binding site 2. (B} Schematic representation of the construct
used in luciferase assay: a 919 bp and 787 bp region of the human and mouse KGF 3’-UTR containing the two putative miR-155 target sites (arrows}
was cloned into the psiCHECK-2 vector. {C} Co-transfection of human or murine pre-miR-155 or pre-miR-Neg and of human or murine KGF 3’UTR-
derived psiCHECK™-2 construct in HEK 293 and NIH 3T3 cells show a significant decrease in normalized luciferase activity 48 h post-transfection in
both cell types. Lower panel: dose-dependent inhibition of normalized luciferase activity in HEK 293 cells. ** indicates a p-value of less than 0.01 in a
Student’s t test.

doi:10.1371/journal.pone.0006718.g005
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Figure 6. Only miR-155 p ive binding site 2 is fi ional. (A} Generation by site-directed mutagenesis of murine fgf7 3’-UTR mutants in
the “seed” of the putative binding sites (mutated bases are underlined}: MUT 1 for the putative binding site 1, MUT 2 for the putative binding site 2
and a third mutant for both sites. (B} Co-transfection experiments of pre-miR-155 or pre-miR-Neg with these different constructs in HEK 293. Cells
were harvested two days after transfection and luciferase activities were analyzed. All renilla luciferase activities were normalized with firefly luciferase
activity. (C} HEK 293 cells were cotransfected with either pre-miR-155 or pre-miR-Neg together with different molecular constructs derived from pSI-
check2 in which the second putative miR-155 binding site in FGF7 mRNA has been cloned once {1X} or twice {2X} behind the renilla luciferase gene.
Cells were harvested two days after transfection, luciferase activities were analyzed and renilla luciferase activities were normalized with firefly
luciferase activity. ** indicates a p-value of less than 0.01 in a Student’s t test.

doi:10.1371/joumnal.pone.0006718.g006
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Figure 7. Transfection of human lung fibroblasts with pre-miR-155 inhibits IL-1p induced KGF release. Panels A-D show a representative
experiment of pre-miR-Neg or pre-miR-155 transfection {10 niv} effect on CCL5/RANTES, MCP-1, IL-8 and KGF release by lung fibroblast stimulated
with 10 ng/ml IL-1B. Results represent duplicates measurements of KGF by ELISA (R&D System} and duplicates measurements of CCL5, MCP-1 and IL-
8 by FACS AnrayTM (human chemokine panel, Becton Dickinson} 48 h after transfection. Panel E summarizes the effect on KGF release by lung
fibroblast stimulated by IL-1p after transfection of pre-miR-Neg or of pre-miR-155. Results are expressed in percentage of KGF released after IL-18
stimulation: pre-miR-155 decreases IL-1 B-mediated KGF release by approximately 45% compared to control. Results correspond to 3 independent
experiments performed in duplicates. ** indicates a p-value of less than 0.01 in a Student’s t test.

doi:10.1371/journal.pone.0006718.g007

patients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) [52] is linked to
an over-expression of miR-155 into these cells. Additional studies
in the bleomycin-mouse model and on biopsies from IPF patients
will help clarifying this important point.

Studies in hematopoietic, immune, and inflammatory cells as
well as in hematologic and epithelial malignancies strongly suggest

. PLOS ONE | www.plosone.org

that miR-155 is an essential molecule in the control of
myelopoeisis, erythropoiesis and B and T cell development. In
particular, the use of BIG/miR-155 deficient mice or transgenic
animals overexpressing miR-155 in B-cell lineage (E-miR-155)
have provided the identification of several important miR-155
targets in different immune cell types linked with its function in the
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Figure 8. miR-155 overexpression or knock-down regulates
KGF release in TNF-¢- or IL-1f stimulated human lung
fibroblasts. Panels A-B show a representative experiment of pre-
miR-Neg/pre-miR-155 {10 nM} or LNA-159s/LNA-155 {25 ni)} transfec-
tion effect on KGF release by lung fibroblast stimulated or not during
48 hours with 10 ng/ml TNF-e or IL-1B. Results correspond to triplicates
measurements of KGF by ELISA (R&D System}). *: p-value<<0.05; **: p-
value<0.01. Panel C: model of miR-155-dependent attenuation of KGF
release following fibroblasts stimulation with inflammatory cytokines.
doi:10.1371/journal.pone.0006718.g008

activation of T and B lymphocytes, macrophages and dendritic
cells [28-30,33,37,38]. Interestingly, BIG-deficient mice displayed
significant remodeling of lung airways with age, associated with
increased bronchiolar subepithelial collagen deposition and
increased cell mass of sub-bronchiolar myofibroblasts. This is
perfectly in line with our own observation, showing that miR-155
could have also additional functions in fibroblasts. It has been
previously shown that miR-155 was expressed in primary lung
fibroblasts in which it could regulate human angiotensin II type 1
receptor expression [40]. However, other putative functions of
miR-155 in fibroblasts have not yet been documented. Our study
provides a first attempt to identify the functional impact of miR-
155 in normal human pulmonary fibroblasts.
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In order to identify genes regulated by miRNAs in a specific
cellular context, we have combined in sdico and experimental
approaches [53). Several computational algorithms have been
developed elsewhere to predict transcripts targeted by miRNAs
[16,17,54,55]. They generally postulate that the 5 end of the
miRINA, known as the “seed” region, forms perfect matches with
the target sites and is usually conserved across species. However,
slight differences in the different algorithms often lead to very
distinct predictions. This clearly illustrates the limits of pure n silico
approaches, and plainly justifies an experimental verification of
these predictions. Incorporation of experimental data in the
pipeline of analysis can be useful in order to take into account
important parameters, such as the expression of the transeripts in a
specific cellular context. Among several experimental approaches
that are currently performed, the measurement of global gene
expression after an ectopic expression of a specific miRNA
deserves special interest. It usually induces a significant enrichment
of predicted targets among the set of down-regulated transcripts.
This suggests that most miRINAs, including miR-155 can indeed
induce degradation of their mRNA targets [30,44,56]). We have
validated this ohservation after alteration of several additional
miRINAs (Lebrigand ef o/, manuscript in preparation). In our study,
overexpression of miR-155 induces indeed a profound alteration
of mRNA profiles associated with an over-representation of
miRNAs predicted targets among the down-regulated transcripts.
We calculated an enrichment score for miR-155 predicted targets
in the set of downregulated transcripts, and compared it with the
score of all other miRNAs. An ordered list of the miRNA
compatible with a given set of downregulated transcripts was
established, using “MicroTopTable”, a bioinformatics web tool
available at Mediante [73]. MicroTopTable also provided the
location of the binding sites on the transcripts and the energy of
complexes. It works with several possible prediction tools. All three
prediction tools used in the present study (i.e. TargetScan, Pictar
and MicroCible) performed similarly in terms of fold enrichment
and significance. The list of targets common to the three
bioinformatics tools only represented 7% of the total number of
transcripts predicted by at least one method. For the sake of
clarity, we restricted our work to the group with the strongest
typology, but other interesting candidates should be further
analyzed later. We also noticed that miR-155-associated target
enrichment already occurred at 24 hours (Fig. 2B), as already
suggested by others [57,58].

While the methodology described here worked finely for our
project, its general application can possibly be weakened by a few
limitations. A first possible drawback can be due to the high
expression of miR-155 caused by the transfection, which does not
reflect a physiological induction of this miRNA in HFLL. From
that perspective, a supra-physiological concentration of miR-155
might induce adverse effects through alteration of “low affinity”
targets. This is probably not the case here, since a final
concentration of 3.15 nM of miR-155 induced a similar alteration
of HFL transcriptome (data not shown). A second drawback
could correspond to the saturation of the RISC complex by the
heterologous expression of small RNAs, leading to an altered
expression of genes controlled by endogenous miRINA, rather than
by miR-155 [59]. This is also unlikely in these experiments, since
we could not detect among upregulated transcripts any enrich-
ment for a group of mRNA targeted by one of the miRINA highly
expressed in fibroblasts. Based on our experience, we believe that
the comparison of miRNAs and mRNAs expression profiles
therefore provides a useful complement to pure computational
predictions based solely on sequence information. It remaing that
even after such an analysis, the list of proposed miRINA targets still
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require a direct validation by Western blot analyses and/or a
reporter plasmid assays.

Functional annotations of the microarrays experiments led to
the point that miR-155 has an impact on several biological
functions in fibroblasts related to pathways such as “cell-to-cell
signalling and interaction”, “cell death” and “‘cellular movement”
(Table S2). Of note, an induction of caspase-3 activity and an
increase in cell migration on type-I collagen was observed in
fibroblasts transfected with miR-155. Modifications in cell motility
can probably be linked to targeting of genes such as RHEB and
CYR6]1, two important regulators of cell adhesion, which were
validated by luciferase assays (Figure S1A). One biologically
relevant network drawn from the lists of genes that were
significantly modulated at 24 and at 48 h after miR-155
transfection is shown in Figure S1B. It contains five putative
miR-155 targets. One can notice the strong modulation of genes
associated with cell survival, such as Akt, and with migration, such
as proteases and integrins (in particular ITGBI, the integrin B1,
one of the type I collagen receptor subunit). In line with this
observation, a targeting by miR-155 of RhoA, a Rho GTPase, has
recently been reported elsewhere [39]. Importantly, our list of
putative miR-155 targets (Table S3) contains transcripts that were
also identified in murine hematopoietic systems (namely BACHI,
H3F3A, HIFIA, MAP3K7IP2, MYO10, RAB11FIP2, SDCRBP,
SGK3, TOMM?20, TSPAN14, WEE], YWHAZ) [29,30,59,60].
Such a conservation among species is certainly indicative of the
likely impact of such interactions. Our list also share some
common candidates with a study that identified several miR-155
targets in human mature dendritic cells [34]: BACH1, CMATI,
HNRPA3, MAP3K7IP7, PAPOLA and SERTAD2.

A central aspect of our work is related to the experimental
screening of miR-155 targets specific to fibroblasts. This allowed
the identification of KGF/FGF7, a central mediator of epithelial-
mesenchymal interaction as a direct target of miR-155. KGF is a
paracrine-acting, epithelial mitogen produced by cells of mesen-
chymal origin. KGF acts exclusively through FGFR2b, a subset of
FGF receptor isoforms (for review [47]). KGF has been shown to
be upregulated after epithelial injury in numerous conditions.
Preclinical data from several animal models demonstrated that
KGF could enhance the regenerative capacity of epithelial tissue
[61 64]. Despite the important function of KGF in lung, the
regulation of its production by lung fibroblasts is poorly
understood [52]. Inflammatory mediators are known stimulants
of KGF in fibroblasts. Among these mediators, IL-1B appears to
be the most potent inducer of KGF expression in fibroblasts
derived from multiple tissues [65,66]. Previous studies have
reported the presence of AP-1 sites in the promoter region of
mouse and human KGF genes [67]. In lung or dermal fibroblast,
it has been demonstrated that the IL-1B induced KGF secretion is
controlled through a balance between c-Jun and JunB. Indeed,
KGF expression was enhanced in JunB —/— fibroblast whereas
KGF was hardly detectable in c-jun —/— fibroblasts [68].

Our observation of a specific role for miR-155 in that context
appears of particular interest. Indeed, using KGF 3’-UTR
luciferase constructs, we have demonstrated that KGF was a
direct target of miR-155. Interestingly, luciferase assay performed
with different KGF 3’-UTR mutants for the two putative miR-155
binding sites showed that only binding site two was responsible of
miR-155-mediated KGF regulation. The binding site one contains
the conserved “seed” and the anchoring adenosine whereas the
binding site two contains also a conserved Watson-Crick match at
the eighth nucleotide (m8M, according to the nomenclature
established by [16]). This result indicates that the predicted
binding site one is a false positive due to the lack of a conserved
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‘Watson-Crick match at the eighth nucleotide of the miRNA and is
in total agreement with previous studies reporting that the
presence of m8M decreased the possibility of false positive
compared to the sole presence of the “seed” and of the anchoring
adenosine [16,53]. This point seems of particular importance for
sites containing little 3’ pairing support and “3’ compensatory”
sites such as the 2 binding sites discussed here.

We also demonstrated that miR-155 over-expression efficiently
inhibited endogenous KGF following stimulation with inflamma-
tory cytokines IL-1B and TNF-&. Conversely, miR-155 knock-
down using LNA-antimiR-155 was able to potentialize KGF
release in both TNF-o- or IL-1B-stimulated HFL] at both times
(Fig. 5 6). Therefore, we propose a model in which both KGF
mRNA and miR-155-derived primary transcript BIC are induced
following inflammatory cytokines. According to this model, a
subsequent accumulation of miR-155 would attenuate KGF
production in a negative feedback mechanism (Fig. 8C). An
alternative model would be that miR-155 attenuates the
inflammatory intracellular pathway, as demonstrated recently
[34] by directly targeting adaptor molecules of the TLR/ILI]
signaling cascade such as MAP3K7IP7/TAB2. However, al-
though TAB2 expression was found to be inhibited by miR-155 in
our microarray experiments, we clearly showed that miR-155
specifically inhibited ILl-induced KGF production but did not
affect the expression level of three other cytokines (CCL5, MCP1
and IL-8), indicating that in our model, miR-155 does not affect
the TLR/ILI signalling cascade.

In conclusion, this study provides a global characterization of
miR-155 targets in human lung fibroblasts. It leads to the
identification of KGF/FGF7 as a mesenchymal-specific miR-155
target. To date, this is the first report relating evidence for miRINA
involvement in lung epithelial-mesenchymal interactions. Finally,
this work provides new insights into the pathogenesis of lung fibrosis,
by suggesting a role for miRNAs in the lung fibrotic process.

Materials and Methods

Ethics statement

All animal care and experimental protocols were conducted in
accordance with the regulations of the institutional care and use
committee at the University of Lille 2. Personnel from the
laboratory carried out all experimental protocols under strict
guidelines to insure careful and consistent handling of the mice.

Cell Culture and Treatments

The human fibroblast cells HFL1 (CCL-153) derived from
normal lung tissue [69], adenocarcinoma A549 cells, NIH 3T3
and HEK 293 were purchased from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA) and maintained in monolayer culture
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS). IL-1B, TNF-o and TGF-B
(Upstate) were used at final concentration of 10 ng/ml.

RNA isolation from cell samples

Total RNA were extracted from the samples with TRIzol
solution (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and the integrity of
RNA was assessed by using an Agilent BioAnalyser 2100 (Agilent
Palo Alto, CA) (RIN above 7). The miRvana miRNA isolation kit
was used for isolation and enrichment of small RNA fractions
(Ambion, Austin, TX), according to the manufacturer’s protocol.

Animal treatment

9 12 weeks old male C57BL/6 and Balb/C mice were
purchased from Charles River, France. To induce fibrotic
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changes, mice were intratracheally instillated with bleomycin or
PBS as previously described [42]. Briefly, mice were anesthetized
with sevoflurane inhalation (Abbott, UK) and placed in dorsal
recumbency. Transtracheal insertion of a 24-G animal feeding
needle was used to instillate bleomycin (0.75 unit/ml) or vehicle
(PBS), in a volume of 80 ul. Mice were sacrificed 7 and 14 days
after instillation and lungs were removed for further analysis. Lung
fibrosis was assessed by histopathology after fixation with 4%
paraformaldehyde/PBS overnight at 4°C. The major criteria
examined included interstitial thickening of alveolar or bronchi-
olar walls, collagen deposition, and inflammatory cell infiltration.
Total RNA was extracted from lungs removed from PBS- and
bleomycin-treated mice (n =4 for both strains) as described above
and used for assessment of miR-155 expression by quantitative
RT-PCR.

Microarray procedure

miRNA microarray procedure. The oligonucleotide se-
quences corresponding to 2054 mature miRNAs (409 homo sapiens)
found in the miRNA registry (Release 8.2; [10]) are available on
http:/ /www.microarray.fr:8080/merge/index (follow the link to
“Ipmc MicroRNA-1k microarray  v4)”. Each oligonucleotide was
spotted four times on each microarray (2 distinct pairs of spots), in order
to reduce positional bias of the fluorescence readout. Experimental
data and associated microarray designs have been deposited in the
NBCI Gene Expression Omnibus (GEO) (http://www.nchi.nlm.nih.
gov/geo/) under series GSE12033/GSE12035 and platform record
GPLA717. Target preparation and array hybridization were per-
formed as previously described [70,71]. Briefly, small RNA fraction
was purified from 100 pug total RNA with the miRvana miRNA
isolation kit (Ambion, Austin, TX) and 5 ug of small RNA fraction
were then chemically labeled with the Alexa fluors (Ulysis kit,
Invitrogen) as previously described [72]. Labeled RNA were then
combined, purified and hybridized in 300 ul hybridization buffer
(Agilent hybridization buffer) for 16 hrs at 48°C in a dye-swap
experiment. Arrays were then washed once at room temp in Agilent
wash buffer (Agilent) for 5 min and then washed in Agilent wash buffer
11 at 37°C for 30 sec, spun dry and scanned with a Genepix scanner
(Axon Instruments, Molecular Devices Corporation 3280 Whipple
Road Union City, CA 94587 USA). TIF images containing the data
from each fluorescence channel were quantified with the Genepix
pro 6.0 program (Axon Instruments) using a ‘circular features’
quantification method.

Expression microarray procedure. Pangenomic microa-
rrays were printed using human RNG/MRC oligonucleotide collec-
tion as previously described [43]. RNA were labelled and hybridized as
described in Moreilhon et al [73]. Two biclogical replicates were
performed for each comparison. Experimental data and associated
microarray designs have been deposited in the NCBI Gene Expression
Omnibus (GEO) (http://www.ncbinlm.nih.gov/geo/) under serie
GSE14477 and platform record GPL1456.

Statistical analysis. Normalizations were performed using
the limma package available from Bioconductor (http://www.
bioconductor.org). Intra slide and inter slide normalization were
performed using the Print Tip Loess and the quantile methods
respectively. Means of ratios from all comparisons were calculated
and and B test analysis was performed using the Limma package
available from Bioconductor. Differentially expressed genes were
selected using a Benjamini-Hochberg correction of the p-value for
multiple tests, based on a p-value below 0.05 and a fold change cut
off (logRatio>0.5).

Biological Theme Analysis. Data from expression micro-
arrays were analyzed for enrichment in biological themes (Gene
Ontology molecular function and biological process) and build
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biological networks using Ingenuity Pathway Analysis software
(http://www.ingenuity.com/) and Mediante [74], an information
system containing diverse information about our probes set and
the data sets (http://www.microarray.fr:8080/merge/index).
Over-represented biological themes are shown in supplementary
Table S1.

MiR-155 targets analysis. Two in-house bioinformatics tools
have been developed to predict miRNA targets (http://www.
microarray.fr:8080/merge/index follow the link to microRINA and
Bioinformatic tools): 1) MicroCible is a miRNA target predictor that
scans transcripts sequences for the presence of “miRNA seed”
complementary sequence. This search can be performed for
different ‘“‘seed” match type [53], a minimal free energy binding
cutoff, and the location of the potential targeting site (i.e. 3'UTR or
entire transcript) ; if) MicroTopTable is dedicated to the search of
putative enrichments in miRNA predicted binding sites among a set
of modulated genes for different prediction softwares (i.e. Miranda,
MicroCible, TargetScan or PicTar). MicroTopTable ranks the
transcripts into three categories (“Upregulated”, “Down regulated”
and ‘“‘non-modulated™), according to thresholds for expression level
and for differential expression. MicroTopTable then calculates the
number of predicted targets for each miRNA, according to the
prediction software selected, in each of the three categories.
Enrichment in miRNA targets in each category is then tested
using the hypergeometric function.

Quantitative RT-PCR of mature miRNA

MiR-155 expression in cytokines-stimulated fibroblasts was
evaluated using TagMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems,
Foster City, CA) as specified in their protocol. Real-time PCR was
performed using GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA) and ABI 7900HT real-time PCR
machine. All reactions were performed in duplicate. Expression
levels of mature microRNAs were evaluated using comparative
CT method (2-deltaCT). Transcript levels of let-7a and RNU6B
was used as endogenous control.

Molecular constructs

Various molecular constructs were derived from psiCHEC
2 (Promega) by cloning behind the renilla luciferase ORF sequences
from fgf7 3’-UTR mRNA. For human and murine full lenght KGF
3"UTR cloning, a 919 and 787 nt sequence encompassing two
putative miR-155 binding sites from human and mouse FGF7 3’
UTR respectively was amplified using the primers listed in “Online
Supplementary Materials S1” and cloned in the Xhol and Notl
restrictions sites. Mutations were introduced by site-directed
mutagenesis in mice fgf7 3'UTR miR-155 putative binding sites
using the QuickChange Kit (Stratagene). Primers used for site-
directed mutagenesis are listed in ““Online Supplementary Materials
S1”. In order to analyze in details the sequence targeted by miR-
155 in fgf7 3"UTR we derived several constructs from the second
miR-155 binding site. Complementary oligonucleotides referenced
in “Online Supplementary Materials S1” (50 uM final concentra-
tions) were mixed with 10X Oligo Annealing Bufter (Invitrogen)
heated 95°C for 4 minutes and allowed to cool at room temperature
for 10 min. Diluted (10 nM) dsDNA were subsequently cloned in
Xhol/Notl restriction sites in the pSI-Check? (Promega). Site2-1X
corresponds to the sequence 1815 tol837 of the murine fgf7
messenger. In the Site2-2X, the 22 nt sequence emcompassing the
miR-155 “seed” match has been duplicated.

KM

Transfection and luciferase assays
Pre-miRNAs overexpression in HFL1. pre-miR-155 and
control miRNA (miR-Neg # 1) were purchased from Ambion.
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HFLI cells were grown in 10% FCS in DMEM and transfected at
50% confluency in 6-well plates using Lipofectamin RNAi
MAX™(InVitrogen) with pre-miRNA at a final concentration
of 10 nM.

Pre-miRNAs and psiCHECK™.2 plasmid constructs co-
transfection. NIH 3T3 and HEK 293 cells were cultured in 10%
FCS in DMEM until confluency. Then, cells were plated into 48-well
plates at a density of 26.5 10° cells/well and cotransfected using
lipofectamin 2000™" (InVitrogen) with 0.4 pg of psiCHECK™-2
plasmid construct and pre-miR-155 or control miRNA at a final
concentration of 10 nM. 48 hours after transfection, Firefly and
Renilla Luciferase activities were measured using the Dual-Glo™"
Luciferase assay (Promega).

Assessment of KGF production from lung fibroblast. Pre-
miR-155 and control miRNA (miR-Neg # 1) were purchased from
Ambion; LNA anti-miR-155 and a control LNA inhibitor (LNA-
159s) were purchased from Exigon. Adult or embryonnal lung
fibroblast cells were cultured in 10% FCS in DMEM untl
confluency. Then, cells were plated into 6-well plates at a density
of 4.10° cells/well and transfected using lipofectamin RNAi
MAX™ (InVitrogen) with pre-miRNAs or LNA-anti-miRs at a
final concentration of 10 nM and 25 nM respectively. Twenty four
hours after transfection, cells were washed in PBS, and medium was
replaced by DMEM without serum. Then cells were stimulated with
IL-1B or TNF-B at a final concentration of 10 ng/ml. At different
times after stimulation, supernatants were collected and KGF was
measured by ELISA kit purchased from R&D Systems according to
manufacturer’s protocol.

Cytokine assay

MCP-1, IL-8 and CCL5 assays were performed using the BD
FACSArray™ Bioanalyser (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France) according to manufacturer’s protocol. Cytokine assays
were measured in 50 ul of conditioned media.

Caspase 3/7 assay

The activation of executioner caspase-3 and -7 was determined
using the Caspase-Glo 3/7 Assay kit according to manufacturer’s
instructions from Promega (Madison, WI). Cells were plated in
triplicate in 96-well plates and transfected as described above.
Samples were read after 1 hr of incubation with the caspase
substrate on a luminometer .

In Vitro Wound-Scratching Assay

Cells were plated on noncoated or collagen-type I-coated 12-
well plates and transfected as described above. Twenty four hours
after transfection, confluent cells were wounded by a pipet tip. The
in vitro wound-healing process was then recorded by videomicro-
scopy for 24 h from the scratching on an Axiovert 200 M inverted
microscope (Carl Zeiss, Le Pecq, France) equipped with 37°C and
5% CO2 regulated insert (Pecon GmbH, Germany). Brightfied
images were taken each hour through a 10x phase contrast
objective with a CoolSNAPHQ CCD Camera managed by
Metamorph Software (Roper Scientific, Evry, France). The
motility of the cells was evaluated by the determination of the
repaired area percentage and of the cell migration speed using the
Image] sotware.

Statistical analysis

Results are given as mean=®S.E.M. Statistical analyses were
performed by using Student’s t-test as provided by Microsoft
Excel™ and the null hypothesis was rejected at the 0.05
level.

PLoS ONE | www.plosone.org

miR-155 Function in Fibroblast

Supporting Information

Online Supplemental Material §1
Found at: doi:10.1371/journal pone.0006718.5001
DOC)

Figure §1 Validation of miR-155 targets and hypothetic model
of miR-155 in the regulation of fibroblasts apoptosis and motility.
(A) miR-155 targets 3'UTR mRNAs of RHEB, POLE3, CYR61
and H3F3A. HEK 293 cells were co-transfected with pre-miR-155
or pre-miR-Neg and different pSi-CHECK constructs as de-
scribed in the Materials and Methods section. Transfection of pre-
miR-155 induces a significant decrease in normalized luciferase
activity 48 h post-transfection for all 3 UTR tested. (B) Ingenuity
Pathway Analysis identifies a network of genes potentially mo-
dulated by miR-155 and involved in cell survival and migration.
The network is displayed graphically as nodes (genes/gene
products) and edges (the biological relationships between the
nodes). Red and green nodes correspond to up- and down-
regulated genes after a 24 (left) or 48 h (right) pre-miR-155
transfection experiment. As described in the legend provided,
nodes are displayed using various shapes that represent the
functional class of the gene product. Edges are displayed with
various labels that describe the nature of the relationship between
the nodes (A, activation; B, binding; E, expression; I, inhibition; P,
phosphorylation; T, transcription). Edges without a label represent
binding only. Grey nodes were identified by the pathway analysis
as part of the network. The putative inhibitory action of miR-155
on 5 gene products has been represented. AREG: amphiregulin;
ADAM: ADAM metallopeptidase domain; CTGF: connective
tissue growth factor; CYR61: cysteine-rich, angiogenic inducer,
61; FERMT2: fermitin family homolog 2; IGFBP3: insulin-like
growth factor binding protein 3; ITGAV: integrin, alpha V;
ITGB: integrin, beta; JAM: junctional adhesion molecule; MMP1:
matrix metallopeptidase 1; MYO10: myosin X; PKN2: protein
kinase N2; PRKCI: protein kinase C, iota; RHEB: Ras homolog
enriched in brain; SH3D19: SH3 domain containing 19; SULF1:
sulfatase 1; THBS2: thrombospondin 2; VCAN: versican.

Found at: doi:10.1371/journal. pone.0006718.5002 (0.98 MB TIF)

Table S1 Main differentially expressed miRNAs between HFL]
and Ab549 cells. RNG oligo IDs give access to transcripts and
probes annotations through our system of information Mediante
(http://www.microarray.fr:8080/merge/index). Expression values
correspond to the mean of fluorescence intensity for each probe.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006718.s003 (0.05 MB
PDF)

Table 82 GO Database functional analysis of the genes
regulated in response to miR-155 overexpression. Most significant
themes identified by Ingenuity Pathway analysis. The genes
modulated between miR-155 and miR-Neg transfected samples at
two time points (24 h and 48 h) are listed in each case. The p value
was calculated as a Fisher’s exact probability.

Found at: doi:10.1371/journal. pone.0006718.5004 (0.10 MB
PDF)

Table 83 Full list of the miR-155 predicted targets down-
regulated following miR-155 overexpression in HFL1. The 260
transcripts predicted to be miR-155 targets by at least one of the
following algorithm: TargetScan, Pictar and MicroCible, are
listed. Logarithm (base 2) of the ratic of miR-155/miR-Neg and
false discovery rate p-values using the Benjamini-Hochberg
correction are represented. ID: correspond to RNG oligo IDs
that give access to transcripts and probes annotations through our
system of information Mediante (http://www.microarray.fr:8080/
merge/index).

0.04 MB
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Found at doi:10.1371/journal pone.0006718.5005 (0.10 MB
PDF)
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