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Résumé 

Le symporteur Sodium Iodure (NIS) est une glycoprotéine transmembranaire catalysant le 

transport actif de l’iodure circulant et participant ainsi à la voie de biosynthèse des hormones 

thyroïdiennes. L’activité de captation de l’iode médiée par NIS est à la base du diagnostic par 

imagerie nucléaire et du traitement par radiothérapie à l'iode 131 des cancers thyroïdiens, ce qui 

fait de NIS un réel marqueur d’intérêt clinique pour une utilisation potentielle dans les cancers 

non-thyroïdiens qui l’expriment. La connaissance des mécanismes de régulation et d’adressage 

membranaire de NIS est limitée. Nous identifions une nouvelle fonction de NIS dans la migration 

et l’invasion cellulaires indépendamment de sa fonction de transport. Cette fonction est facilitée 

par l’activation de RhoA suite à l’interaction protéine-protéine de NIS avec LARG (Leukemia-

Associated RhoA Guanine Exchange Factor). Notre travail a révélé que cette accumulation de 

NIS dans les compartiments intracellulaires de cellules cancéreuses était également observée dans 

les cancers primitifs et métastatiques du foie. Nous montrons l’importance de la voie de 

signalisation du TGF-β, fréquemment activée dans les cancers humains, dans le défaut 

d’adressage de NIS. Nos travaux suggèrent qu’une thérapie basée sur des inhibiteurs 

pharmacologiques de la voie du TGF-β serait capable de corriger ce défaut d’adressage, rendant 

ainsi possible un traitement par radiothérapie métabolique. 

 

Mots clés: Symporteur sodium iodure, cancer, TGF-β, polarité. 

 

 

 

 

Abstract 

The sodium iodide symporter (NIS) is a glycosylated protein that mediates the active transport of 

iodide for thyroid hormone biosynthesis. The ability of the thyroid to accumulate iodide via NIS 

has provided the basis for diagnostic imaging and served as effective treatment by radioiodine to 

target and destroy thyroid cancers. This propriety makes NIS a real marker of clinical interest for 

potential use in non-thyroid cancers which express it, however, the mechanisms of regulation and 

membrane targeting of NIS remain unknown. We identify a new function of NIS in cell 

migration and invasion independently of its transport activity. This function is facilitated by the 

activation of RhoA after the protein-protein interaction of NIS and LARG (Leukemia-Associated 

RhoA Guanine Exchange Factor). Our work has shown that this accumulation of NIS in 

intracellular compartments of cancer cells was also observed in primary and metastatic liver 

cancers. Our results pointed out the importance of TGF-β signaling pathway, frequently activated 

in human cancers, in NIS default targeting. Our work suggests that a therapy based on 

pharmacological inhibitors of TGF-β could be able to correct this targeting defect, making 

metabolic radiotherapy possible 

. 

Key Words: Natrium iodide symporter, cancer, TGF-β, polarity 
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Avant-propos 

 

Au sein de l’unité INSERM U785 située au centre hépatobiliaire de l'Hôpital Paul 

Brousse à Villejuif, un programme de recherche a été mis en place par le Dr Jamila Faivre. Ce 

programme vise à étudier de nouvelles fonctions biologiques du Symporteur Sodium Iodure 

(NIS) dans la carcinogenèse extra-thyroïdienne.  

NIS est une glycoprotéine transmembranaire localisée au pôle basolatéral des cellules 

folliculaires thyroïdiennes. Il catalyse le transport actif de l’iodure circulant et participe ainsi à la 

voie de biosynthèse des hormones thyroïdiennes T3 et T4. L’activité de captation de l’iode 

médiée par NIS est à la base du diagnostic par imagerie nucléaire et du traitement par 

radiothéraie à l'iode 131, ce qui fait de NIS l’objet de recherches internationales actives pour son 

utilisation dans les cancers non-thyroïdiens dans lesquels il est exprimé. NIS est en effet exprimé 

dans un grand nombre de cancers solides non thyroïdiens. La signification physiopathologique de 

la présence de NIS dans ces cancers n’est pas connue. Dans la majorité des cas, NIS présente un 

défaut d’adressage et est accumulé dans le cytoplasme des cellules cancéreuses rendant 

impossible toute possibilité de traitement par radiothérapie à l’iode131. 

 

Notre équipe a dans le passé mis en évidence une expression forte et exclusive de NIS dans les 

cellules biliaires tumorales de cholangiocarcinomes intra-hépatiques humains (Liu et 

al.,Gastroenterology 2007). L’expression de NIS était soit membranaire dans 50% des 

cholangiocarcinomes intrahépatiques (ICC) ou mixte (cytoplasmique et membranaire) dans les 

autres 50%. De plus, dans un modèle expérimental de cancer primitif du foie, l’équipe a montré 

que l’activation du gène NIS survenait précocement à un stade prénéoplasique de la maladie 

cancéreuse et que NIS était exprimé dans des progéniteurs tumoraux hépatiques. L’ensemble de 

ces résultats ont conduit mon équipe d’accueil à formuler une hypothèse selon laquelle NIS qui 

présente dans sa structure secondaire des motifs de liaison à des protéines à domaines PDZ 

pourrait être intégré dans un réseau de signaux impliqués dans le fonctionnement cellulaire via 

des interactions protéine-protéine. Un crible double hybride a identifié plusieurs candidats 

partenaires potentiels de NIS impliqués dans la dynamique du cytosquelette, la migration et la 

polarité cellulaire, notamment le facteur d’échange guanine LARG (Leukemia-Associated RhoA 

Guanine Exchange Factor), et la protéine d’échafaudage NHERF2 (Na
+
/H

+
Exchanger Regulatory 

Factor 2). 
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Mon projet de thèse a consisté à étudier le rôle de NIS dans la carcinogenèse non thyroïdienne, le 

rôle des partenaires identifiés par crible double hybride dans cette fonction, et enfin, à étudier les 

mécanismes qui peuvent être responsables du défaut d'adressage de NIS à la membrane 

plasmique. Je me suis particulièrement intéressée à la localisation subcellulaire de NIS en 

fonction du statut de polarité des cellules, et j’ai cherché à comprendre le mécansime moléculaire 

par lequel le facteur de croissance tumoral TGF-, médiateur principal de la transition épithélio-

mésenchymateuse et la perte de polarité cellulaire est capable d'agir sur la  localisation 

subcellulaire de NIS. 

 

Les cellules épithéliales forment des barrières polarisées entre les différents compartiments 

biologiques et régulent certains mouvements qui se passent entre ces compartiments. Le transport 

des ions à travers une couche de cellules épithéliales peut se faire à travers une voie 

paracellulaire. Dans ce cas les jonctions cellulaires, notamment les jonctions serrées jouent un 

rôle important dans la régulation et la coordination du transport. Il a aussi été montré que certains 

transporteurs et canaux ioniques pourraient  avoir un rôle dans la modulation de la structure et la 

fonction des jonctions serrées, ainsi que dans la perméabilité paracellulaire. La fonction de ces 

transporteurs pourrait être elle aussi intimement associée au pôle cellulaire dans lequel ils sont 

exprimés. 

 

Dans la première partie introductive, une revue sera détailée sur les progrès réalisés quant à la 

compréhension de la structure et de la fonction de NIS dans les tissus thyroïdiens et non-

thyroïdiens. Ensuite un deuxième chapitre expliquera la notion de polarité, et son établissement 

dans les tissus épithéliaux et résumera les développements concernant le rôle des transporteurs 

dans la régulation de la polarité cellulaire et dans la formation des jonctions serrées. Un dernier  

chapitre introduira la culture cellulaire en 3D comme une approche adaptée à l'étude de la 

polarité cellulaire. 

 

La deuxième partie de ce manuscrit présentera les publications scientifiques en lien avec mon 

travail au cours de ces années de thèse. Le premier travail auquel j'ai contribué a permis 

d'identifier une nouvelle fonction de NIS dans la carcinogenèse via son interaction avec le facteur 

d'échange guanine LARG (Leukemia-associated Rho guanine-nucleotide exchange factor) et 

l'activation de la petite GTPase RhoA. Le deuxième article scientifique décrit une nouvelle 

localisation de NIS au niveau des jonctions serrées de plusieurs tissus épithéliaux et étudie les 

mécanismes parlesquel la cytokine TGF- est capable d'altérer la localisation subcellulaire de 
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NIS. Dans une troisième partie, des résultats préliminaires obtenus sur l'étude de l'interaction de 

NIS avec la protéine d'échafaudage NHERF2 seront présentés. 

 

Enfin, une dernière partie consistera en une discussion de l’ensemble des résultats obtenus et 

proposera des perspectives pour le futur. 
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Partie 1- Introduction 
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1. Le symporteur Sodium Iodure NIS 

 

Généralités.  

La fonction thyroïdienne dépend d'un apport adéquat en iodure, constituant principal des 

hormones thyroïdiennes. Cet apport est possible grâce au symporteur Sodium Iodure (NIS) qui 

représente un système hautement spécialisé dans la concentration de l'iodure. C'est en 1946, que 

Bauman a identifié la capacité de la thyroïde à concentrer l'iodure (Seidlin et al., 1946). Plus tard, 

cette propriété commence à être exploitée pour le traitement du cancer de thyroïde. C'est en 1996 

que le gène NIS de rat ait cloné pour la première fois. Dans les dernières années, la recherche sur 

la structure de NIS a bénéficié des progrès réalisés dans celle de plusieurs analogues bactériens 

de transporteurs de Na
+ 

dont la structure cristalline a été obtenue. Une approche qui a largement 

évolué dans ces dernières années est l’utilisation de NIS en thérapie génique anti-tumorale basée 

sur l’introduction du gène codant pour NIS et permettant  la catalyse de l'accumulation cellulaire 

d’iode. Ceci est détectable par certaines techniques d’imagerie et permet de détruire les cellules 

par irathérapie métabolique.  

 

L'iodure 

L'iode I2 ne se trouve pas sous cette forme dans la nature mais sous forme d'iodures (NaI, MgI2). 

Il constitue 4-10% de la lithosphère. Ses sources principales sur la planète sont les dépôts de 

nitrate chiliens, les huiles saumâtres de la Californie, et l'eau de la mer (Carrasco, 1993). C'est  un 

micronutriment essentiel à l'organisme et son déficit entraine des troubles physiologiques divers; 

un apport nutritionnel insuffisant en iode peut aboutir à l'hypothyroïdisme et au goitre, et élève la 

mortalité périnatale. En effet une hypo tyroxinemie survenant au premier trimestre de la 

grossesse induit un faible développement neurophysiologique du fœtus, et ceci pourrait être la 

conséquence de la diminution de la disponibilité maternelle en thyroxine (T4), qui représente la 

seule source hormonale thyroïdienne  pour le cerveau pendant le premier trimestre de grossesse 

(Morreale de Escobar et al., 2000).  

Les hormones thyroïdiennes sont des noyaux phénoliques reliés par des liaisons éthers et iodés au 

niveau de 3 positions (3,5,3 -Tri-iodo-L-thyronine, pour T3) ou au niveau de 4 positions 

(3,5,3',5'-Tetra-iodo-thyronine, pour T4). Elles sont requises pour le développement et la 

maturation du système nerveux central (CNS), des poumons, et du squelette (Carrasco, 1993 ; 
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Dunn and Delange, 2001) et représentent des régulateurs principaux du métabolisme cellulaire ; 

leur déficience ou leur excès perturbent l'homéostasie et conduisent à des maladies. 

A côté de son rôle dans la synthèse des hormones thyroïdiennes, l'iodure joue un rôle dans la 

défense antimicrobienne innée. Il a été démontré qu'une fois appliqué au niveau de l'épithélium 

des voies aériennes porcines ou humaines, l'iodure inhibe les infections virales par des virus 

respiratoires enveloppés et encapsulés (Fischer et al., 2011). L'effet antiviral repose sur la 

disponibilité du peroxyde d'hydrogène (H2O2) (produit par la dual oxydase 1 (Duox1) de 

l'épithélium des voies aériennes) et par la lactoperoxidase (LPO).  

 

La thyroïde  

Du point de vue anatomie, la thyroïde se situe en position antérolatérale par rapport à la trachée et 

au larynx, et se compose de 2 lobes connectés par un isthme. Les unités fonctionnelles de la 

glande thyroïdienne mature sont les follicules thyroïdiens qui sont entourés par une membrane 

basale (fig 1). La thyroïde représente la glande la plus large et la plus vascularisée parmi les 

autres glandes chez les humains. Histologiquement, les follicules sont bordés par une 

monocouche de cellules épithéliales polarisées, et retournent leur  surface basolatérale vers la 

circulation sanguine pour pouvoir capter l'iodure circulant. La lumière du follicule thyroïdien est 

remplie de colloïde, composée principalement d'une protéine : la thyroglobuline (Tg), présente à 

haute concentration (100 à 750 mg / ml) (Saber-Lichtenberg et al., 2000) (fig 3). L'iodure est 

incorporé à la Tg de manière covalente par un processus appelé l'organification. La Tg iodée 

constitue le précurseur et la forme de stockage des hormones thyroïdiennes, qui seront libérées 

dans la circulation sanguine lors de la stimulation par la Thyroid-Stimulating Hormone (TSH). La 

thyroïde est la seule glande endocrine qui stocke ses produits hormonaux dans son espace 

extracellulaire représenté par la colloïde (Portulano et al., 2014). 

Au cours du développement, la thyroïde représente le premier tissu glandulaire qui se développe 

chez les mammifères. Chez l'homme, elle commence à capter l'iode et à secréter les hormones 

thyroïdiennes à partir de 10 à 12 semaines de gestation (Park and Chatterjee, 2005). Avant cela 

les hormones thyroidiennes maternelles sont indispensables pour le développement du fœtus et 

sont assurées par l'intermédiaire des vaisseaux placentaires. Les cellules des follicules thyroidiens 

dérivent de l'endoderme embryonnaire ; en effet un épaississement au niveau du pharynx primitif 

commence à apparaitre à partir du 17ème jour de gestation, ensuite il prolifère en donnant les 2 

lobes de la glande thyroïdienne (Ahmed, 1997). La morphogenèse thyroïdienne humaine est 

complète à la 7ème semaine de grossesse. A ce stade, les précurseurs des thyréocytes sont encore 
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non différenciés mais expriment des gènes spécifiques à la thyroïde tels que les récepteurs de la 

TSH, DUOX2, Tg, TPO et la pendrine. L'expression de NIS constitue l'étape limitante dans la 

différenciation terminale et l'installation de la fonction thyroïdienne ; elle apparait en dernier, à la 

10ème semaine de gestation, juste avant le début de l'hormonogenèse, et à ce stade, très peu de 

thyréocytes expriment un NIS basolatéral, dont le niveau d’expression est encore insuffisant pour 

assurer une accumulation iodée chez le fœtus. La glande thyroïdienne est considérée 

complètement différenciée à partir de la 11ème semaine de gestation, une fois que les thyréocytes 

sont complètement polarisés dans les follicules, et que la synthèse hormonale fœtale a commencé 

(Szinnai et al., 2007). La polarité des thyréocytes constitue une caractéristique importante de ces 

cellules et joue un rôle dans la biosynthèse hormonale in vivo.  

 

Figure 1.  Anatomie de la glande thyroidienne. 

(Tiré de Histology of Endocrine Glands, Pearson 2007). 

Le Symporteur Sodium Iodure NIS 

Le symporteur sodium iodure NIS est une glycoprotéine transmembranaire exprimée au niveau 

des cellules folliculaires thyroïdiennes (fig 3). Il joue un rôle majeur dans la physiologie et la 

physiopathologie de la thyroïde. NIS catalyse le transport actif de l’iodure dans la thyroïde et 

dans d'autres tissus tels que les glandes salivaires, l’estomac, l’intestin et la glande mammaire en 

lactation. L’iodure constitue un élément essentiel à la biosynthèse des hormones T3 et T4, qui 
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sont indispensables pour le développement et la maturation du système nerveux central, des 

poumons, et du muscle squelettique chez le fœtus et le nouveau-né (Nicola et al., 2009). La 

capacité des cellules thyroïdiennes à concentrer l’iode via NIS représente un appui médical 

important et cliniquement relevant parce qu'il permet aux patients atteints de thyrotoxicose ou de 

cancers thyroïdiens d’être traités à l’iode radioactif (Riesco-Eizaguirre et al., 2006). 

NIS est localisé au niveau du pole basolatéral des thyréocytes (fig 7). Une simple démonstration 

de cette connaissance fut réalisée par Chambard et ses collaborateurs qui ont cultivés des 

thyréocytes  de porc sur  des filtres coatés au matrigel pour leur permettre de polariser. De tels 

filtres permettent à la monocouche cellulaire de séparer le milieu en contact avec le pôle 

basolatéral du milieu en contact avec le pôle apical des cellules, et donc l'accès à un pôle 

particulier de la cellule serait possible et indépendant de l'autre pôle. Les auteurs montrent que les 

mécanismes de transport de l'iodure dans la thyroïde, l'inhibition de ce transport par le 

perchlorate et la réponse à la stimulation par TSH se trouvent uniquement localisés au niveau de 

la membrane basolatérale des thyréocytes, compartiment subcellulaire où sont localisés le 

système de transport de l'iodure et le récepteur à la TSH (Chambard et al., 1983). 

L'activité de NIS repose sur un gradient électrochimique maintenu par la pompe Na
+
/K

+ 
ATPase. 

Au niveau de la membrane basolatérale du thyrocyte, le couplage du transport de sodium Na
+
 

selon son gradient électrochimique, à la translocation de l'iodure I
-
 contre son gradient permet de 

concentrer l'iode 30 à 60 fois dans les cellules thyroïdiennes par rapport à la circulation sanguine 

(fig 3) (Kaminsky et al., 1994; Weiss et al., 1984).  

 

1.1. Identification moléculaire de NIS. 

L'ADNc de la séquence du NIS de rat (rNIS) a été cloné par l'équipe de Nancy Carrasco après 

expression fonctionnelle de la séquence dans des oocytes de Xenopus laevis à partir de la lignée 

cellulaire de rat FRTL-5 (Dai et al., 1996). Ensuite Smanik et ses collaborateurs ont isolé l'ADNc 

de la séquence humaine de NIS (hNIS) en utilisant les amorces de la séquence rNIS et en 

supposant que l'organisation génomique de la séquence hNIS serait très homologue à celle de 

rNIS. Ensuite ce fragment d'ADNc a été utilisé pour cribler une librairie d'ADNc de thyroïde 

humaine (Smanik et al. 1996). Le gène hNIS est localisé au niveau du chromosome 19p12–13.2. 

Son cadre de lecture est formé de 1929 nucléotides, comprenant 15 exons et 14 introns (fig 

2)(Smanik et al., 1997). Le transcrit hNIS fait 3,7 kb, et celui de rNIS 2,8 kb (Dai et al., 1996). 
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Figure 2. Corrélation entre la structure génique et la sequence protéique de hNIS. 

Les exons sont représentés par des barres hachées. Les segments transmembranaires de la 

séquence protéique sont représentés par des cylindres (De La Vieja et al., 2000). 

 

1.2. Structure secondaire de NIS 

La protéine NIS de rat est constituée de 618 acides aminés. Certaines analyses de prédiction de 

structure secondaire associées à des données de mutagenèse suggèrent que hNIS est une protéine 

hydrophobe de 643 acides aminés ayant une masse moléculaire de 68,7 kDa et composée de 13 

segments transmembranaires (STM), d'une queue N-terminale extracellulaire et d'une queue C-

terminale intracellulaire (fig 6). Cette structure présente 3 sites de glycosylation, la protéine étant 

maturée dans le réticulum endoplasmique au niveau des résidus Asp 225, 485 et 497 (Dohán et 

al., 2003). Des expériences de microscopie électronique montrent que NIS pourrait fonctionner 

en tant que protéine multimérique (Eskandari et al., 1997). La présence d'un motif leucine zipper 

au niveau du STM VI  formé par les 4 résidus leucine (positions 199, 206, 213 et 220) pourrait 

constituer la base structurale pour l'oligomérisation de NIS. Dans sa structure, NIS présente aussi 

des résidus susceptibles d’être phosphorylés dont la plupart se situent au niveau de la queue C-

terminale. Cette extrêmité est par ailleurs importante pour le trafic cellulaire de NIS et sa 

localisation membranaire basolatérale. La phosphorylation de NIS au niveau de son extrêmité C-

ter  est fortement amplifiée par une stimulation TSH (Riedel et al., 2001). 

Bien que que NIS soit une protéine glycosylée (un site de  N-glycosylation dans la boucle entre le 

STM VI et VII et 2 autres sites dans la boucle entre les STM XII et XIII), la glycosylation n’est 

pas essentielle à sa fonction et à son adressage membranaire. Ceci a été mis en évidence dans des 

mutants de NIS non glycosylés dans lesquels les 3 résidus Asn glycosylés ont été remplacés par 

Gln, et qui présentaient une constante de Michaelis (Km) de transport d’iodure et une affinité non 
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altérées (Levy et al., 1998). Par ailleurs, les STM III, VII et IX sont des sites clés pour le 

couplage, la stœchiométrie et la translocation du substrat transporté. L'étude de hNIS montre 

qu'elle partage 84% d'acides aminés identiques avec la séquence rNIS et 93% de similarité. La 

différence majeure entre les 2 protéines est l'insertion de 5 acides aminés entre les 2 derniers 

domaines hydrophobes et l'insertion d’un motif de 20 acides aminés (AA 618–637) au niveau de 

la queue C-terminale  de la séquence hNIS.  

NIS appartient à la famille des Solute Carrier Family 5 (nom du gène SLC5A5). La famille des 

co-trasnporteurs sodium/glucose contient plus que 220 membres dans les cellules animales et 

bactériennes. Onze gènes sont exprimés dans les tissus épithéliaux et dans le système nerveux 

central des êtres humains. Certains sont des co-transporteurs Na
+
/substrats fortement associés à la 

membrane plasmique, tels que le  transporteur glucose/myo-inositol ou NIS. Des mutations 

survenant au niveau de certains de ces gènes sont associées à des maladies génétiques telles que 

la malabsorption du glucose et du galactose, la glycosurie rénale et l'hypothyroïdisme. Les 

membres de cette famille sont des protéines membranaires multifonctionnelles pouvant être des 

uniporteurs, des canaux permettant le passage de l'eau et l'urée et des co-transporteurs. Certains 

de ces transporteurs partagent une grande homologie de séquence avec NIS comme par exemple 

les transporteurs Na
+
/glucose (SGLT-1 et 2) et le transporteur Na

+
/mono carboxylate (SMCT-1 et 

-2) (Wright and Turk, 2004). 

Les motifs PDZ (pour post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor 

suppressor (Dlg1), et zonula occludens-1 protein (ZO-1)) localisés au niveau de l'extrémité C-

terminale de nombreux récepteurs et canaux ioniques permettent des interactions de type 

protéine-protéine en liant des protéines à domaine PDZ. Ces interactions sont impliquées dans la 

localisation des protéines membranaires dans des cellules épithéliales et neuronales. Au niveau de 

son extrémité COOH terminale, NIS présente aussi différents sites connus pour être impliqués 

dans l'adressage et l'endocytose de protéines membranaires. A titre d'exemple, la protéine LIN-7 

reconnait un domaine PDZ au niveau du transporteur γ-aminobutirique GABA. Le rôle de cette 

interaction dans la localisation basolatérale du transporteur a été étudié dans les cellules MDCK, 

et les auteurs montrent que cette interaction empêche l'internalisation de GABA dans des 

domaines de recyclage endosomale par un mécanisme de rétention membranaire  (Perego et al., 

1999).  

NIS contient un motif PDZ (T/S-X-V/L) au niveau de son domaine C-terminal (T616, N617, 

L618) ; ce motif représente un site de reconnaissance potentiel pour les protéines à domaines 

PDZ. NIS contient aussi un motif di-leucine (L557, L558) qui pourrait jouer un rôle dans le tri de 

protéines membranaires dans la cellule (fig 6). Ce motif dit leucine interagit directement avec la 
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clathrine. Le recrutement de la clathrine au niveau de la queue cytoplasmique de récepteurs 

constitue un signal d'endocytose ou bien d'adressage des protéines dans des vésicules vers 

différentes destinations dans la cellule (Piguet et al., 1999).  

NIS présente enfin au niveau de son extrémité C-terminale 3 motifs  formés chacun de deux 

peptides (E573 D574, E579 E580, E587 D588) qui fonctionnent  comme signaux de routage pour 

les protéines localisées au niveau de la surface cellulaire (Dohán and Carrasco, 2003; Piguet et 

al., 1999), ou bien comme signaux de rétention dans des vésicules. 

 

1.3. Les substrats de NIS 

1.3.1. Transport d’anions :  

En plus de l'iodure, NIS permet la translocation d'autres anions avec des affinités différentes tels 

que le cyanate de sélénium (SeCN
-
), le thiocyanate (SCN

-
), le perchlorate ClO4

-
 et le nitrate 

NO3
-
. Les mammifères sont exposés dans leur environnement et leur nutrition à des inhibiteurs 

de la captation d'iodure. Les éventuels effets inhibiteurs de ces différents anions ont été étudiés 

dans des souris exprimant NIS de façon stable exposées à différentes concentrations en ces ions 

et dans lesquelles la captation du 
125

I
- 
 a été mesurée. La captation des radioisotopes était inhibée 

de 15 fois pour ClO4
-
, 30 fois pour I

-
 et 240 fois pour NO3

-
, respectivement, sans qu’il soit 

trouvé une quelconque synergie d'action entre ces différents inhibiteurs (Tonacchera et al., 2004). 

Des anions tels que Br
-
, BF4

-
, IO4

-
, et BrO3

-
 sont aussi transportés via NIS mais dans une 

moindre mesure. Le pertechnetate TcO4
-
 est aussi un substrat de NIS. Le pertechnétate 99mTc 

est largement utilisé en médecine nucléaire dans les procédures d'imagerie et de diagnostic du fait 

de son énergie d'émission (140 keV rayons γ) et de sa demi-vie biologique relativement courte (6 

heures). Le perrhenate (ReO4
-
) existe aussi sous forme du 188ReO4

-
 et possède un potentiel 

clinique remarquable, quand à son utilisation dans le traitement des tumeurs exprimant un NIS 

endogène ou bien après transfert du gène NIS (Van Sande et al., 2003). 

1.3.2. Transport de cations :  

Le transport médié par les transporteurs Na
+
 dépendants pourrait être dirigé par un cation qui 

n'est pas toujours le sodium. Plusieurs mesures électro-physiologiques analysant la capacité des 

protons à activer le transport de glucose ont été réalisées. Au niveau du transport médié par 

SGLT1, H
+
 peut piloter le transport même en absence de Na

+
, et l'affinité du transporteur pour H

+
 

est 3 fois plus importante que celle du Na
+ 

(Hirayama et al., 1994). De même le transport médié 

par le transporteur de sérotonine (SERT) est aussi induit et amplifié par des protons. Ceci avait 

également été observé pour des transporteurs d'ions comme le GABA, le transporteur de 
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dopamine et le transporteur Na
+
/glucose (Cao et al., 1997). SGLT-1 peut aussi substituer le Na

+
 

par le Li
+
. Cependant, le transport de l'iodure via NIS ne peut pas être piloté par H

+
, et l'activité 

de transport est réduite à 10-20% en présence du Li
+
 (Eskandari et al., 1997; O’Neill et al., 1987). 

1.3.3. Stœchiométrie de transport : 

L'étude des activités de transport médiées par NIS a permis de démontrer pour la première fois 

qu'un même transporteur peut permettre la translocation de substrats différents avec des 

stœchiométries différentes. Le transport de l'iodure via NIS est électrogénique avec une 

stœchiométrie Na
+
: I

-
 de 2:1 ; cependant le transport du perchlorate ClO4

-
 et du perrhenate est 

électroneutre avec un rapport stœchiométrique 1:1 (Paroder-Belenitsky et al., 2011). Le transport 

de la plupart des autres substrats de NIS (comme SeCN
-
, SCN

-
, ClO3

-
 et NO3

-
) est aussi  

électrogénique (Eskandari et al., 1997). 

  

1.4. La machinerie cellulaire d'organification de l'iodure 

Une fois que l'iodure est transloqué dans la lumière du follicule, il est oxydé en I2 et ensuite 

incorporé dans les résidus tyrosyl de la Tyroglobuline (Tg) par une liaison covalente. Les résidus 

thyrosyl iodés sont couplés à la Tg pour donner les hormones thyroïdiennes qui seront stockées 

dans la colloïde (fig 4). Ce processus est catalysé par la thyroperoxydase TPO, une protéine 

membranaire contenant un domaine catalytique hème. L'iodure est lié de façon covalente au 

niveau de 3 ou 4 positions aux résidus tyrosyl pour donner les intermédiaires des hormones 

thyroïdiennes: le 3-Mono-iodotyrosine (MIT) et le 3,5-di-iodotyrosine (DIT). Ces derniers sont 

couplés par la TPO avec d'autres liaisons donnant ainsi les hormones T3 et T4 (Gavaret et al., 

1981). La force oxydative nécessaire à l'organification de l'iodure est générée par Duox2, une 

protéine membranaire appartenant à la famille des NADP(H) oxydase (Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide Phosphate -Dependent Flavin Adenine Dinucleotide Oxidase). Cependant, La Tg 

est un homo-dimère de 660 kDa présentant dans sa structure 132 résidus glycosylés. La Tg est 

stockée dans la lumière du follicule par compaction suite à l'établissement de liaisons covalentes  

entre les différentes molécules Tg, et elle est sous forme colloïdale avec les microglobules de 

protéines insolubles et les formes fortement associées aux liaisons disulfide, dityrosine, et 

glutamyl-lysine (Saber-Lichtenberg et al., 2000). Quand les niveaux sériques de TSH 

augmentent, toutes les étapes de la biosynthèse et du relargage des hormones thyroidiennes sont 

stimulées, y compris l'internalisation de la Tg par endocytose ou bien par micropinocytose. La Tg 
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internalisée subit un clivage protéolytique dans les lysosomes, et les hormones T3 et T4 sont 

libérées dans la circulation sanguine. 

 

Figure 3. Représentation schématique du métabolise de l'iode dans la thyroide. 

Tg: thyroglobulin, T3: triiodothyronine, T4:  thyroxine, TPO: Thyroid peroxidase (Darrouzet et 

al., 2014). 

 

1.5. Efflux apical de NIS au pôle apical du thyrocyte 

Le rôle de NIS dans la première étape de transport de l'iodure au niveau de la membrane 

basolatérale des thyréocytes est bien élucidé, cependant le mécanisme de passage de l'iodure à 

travers la surface apicale du thyrocyte pour atteindre la colloïde n'est pas bien décrit. Un des 

candidats potentiels responsable de ce passage semble être la pendrine qui est un  échangeur 

d'anions connu pour être muté dans le syndrome de Pendred (fig 4). Ce syndrome est caractérisé 

par une surdité congénitale neurosensorielle et un goitre thyroïdien dû à un déficit de 

l'organification de l'iodure. La pendrine est surtout exprimée dans la thyroïde, l'oreille interne et 

le rein. Au niveau de la thyroïde, la pendrine se situe au niveau de la membrane apicale des 

thyréocytes et pourrait être impliquée dans l'efflux d'iodure. Des mutations du gène SLC26A4 qui 

code pour la pendrine sont associées à un déficit d'organification de l'iode, dū probablement à un 

efflux moins important d'iodure vers la lumière folliculaire (Bizhanova and Kopp, 2010).   

Les canaux chloriques sont aussi perméables à l'iodure et sont des candidats potentiels de l'efflux 

de l'iodure dans la surface apicale des cellules thyroïdiennes. Le régulateur de la conductance 

trans-membranaire de la fibrose cystique CFTR (Cystic Fibrosis trans-membrane conductance 

Regulator) est aussi perméable à I
- 
; il est exprimé dans la thyroïde et pourrait être impliqué, au 

moins en partie, dans l'efflux apical de I
-
 (Li et al., 2010). Certaines études confirment cette 

hypothèse et montrent que les patients atteints de fibrose cystique sont plus susceptibles de 

développert un hypothyroïdisme infra cliniques (De Luca et al., 1982). 
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Le transporteur Na
+
/monocarboxylate (SMCT), connu aussi sous le nom de AIT pour Apical I

-

Transporter, était connu pour son rôle dans le transport apical de I
-
, étant donné sa grande 

homologie de séquence avec NIS (46% d'identité et 70% de similitude) ainsi que sa localisation 

apicale dans la thyroïde. Cependant il a été plus tard montré que SMCT ne transporte pas I
-
 mais 

une variété de monocarboxylates tels que le lactate, le pyruvate, le butyrate (Li et al., 2010).  

 

Figure 4. Représentation schématique du transport de l'iodure dans la thyroide. 

La pendrine située au niveau apical du thyrocyte participe à la synthèse des hormones 

thyroidiennes en facilitant le passage de l'iodure dans la lumière du follicule (Dohán et al., 2003). 

 

1.6. Relation structure-fonction de NIS 

La structure tridimensionnelle des transporteurs membranaires est rarement disponible du fait du 

caractère hydrophobe de ces protéines et parfois de leur nature instable. Ces dernières années, 

plusieurs progrès ont été obtenus dans la relation structure-fonction de NIS. L'une des voies de 

recherche est de cartographier les acides aminés mutés chez des patients présentant un 

hypothyroïdisme congénital dû à un défaut de transport de l'iodure. Une deuxième piste 

intéressante est la détermination de la structure cristalline des homologues procaryotes des 

transporteurs Na+ eucaryotes.  

1.6.1. Les mutations génétiques, source d'informations sur NIS 

Les  mutations génétiques responsables d’Hypothyroïdismes congénitaux (HC) lorsqu’elles ne 

sont pas identifiées immédiatement à la naissance pour être traitées peuvent  provoquer  des 

goitres et des altérations du développement physique et mental. Les HC surviennent chez un 

nouveau-né parmi 2000-4000 et sont diagnostiqués par des tests de routine développés dans la 

plupart des pays développés (Park and Chatterjee, 2005). Les mutations survenant dans n'importe 
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lequel des gènes impliqués dans la machinerie de biosynthèse des hormones thyroïdiennes, dans 

le contrôle de leur synthèse ou bien dans le recyclage de l'iodure provoquent des HC. Les 

mutations survenant au niveau des gènes codant pour les protéines de la voie de biosynthèse des 

hormones thyroidiennes (Tg, TPO, Duox2, récepteur de la TSH, et NIS) altèrent l'hormonogenèse 

(Bizhanova and Kopp, 2010; Moreno et al. 2002). Les HC résultants de mutations de NIS se 

réfèrent à des ITD (Iodide Thyroid Defect) et représentent une maladie génétique autosomale, 

récessive et rare induisant une incapacité  d’accumuler l’iodure dans la thyroïde des patients 

atteints.  

Des mutations intervenant au niveau de certaines protéines membranaires altèrent leur 

localisation à la membrane, et sont responsables de leur rétention dans les compartiments 

intracellulaires. Parmi ces mutations, on distingue la CFTR Δ508 (Sato et al., 1996), les 

mutations de l'aquaporine associées à certaines formes de diabète (Tamarappoo and Verkman, 

1998) et des mutations du SGLT associées à des défauts d'absorption du glucose (Wright et al., 

2011). Concernant NIS, 14 mutations situées dans la région codante de NIS et induisant des ITD 

ont été à ce jour identifiées (fig 6). La mutation V59E dans NIS génère une protéine inactive, 

correctement ciblée à la membrane plasmique. Cette position pourrait être impliquée dans les 

interactions hélice-hélice pendant le cycle de transport de l'iodure, étant donné qu'elle est en 

contact direct avec les substrats (Reed-Tsur et al., 2008). La mutation G93R dans NIS induit 

l'expression d'une protéine membranaire inactive (Paroder-Belenitsky et al., 2011). La mutation 

R124H  localisée au niveau de la deuxième boucle intracellulaire génère une protéine 

incomplètement glycosylée, qui colocalise avec des marqueurs du réticulum endoplasmique. 

Cette protéine incapable d’atteindre la membrane plasmique est inactive pour le transport de 

l'iodure (Paroder et al., 2013). La mutation Q267E localisée au niveau de la boucle intracellulaire 

entre le STM VII et VIII contribue à la production d’une protéine membranaire faiblement active 

(De La Vieja et al., 2004). La mutation T354P localisé au niveau du STM IX génère une protéine 

non fonctionnelle (De la Vieja et al. 2007). La mutation Δ439–443 caractérisée par la délétion de 

5 résidus dans la sixième boucle intracellulaire conduit à la formation d'une protéine séquestrée 

dans les compartiments intracellulaires, incomplètement glycosylée et inactive (Li et al. 2013). 

La mutation G543E induit l'expression d'une protéine partiellement mature également retenue 

dans les compartiments intracellulaires. Ceci serait lié à un défaut de repliement de la protéine 

(De la Vieja et al., 2005). La mutation G395R génère aussi une protéine non fonctionnelle 

(Dohán et al., 2002). Une mutation a été aussi détectée dans la région 5' non transcrite de NIS, 

elle correspond à une transition C54T (Nicola et al., 2011). D'autres mutations comme Δ143–323, 
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515X, Y531X  C272X  et Δ287– 288  ont également été rapportées pour NIS (Montanelli et al., 

2009). 

 

1.6.2. Acides aminés impliqués dans la translocation de NIS 

L'analyse de la première mutation détectée dans la séquence de NIS, correspondant à la  

substitution T354P, a montré que la position 354 nécessite la présence d'un groupe OH au niveau 

du carbone β pour que NIS soit actif (Levy et al., 1998). Cette analyse a aussi permis l'étude 

d'autres résidus à groupements OH localisés au niveau du STM IX. La substitution des résidus 

sérine et thréonine au niveau de ce STM a permis de discriminer 5 résidus importants pour la 

fonction de NIS : S351, S353, T354, S356 et T357. D'autre part, la substitution des résidus Ala, 

Cys ou Pro entraine la diminution de l'activité de transport voire son absence. En 2005, la 

structure de LeuT, l'homologue bactérien des transporteurs neurotransmetteurs a été déterminé à 

un niveau de résolution atomique (Yamashita et al., 2005). Bien que NIS et LeuT appartiennent à 

des familles différentes et sont éloignées en terme de séquence, De la Vieja et ses collaborateurs 

ont proposé l'existence d'un rapprochement structurel entre les 2 protéines basé sur l'étude d'une 

mutation de NIS provoquant une ITD. En effet, cette étude montre que les résidus S353 et T354 

du STM IX de NIS qui correspondent  aux résidus T354 et S355 du STM VIII de LeuT sont 

critiques dans la translocation du Na
+
 (De la Vieja et al., 2007; Yamashita et al., 2005).  

1.6.3. La position 93 est cruciale pour la spécificité de substrat de NIS 

L'étude de la mutation G93R NIS identifiée chez un patient atteint d'hypothyroïdisme, a révélé de 

nouvelles connaissances sur la structure de NIS (Saito et al., 1981). Cette mutation hétérozygote 

G93R/T354P provenait de la substitution G93R que le patient a hérité de sa mère et de la 

substitution T354P héritée du père (Kosugi et al., 1998). L'étude du rôle de la position 93 de NIS 

a été menée en substituant les acides aminés au niveau de cette position puis en étudiant l'activité 

de la protéine NIS. Il a été montré que le mutant G93R NIS était adressé à la membrane 

plasmique, cependant il était inactif, et ceci n'était pas dû à la présence du résidu Arg chargé 

positivement parce que G93K NIS était fonctionnel et ses niveaux de captation de l'iode 

comparables à ceux de NIS WT. Les chercheurs ont constaté que, plus les chaines latérales des 

acides aminés neutres substitués sont longues, plus la Km de l'activité de la protéine est élevée. A 

titre d'exemple, G93N et G93T NIS présentent des Km 18 fois supérieurs à celle du NIS WT, et 

G93Q NIS présente un Km 200 fois supérieur, et qui correspond à la Km la plus élevée parmi 

tous les mutants de NIS testés jusque là. (Li et al., 2013) 
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1.6.4. La position 255 intervient dans le processus de transport 

Dans la structure de NIS, le STM VII traverse le STM III de façon à ce que les résidus G93 et 

W255 soient en contact étroit avec le carbone de la glycine juxtaposée du mutant W255A. 

Constamment, du fait que l'acide aminé de la position 255 joue un rôle important pendant le cycle 

de transport, le mutant W255A NIS se retrouve inactif, même à fortes concentrations en iodure ; 

cependant le mutant W255Y est actif, mais à des niveaux plus faibles que le NIS WT. Les 

niveaux d'expression et le ciblage membranaire du W255A ne sont pas responsables de son 

inactivité, puisqu'il est correctement adressé à la membrane plasmique. De même ce mutant ne 

transporte pas le ReO4
-
 (Paroder-Belenitsky et al., 2011). 

1.6.5. Etude de la mutation 439–443  

La mutation 439-443 de NIS se situe au niveau de la boucle intracellulaire entre les STM XI et 

XII (Tonacchera et al., 2003). La protéine délétée du motif 439-443 est retenue dans les 

compartiments intracellulaires. L'incorporation de 5 résidus Ala au niveau de la région délétée 

renforce le ciblage membranaire de la protéine et restaure un peu son activité. Li et ses 

collaborateurs ont déterminé que la longueur de la sixième boucle intracellulaire entre les STM 

XI et XII est de 12 Å, et ont proposé que l'hydrogène amide dans la chaine principale au début du 

STM XII est coiffée par la chaine latérale du N441 (un des résidus manquants dans le motif 

délété). Pour le mutant 439-443, cette distance est significativement plus petite, et donc ramener 

le domaine carboxy-terminal du STM XI au domaine N-ter du STM X nécessite des changements 

importants dans l'orientation des 2 hélices et de la protéine entière. Ces changements conduisent à 

une molécule NIS qui n'est pas adressée à la membrane et qui n'est pas fonctionnelle (Li et al., 

2013). 

1.6.6. Etude de la mutation G543E NIS  

La substitution G543E a été détectée chez un frère et une sœur portant une mutation homozygote 

de NIS et qui consiste en la substitution de la guanidine en adénine au niveau de l'exon 13 

(nucléotide 1628). Au niveau protéique, cette mutation induit la génération d'une Gly à la place 

de la Glu en position 543 sur le coté cytoplasmique du STM XIII. Cette protéine mutée est 

séquestrée dans les compartiments intracellulaires (fig 5) (De la Vieja et al., 2005). La protéine 

est intrinsèquement inactive même au sein des vésicules membranaires. Ces résultats montrent 

que le résidu G543 joue un rôle important dans la maturation et le trafic de NIS. 
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Figure 5. Localisation subcellulaire de NIS wt et du mutant G543E. 

NIS wt est adressé à la membrane plasmique, cependant que le mutant G543E est retenu dans les 

compartiments intracellulaires  de la cellule (De la Vieja et al., 2005). 

 

Figure 6. Structure secondaire de NIS humain avec la localisation des principales mutations 

rapportées. 

Les mutations présentées correspondent à celles connues pour être responsables d’un défaut de 

transport (Spitzweg et Morris, 2010). 

 

1.7. Expression fonctionnelle de NIS dans les tissus extra thyroïdiens 

L'iode inorganique semble être nécessaire à toutes les cellules animales vivantes, cependant seuls 

les vertébrés ont une glande thyroïdienne et des hormones iodées. Chez les humains, la masse 

totale en iode varie entre 25 et 50 mg. Une grande fraction (50-70%) de l'iode total est non 

hormonale et se concentre dans les tissus extra-thyroïdiens.  

La captation de l'iodure représente une caractéristique de plusieurs autres tissus extra-thyroïdiens, 

où l'expression fonctionnelle de NIS a été mise en évidence. Il s’agit des glandes salivaires, de la 

muqueuse gastrique, la peau, le placenta, l'intestin grêle, la glande mammaire en lactation, le 
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plexus choroïde, et le corps ciliaire de l'œil. La régulation de NIS dans ces tissus est indépendante 

de la TSH et serait modulée par d'autres régulations hormonales spécifiques du tissu. Ces tissus 

n'ont donc pas la capacité d'organifier l'iodure par absence de protéines colloïdales telles que la 

Tg et la TPO. La comparaison des activités de captation de ces tissus à celle de la thyroïde 

montre qu'elle est beaucoup plus réduite dans les tissus extra-thyroïdiens. Des études ont suggéré 

que l'expression de la protéine NIS était issue d’une structure primaire altérée dans ces tissus. Ce 

n’est pas le cas puisque le clonage des ADNc hNIS des glandes mammaire et gastrique ont 

montré une parfaite identité de séquence avec l’ADNc hNIS thyroïdien. Il a par la suite été 

suggéré que la réduction de l'activité de transport de NIS dans les tissus extra-thyroïdiens était 

peut-être dûe à une altération de l'activité transcriptionelle du gène NIS, en lien à une altération 

de la structure ou de la fonction du promoteur, ou bien en rapport avec l'altération du tunover de 

la protéine NIS ou de l'ARNm NIS (Spitzweg et al., 1998). 

Quoique l'ARNm NIS a été détecté par RT-PCR dans plusieurs autres tissus, comme le colon 

(Smanik et al., 1997), la rate, les testicules, (Perron et al., 2001), ou l'utérus (Spitzweg et al., 

1998), son expression fonctionnelle et/ou sa localisation subcellulaire dans ces tissus n'a pas été 

établie (Jhiang et al. 1998; Vayre et al., 1999). 

 

Figure 7. Microscopie Confocale d'une thyroide normale. 

Localisatiom basolatérale typique de NIS au niveau de la membrane plasmique des thyréocytes. 

NIS (vert), thyroglobuline (rouge), noyau (bleu) (Kollecker et al., 2012). 

 

1.7.1. La glande salivaire 

La confrontation des données publiées par diverses équipes montre une divergence quant à la 

distribution tissulaire de NIS. Cependant cette comparaison confirme bien que la glande salivaire 

exprime un NIS fonctionnel. La capacité de cette dernière à concentrer l'iode est un outil 

important pour le diagnostic et la détection des troubles thyroïdiens chez le nouveau né par 

mesure du ratio Iodure salivaire/iodure plasmatique. NIS est exprimé au niveau de la surface 
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basolatérale des cellules épithéliales canalaires de la glande salivaire (fig 8). Le rôle 

physiologique de la sécrétion d'iodure dans la salive et dans les jus gastriques représente un sujet 

de débat: un rôle a été proposé dans le recyclage des pools corporels d'iodure (Venturi et Venturi, 

2009), ainsi l'iodure qui n'a pas été capté au niveau de la thyroïde et l'iodure rejeté par l'action des 

déiodinases seraient secrétés dans la salive et dans les jus gastriques pour être réabsorbés par 

l'intestin grêle. Grâce à ses propriétés anti-oxydantes, l'iodure peut agir en tant qu'antimicrobien 

dans la salive et dans les jus gastriques. D'autre part, il a été démontré que l'iodure inorganique 

régule la production du facteur de croissance épidermale (EGF) dans la glande salivaire comme 

dans les cellules thyroïdiennes. En effet, EGF est un polypeptide de faible poids moléculaire 

retrouvé dans plusieurs tissus humains. Au niveau de la salive, l'iodure élève les niveaux d'EGF 

favorisant le maintien de l'intégrité des tissus œsophagien et gastrique, la cicatrisation tissulaire, 

l'inhibition de la sécrétion gastrique acide et la protection de la muqueuse vis-à-vis de facteurs 

toxiques luminaux (Dagogo-Jack, 1994; Gupta et al., 2008).  

 

Figure 8. Expression de NIS dans la glande salivaire. 

Immunohistochimie montrant la localisation subcellulaire de NIS dans les cellules ductales de la 

glande salivaire (Jhiang et al., 1998). 

1.7.2. L'estomac 

NIS est exprimé au niveau de la surface basolatérale des cellules gastriques qui secrètent le 

mucus et des cellules pariétales. Il permet le transport de l'iodure à partir de la circulation 

sanguine vers les cellules épithéliales gastriques. Puis, à partir de ces cellules, l'iodure est secrété 

dans les jus gastriques. Au niveau de l'estomac NIS ne joue apparemment aucun rôle dans 

l'absorption de l'iodure diététique.   

La forme de NIS retrouvée dans les cellules gastriques est la forme mature, complètement 

glysosylée de ~90-120 kDa comme celle de la thyroïde et de la glande salivaire. La différence de 

mobilité électrophorétique de NIS est dûe à des différences de degré de glycosylation. La bande 

correspondante à la forme partiellement glycosylée de ~50-kDa et celle du dimère de~180kDa- 

observées dans le tissu thyroïdien sont aussi détectées dans la glande salivaire et dans l'estomac. 



 

 

34 

Contrairement à d’autres cancers non-thyroidiens, l'expression de NIS est diminuée dans les 

cancers et les autres métaplasies gastriques. En effet, une étude réalisée sur 17 tumeurs gastriques 

a montré que  71% de ces tumeurs perdaient l'expression de NIS, et que les 29% restants 

présentaient une expression réduite de NIS en comparaison à celle observée dans la muqueuse 

gastrique normale et non tumorale (Altorjay et al., 2007).   

1.7.3. L'intestin grêle   

Le fait que l'iodure soit absorbé au niveau de l'intestin grêle était connu bien avant l’ère de la 

biologie moléculaire grâce aux techniques d’imagerie médicale. En 2009, Nicola et ses 

collaborateurs ont montré que les entérocytes expriment NIS et que ceci permet l'absorption de 

l'iodure diététique ;  cette expression est robuste au niveau de la bordure en brosse de tous les 

segments de l'intestin grêle du duodénum à l'iléon, Cependant, contrairement à d'autres tissus, 

NIS est localisé au niveau du pôle apical des entérocytes, et non à la membrane basolatérale. Les 

caractéristiques cinétiques d'activité de transport de vésicules membranaires de bordure en brosse 

sont similaires à celles retrouvées pour la lignée thyroïdienne FRTL-5 (Nicola et al., 2009). 

L'iodure secrété dans la salive et dans les jus gastriques est réabsorbé et recyclé avec l'iodure 

diététique dans l'intestin. Tout comme dans la thyroïde, l'expression intestinale de NIS et la 

captation d'iodure sont diminuées par des taux élevés d'iodure diététique, et cette régulation 

négative représente un mécanisme de feedback qui vise à protéger la thyroïde et les autres tissus 

transporteurs d'iode des conséquences d'un excès d'iodure  

1.7.4. La glande mammaire en lactation 

Un transport de l'iodure survient dans la glande mammaire en période de gestation et de lactation 

à un moment où les cellules mammaires prolifèrent. L'iodure concentré et secrété dans le lait 

représente la seule source d'iodure pour le nouveau-né nécessaire à la synthèse de ses hormones 

thyroïdiennes et le développement de certains organes. Suite à l'accident de la centrale nucléaire 

de Tchernobyl, l’augmentation de l'incidence du cancer thyroïdien était associée à l’accumulation 

d’
131

I
-
 dans le lait des bovins, qui a été ingéré par des enfants sous la forme de lait contaminé et 

entrainé l’accumulation thyroidienne du radioisotope.  

La protéine NIS mammaire présente une mobilité électrophorétique supérieure à celle de hNIS 

thyroïdien, correspondant à une forme protéique mature de 75kDa; cela est dû à des 

modifications post traductionnelles (notamment glycosylation) de la protéine. Une étude pilote a 

montré que NIS était exprimé dans 80% de cancers mammaires humains ainsi que dans plusieurs 

modèles animaux transgéniques atteints d'adénocarcinomes mammaires (Tazebay et al., 2000). 

Une autre étude réalisée sur un plus grand nombreux d’échantillons (371 cancers mammaires 
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humains) montre une expression de NIS dans 76% de carcinomes invasifs, 88% de carcinomes 

ductulaires in situ et 80% de fibro adénomes. La quasi-majorité des tissus normaux ne 

présentaient pas d’expression de NIS  (Wapnir et al., 2003). Dans le sein, NIS n'est pas régulé par 

TSH et cette présence de NIS dans le cancer mammaire présente un intérêt médical potentiel de 

traitement additionnel des cancers mammaires exprimant NIS par radiothérapie métabolique. Il 

semble que dans ce cas, la thyroïde normale serait protégée de l'effet du radioisotope car la 

régulation négative de l'expression de NIS thyroïdien serait indépendante de son expression dans 

le sein. En effet l'administration d'hormones thyroïdiennes interfère avec le mécanisme de 

stimulation de l'expression de NIS par TSH. Wapnir et ses collaborateurs montrent que 

l'administration de dose, même modérée, en T3 sur une durée de 10 à 15 jours réduit la captation 

de l'iodure thyroïdien à 3% à 24 h (Wapnir et al., 2004). Il faut signaler le rôle des hormones dans 

la régulation de NIS mammaire; en effet la prolactine et l'ocytocine sont libérées simultanément 

en réponse à l'allaitement, mais seule l'ocytocine induit l'expression de NIS et le transport de 

l'iodure est alors marqué dans la glande mammaire (Tazebay et al., 2000). 

Le potentiel diagnostique et thérapeutique de NIS dans le cancer du sein semble donc être 

évident; >75% des tumeurs expriment NIS versus 33% des tumeurs qui expriment l’oncogène 

HER2 (Human epidermal growth factor Receptor 2). Cependant, la proportion de tumeurs 

mammaires exprimant un NIS fonctionnel objectivée par imagerie nucléaire est moindre. En 

effet, une étude réalisée au moyen de la scintigraphie au 99mTcO4
−
 montre que sur un total de 25 

patientes atteintes de cancers mammaires, seules 4 d’entre elles présentaient un niveau de 

contraste radioisotopique détectable au sein de la tumeur (Wapnir et al., 2003). 

 

Figure 9. Immunohistochimie anti-NIS d'une glande mammaire de rat en lactation. 

NIS est exprimé au niveau de la surface basolatérale des cellules mammaires lactantes (Cho et al., 

2000). 
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1.7.5. Le rein 

L'iode est excrété par les reins et son dosage au niveau urinaire représente la méthode la plus 

simple d’évaluation des déficiences en iodure. Le mécanisme d'excrétion de l'iode urinaire n'est 

pas encore bien décrit (Lacroix et al., 2001; Vayre et al., 1999). L'ARNm complet de NIS a été 

détecté dans le tissu rénal humain par RT-PCR et Southern blot, suggérant que le transport rénal 

d'iodure pourrait être en partie, un processus actif piloté par NIS. De même, la fonction 

thyroïdienne est altérée dans certaines maladies rénales, cependant les mécanismes ne sont pas 

encore connus. Les patients ayant des maladies rénales en phase terminale présentent des 

fréquences plus élevées de goitre, de nodules thyroïdiens, et d'hypothyroïdisme. En effet 

l'hypothyroïdisme primaire est présent chez plus de 9,5% des patients ayant des maladies rénales 

en phase terminale alors qu’il n'atteint que 0,6 à 1,1% de la population générale (Kaptein, 1996). 

Au niveau rénal, une localisation basolatérale de NIS est observée dans les cellules du tubule 

proximal, et une localisation cytoplasmique et diffuse est détectée dans les tubules distaux. Une 

étude utilisant des microarrays de haute densité, montre l'expression de NIS à la surface apicale 

du conduit collectif (fig 10) (Wapnir et al., 2003). Aucune de ces 3 études ne s'est intéressée à 

l'activité fonctionnelle de NIS dans le rein; une autre étude menée sur une lignée cellulaire 

épithéliale de cancer de rein (G401) dans laquelle les caractéristiques de l'activité de NIS 

(dépendance de Na
+
, sensibilité de captation au ClO4

-
) étaient démontrées, met en évidence que 

les cellules rénales accumulaient 
125

I
-
 8 fois plus que l'inhibiteur compétitif du transport 

thyroïdien, le perchlorate (Spitzweg et al., 2001). 

 

Figure 10. Expression apicale de NIS au niveau du tube distal de rein (Wapnir et al. 2003). 

 

1.7.6. Le placenta 

Le maintien de l’apport adéquat en iodure ne dépend pas seulement de l’alimentation de la mère, 

mais aussi du transport de l’iodure via le placenta. Une expression faible de NIS a été retrouvée 

dans différents sous types de cellules placentaires. A ce niveau, NIS permet la translocation de 

l'iodure pour la biosynthèse des hormones thyroïdiennes chez le fœtus (Bidart et al., 2000; Di 

Cosmo et al., 2006). Cependant les niveaux d'expression de NIS variaient considérablement entre 



 

 

37 

les échantillons analysés et la localisation subcellulaire de NIS dans ce tissu n'était pas encore 

définie. 

Plus tard, afin d'analyser l'expression de NIS pendant les stades précoces de gestation au niveau 

de l'interface mère-fœtus, Degrelle et ses collaborateurs ont recherché par immunomarquage 

l'expression de NIS et de pendrine dans des sections de tissus placentaires et dans des cultures 

primaires de cellules trophoblastiques issues de placenta de rat au premier trimestre de gestation. 

NIS et pendrine étaient présents dans le trophoblaste humain précoce au niveau de la surface 

mère-fœtus, et cette expression était modulée au cours de la différenciation du trophoblaste 

(Degrelle et al., 2013). Une étude publiée l’an dernier s’est intéressée aux effets de différentes 

hormones associées à la gestation sur la captation placentaire de l’iode. Pour cela des cultures de 

cellules de trophoblastes placentaires étaient réalisées et incubées en présence du 17β-œstradiol, 

prolactine, ocytocine, human chorionic gonadotropin (hCG) et progestérone seuls ou en 

combinaison, et l’évaluation de la captation de 
125

I
-
 était réalisée. Les résultats montrent que, suite 

à l’incubation avec hCG, l’ocytocine, et la prolactine, on assiste à une augmentation dose-

dépendante de la captation du radio-isotope. La progestérone et le 17β-œstradiol n’induisaient 

pas de différence significative dans l’activité de transport médiée par NIS, alors qu’ils facilitaient 

la captation quand ils étaient combinés à la prolactine ou à l’ocytocine (Burns et al., 2013). 

1.7.7. Les ovaires 

Dans une étude récente,  Riesco-Eizaguirre et ses collaborateurs ont exploreé l’expression de NIS 

dans les ovaires et dans les cancers ovariens par immunohistochimie, immunoblot et RT-PCR, et 

les niveaux de captation de l'iodure ont été évalués. Ils ont montré que NIS était exprimé au 

niveau des ovaires et de la trompe de Fallope (fig 11) et que l’iode s’accumulait activement in 

vivo. Au niveau des tissus issus de cancers ovariens, NIS était exprimé de façon importante, et 

ceci était associé à un mauvais pronostic des patients. Ces résultats suggèrent que NIS pourrait 

constituer un nouveau marqueur potentiel du cancer ovarien, et ouvrent des perspectives 

intéressantes d'utilisation de l’iode radioactif dans le diagnostic et le traitement du cancer ovarien 

(Riesco-Eizaguirre et al., 2014). 
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Figure 11. Expression de NIS dans les ovaires 

Immunohistochimies montrant l'expression de NIS au niveau de la surface épithéliale ovarienne 

(OSE) (A et B), et au niveau de l'épithélium de la trompe de Fallope (C et D) (Riesco-Eizaguirre 

et al., 2014). 

1.7.8. Les fibrocytes 

Les fibrocytes représentent des cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse de la lignée 

monocytaire ayant des marqueurs caractéristiques tels que CD34, CD45 et collagène 1. (Pilling et 

al., 2009). Ces cellules sont recrutées vers les lieux de blessure et participant au remodelage 

tissulaire in situ. Un article récent montre que les fibrocytes expriment certaines protéines qu'on 

pensait être restreintes  au tissu thyroïdien comme la protéine NIS et que cette expression dépend 

de la protéine de régulation de l'auto-immunité appelée AIRE (Autoimmune Regulator Protein) 

(Fernando et al., 2014), Le rôle joué par NIS dans ces cellules n'est pas encore établi. 

 

1.8. Régulation de NIS dans la thyroïde et dans les tissus extra-thyroïdiens 

Les principaux mécanismes de régulation de NIS font intervenir la TSH, l’iodure I
-
, le canal 

potassique voltage dépendant (KCNQ)1/KCNE2 et les hormones lactogènes. La régulation de 

NIS fait également intervenir la Tg par un rétrocontrôle négatif aboutissant à une sous-expression 

de plusieurs facteurs de transcription spécifiques de la thyroïde (Portulano et al., 2014). 
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1.8.1. Régulation par TSH  

La production des hormones thyroidiennes est régulée par l'axe hypothalamus/glande 

pituitaire/thyroïde. La sécrétion hormonale est activée par la TSH, une glycoprotéine de 30 kDa 

biosynthétisée par les cellules basophiles de l'adénohypophyse et qui représente le régulateur 

hormonal primaire de la fonction thyroïdienne. TSH est constituée de 2 sous-unités : la sous-unité 

α qui est identique à celle des hormones sécrétées par la glande pituitaire antérieure (LH et FSH), 

et la sous-unité β qui est unique et confère à la TSH sa spécificité fonctionnelle. La libération de 

la TSH est stimulée par la TRH, un tripeptide de structure pyro-Glu-His-Pro-NH2 produit dans 

l'hypothalamus. Les hormones thyroidiennes agissent par rétrocontrôle négatif afin de réguler 

négativement l'expression des hormones stimulatrices. En absence d'un apport suffisant en I
-
, les 

hormones thyroidiennes ne peuvent pas être synthétisées et la stimulation continue par TSH 

contribue au goitre qui représente un élargissement de la glande thyroïde. La TSH agit via son 

récepteur couplé à une protéine G, formé de 7 domaines transmembranaires et localisé à la 

surface basolatérale des thyréocytes. L'activation de la voie d'adénylate cyclase stimule la 

transcription du gène NIS (fig 12). Cette transcription peut être recapitulée par des agents qui 

élèvent les niveaux d'AMPc tels que la forskoline et la toxine cholique (Weiss et al., 1984; Kogai 

et al., 1997). 

L'induction de l'expression de NIS par TSH est  transcriptionnelle et post-transcriptionnelle 

(Kaminsky et al., 1994). Des vésicules membranaires préparées à partir de cellules FRTL-5 

cultivées en absence de TSH accumulent l'iodure suggérant que l'activité de transport ne dépend 

pas seulement de la diminution de la biosynthèse de NIS ou d'un facteur responsable de son 

activation. Un mécanisme possible pourrait impliquer la pompe Na
+
/K

+ 
ATPase qui génère la 

force nécessaire au mouvement de transport médié par NIS. TSH influence aussi la demi-vie 

biologique de NIS qui est relativement longue, de 5 jours en présence de TSH et de 3 jours en son 

absence dans des cellules FRTL-5. De même TSH régule certains événements post 

transcriptionnels de NIS tels que sa localisation subcellulaire requise pour son ciblage/rétention à 

la membrane plasmique. Kogai et ses collaborateurs montrent aussi que TSH stimule l'expression 

de NIS au niveau protéique et messager dans des cultures primaires de thyréocytes en 

monocouche et dans les structures folliculaires induites suite à la culture des thyréocytes sur 

agarose. Cependant la stimulation de la captation d'iodure était seulement retrouvée dans les 

thyréocytes regroupées en follicules, et non pas dans les monocouches traitées au TSH, mettant 

en évidence l'importance de la polarisation cellulaire et l'organisation spatiale pour l'activité 

fonctionnelle de NIS (Kogai et al., 2000).  
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D'autre part, la méthylation de l'ADN est connue pour être un mécanisme important par lequel 

l'expression génique est régulée pendant la croissance et le développement. En général, elle est 

associée à une inhibition de l'expression du gène en question. Yokomari et ses collaborateurs ont 

montré que dans le cancer thyroïdien, le promoteur du récepteur TSH est hyper-méthylé au 

niveau des positions 93 et 85, et ceçi induit une inhibition de l'expression de ce récepteur et par la 

suite une inhibition de l'expression fonctionnelle de NIS (Yokomori et al., 1998). 

Le mécanisme de régulation de la distribution intracellulaire de NIS par TSH est inconnu. La 

phosphorylation semble être impliquée dans l'activation et dans la localisation subcellulaire de 

plusieurs transporteurs (Glavy et al., 2000; Ramamoorthy et Blakely, 1999). Certaines études 

mettent en évidence le rôle de la phosphorylation dans la régulation de la translocation de 

protéines entre la membrane plasmique et les pools vésiculaires intracellulaires. En effet, dans les 

cellules thyroïdiennes, TSH stimule la transcription de NIS, et module les niveaux de 

phosphorylation de NIS, surtout au niveau des résidus sérine positionnés dans son extrémité C-

terminale (Riedel et al., 2001) pour assurer le maintien de sa demi-vie biologique et sa rétention 

membranaire dans les thyréocytes (Dohán et al., 2003). Cependant à ce jour, il n'existe pas de 

preuve formelle montrant que la phosphorylation de NIS induite par TSH est responsable du 

trafic et de la distribution intracellulaire de NIS. 

Enfin, récemment D'Agostino M et ses collaborateurs montrent que l'expression de NIS et de 

TSHR est contrôlée de façon différentielle par des mécanismes génétiques et épigénétiques 

activées par les principales voies de signalisation impliquées dans la carcinogenèse thyroïdienne 

(D’Agostino et al., 2014). Ils se sont en effet intéressés aux mécanismes de régulation de 

l'expression des gènes NIS et TSHR dans des cellules tumorales thyroïdiennes après inhibition 

des voies de signalisation ras-BRAF-MAPK et PI3K-AKt-mTOR. Les inhibiteurs de ERK et Akt 

induisent des réponses cellulaires différentes en terme de niveaux d’expression de l’ARNm NIS 

et de TSHR ; l'inhibition de Akt augmente l'expression de l’ARNm NIS et réduit celle du TSHR 

dans les cellules FTC-133, cependant pas d'effet significatif dans les cellules BCPAP, et 

l'inhibition de ERK élève l'expression  des 2 gènes dans BCPAP, cependant pas d'effets dans les 

cellules FTC-133.   
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Figure 12. Régulation de l'expression de NIS par TSH dans la thyroide. 

La liaison de TSH au niveau de son récepteur induit l'accumulation de l'AMPc. Ce dernier active 

des voies de signalisations dépendentes ou non de la proteine kinase-A (PKA). Ces voies de 

signalisation incluent la voie des PKA-CREB, APE/Ref-1-Pax-8 et d'autres voies MAPK 

dépendents telles que la voie des ERK ou de p38 (Kogai et al., 2006). 

 

1.8.2. Régulation par I
-
 

L'iodure en lui même est un régulateur de l'accumulation iodée dans la thyroïde. En fait la 

capacité de fortes doses en iodure d'inhiber la fonction thyroïdienne a été décrite en 1948 sous le 

nom de l'effet Wolff-Chaikoff (fig 13), deux imminents chercheurs ayant montré que des 

concentrations plasmatiques élevées en iodure bloquaient l'organification de ce dernier dans la 

thyroïde de rat (Wolff et Chaikoff, 1948). Cette voie d'autorégulation est indépendente de la 

TSH, et peut être expliquée par la réaction suivante: I
-
+I2↔I3

- 
(tri-iodide anion). A de fortes 

concentrations en iodure, cette réaction est déplacée vers la droite, et donc I2 est séquestré sous 

cette forme. Cependant cet effet inhibiteur ne dure que 2 jours en présence de concentrations 

plasmatiques élevées en iodure (Wolff et Chaikoff, 1949). Cette adaptation aux fortes doses 

d'iodure persistant permet d’échapper à l'effet Wolff-Chaikoff. Les thyroïdes adaptées 

accumulent significativement moins d'iodure que les thyroïdes non adaptées et sauvent ainsi 

l'activité thyroïdienne (Braverman et Ingbar, 1963). Serrano-Nascimento et ses collaborateurs 

montrent que l'inhibition de l'expression de NIS induite par un excès d'iodure implique la voie 
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PI3K/AKT. En effet le traitement des cellules PCCl3 avec un excès d'I
-
 augmente la 

phosphorylation d'AKT, et cette régulation dépend de la voie PI3K car l'utilisation d'inhibiteurs 

de PI3K tels que la wortmannine ou le 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one 

altère l'effet de l'iodure (Serrano-Nascimento et al., 2014).  

 

 

Figure 13. L'effet Wolff–Chaikoff. 

a) Après une exposition à de fortes doses d'iodure, l’excès est transporté dans la glande 

thyroidienne via NIS. Ce transport induit une inhibition transitoire de la TPO et une réduction de 

la syntèse des hormones thyroidiennes. b) La réponse à cet effet est médiée par une réduction de 

l'expression de NIS inhibant ainsi la synthèse des hormones thyroidiennes. DIT: diiodotyrosine; 

MIT: monoiodotyrosine; TPO: thyroid peroxidase (Leung et Braverman, 2014). 

 

1.8.3. Mécanisme de régulation impliquant un canal K
+
  

Pour la première fois dans l'histoire de la thyroïde, Roepke et ses collaborateurs ont démontré 

l'implication d'un canal ionique dans la régulation de la fonction de la thyroïde (Roepke et al., 

2009). En fait, la sous-unité β (KCNE2) du canal potassique voltage dépendant  KCNQ1/KCNE2 

est requise pour la synthèse des hormones thyroidiennes. Ce canal est un complexe composé de 4 

sous-unités KCNQ1 et 2 sous-unités KCNE2 (Jespersen et al., 2005). Le rôle joué par ce canal 

dans la régulation de NIS a été mis en évidence dans des souris mutées pour le gène KCNE2 qui 

présentaient alors des hypothyroïdismes dus à une baisse d'accumulation de l'iodure dans la 

glande thyroïde (Roepke et al., 2009). Purtell et ses collaborateurs ont étudié la captation de 

l’iode médiée par NIS dans des souris sauvages (WT) et des souris KCNE2
-
/
-
 après injection de 

ClO4
-
 et ont montré qu'il n'existait pas de différence de libération de l'iodure et que donc 

l'organification de l'iode n'était pas altérée, par contre la captation de l'iode par NIS était 

amoindrie (Purtell et al., 2012). 
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La localisation subcellulaire de KCNE2 varie en fonction du tissu où il s’exprime, tout comme 

NIS. KCNE2 est localisé au niveau de la surface basolatérale des thyréocytes alors qu'il est 

exprimé au niveau apical des cellules gastriques (Roepke et al., 2006). Il reste donc à élucider 

comment ce canal ionique régule la fonction de NIS. L'une des hypothèses est que l'activité de ce 

canal est nécessaire pour le maintien du potentiel membranaire dans les cellules thyroïdiennes 

(Portulano et al., 2014). 

 

1.8.4. Régulation médiée par des hormones lactogéniques. 

L'expression de NIS dans la glande mammaire augmente progressivement en fin de gestation et 

atteint son niveau maximal pendant la phase de lactation. L'expression de NIS est fortement 

régulée par la lactation. Certaines études chez des souris ovariectomisées montrent que la 

combinaison d'œstradiol, d'ocytocine et de prolactine induisent les plus forts niveaux d'expression 

de NIS dans la glande mammaire (Tazebay et al., 2000). Au niveau ovarien, l'activité de NIS est 

influencée par le cycle ostrogénique, et NIS semble être surexprimé pendant les phases de pic 

œstrogénique qui surviennent juste avant l'ovulation. Les mécanismes de régulation reposent sur 

la coopération fonctionnelle entre le récepteur d'œstrogène et le facteur de transcription PAX8 

(Riesco-Eizaguirre et al., 2014). 

 

1.8.5. Régulation par la voie du TGF-β 

L'effet du facteur de croissance TGF (Transforming Growth Factor)- sur l'expression de NIS a 

été montré dans des cellules thyroidiennes comme les cellules FRT-5. TGF-β induit une 

réduction de l'expression de la protéine NIS stimulée par TSH et par la suite réduit la captation de 

l'iodure dans ces cellules (Pekary et Hershman, 1998; Pekary et al., 1997). Cet effet est associé à 

une réduction du niveau de l’ARNm NIS et à un changement de morphotype des cellules FRTL-5 

passant d'une morphologie cuboïde à une morphologie aplatie (Pekary et Hershman, 1998). 

La répression de NIS dépendante du TGF-, est médiée par l’activation de la voie des SMAD, et 

précisément par le complexe transcriptionnel SMAD3-4, qui lie Pax8 et altère sa liaison avec le 

promoteur de NIS (Costamagna et al., 2004; Nicola et al., 2011). Cet effet de TGF-β sur 

l'expression de NIS thyroïdien a été retrouvé par plusieurs équipes. Eizaguirre et ses 

collaborateurs ont déterminé un mécanisme de répression de NIS dans le cancer thyroïdien 

dépendant de l’activation de la voie de signalisation TGF-β, dont la sécrétion est induite par 

BRAF. Ce travail montre que l’activation de BRAF dans les cellules thyroïdiennes Pccl3 induit la 

sécrétion de TGF-β dans le milieu, ainsi que l’activation de la translocation nucléaire de SMAD, 
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et il en résulte une répression transcriptionnelle de NIS. Cette répression était levée une fois les 

cellules traitées par SB-431542, un inhibiteur de la kinase du TGF-βR1, qui ré-induisait 

l’expression fonctionnelle de NIS. 

L'analyse de l’expression de TGF-βR1, TGF-βR2 et phosphoSmad2 dans une série de tumeurs 

thyroïdiennes papillaires humaines montre une surexpression de ces 3 protéines dans la tumeur 

primaire et dans les nodules métastatiques (Riesco-Eizaguirre et al., 2009). 

Parmi les mutations somatiques fréquentes du carcinome papillaire de la thyroïde (PTC), la 

mutation BRAF V600 est corrélée à un mauvais pronostic. Cette mutation est associée à la perte 

de l’expression de NIS et est responsable de métastases résistantes à la radiothérapie à l’iode 131 

(Millington, 2013). Cette diminution d'expression de NIS dans les tumeurs thyroïdiennes BRAF 

positives est associée à une augmentation de l'expression de marqueurs de la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) comme la vimentine et la fibronectine, et à une réduction de 

l'expression de E-cadhérine (Riesco-Eizaguirre et al., 2009).  

Dans une étude récente, Zhang et ses collaborateurs ont démontré que le mécanisme de régulation 

négative de l'expression de NIS induit par la mutation V600E est la dé-acétylation de l'histone au 

niveau du promoteur du gène NIS. En effet les chercheurs ont examiné le niveau d'acétylation du 

promoteur de NIS au niveau de différents résidus lysine sous l'influence de cette mutation et ont 

trouvé que l'expression transitoire ou stable de BRAF V600E inhibait l'expression de NIS, 

cependant l'inhibiteur de dé-acétylase SAHA stimulait cette expression dans des cellules 

thyroïdiennes de rat (Zhang et al., 2014). 

Enfin, TGF- β joue aussi un rôle inhibiteur de la prolifération et inducteur de l’apoptose au 

niveau des follicules thyroïdiens (Bravo et al., 2003; Grubeck-Loebenstein et al., 1989; Kang et 

al., 2001). 

 

1.8.6. Régulation par les stérols 

Récemment, il a été rapporté que l'expression du gène NIS est augmentée par les protéines 

SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins). Ces dernières sont connues pour être des 

régulateurs principaux de la voie de synthèse des acides gras et du triacylglycérol ainsi que de la 

voie de biosynthèse du cholestérol et de sa consommation. Une séquence SRE (Sterol Regulatory 

Element) a été identifiée au niveau du gène NIS de rat, et cette séquence est responsable de 

l'activation de l'expression génique induite par les SREBP. L'importance de la voie de régulation 

de NIS thyroidien par les SREBP est confirmée par le fait que l'inhibition de la maturation des 
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SREBP induisait la réduction de l'expression de NIS, ainsi que son activité de captation d'au 

moins 20% (Ringseis et al., 2013). 

 

1.8.7. Régulation par les facteurs de transcription  de la famille P53 

Guerrieri et ses collaborateurs se sont intéressés à la régulation transcriptionelle de NIS dans les 

cellules cancéreuses non-thyroidiennes. Cette régulation étant complexe, elle implique différentes 

régions de régulation ainsi que l'activité de plusieurs facteurs de transcription. Cette équipe 

montre que, suite au traitement des cellules avec une dose apoptotique de doxorubicine, les 

facteurs de transcription P73 et P53 sont recrutés au niveau du promoteur de NIS et induisent une 

transactivation du gène NIS. Ces résultats indiquent que le gène NIS est un gène cible de la 

famille des gènes P53 et suggèrent que la modulation de NIS par des agents induisant des 

dommages à l'ADN suivi de la radiothérapie métabolique pourrait constituer une approche 

thérapeutique intéressante dans un contexte in vivo (Guerrieri et al., 2013). 

1.8.8. Régulation par la voie de la Béta-caténine 

Il a été récemment montré que la TSH induisait l'accumulation nucléaire de la béta-caténine et 

son activation transcriptionnelle dans des cellules thyroïdiennes dédifférenciées. Dans cette 

même étude, il a été montré que la béta-caténine régulait l'expression de NIS en interagissant 

avec Pax8, et en augmentant ainsi l’activité transcriptionelle de NIS et son activité de captation 

de l'iodure (Sastre-Perona et Santisteban, 2014).  

1.8.9. Autres types de régulation 

L'expression de NIS peut aussi être modulée par certaines cytokines produites par les cellules 

inflammatoires et parfois par les follicules thyroïdiens eux-mêmes (Eng et al., 2001). TNF-α 

inhibe l'expression de NIS dans les cellules FRTL-5 (Ajjan et al., 1998), et cela par le biais de 

l'activation de la sphingomyélinase, une enzyme qui convertit la sphingomyéline en céramide au 

niveau de la membrane  plasmique (Pekary et Hershman, 1998).  

L'effet de l'interféron IFN-γ sur l'expression de NIS dans la thyroïde est contradictoire : Spitzweg 

et al montrent en 1999 que IFN-γ n'a pas d'effet sur l'accumulation de l'iode et sur les niveaux de 

l'ARNm NIS, alors que Ajjan et ses collaborateurs observent que de fortes doses d'IFN-γ inhibent 

l'expression de NIS induite par TSH (Ajjan et al., 1998). Une étude in vivo réalisée dans des 

souris transgéniques exprimant l'INF-γ montre une détérioration de la fonction thyroïdienne avec 

perte de la structure folliculaire, accompagnée d'une diminution de l'expression et de l’activité de 

NIS (Caturegli et al., 2000). 
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La PI3-K a un effet inhibiteur sur la transcription de NIS. L'expression d'un mutant Ras qui 

stimule sélectivement PI3-K montre une diminution significative de l'expression de NIS induite 

par TSH dans les cellules thyroïdiennes WRT de rat (Cass et Meinkoth, 2000). Dans les cellules 

FRTL-5, l'Insulin Growth Factor-1(IGF-1) inhibe l'expression de NIS induite par l'AMPc via la 

voie des PI3K (García et Santisteban, 2002). 

Un autre effet inhibiteur de l'expression de NIS est induit par la quercetin, un flavonoïde 

diététique abondant dans les fruits et les légumes. Le traitement des cellules FRTL-5 par la 

quercetin inhibe leur croissance, la captation d'iodure, ainsi que l'expression de NIS (Giuliani et 

al., 2014). 

De plus, le cancer thyroïdien anaplasique est caractérisé par une croissance agressive et non 

différenciée des cellules. Dans ce type de cancer, la voie de signalisation Notch, qui affecte la 

prolifération et la différenciation des thyréocytes est inactivée. L'un des activateurs potentiels de 

Notch, l'hesperetin est un flavanonne naturel retrouvé dans les agrumes et qui présente des effets 

anti-tumoraux vis-à-vis des cancers du sein, du colon et du mélanome. Une étude récente montre 

que l'hesperetin induit l'expression de gènes thyrocytaires tels que TTF1 et  TTF2 (thyroid 

transcription factor 1 et 2), Pax 8 (paired box gene 8), TSHR (thyroid stimulating hormone 

receptor) et NIS (Patel et al., 2014). 

Enfin, il a été remarqué que le Cadmium, un métal lourd abondant dans l'environnement, pourrait 

induire à faible dose des troubles endocriniens et des toxicités dans les organismes aquatiques. 

Cependant son effet sur la thyroïde était encore inconnu, jusqu'à ce que en 2014 Li ZH et ses 

collaborateurs se sont intéressés à l'étude des niveaux d'expression de gènes dont NIS associés à 

des troubles thyroïdiens tels que l'hypothyroïdisme chez des larves chinoises exposées à 

différentes doses de cadmium. Les résultats montrent que les niveaux d'expression de l'ARNm 

NIS et d'autres gènes tels que la Tg sont significativement augmentés, cependant ceux de T4 sont 

diminués. Le cadmium semble donc altérer l'expression génique au niveau de l'axe 

hypothalamo/thyroïdien et perturber la fonction thyroïdienne induisant des retards mentaux à des 

stades précoces de la vie (Li et al., 2014). 

 

1.9. Modulation pharmacologique de l'expression extra-thyroïdienne de NIS 

Une large proportion des tissus extra-tumoraux n'expriment pas de NIS endogène, et donc l'effet 

cytotoxique induit par la radiothérapie à 
131

I ciblée à la seule tumeur serait limitée. Les cancers 

exprimant NIS de façon endogène ainsi que les cancers dans lesquels l'expression de NIS est 

induite suite à un transfert de gène, ont intéressé beaucoup de scientifiques. L'un des progrès 
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intéressants a été l'amélioration de l'expression fonctionnelle de NIS dans le cancer du sein. En 

effet les rétinoïdes semblent avoir des effets positifs dans l'induction de l'expression fonctionnelle 

de NIS dans les cellules MCF-7 (Knostman et al., 2007). Un autre progrès a été l'utilisation des 

"All-trans-retinoic acid" (ATRA) qui ont la capacité d'induire la différenciation, d'inhiber la 

prolifération et de promouvoir l'apoptose de plusieurs tumeurs et cellules souches cancéreuses. 

ATRA induit des niveaux de captation d'iodue 10 fois supérieur au niveau de base dans plusieurs 

clones de cellules MCF-7, alors que la lignée mammaire MDA-MB 231, qui n'exprime pas le 

récepteur oestrogénique, ne répond pas à ATRA en termes d’augmentation de l'expression de NIS 

et de niveau de captation de l'iode (Tanosaki et al., 2003). Une étude plus récente menée sur les 

cellules souches cancéreuses issues de cancer thyroïdien médullaire montre que ATRA pourrait 

élever le niveau d'expression de NIS ainsi que la captation d'iode in vivo (Tang et al., 2014). 

 

1.10. Thérapie Génique ciblée via NIS 

Les radio-isotopes sont des formes instables d'un élément. Cette instabilité peut être due à un 

excès de protons, de neutrons voire des deux. En conséquence, ces éléments tendent à émettre des 

particules et des radiations électromagnétiques qui pourraient être utiles pour le traitement des 

tumeurs. Il existe 2 types de sources radioactives: Les sources scellées et les sources non scellées. 

Concernant les sources scellées, un faisceau externe pénètre dans le corps jusqu'au site cancéreux 

afin d'irradier la tumeur ou bien la tumeur est irradiée au moyen d'une source de rayonnement 

implantée de façon temporaire ou permanente à l'intérieur ou à proximité de la tumeur 

(curiethérapie). A la fin de la durée du traitement, la source radioactive est éliminée du corps du 

patient, par contre les sources non scellées sont des radio-isotopes qui ne sont pas encapsulées et 

elles arrivent directement au patient par ingestion ou par injection. Les radiations sont absorbées 

de façon sélective par le tissu et émettent donc les particules (surtout α ou β), et pourraient être 

aussi délivrées dans d'autres tissus. L'utilisation de radio-isotopes non scillés est installée dans les 

protocoles cliniques des cancers thyroïdiens (Willhauck et al., 2008), de cancers prostatique 

(Liepe and Kotzerke, 2007), de neuroblastomes, (Shelley and Mason, 2007),  et les lymphomes 

(Taggart et al., 2008). 

L'incapacité des tissus extra thyroïdiens à organifier l'iodure ne constitue pas une lacune dans le 

traitement des cancers extra thyroidiens par radiothérapie à l'iode 131. Les métastases 

thyroïdiennes par exemple, présentent des architectures folliculaires détériorées, manquent 

d'expression de Tg, et ne possèdent pas des systèmes d'organification de l'iodure, cependant la 

radiothérapie dirigée contre ces cancers est efficace. 
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1.11. Expression de NIS  dans les cancers extra-thyroïdiens  

1.11.1. Cancer du sein 

Comme précédemment mentionné, l'expression de NIS est retrouvée chez 80% de femmes 

atteintes de cancer du sein, ainsi que dans plusieurs modèles transgéniques d'animaux atteints 

d'adénocarcinomes (Tazebay et al., 2000). NIS est aussi exprimé dans les cancers mammaires 

triple négatifs (pour les récepteurs de l'œstrogène, de la progestérone et pour HER2) pour 

lesquels les traitements sont difficiles à mettre en œuvre (Renier et al., 2009). 

Une étude s'est intéressée à l'expression de NIS dans les métastases cérébrales du cancer du sein 

dont le traitement constitue un véritable défi thérapeutique du fait de la perméabilité très 

médiocre de la barrière cérébrale vis-à-vis d’agents de chimiothérapie, le traitement étant limité à 

une chirurgie d’exérèse et une irradiation externe (Portulano et al., 2014). 75% des tissus 

cérebrauxs analysés étaient NIS positifs. Bien que NIS présente une localisation intracellulaire 

prédominante, une localisation membranaire était retrouvée dans 24% des échantillons analysés 

(Renier et al., 2010). 

Malgré une expression de NIS majoritairement cytoplasmique dans les cancers mammaires, 

environ 25% des cas présentait une expression membranaire de NIS (fig 14) (Renier et al., 2010) 

ce qui dans l’absolu permet à ces tumeurs éligibles pour la radiothérapie à l'iode 131. Les niveaux 

de concentration de l’iode dans les tissus tumoraux sont malheureusement faibles et ne 

permettent pas d’espérer un dépôt de dose de radiation suffisant pour une activité radiolytique. 

Enfin, certaines études montrent que les niveaux d'expression de NIS peuvent changer au fur et à 

mesure de la progression de la maladie et des traitements (Renier et al., 2009). 

 

Figure 14. Expression de NIS dans des tissus tumoraux humains de glande mammaire. 

a) tumeur negative pour NIS, b) tumeur présentant un NIS intracellulaire, et c) tumeur présentant 

à la fois un NIS intracellulaire et un NIS à la membrane plasmique (Knostman et al., 2007). 
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1.11.2. Cholangiocarcinomes intra hépatiques. 

L'expression endogène de NIS a aussi été mise en évidence dans les cancers des voies biliaires 

intra hépatiques, appelé le cholangiocarcinome intra-hépatique (ICC). Les thérapies actuellement 

disponibles pour ce type de cancer sont très limitées, et les taux de survie à 5% ne dépassent pas 

les 2%.  Cette découverte pourrait représenter dans l’avenir un espoir thérapeutique basée sur une 

radiothérapie à l'iode 131 chez ces patients (Liu et al., 2007). Il faut cependant noter que, comme 

dans le cancer du sein, NIS est pour certaines tumeurs ICC localisé à la membrane plasmique des 

cellules biliaires tumorales et pour d’autres ICC NIS est essentiellement accumulé dans les 

compartiments intracellulaires.  

1.11.3. Autres cancers   

 

Cancer des testicules  

L'expression de NIS dans le cancer des testicules a été mise en evidence pour la première fois par 

Wapnir et ses collaborateurs en 2003 (Wapnir et al., 2003).  Ensuite l'équipe de Diego Russo a 

analysé l'expression de NIS dans une série de 107 cancers testiculaires, et a montré que NIS se 

trouve au niveau de la membrane plasmique de la majorité des tissus de seminomes et de 

carcinommes embryonnaires des testicules humaines, cependant NIS n'est pas exprimé dans les 

cellules de Leyding. Une association significative entre l'expression de NIS et l'agressivité de la 

tumeur mise en évidence par l'invasion lymphovasculaire a été relevée, suggérant que NIS 

représente un facteur non favorable de pronostic de la maladie. D'autre part sa présence au niveau 

de la membrane plasmique des cellules tumorales constitue un espoir pour l'application de la 

radiothérapie à l'iode 131 (Micali et al., 2013). 

 

Cancer de la prostate  

Les informations bibliographiques sur l'expression endogène de NIS dans le cancer de la prostate sont 

très limitées. En 2009, Navarra et ses collaborateurs ont examiné cette expression sur le plan ARNm 

et protéique dans une série d'adénocarcinomes. Cette équipe montre que NIS est exprimé dans 50% 

des tissuss analysés, avec une localisation cytosolique qui pourrait etre due à une maturation 

incomplète de la protéine  (Navarra et al., 2010).  

 

Cancer du colon 

Une étude réalisée en 2009 a montré une activation du gène NIS dans le cancer du colon. En effet 

l'expression de NIS survenait dans 62,6% des tissus analysés (wapnir et al., 2003). Les analyses 

immunohistochimiques ont révélé une accumulation cytoplasmique de NIS, ce défaut d’adressage 
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à la membrane plasmique empêchant toute activité de transport Cependant d'autres études sont 

contreverses  et montrent une absence d’expression de NIS dans le cancer du colon (Farnedi et 

al., 2009). 
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2. Polarité Cellulaire  

Généralités 

Les tissus épithéliaux représentent des barrières entre notre corps et le monde externe. 

L'architecture de l'épithélium est maintenue grâce à l'engagement des cellules dans des jonctions 

avec les cellules voisines et avec la matrice extracellulaire. Etant donné ce rôle central des 

jonctions dans l'homéostasie épithéliale et dans la physiopathologie, des progrès rapides dans la 

connaissance de ce compartiment subcellulaire ont eu lieu cette dernière décennie. Plusieurs 

complexes jonctionnels ont été identifiés ainsi que les voies de signalisation qui leur sont 

associées (Capaldo et al., 2014). 

Biologiquement parlant, le terme " polarité cellulaire " se réfère à un système d'asymétrie de la 

distribution des composants membranaires et intracellulaires de la cellule qui entraine une 

asymétrie dans sa forme et ses fonctions (St Johnston et Ahringer, 2010).  En plus de 

l'organisation polarisée des protéines membranaires, des composants du cytosquelette et des 

organelles, la cellule épithéliale polarisée présente une organisation bien ordonnée qui l'engage 

dans des contacts cellules - cellules et cellules - matrice extracellulaire (Nelson, 2003). Dans un 

organisme multicellulaire, les structures organisées formées par les cellules d’un tissu épithélial 

assurent de nombreuses fonctions, ex : les échanges, l’absorption, la sécrétion, et la protection. La 

croissance, la différenciation et la survie des cellules épithéliales sont régulées de manière fine 

afin de maintenir l’homéostasie du tissu. Toute altération de la polarité cellulaire pourrait induire 

une perte de la différenciation cellulaire et une désorganisation tissulaire facilitant par exemple 

l'initiation et la progression des cancers (fig 15) (Ellenbroek et al., 2012; Dolega et al., 2013).  

La surface basale d'une cellule polarisée communique avec la matrice extracellulaire grâce à la 

membrane basale sous-jacente. Le pôle apical se retrouve en contact avec la lumière, et se 

spécialise dans la régulation des échanges à ce niveau, cependant qu’au niveau des surfaces 

latérales se met en place un système de jonctions intercellulaires et de structures d’adhérence (St 

Johnston et Ahringer, 2010).  
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Figure 15. L'altération de la polarité cellulaire facilite la progression des cancers. 

A) dans les cellules épithéliales polarisées, les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les 

jonctions Gap sont exprimées et correctement localisées. B) L'altération des jonctions cellulaires 

contribue à la perte de l'architecture cellulaire et au détachement des cellules les unes des autres. 

C) L'acquisition de propriétés mésenchymateuses par les cellules. A ce stade, les cellules ont 

besoin de renouveler leurs jonctions cellulaires afin de faciliter la migration collective des 

cellules et les métastases (Friedl et Gilmour, 2009). 

 

2.1. La polarité cellulaire chez les mammifères. 

Dans les épithéliums de mammifères, la polarité est établie par l'action coordonnée de 3 

ensembles de protéines : l'ensemble des protéines discs large (Dlg)/ Scribble (Scrib) / Lethal giant 

larvae  (Lgl) qui établit et maintient les membranes basolatérales, l'ensemble des protéines 

Crumbs/PALS/PATJ qui régule la biogenèse et le maintien de la membrane apicale et l'ensemble 

des protéines (Par3)/Par6/atypical Protein kinase C (aPKC) qui permet la formation des jonctions 
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serrées et régule leur fonction au niveau de la bordure apico-basale (fig 16) (Ellenbroek et al., 

2012). 

 

Figure 16. Localisation des complexes de polarité dans une cellule épithéliale. 

Le complexe Par regroupant Par3, Par6, aPKC et le complexe Crumbs regroupant Crb, Palsl, et 

PAT J sont localisés au niveau des jonctions serrées. Le complexe Scribble formé par Scrib, Dlg, 

et Lgl se trouve dans la région basolaterale des jonctions adhérentes (Geevimaan et Prakash, 

2013). 

 

2.2. Les jonctions intercellulaires et les acteurs qui leur sont 

associés. 

L’adhérence entre les cellules épithéliales est assurée chez les mammifères par les jonctions 

intercellulaires, souvent composées de glycoprotéines transmembranaires qui maintiennent les 

liens avec la surface extracellulaire. De la même manière, les protéines du cytoplasme qui sont 

reliées à ces complexes, établissent des communications avec d’autres jonctions cellulaires. Le 

domaine apical de la cellule polarisée est formé par une bordure en brosse de microvillosités au 

dessous de laquelle se situent les filaments d'actine. Ces derniers sont liés à la membrane 

plasmique par une famille de protéine dite ERM, pour Ezrine, Moésine, et Radixine. La bordure 

entre les domaine apical et latéral est marqué par les jonctions serrées, et en-dessous viennent les 

jonctions adhérentes et ensuite les desmosomes. 

2.2.1. Les jonctions serrées. 

2.2.1.1. Généralités 

Les jonctions serrées (JS) possèdent deux fonctions essentielles dans un tissue épithélial : tout 

d'abord, elles contrôlent la voie paracellulaire de pénétration des ions, des solutés et de l'eau à 
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travers l'espace intercellulaire, et ensuite elles forment une bordure morphologique et 

fonctionnelle entre le domaine apical et le domaine basolatéral de la cellule (Tsukita et al., 2001). 

Associées aux jonctions adhérentes, elles forment le complexe jonctionnel apical. Ces jonctions 

sont liées au cytosquelette d'actine et de microtubule, qui est essentiel à l'assemblage des 

jonctions et à leur régulation (Cereijido et al., 2008). Elles sont formées essentiellement de 4 

types de protéines différentes: les occludines, les claudines, les " junctional adhesion molecules " 

(JAM) (fig 17) et les tricellulines (Ichikawa-Tomikawa et al., 2011; St Johnston et Ahringer, 

2010). Les occludines et les claudines traversent 4 fois la membrane lipidique. Ce sont des 

protéines membranaires liées à des protéines cytoplasmiques adaptatrices qui se trouvent 

adjacentes à la jonction, cette dernière recrutant aussi des régulateurs et des molécules de 

signalisation au niveau de la jonction. Les JAM qui appartiennent à la superfamille des 

immunoglobulines ne traversent la membrane plasmique  qu'une seule fois (St Johnston et 

Ahringer, 2010).  

Les protéines zonula occludens (ZO-1, -2, et -3) appartiennent à la famille des MAGUK, et 

représentent des protéines associées aux JS, formant des échafaudages à travers plusieurs 

interactions protéine - protéine (González-Mariscal et al., 2003). 

Les JS forment une barrière de diffusion, permettant aux cellules épithéliales de séparer les 

différents compartiments. Cette barrière de diffusion est semi-perméable ; elle permet la diffusion 

passive en fonction de la taille et de la nature des ions. Les JS participant aussi à la génération et 

au maintien de la polarité cellulaire et hébergent des éléments de régulation qui contrôlent la 

polarisation apico-baso- latérale en guidant le trafic vésiculaire au niveau de la surface cellulaire 

et en formant une barrière de diffusion intra-membranaire. Elles jouent aussi un rôle dans la 

régulation des mécanismes de signalisation intracellulaires contrôlant le comportement, la forme 

et l'expression génique des cellules. Une JS fonctionnelle est formée par plusieurs protéines, 

incluant des protéines membranaires, des protéines d'échafaudage cytoplasmique et des protéines 

des voies de signalisation. 

 

2.2.1.2. Composition   

Les JS représentent des contacts clos entre les membranes plasmiques de cellules voisines et 

englobent des brins intramembranaires de protéines transmembranaires (Furuse et Tsukita, 2006). 

Ces brins sont des oligomères de protéines transmembranaires qui permettent aussi les contacts 

cellules–cellules et forment une barrière de diffusion paracellulaire. Les membres de la famille 

des claudines sont les principaux composants de ces brins. Les jonctions serrées contiennent un 
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autre type de protéines membranaires dites tetraspan  dont le domaine transmembranaire forme 

un domaine appelé  "Marvel Domain" tel que l'occludine, la tricelluline et la Marvel D3. 

Les JS contiennent aussi des protéines d'adhésion ayant des domaines d'immunoglobulines tels 

que les CAR (coxsackie and adenoviral serotype 2/5 receptor) qui sont des récepteurs de certains 

adéno- et rétrovirus, et les angulines.  

Crb3 est une protéine transmembranaire spécifique de la différenciation apicale des cellules. 

Cette protéine interagit avec les JS. De telles protéines transmembranaires interagissent avec un 

réseau complexe de protéines cytolosoliques appelé plaque cytoplasmique formé par plusieurs 

protéines adaptatrices dont plusieurs contiennent des motifs PDZ et SH3 et plusieurs types de 

protéines régulatrices telles que des protéines de liaison au GTP, des kinases lipidiques et des 

phosphatases (Matter et Balda, 2014). Certains des composants des JS peuvent interagir avec des 

protéines concentrées au niveau des jonctions adhérentes. A titre d'exemple ZO-1 peut former des 

complexes avec la α-caténine. Les composants jonctionnels ont des sites de liaison à l’actine F et 

aux microtubules, ceci permet l'intégration des jonctions adhérents et des JS avec le réseau du 

cytosquelette cytoplasmique (Cereijido et al., 2008). 

 

Figure 17. Structure moléculaire de la jonction serrée. 

(Aktories and Barbieri, 2005). 

 

2.2.1.3. Rôle des jonctions serrées dans l'établissement de la polarité cellulaire 

Les JS jouent un rôle essentiel dans la régulation des voies de signalisation impliquées dans 

l'homéostasie cellulaire. Ceci suggère que la désorganisation de ces jonctions pourrait faciliter 

l'initiation du cancer et/ou sa promotion. De nombreux résultats expérimentaux mettent en 

évidence un rôle fondamental de ces protéines de polarité dans la carcinogenèse. Le maintien des 
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JS est intimement lié à l'une des voies de polarité cellulaire activée pendant la différenciation 

cellulaire, à savoir le complexe Par3/Par6/aPKC qui est localisé via Par3 au niveau des JS par le 

biais d’une interaction directe entre Par3 et la proteine JAM (Ebnet et al., 2004). Ce complexe 

active Cdc42 qui active à son tour aPKC et permet la maturation des JS. Il a été montré que la 

surexpression de Par6 altère la localisation subcellulaire de Par3 et par là induit une altération de 

la localisation de ZO-1 (Shin et al., 2006). Cependant l'expression de Par3 renforce la fonction 

des JS et leur résistance trans-épithéliale TER, ainsi que la localisation de ZO1 au niveau des JS 

(Yamanaka et al., 2003). 

Un autre exemple est la voie de signalisation TGF-b/Par6 essentielle dans la réorganisation du 

cytosquelette et le remodelage des JS. En effet, cette voie altère la polarité cellulaire en induisant 

la phosphorylation de Par6 et l’altération de la localisation de Par3 aux JS. L'inhibition de la voie 

Par6 réverse le phénotype d'EMT dans les cellules cancéreuses mammaires (Viloria-Petit et al., 

2009).  

Autre exemple concerne le complexe Crumbs. L'induction de l'expression de Crb3 dans la lignée 

épithéliale MCF-10A, qui a perdu la capacité à former des JS, permet à ces cellules de 

reconstruire à nouveau des JS (Fogg et al., 2005). 

 

2.2.2. Les jonctions adhérentes. 

Les jonctions adhérentes ont été originellement identifiées en 1983 par Rothbaum et ses 

collaborateurs au niveau des entérocytes de l'intestin grêle (Rothbaum et al., 1983). Elles 

s'assemblent au niveau de la surface latérale, en dessous des JS et assurent les liaisons 

mécaniques principales entre cellules ainsi que l’intégrité physique du tissu. Ces jonctions sont 

composées d’homodimères de cadhérine, et des protéines adaptatrices, les β et les α caténines 

(Nelson, 2008).  

2.2.3. Les desmosomes 

Les desmosomes forment des points d'adhérence ponctuels et intermittents, tout au long de la 

membrane latérale de la cellule et sont ancrés dans le cytoplasme des filaments intermédiaires. 

Ces structures fournissent de la résilience mécanique à l'épithélium et contribuent à l'homéostasie 

tissulaire. Il existe 2 types de cadherines desmosomales : les desmogleines et les desmocollines 

(Tsukita et al., 2001). En plus de leur rôle structural, les desmosomes constituent des centres de 

signalisation intracellulaires (Capaldo et al., 2014). 
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2.3. La polarité hépatique 

Le tissu hépatique représente un exemple unique de  morphologie épithéliale, qui regroupe à la 

fois des cellules hépatocytaires et des cellules cholangiocytaires polarisées. Les principales 

fonctions hépatiques de synthèse de la bile et de détoxification sont assurées par les hépatocytes 

qui constituent environ 60% des cellules du foie (Decaens et al., 2008). La majorité des cellules 

épithéliales présente une polarité dite "simple" et chaque cellule ne présente qu'un domaine apical 

et un domaine basolatéral, alors que les hépatocytes présentent plusieurs domaines apicaux et 

basolatéraux (fig 19). Les pôles apicaux des hépatocytes adjacents forment un réseau continu de 

canalicules biliaires dans lesquels la bile est secrétée, et le domaine basolatéral est en contact 

avec les vaisseaux sinusoïdaux. Les hépatocytes sont disposés en travées sous forme de plaques 

de cellules avec plusieurs domaines basaux et apicaux (fig 18) (Müsch, 2014). L'activité des 

hépatocytes dépend surtout de leur haut niveau de polarité et donc de leurs JS. La surface apicale 

des cellules hépatocytaires est emboitée par une couronne de JS à l'apex géometrique de la 

monocouche (Treyer and Müsch, 2013). Les JS d'un hépatocyte constituent une barrière 

intercellulaire entre le sang et la bile, et permettent la distribution correcte des differents 

transporteurs impliqués notamment dans la sécrétion de la bile (Decaens et al., 2008). Le réseau 

de canalicules biliaires centrifuge vers un canal biliaire commun permet le transport des acides 

biliaires qui seront utilisés par le tractus digestif.  

 

Figure 18. Architecture complexe du foie. 

L'architecture hépatique comporte 2 grands types de cellules épithéliales. Les domaines luminaux 

d’hépatocytes adjacents constituent le canalicule billiaire. La voie billiaire est composée par un 

autre type de cellules, les cholangiocytes (Treyer and Müsch, 2013). 
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Dans sa revue, Doris Cassio et ses collaborateurs réalisent une étude comparative des différents 

types cellulaires hépatiques susceptibles d’êtres utilisés comme modèle d'étude de la polarité 

hépatique. Certains types cellulaires sont faiblement polarisés comme les cellules Huh7 dérivées 

de carcinome hépatocellulaire (CHC), d'autres présentent une polarité un peu plus prononcée 

comme les cellules HepG2 dérivées d’hépatoblastome bien qu’elles ne sont pas capables de 

mimer une polarité complexe d'hépatocyte. La lignée Hepa RG elle aussi dérivée de CHC semble 

être plus intéressante une fois différenciée dans les lignages hépatocytaire et biliaire. Une lignée 

tout à fait intéressante car capable de reproduire in vitro une architecture hépatique est la lignée 

d’hépatome de rat Can10. C'est une lignée hépatique établie par ces mêmes auteurs après avoir 

cultivé la lignée parentale Fao dans des sphéroïdes. Ces cellules sont capables de former des 

canalicules billiaires et présentent un profil protéique similaire à celui des hépatocytes en 

particulier concernant le répertoire des protéines des JS (Decaens et al., 2008). 

 

Figure 19. Polarité épithéliale simple et polarité hépatique complexe. 

Les cellules ayant une polarité simple comme les cellulaires biliaires présentent un seul domaine 

apical au niveau de l'apex de la cellule et un domaine basolateral correspondant au reste de la 

membrane plasmique. Les hépatocytes sont quant à eux organisés en travées ; ils présentent 

plusieurs pôles apicaux et basolatéraux. Les pôles apicaux forment un réseau continu constitué de 

canalicules biliaires dans lesquels la bile est excrétée (Benedicto et al., 2012). 

 

2.4. Interaction des jonctions serrées avec les transporteurs et 

caneaux ioniques.  

Les JS sont des « fermetures » de l'espace entre cellules bloquant ainsi la diffusion membranaire 

des biomolécules (lipides, protéines) entre les parties apicale et basolaterale de la cellule, et 

permetant un  échange paracellulaire des ions et autres solutés entre les cellules. Plus récemment, 
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de nouvelles fonctions leur sont attribuées dans l’échafaudage des JS eux-mêmes ainsi qu’un rôle 

de "station d'accueil" de vésicules de transport (Rajasekaran et al., 2008). Cette activité de 

transport est finement régulée par plusieurs signaux intra- et extracellulaires. Parmi les facteurs 

qui régulent la perméabilité des JS se trouvent des ions et des  transporteurs. Trois exemples 

seront décrits dans la suite de mon propos. 

 

2.4.1. L’échangeur Na
+
/H

+
 NHE3 

Le passage de molécules hydrophiles chargées à travers la bicouche lipidique de la membrane 

plasmique est limité. La voie principale de passage de telles molécules est la voie paracellulaire, 

dont la perméabilité est determinée par les JS. Des changements de perméabilité des JS peuvent 

donc influer sur la perméabilité de ces molécules. La propriété de barrière paracellulaire relative 

aux JS peut être suivie par la mesure de la résistance transépithéliale (TER). Cette mesure permet 

d’estimer les changements continus de la conductance paracellulaire. Elle est obtenue par un 

électromètre et des électrodes au niveau des filtres sur lesquels sont posées les cellules 

épithéliales. Elle permet également la mesure de la sélectivité ionique des JS (Johnson, 2005). 

Parmi les transporteurs qui régulent la TER des JS, l'échangeur Na+/H+ NHE3 en est un 

exemple. En effet, suite à l'action du transporteur SGLT (Na
+
/glusose), les cellules intestinales 

gonflent et leur PH augmente. Ceci induit l'activation de l'échangeur NHE3 pour installer 

l'homéostasie cellulaire. L'inhibition de NHE3 entraine une augmentation de la résistance 

transépithéliale des JS. Ce phénomène se déroule en présence d'un trasnsporteur SGLT actif 

suggérant que la voie de régulation de la perméabilité des JS induite par le transport de glucose et 

de Na+ passe par l'activation de l'échangeur NHE3 (Turner et al., 2000). 

 

2.4.2. Le canal K
+
/ATP 

Le canal K
+
/ATP fait partie de la famille des protéines Kir6, et contient dans sa structure des 

sous-unités SUR (sulfonylurea receptor) qui participent à la régulation de l'activité de ce 

transporteur. Il est considéré comme étant un transducteur de la régulation de la perméabilité des 

JS (Jöns et al., 2006). En effet le complexe Kir6.1-SUR2A est localisé exclusivement au niveau 

des JS de la barrière gastrointestinale. Les auteurs montrent aussi que ce complexe 

coimmunoprecipite avec l'occludine au niveau du foie dont la perméabilité jonctionelle est 

régulée, cependant il est absent dans le tube collecteur et l'épithélium urothelial. L'explication la 

plus réaliste de cette localisation est que suite à une prise alimentaire importante en glucose, le 
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canal adapte une conformation "close" pour empêcher davantage d’entrée. Cependant au niveau 

des cellules intestinales, ce canal lie les JS, grâce à la protéine SUR et élève la perméabilité des 

JS pour permettre à l'organisme de recruter les nutriments même si les voies transcellulaires sont 

déjà saturées (fig 20). (Jöns et al., 2006). 

 

Figure 20. Localisation de Kir6.1 et de ZO-1 dans l’intestin. 

Microscopie électronique montrant la localisation subcellulaire de la sous-unité Ki6.1 au niveau 

des jonctions serrées dans les cellules épithéliales intestinales. Echelle: 0,5 μm (Jöns et al., 2006). 

 

2.4.3. TRPV4 

Le canal TRPV4 est un canal calcique constitutionnellement actif qui permet le transport 

membranaire de cations contre le gradient électrochimique. Ainsi, il augmente les concentrations 

intracellulaires de Ca2
+
 et de Na

+
. Ce canal est exprimé dans plusieurs types cellulaires 

épithélials. L’activation de TRPV4 dans la lignée mammaire HC11 réduit rapidement la TER des 

JS (Reiter et al., 2006). TRPV4 ne colocalise pas avec la protéine des JS occludine, mais il se 

trouve au niveau de la membrane basolatérale. Cependant son activation induit une élévation de 

la concentration calcique intracellulaire en activant des canaux potassiques calcium-dépendant et 

induit donc une élévation de la conductance transcellulaire instantanée (perméabilité 

transcellulaire) et de la perméabilité paracellulaire (à travers les jonctions) en induisant un 

réarrangement clair des JS (Reiter et al., 2006). 
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3. La Culture 3D  

Généralités 

Pendant plusieurs décennies, les expérimentations en biologie cellulaire étaient basées sur des 

modèles de culture cellulaire en 2D. Cependant, la modélisation de processus cellulaires 

physiologiques (et pathologiques) complexes qui utilise des cellules cultivées en 2D ne reflète 

pas la réalité du microenvironnement cellulaire lui-même composé d’un réseau de protéines 

fibrillaires, de matrice extracellulaire et de cellules filles dans une configuration en 3D (fig 21). 

De même, l'architecture spécifique du tissu, les indices mécaniques et biochimiques et les 

communications cellules - cellules sont largement perdus dans de telles conditions simplifiées et 

biaisées de culture. La culture cellulaire en 3D offre donc un modèle d’étude pertinent du 

microenvironnement en favorisant les interactions cellules-cellules et cellules-matrice 

extracellulaire (Pampaloni et al., 2007). Ceci explique pourquoi la culture cellulaire 3D devient 

un outil nécessaire à l’étude de la polarité cellulaire et offre ainsi des systèmes plus complexes de 

reconstruction des tissus in vivo. 

 

Figure 21. Le microenvironnement tumoral complexe. 

(Wang et al., 2014) 
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3.1. Caractéristiques de la culture 3D 

3.1.1. La croissance cellulaire en 3D altère la prolifération et la morphologie 

cellulaire, et mime celle dans le microenvironnement tumoral. 

Plusieurs facteurs interviennent pour rendre la vitesse de prolifération des cellules non uniforme 

dans un système 3D et donc pour faire apparaitre des zones de prolifération différentielle entre le 

centre du sphéroïde et sa partie externe, alors que lorsque les cellules sont cultivées en 

monocouche plate, elles prolifèrent à une vitesse relativement uniforme au niveau de la surface 

(Lin et al., 2008). Parmi ces facteurs on distingue : la disponibilité en nutriments, en oxygène, en 

facteurs de croissance au travers du sphéroïde et les modifications des voies de signalisations 

induites par la matrice extracellulaire (Edmondson et al., 2014). 

Plusieurs chercheurs ont remarqué que des types cellulaires isolés du tissu et cultivés sur des 

surfaces planaires, deviennent de plus en plus plates et se divisent de façon aberrante (von der 

Mark et al., 1977), Cependant certaines de ces cellules peuvent acquérir à nouveau des propriétés 

perdues et cela une fois qu'elles sont cultivées en conditions 3D (Baker and Chen, 2012). A titre 

d'exemple, Lee et ses collaborateurs ont mis en culture 3D,  31 lignées différentes de cancer 

épithélial ovarien et ont regardé les propriétés histologiques de différentiation et de polarité de 

ces cellules. La culture en 3D des cellules ne présentant pas une différentiation histologique et 

présentant un défaut de polarité apico-basolatérale en conditions 2D,  permet la restauration de la 

morphologie histologique du type tumoral à partir duquel elles ont été dérivées  (Lee et al., 2013). 

Finalement, Certaines études montrent qu'il est possible de distinguer des cellules somatiques 

normales des cellules tumorales d'après le phénotype différentiel qu'elles présentent dans une 

culture 3D. En effet, Fessart et ses collaborateurs ont développé un test rapide de discrimination 

des cellules bronchiques normales des cellules tumorales. L'équipe montre que les cellules 

épithéliales bronchiques normales sont capables de former des sphères multi cellulaires avec une 

taille proche de celles des vraies acines bronchiques, par contre aucune des cellules tumorales 

testée a réussi à former des lumières (Fessart et al., 2013).  

3.1.2. Le profil d'expression génique dans les cultures 3D est modifié. 

Le profil d'expression de certains gènes varie suivant la mise en culture des cellules en 2D ou en 

3D (Lee et al., 2013; Luca et al., 2013). Par exemple, les voies de transduction de signaux 

intracellulaires sont largement modifiées dans les cultures 3D du fait notamment des interactions 

cellulaires avec les éléments de la matrice. En effet, les facteurs de transcription sont 

responsables de l'expression des gènes, et tout changement dans les contacts cellulaires induisent 
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directement des changements dans l'expression génique,  et décident de  l'évolution de la 

morphologie, des taux de prolifération et de la résistance des cellules par exemple aux agents 

médicamenteux. Le résultat de ces interactions serait l'activation d'un ensemble de facteurs de 

transcription qui est différent de celui activés dans des cultures 2D (Bellis et al., 2013; Longati et 

al., 2013), ainsi que des modifications  différentielles du  comportement cellulaire au cours de la 

migration, l'invasion et la différenciation cellulaire. La migration cellulaire qui est classiquement 

évaluée dans des systèmes de chambre de Boyden ou au cours d’essais de blessure mécanique en 

monocouche cellulaire bénéficient actuellemnent de techniques nouvelles d’étude basée sur des 

systèmes 3D (Burgstaller et al., 2013). 

 

3.2. Formation de la lumière dans un modèle de culture 3D.  

Dans les organes tels que la thyroïde, la glande mammaire, le poumon, ou encore le pancréas, la 

formation de la lumière des ducts est essentielle pour la construction des réseaux fonctionnels des 

tubes épithéliaux de différentes tailles et formes au cours de l'organogenèse épithéliale (Affolter 

et al., 2003). Dans la thyroïde, les thyréocytes sont organisés en follicules thyroïdiens formant 

une lumière centrale qui constitue le lieu de synthèse des précurseurs des hormones 

thyroïdiennes. Dans la glande mammaire, les cellules épithéliales sont organisées en structures 

sphériques appelées acinis qui produisent du lait transporté jusqu’au mamelon. La formation de la 

lumière dans les acinis se fait par un phénomène dit de "cavitation" dans lequel les cellules du 

centre meurent par apoptose et de nouvelles cellules épithéliales créent un espace luminal. In 

vitro, il a été montré que les cellules épithéliales mammaires humaines MCF-10A non 

tumorigènes élaborent des structures sphériques en acinis (Mailleux et al., 2008) comme 

lorsqu’elles sont cultivées en matrigel qui constitue un mélange similaire à celui du gel de 

protéines de la membrane basale (principalement composé de collagène, laminine et entactine ) 

(Kleinman et al., 1982). Dans ce système, une seule cellule prolifère pour former un agrégat de 

cellules, et après quatre à cinq jours, les cellules de la partie externe qui sont attachées à  la 

matrice extracellulaire développent un axe de polarité apicobasale et subissent un arrêt de 

croissance. Après sept à huit jours, les acinis subissent un remodelage d'une manière assez 

synchrone pour créer une lumière (fig 22). Les structures matures sont composées d'une seule 

couche de cellules épithéliales entourant une lumière creuse (Mailleux et al., 2008). L’intégrité 

d’un acini complètement différencié est déterminée par sa polarité apicale et basale, qui est 

caractérisée par des contacts de la membrane basale et l'établissement des jonctions 
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intercellulaires. (Dolega et al., 2013). Les mécanismes contrôlant la polarité épithéliale et la 

formation de la lumière dans un acini ne sont pas bien élucidés à ce jour.  

 

Figure 22. Formation de la lumière au cours de la polarisation des MDCK. 

(Sigurbjörnsdóttir et al., 2014). 

 

3.3. Imagerie des systèmes 3D 

Les techniques d'imagerie des structures polarisées en 3D sont en croissance aussi importante que 

celle des systèmes 3D eux-mêmes. L'approche classique pour étudier ces systèmes est 

l'immunofluorescence avec utilisation de marqueurs apicaux et baso-latéraux de la polarité 

cellulaire. Cette technique offre  aussi un moyen d'étude de la perte de polarité qui est décrite par 

la redistribution des protéines des jonctions serrées du pole apical de la cellule et par l'occupation 

de la lumière de l'acine par des cellules désorganisées, indice montrant le passage de la structure 

acine en sphéroïde (Dolega et al., 2013). Plusieurs critères sont requis pour une analyse 

quantitative dynamique  des structures 3D. Parmi ces critères, on retrouve : Un excellent ratio 

signal/bruit, une bonne résolution le long de l'axe optique, un champ de vision large, et une 

grande vitesse  d'enregistrement de la pile d'images. Actuellement, la microscopie à fluorescence 

confocale représente l'imagerie disponible dans le commerce, la plus utilisée pour de telles 
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expériences. Cependant, comme dans ce type d'imagerie la lumière d'excitation éclaire la totalité 

de l'objet,  elle induit alors des photo blanchiments et les effets phototoxiques au niveau de tous 

les plans de l'échantillon. Un autre inconvénient de la microscopie à fluorescence confocale est la 

limite de pénétration en profondeur quand on  utilise  des lentilles à ouverture numérique élevée 

(Dickinson, 2006). 

 

3.4. Les Cellules MDCK, modèle pertinent de culture 3D 

Les cellules épithéliales représentent une barrière entre l'intérieur de notre corps et le monde 

externe. Afin d'accomplir leur fonction de barrière, ces cellules ont développé des caractéristiques 

particulières telles qu'une morphologie polarisée, des contacts cellulaires et des interactions 

intimes avec la matrice extracellulaire. Les cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) ont 

été les premières à être utilisées pour l'étude des épithéliums, puisqu'elles présentent une polarité 

apico-basolatérale nette, des jonctions cellulaires bien définies, une vitesse de croissance rapide, 

et sont appropriés pour l'imagerie confocale (fig 23). De même, ces cellules, une fois cultivées 

sur des films perméables, sont capables de former une monocouche de cellules polarisées dans 

laquelle la membrane basale est attachée au filtre, et le pôle apical fait face au milieu de culture 

(Simons et Fuller, 1985). La majorité des connaissances actuelles sur les cellules MDCK 

proviennent d'études réalisées dans de tels systèmes. Cependant ce système reste artificiel qui 

fournit un signal fort pour la polarisation des cellules et détermine la direction de la polarité (Elia 

et Lippincott-Schwartz, 2009). 

D'autre part, il est possible de cultiver les cellules MDCK dans du collagène ou bien dans 

n'importe laquelle matrice extracellulaire comme par exemple le matrigel. Dans ces types de 

culture, les cellules MDCK forment une culture tridimensionnelle de cellules polarisées ayant une 

lumière centrale autour de laquelle se disposent les cellules. Ce processus mime plusieurs des 

caractéristiques physiologiques de la formation de la lumière pendant le développement et 

partage des similitudes morphologiques avec le tissu épithélial (Martín-Belmonte et al. 2008). 
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Figure 23. Immunofluorescence des cellules MDCK en 2D et en 3D (matrice=collagène). 

 

Le seul inconvénient des cellules MDCK semble  être leur origine canine. Ceçi étant important 

parce que la majorité des anticorps commerciaux disponibles sont dirigés contre des séquences 

humaines ou bien des séquences murines, et ne pourront pas reconnaitre parfois la séquence 

canine. 

Depuis plusieurs années, les chercheurs se sont intéressés à la comparaison du trafic polarisé des 

protéines dans les thyréocytes, et dans les cellules MDCK et ont remarqué un niveau important 

de similitude quant au tri polarisé et au site de présence de ces protéines dans les 2 types 

cellulaires. L'équipe de Nancy Carrasco s'est particulièrement intéressée à l'expression stable de 

la Tg et de NIS dans les MDCK et ont réussi à reproduire la localisation apicale et basolatérale 

respectivement de ces 2 protéines dans les cellules MDCK (Zhang et al., 2002). 

Depuis cette découverte les chercheurs essayent de reproduire l'architecture des thyréocytes dans 

les cellules MDCK, qui peuvent être cultivés sur des gels de collagène, pour former des 

follicules. Ceci permettra l'étude de plusieurs processus impliqués dans la synthèse des hormones 

thyroïdiennes dans ce modèle polarisé de MDCK. 
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Introduction 

Le symporteur d’iodure NIS est exprimé dans un grand nombre de cancers solides non 

thyroïdiens. La signification physiopathologique de la présence de NIS dans ces cancers n’est pas 

connue. Dans la majorité des cas, NIS présente un défaut d’adressage et est accumulé dans le 

cytoplasme des cellules cancéreuses rendant impossible tout possibilité de traitement par 

radiothérapie à l’iode 131. 

L’objectif général de ma thèse visait, d’une part, à étudier le rôle de NIS dans la carcinogenèse 

non-thyroïdienne et son intégration éventuelle dans un réseau de signaux impliqués dans 

l’oncogenèse, et, d’autre part,  à étudier les mécanismes de régulation de la rétention 

membranaire de NIS. 

 

Objectif 1. Rôle de NIS dans la carcinogenèse non-thyroïdienne  

Nous montrons que NIS est généralement séquestré dans les compartiments intracellulaires de 

cellules cancéreuses issues de cancers solides primaires mais également de cancers secondaires 

(notamment métastases hépatiques). Nous nous sommes intéressés aux mécanismes par lesquels 

la dérégulation de NIS pouvait influencer le comportement des cellules cancéreuses qui 

l’expriment. Pour ce faire nous avons, d’une part, évalué le phénotype de cellules transformées 

sur- ou sous-exprimant NIS, et, d’autre part, étudié les données d’un crible double hybride réalisé 

au laboratoire avant mon arrivée et qui avait permis d’identifier un petit nombre de candidats 

partenaires potentiels de NIS connus pour être impliqués dans la dynamique du cytosquelette, la 

migration et la polarité cellulaire. L’ensemble de nos travaux a révélé une nouvelle fonction de 

NIS dans la migration et l’invasion cellulaires sans que son activité de transport de l’iodure soit 

sollicitée. Ces fonctions sont possibles suite à l’interaction de NIS avec son partenaire protéique 

LARG (Leukemia-Associated RhoA Guanine Exchange Factor), ce dernier étant connu pour 

activer la GTPase RhoA. Nous avons objectivé cette interaction par des expériences de co-

immunoprécipitation et déterminé la colocalisation des deux molécules par immunofluorescence 

et microscopie confocale, dans plusieurs systèmes cellulaires d’expression endogène de NIS, et 

dans des systèmes de surexpression transitoire et stable. Les domaines d’interaction NIS-LARG 

ont été cartographiés par GST-pulldown. 

Le rôle de NIS dans la migration et l’invasion cellulaires a également été révélé dans plusieurs 

types cellulaires après surexpression ou invalidation de NIS grâce à des tests en chambre de 

Boyden (avec ou sans coating de Matrigel) et par vidéo-microscopie. Les index de migration et 



 

 

69 

d’invasion ont été quantifiés pour les différentes versions de NIS, à savoir la forme sauvage de 

NIS (WT) et différents mutants de NIS (mutant NIS défectif pour la captation W255A, mutant 

NIS tronqué des motifs d’interaction avec LARG ΔTNL, mutant NIS exclusivement 

intracellulaire incapable d’atteindre la membrane plasmique G543E). 

Nous montrons que la séquestration de NIS dans les compartiments intracellulaires, observée 

dans de nombreux cancers humains, conduit in vitro à une forte augmentation de la motilité et de 

l’invasion des cellules associée à une importante activation de RhoA. De plus, une transition 

épithélio-mésenchymateuse (EMT), processus connu pour être essentiel aux phénomènes de 

migration et d’invasion, est facilitée dans les cellules surexprimant NIS WT, et plus encore le 

mutant cytoplasmique G543E. Un shift de l’expression E-cadhérine/N-cadhérine, ainsi qu’une 

augmentation de l’expression de la vimentine et son organisation en fibres ont été observés dans 

ces cellules. 

Ce phénotype est retrouvé avec le mutant NIS W255A défectif pour le transport  indiquant que la 

fonction de transport de solutés n’est pas indispensable à la fonction de migration que nous avons 

découverte. 

L’ensemble de ces résultats a donné lieu à une publication : Iodide transporter NIS regulates 

cancer cell motility and invasiveness by interacting with the Rho guanine nucleotide exchange 

factor LARG. Cancer Research 2012. 
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I. Article 1 

Iodide Transporter NIS Regulates Cancer Cell Motility and Invasiveness by Interacting with the 

Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor LARG. 

Claire Lacoste, Julie Hervé, Myriam Bou Nader, et al. 
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Objectif 2 : NIS et polarité. 

Il a été montré dans les travaux réalisés sur la glande thyroïde que la localisation subcellulaire de 

NIS dépendait de l’état de polarisation des cellules, et sachant que la perte de la polarité cellulaire 

est une caractéristique commune des cellules cancéreuses, il était important de déterminer si les 

changements de distribution de NIS observés dans les tumeurs humaines étaient ou non une 

simple « marque » du lien de dépendance de NIS avec la signalisation de la polarité cellulaire. 

Une première version illustrant les résultats expérimentaux obtenus en réponse à ce deuxième 

objectif vous est présentée dans ce mémoire de thèse. Ce travail en cours de finalisation devrait 

être prochainement soumis pour publication.  " TGF-b signaling pathway is required for the 

targeting of the iodide symporter NIS " (manuscrit en préparation). 

La localisation subcellulaire de NIS a été recherchée dans une série de lignées cellulaires, 

transformées ou non, polarisées ou non polarisées, et dans différents tissus humains et murins. De 

plus, pour mieux comprendre la relation entre la localisation subcellulaire de NIS et l'état de 

polarisation des cellules, nous avons étudié la distribution de NIS ainsi que de quelques protéines 

de polarité au cours de l'installation d’une polarité cellulaire dans des cultures cellulaires 2D et 

3D et après altération de cette polarité par différents moyens mécanique et chimique. Nos 

résultats décrivent pour la première fois une localisation de NIS endogène au niveau des 

jonctions serrées dans une série de lignées polarisées cultivées en 2D ainsi que dans des tissus 

normaux (foie, glande mammaire et thyroïde). La culture 3D offrant un modèle d'étude de la 

distribution asymétrique des protéines cellulaires, la localisation subcellulaire de NIS a été 

étudiée dans un modèle de cellules MDCK formant des structures sphériques polarisées dans une 

matrice de collagène. Dans ce modèle cellulaire,  nous montrons que les sphéroïdes MDCK 

expriment eux aussi un NIS associé aux jonctions serrées comme décrit précédemment dans 

certains tissus normaux. Par ailleurs, nous confirmons la localisation basolatérale, largement 

rapportée dans la littérature, de NIS dans la plupart des follicules thyroïdiens.  

L'altération de la polarité dans ces cultures cellulaires a été induite par addition du 

Transforming Growth Factor-TGF-β).  

En effet, La liaison du TGF-β actif avec des récepteurs serine/ thréonine kinase TGF-βRI et TGF-

β RII permet l'activation de plusieurs voies de transduction du signal connectées entre elles et 

avec d’autres réseaux d’information cellulaires (Moustakas and Heldin, 2009). Dans le complexe 

formé, le TGF-β RII constitutionnellement activé, phosphoryle et active la kinase du TGF-β RI . 

Plusieurs substrats de la kinase du TGF-β RI  correspondant à la famille des Smad (Smad 2 et 3) 
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sont à leur tour phosphoryles. Ces derniers transloquent dans le noyau ou ils se conjuguent à 

d’autres facteurs de transcription et régulent l’expression de certains gènes.  

L'altération de la polarité cellulaire peut être induite aussi indépendamment de la voie des 

SMAD. En effet, TbRII est localisé au niveau de points de la surface des cellules épithéliales, 

cependant le récepteur TbRI est exclusivement présent au niveau de la jonction serrée, associé à 

l'occludine. Suite au traitement par TGF-β, Par6 interagit avec le TbRI. TbRII sera transloqué au 

niveau de la jonction serrée et phosphoryle PAR6 au niveau du résidu  Ser345. Par6 

phosphorylée recrute la E3 ubiquitin ligase Smurf1, qui à son tour ubiquitine la GTPase RhoA 

afin qu'elle  soit dégradé. induisant ainsi un changement au niveau des micro filaments d’actine 

qui soutiennent l’assemblage des jonctions serrées et adhérentes (Viloria-Petit and Wrana, 2010), 

et dissolvant les jonctions serrées (Weiss and Attisano, 2013). 

Dans ce travail, nous montrons que TGF-β induit l'internalisation de NIS membranaire vers les 

compartiments intracellulaires de cellules cultivées en 2D et en 3D. La distribution de protéines 

de polarité (occludine, E-cadhérine, -caténine, F-actine) et d’autres types de protéines 

membranaires (comme la pompe NA
+
/K

+
ATPase qui fournit l'énergie nécessaire au transport via 

NIS) était également altérée. Ceci suggère que le défaut d’adressage de NIS comme celui des 

autres marqueurs étudiés est directement dépendant du défaut de la polarité, au moins dans le 

système TGF-β considéré. 

Sachant que la voie principale TGF-β de signalisation est celle des protéines SMAD qui une fois 

activées par phosphorylation sont responsables de la propagation du signal jusqu’au noyau, nous 

avons étudié la distribution de NIS dans des cellules exprimant Smad3 sauvage (WT) et dans des 

cellules où  l’expression de Smad3 a été stablement éteinte (SMAD3
-
/
-
). Nous confirmons pour 

commencer que, comme dans les cellules MDCK, un traitement au TGF-β de cellules HuH7 

d'hépatocarcinome humain entraine une internalisation de NIS dans les compartiments 

intracellulaires. Dans les cellules HuH7 SMAD3
-
/
-
 traitées au TGF-β, NIS n’est pas internalisé 

dans les compartiments intracellulaires et reste maintenu dans la membrane plasmique des 

cellules. .  

Concernant les différentes protéines des complexes jonctionnels qui ont été analysées jusque là, 

leur niveau d’expression est globalement réduit suite à la stimulation des cellules HuH7 WT et 

SMAD3
-
/
- 

par le TGF-β (ceci est vrai pour E-cadhérine, ZO-1 et occludine) associé à des 

modifications de leur localisation subcellulaire dans les HuH7 SMAD3
-
/
- 
(ceci est vrai pour les 4 

marqueurs analysés, E-cadhérine, -caténine, ZO-1 et occludine). Ces résultats indiquent que les 

changements de distribution de NIS dépendent essentiellement de la voie des SMAD et non pas 

de l’état de polarisation des cellules. En effet dans notre système cellulaire dans lequel Smad3 est 
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inactivé et où nous observons des altérations franches de distribution de marqueurs de polarité 

apico-basale, NIS ne présente pas de défaut d’adressage membranaire. En d’autres termes, 

l’accumulation intracellulaire de NIS observée dans certains cancers  humains serait davantage 

liée à une activation de la voie du TGF-β dans ces cellules cancéreuses plutôt qu’à une 

dépendance de NIS vis-à-vis d’un état plus ou moins altéré de la polarité cellulaire.  
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II. Proposition d’Article 2 (en préparation) 
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INTRODUCTION 

Several ion transporters and channels are implicated in the installing of cell polarity and 

especially in regulation of the formation and the permeability of tight junction and thus their 

localization depends on the state of polarity of the cell. Their presence at junctional domain could 

modulate the ionic status and serve to transduce signals to eventually alter the structure of 

polarity markers.   

Sodium Iodide Symporter (NIS) is a transmembrane glycoprotein, belonging to the Solute Carrier 

Family mediating the active transport of circulating iodide from the blood into thyrocytes. This 

property is used in nuclear medicine through the treatment of thyroid cancers, even metastatic by 

radioiodine therapy. It is well known that that the subcellular localization of thyroid NIS depends 

on the state of polarization of thyrocytes. Studies of NIS expression and activity in the non-

polarized rat FRTL-5 thyroid cells showed that NIS is randomly distributed on the plasma 

membrane, whereas NIS presents a clear distribution on the basolateral pole of thyroid polarized 

cells. 

In recent years, the trafficking defects of NIS observed in many types of cancer has been revealed 

as one of the mechanisms causing non response to radiotherapy. Despite the clinical importance 

of correcting the targeting defect of NIS, the knowledge about the mechanisms regulating the NIS 

membrane retention is very limited. In order to study the link between subcellular localization of 

NIS and cell polarity, a panel of different polarized and non polarized cell lines was studied to 

provide new information on the subcellular localization of NIS as a function of cell polarization 

status.  

Since cell polarity is difficult to maintain in vitro, we set a 3D cell culture model of MDCK cells 

in order to mimic physiological conditions and provide a more realistic model for the study of 

polarity. The alteration of cell polarity was induced by the Transforming Growth Factor TGF-β. 

We show that NIS is redistributed from the plasma membrane (PM) into intracellular 

compartments upon TGF-β treatment. This effect depends on SMAD effectors, representing the 

major pathway of TGF-β signaling. 
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MATERIALS AND METHODS 

Cell culture 

Human hepatocarcinoma Huh7 and Huh7 SMAD3-/- cell lines, were cultured in Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM) GlutaMax supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, 

PAA Laboratories, Les Moreaux, France), penicillin (200,000 U/mL), streptomycin (100 mg/mL; 

P/S: Invitrogen), 1% of sodium pyruvate and 1% of amino acids solution ( Gibco, life 

technologies). MDCK cells were purchased from Doris Cassio and were cultured in MEM 

medium supplemented with 5% fetal calf serum, penicillin (200,000 U/mL), and streptomycin 

(100 mg/mL).  

The 3D culture of MDCK cells was performed in Matrigel (BD Biosciences). 

In brief, eight-well Lab-Tek chamber slides (Thermo Fisher Scientific) were covered with 

matrigel and incubated for 15 min at 37
°
C. MDCK cells were trypsinized as 6×10

4
cells/ml in 2% 

of matrigel and plated in the Lab-Teck slide. Cells were grown for 4 days until cysts formed. 

 

Immunofluorescence. 

The immunofluorescence was realized as described above : frozen tissues and cell lines were 

fixed in cold methanol for 5 min at -20°C and then cold acetone for 1 min at room temperature, 

or in 2% of formaldehyde for 1 min at 4°C and then cold methanol for 15 min at 4°C.The 

coverslips were then incubated with the primary antibody for one hour at 37°C, and then washed 

3 times with PBS, followed by staining with the secondary antibodies : alexa-conjugated donkey 

anti-rabbit 488 or anti-mouse 594 (Molecular Probes). Samples were analysed using confocal 

laser- scanning microscopes (LSM-510 Zeiss and Leica LAS AF). 

 

TGF-β treatment. 

The cells were cultured for 3 days in normal media (DMEM) supplemented with the active form 

of TGF-β (2ng/mL, AbCys S.A.) without or with a TGF-βR inhibitor, namely, 1nM SB431542 

(InvivoGen),.    

For 3D MDCK cycts, at the third day of cell culture, medium was removed and replaced by 

medium containing TGF-β or the SB431542 inhibitor. 12 hours later, cells were fixed and stained 

with the different markers of polarity. 

 

Western blotting. 

Cells were lysed with a buffer containing 150 mmol/L NaCl, 0.5 mmol/L EDTA, 20 mol/L Tris, 

0.2% NP40, and protease inhibitors, and then centrifuged at 1500g for 15 min at 4°C. Proteins 
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were eluted in Laemmli buffer, boiled for 5 minutes, and subjected to SDS-PAGE. The gel was 

transferred to a PROTRAN BA 79 CELLULOSENITRAT(E) membrane (BioScience, DR0493-

1). Immunoblotting was performed using antibodies specific to NIS (Rabbit R14 anti-NIS, 

1/1000), SMAD3 (Rabbit, 1/1000, Cell Signaling), PhosphoSmad2 (Rabbit, 1/1000, Cell 

Signaling), vimentin (Mouse, 1/1000, Dako), Myc (Mouse, clone 9E10, 1/5000, Millipore) and 

actin (Goat, 1/1000, Santa Cruz Biotechnology). Appropriate peroxidase-conjugated secondary 

antibodies were used and peroxidase activity was detected by chemiluminescence. 

 

Plasmid transfection 

Huh7 cells were seeded in a 12 well plate as a reason of 3x10
5
cells/well in DMEM medium 

supplemented with 10% fetal bovine serum. After 12 hours, cells were transfected by 

pMycSMAD3 using lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen). 24 hours later, cells were treated 

with TGF- ± SB241342. Control cells are untreated cells. 2 days after, cells were fixed for 

immunofluorescence and extracted for western blot analysis.  

 

Antibodies. 

The R14 anti-NIS antibody was produced after immunization of rabbits with a rat peptide (AA 

600-618), and then the serum was purified by affinity chromatography after immobilizing a 

human NIS peptide (AA 624-643) to the column. Specificity of this antibody is shown in 

supplementary Fig1.  Mouse Vimenin antibody was purchased from Dako. E-cadherin, occludin, 

and ZO-1 antibodies were obtained from BD Transduction Laboratories. Beta-catenin and 

Na
+
/K

+
ATPase antibodies were purchased from Santa Cruz Biotehnology. Phalloidin antibody 

was obtained from Invivogen. The rabbit pAb 5' nucleotidase (5'NT) was a generous gift from 

Dr. Paul Luzio (University of Cambridge). 
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RESULTS  

TGF-β induces delocalization of NIS from plasma membrane into intracellular compartments.  

During epithelial carcinogenesis, the first phenomenon occurring is the loss of cell polarity 

(Dolega et al., 2013). For decades, experiments in cell biology were based on cell models in 2D. 

Unfortunately the conditions of these cultures do not reflect the reality of the cellular 

microenvironment composed of a network of fibrillar proteins, an extracellular matrix and 

daughter cells in a 3D configuration. Today, 3D Cell culture offers a realistic model of the study 

of the microenvironment in vivo, which promotes cell-cell and cell-matrix interactions 

(Pampaloni et al., 2007). First, a 3D cell culture model of MDCK cells was established and 

optimized in order to study the subcellular localization of NIS in a highly polarized system that 

mimics the tissue environment. MDCK cells were grown in labteck chambers coated by Matrigel 

for 4 days to form cysts and then stained for different markers (Fig1A). NIS staining in formed 

cysts was mainly basolateral (seen by the colocalisation of NIS with E-cadherin), and junctional 

(colocalisation of NIS and ZO-1). To exclude the whole apical staining of NIS, we show a 

phalloidin marker all over the apical pole of the cyst. This marker do not entirely colocalize with 

NIS. The majority of formed cysts grouped the two different localization of NIS (junctional and 

basolateral), while some other cysts provide a restricted junctional profile or a basolateral one. 

Transforming Growth Factor (TGF-β) is a multifunctional cytokine controlling diverse biologic 

processes like cell proliferation, migration differentiation, and apoptosis. One of the major 

functions of TGF-β is the induction of epithelial mesenchymal transition (EMT), by which 

epithelial cells loose cell-cell adhesion and their polarity by break of E-cadherin/E-cadherin 

bridges. TGF-β induces EMT in different cell lines, whereas some other cell lines are not 

sensitive  (Brown et al., 2004). One of sensitive cell lines is MDCK which presents a transitioned 

localization of E-cadherin from the plasma membrane into the cytoplasm and a reduction of its 

expression at 24h under 10ng/mL treatment by TGF-b (Saito et al., 2014). First, we assessed NIS 

and occludin localizations in 2D cell culture model after inducing EMT by TGF-β (fig1B). TGF-

β induced a clear redistribution of NIS from the plasma membrane (PM) into the intracellular 

compartments during the phenotypical conversion of epithelial cells to mesenchymal phenotype 

detected by the rearrangement of occludin from the plasma membrane into the cytoplasm. The 

addition of SB 431542, an inhibitor of activin receptor-like kinase (ALK)5 (the TGF-beta type I 

receptor) (Inman et al., 2002), abrogated the TGF-β effect and maintained NIS and occludin at 

their initial plasma membrane localization. Next, NIS redistribution in intracellular compartments 

upon TGF- β was reproduced in the 3D cell model (fig 1C). We waited until cysts were formed at 

the third day of culture and then TGF-β at a dose of 2ng/mL without or with SB 431542 inhibitor 
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were added. Control cells are untreated cells. The TGF-β-induced redistribution of NIS from the 

PM to the cytoplasm appeared 12 hours after treatment. The SB 431542 inhibitor abrogated this 

effect. The NIS redistribution occurs faster in 3D system (at about 12h after TGF-β treatment) 

than the 2D one (about 3 days of TGF-β treatment) (fig1B and C). We then studied the 

subcellular localization of some well-established polarity markers in order to compare the 

behavior of NIS and these markers in early events of polarity loss. We showed that a 12h-TGF-β 

treatment led to a disruption of the architecture of the cysts. At this time point, we observed a 

clear intracellular internalization of NIS and basolateral proteins such as E-cadherin and beta-

catenin (Fig 1C). 

The phosphorylation of SMAD2 is required for signal transduction by TGF-β pathway, leading to 

the activation of transcription of target genes. In order to check the phosphorylation of SMAD2, 

following treatment of MDCK cells with TGF-β, or the SB431542 inhibitor, a western blot 

analysis of endogenous activation of SMAD2 was realized. Immunoblotting with an anti-

phosphoSmad2 antibody showed that whereas untreated cells had a small effect on the 

phosphorylation of Smad2, treatment with TGF-β strongly induced SMAD2 phosphorylation, and 

SB431542 inhibitor significantly reduced the level of phospho-Smad2 (Fig1C). 

Special and restricted distribution of transporters and pumps to specific domains of the plasma 

membrane (apical/baso lateral) is crucial for the function of these proteins. Iodide uptake 

mediated by NIS requires energy and is coupled to the action of Na+/K+-ATPase that exports 

sodium from the cell and provides the driving force for NIS active transport. On the other hand, it 

was demonstrated that Na+/K+ATPase is a target of TGF-β -mediated EMT, and is redistributed 

in intracellular vesicles 18h following TGF-b treatment (Rajasekaran et al., 2010). We examined 

the subcellular localization of Na
+
/K

+
ATPase in control cells and in cells treated by TGF-b in 2D 

and 3D cell culture systems. As expected, immunofluorescence analysis showed that Na+/K+ 

ATPase predominantly localized to sites of cell-cell contact at the plasma membrane in control 

cells. In contrast, upon TGF-β treatment, Na
+
/K

+
 ATPase is redistributed to the intracellular 

compartments (fig1D) and the characteristic polygonal cell morphology of cells is altered. In a 

highly polarized system (3D), we note the concentration of the basolateral protein Na
+
/K

+
ATPase 

only to the basal domain of the TGF-b treated cyst. More importantly, the redistribution of 

Na
+
/K

+
ATPase from the plasma membrane to intracellular compartments  was observed at 3days 

of 2D culture, and only 12 hours in the 3D model, suggesting that altered Na
+
/K

+
ATPase 

localization is an early event in TGF-β mediated induction of EMT. 

Moreover, when MDCK cells are embedded into matrigel, they divide and form aggregates that 

differentiate into cysts, where apical surface lines the inside lumen and the basal domain face the 
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outside matrix. In our present 3D model, the apical surface was marked by the phalloidin (fig1E), 

and this marker was redistributed and concentrated to the basal domain following TGF-b 

treatment. This phenotype mimics the reverse of polarity observed when apical proteins are 

internalized in spherical cysts grown without matrix and then embedded in matrigel. In the 2D 

model, TGF-β treatment altered the plasma membrane localization of phalloidin and induced 

formation of fibers in the cytoplasm of cells (fig1E). 

 

NIS is expressed at tight junction domains of normal epithelial tissues. 

Sodium/iodide symporter (NIS) facilitates the uptake of iodine in the thyroid. It is used as a target 

of 131I radiotherapy and diagnosis for thyroid cancer expressing a plasma membrane NIS. The 

expression of NIS was reported in some non thyroid cancers, and some polarized normal extra 

thyroidal tissues. On the other hand TJ proteins play a role in apical cell-to-cell adhesion and 

epithelial polarity. Little is known about the targeting of NIS to the plasma membrane and there 

is no previous information about its recruitment to TJs. We investigated NIS, TJ proteins and 

lateral E-cadherin protein expression in human and rat liver, in normal breast, and in thyroid by 

immunofluorescence. In the liver, TJ proteins are found either associating with hepatocytes or 

cholangiocytes (bile duct epithelial cells) (fig 2C), and play a role in maintaining cell polarity 

especially in the segregation of the apical and the basolateral surface of hepatocytes. We found 

NIS to be a tight junction associated protein. This is shown by the colocalisation of NIS with ZO-

1 protein at the bile canaculi (fig 2A). NIS was excluded from the lateral domain since NIS 

doesn't colocalize with E-cadherin in bile canaliculi and cholangiocytes, as a proof that only the 

TJ domain is marked by NIS. The same result was reproduced in the rat liver (fig 2B). Detection 

of NIS by immunofluorescence conducted in the rat showed that NIS was associated to the tight 

junction protein ZO-1 in both bile canaliculi and cholangiocytes. The NIS staining is only 

junctional, and not apical since NIS and 5'NT, which marks all the apical domain, are not 

localized in the same domain. 

Since the iodine concentration mediated by NIS is one of the most distinctive attributes of the 

thyroid, we next checked the subcellular localization of NIS in normal thyroid tissues. The 

efficacy of our R14 anti-NIS antibody (supp fig 1) for the detection of thyroid NIS was assessed 

by checking the known basolateral plasma membrane localization of NIS marked by the 

colocalization of NIS with E-cadherin (fig 2D). In addition to this classical localization, our R14 

anti-NIS antibody revealed a specific NIS tight junction localization reported for the first time in 

some thyroid follicles. This information was given by the colocalization of NIS with ZO-1 at the 
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apical junctional domain of these thyroid follicles (fig 2D). No intracellular localization was seen 

in any of the normal thyroid follicles checked.  

Since our antibody could detect specific localizations non described with other commercial 

antibodies, we thought to check NIS localization in normal breast tissues provided after 

mammoplastic reduction. Many studies showed that normal breast have a very low level of 

expression of NIS, or do not express it at all. Our data showed that R14 anti-NIS could detect 

NIS in human breast tissue. NIS was a ZO-1 tight junctional associated protein (fig 2E). Unlike 

the thyroid, no basolateral NIS was identified in any of the stained tissues because NIS staining 

was excluded from the lateral E-cadherin domain. 

 

NIS is associated to TJs in polarized cells, and dispersed in the cytoplasm of non-polarized cells. 

TJs represent important intracellular joints in the epithelium. In order to better understand the 

link between polarity and recruitment of NIS to tight junction, we studied the localization of NIS 

and ZO-1 in a series of polarized and non polarized cells : MDCK, MCF-7, Huh7, Can10, and 

hepatocyte doublet which displays a clear polarity marked by the apical localization of ZO-1, 

presented a recruitment of NIS to TJ, while, in non-polarized Fao cells, NIS was entirely 

dispersed in the cytoplasm (fig 3) suggesting that NIS plasma membrane localization depends on 

cell polarity and instauration of cell-cell contacts enabling formation of cell junctions. 

 

TGF-β inducing NIS delocalization depends on the SMAD 3 signaling pathway.  

TGF-β is a multifunctional cytokine regulating different physiological processes. It acts via 

intracellular effectors, the SMAD proteins. These proteins are activated by receptors of TGF-β 

and thus translocate into the nucleus to regulate transcription of target genes. Other signaling 

pathways of TGF-β exist and are SMAD-independent responses. We thought to understand if 

NIS delocalization mediated by TGF-β is a SMAD-dependent or independent mechanism. 

Hepatic carcinoma Huh7 and Huh7 SMAD3-/- cell lines obtained from Marion Bourgeade were 

cultured either in normal medium, TGF-β supplemented medium or TGF-β + SB 431542 

supplemented medium. The subcellular localization of NIS checked by immunofluorescence 

revealed that following TGF-β treatment, NIS is redistributed in intracellular compartments of 

Huh7wt cells whereas it is maintained at the plasma membrane of Smad3-/- cells (fig 4A).This 

result suggests that the TGF-β receptors activate SMAD-dependent pathways to regulate SMAD 

signaling and activate a serious of intracellular cascades contributing to the redistribution of NIS 

in intracellular compartments in response to TGF-β. In parallel to NIS the expression of beta-

catenin, ZO-1, phalloidin, and E-cadherin (markers of cell polarity) was assessed in both Huh7wt 
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and Huh7SMAD3-/-. Beta-catenin shifts from plasma membrane and is dispersed in the 

cytoplasm of Huh7wt treated cells, whereas in Huh7 SMAD3-/- it is maintained at the plasma 

membrane control cells and reorganized at the perinuclear space of  TGF-β treated cells (fig4C). 

Altered expression of E-cadherin and ZO-1 were also noted in Huh7WT and Huh7 SMAD3-/- 

cells. These data suggest that, despite the alteration of cell polarity induced by non SMAD 

pathways, NIS redistribution depends on SMAD pathway activation. 

 

DISCUSSION 

The study of polarity and intracellular dynamic of proteins during polarization could not be done 

without a highly polarized system sharing characteristics with formation of polarity in epithelial 

cells. 3D cell culture provides a model of study of how molecules behave and are distinguished 

asymmetrically. MDCK cells represent the best in vitro model adapted for this type of studies. In 

this work we reproduce in a 3D MDCK model the thyroidal follicle architecture formed by a 

lumen surrounded by cells displaying a spheroid structure. We show for the first time that MDCK 

cells cultured in a matrigel matrix express endogenous NIS at both basolateral and tight junction 

associated domain. We thought to modify the cell polarity of these spheroids by TGF-β, a 

multifunctional cytokine inducing EMT and altering the apical-basal polarity that is critical to the 

maintenance of epithelial morphology. TGF-β induced an internalization of NIS from plasma 

membrane into intracellular compartments, accompanied by an alteration of the profile of E-

cadherin, beta catenin (markers of adherent junctions), and Na+/K+ATPase (supplying NIS by 

the active force for its transport), normally localized at the basolateral pole of the 3D MDCK 

cyst. We thought that the loss of cell-cell contact was probably responsible for the altered NIS 

localization pattern. Our group already published that NIS intercts with its partner LARG (for 

Leucemia Associated Rho GTPase) and activates a small Rho GTPase, called RhoA (Lacoste et 

al., 2012). GTPase are activated upon the cell-cell adhesion in the beginning of the polarization 

process (Arthur et al., 2002). The study of NIS interaction with its partner LARG at different 

times of polarization processes could be useful to understand how intracellular signaling 

pathways modulate NIS shift localization during installing of cell polarity.  

Since the function of epithelial cells depends in part on the installation and the function of tight 

junctions, these cells are able to adopt several mechanisms aiming to rapidly reorganize tight 

junctions depending on the extra and intracellular environment (Rajasekaran et al., 2008). It has 

been shown that regulation of tight junctions depends not only from drugs, cytokines and 

hormones, but it's also regulated by ion transporters and channels that could physically interact 

with Junctions. Here we show for the first time that Sodium Iodide Symorter is recruited at tight 
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junction domain of some tissues unknown to express NIS (This discovery was possible due to the 

R14 anti-NIS antibody purified in our laboratory and presenting a high sensitive recognition of 

human, rat and dog NIS) : Unlike lactating breast where NIS is at the basolateral membrane, 

normal breast express NIS at tight junctions; In addition to the classical basolateral localization of 

NIS in thyroid, we revealed that some follicles expressed NIS at TJ; and finally in liver NIS was 

also a TJ associated protein.  

Little is known about localization of transporters during installation of polarity and formation of 

tight junctions. We studied the subcellular localization of NIS in some polarized and non 

polarized cell lines. We found NIS to be associated to TJs in MDCK, MCF-7, Huh7, Can10 and 

hepatocyte doublet, and dispersed in the cytoplasm of Fao non-polarized cells. The localization 

pattern observed in subconfluant MDCK show an intracellular localization of NIS (data not 

shown), whereas fully polarized MDCK cells express NIS at the TJ domain of plasma membrane. 

This localization pattern is very similar to that reported for KV7.1 expressed in MDCK cells 

(Andersen et al., 2011), indicating that signaling pathways activated in polarized epithelial cells 

promote the surface expression of NIS.  

Finally TGF-β activates SMAD2 and SMAD3 throught a direct phosphorylation mechanism. 

Increased expression of both SMAD proteins induces EMT and thus disruption of cell junctions, 

while expression of dominant SMAD3 blocks TGF-b induced EMT (Xu et al., 2009). Consistant 

with this role of Smad 3 in EMT, and the fail of Smad KO cells to undergo this transition since 

phalloidin expression is not altered in these cells, here we show that NIS is retained at the 

membrane of Huh7 Smad3-/- cells treated with TGF-β, while control cells undergo EMT shifting 

NIS from the plasma membrane into intracellular compartments. Thus this work should be 

completed by the study of specific signaling mechanisms of TGF-β related delocalization of NIS 

through SMAD-dependent pathway toward a better understanding.  

 

CONCLUSION 

In conclusion our data demonstrate that sodium iodide symporter is associated to tight junctions 

of normal breast and liver tissues, and could also be expressed at the tight junctional domain of 

some thyroidal follicles. the subcellular localization of NIS is altered after activation of SMAD 

downstream effectors of TGF-β signaling pathway. To elucidate mechanisms and downstream 

effectors responsible of these observed changes in NIS subcellular localization, further 

investigations are required. 
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LEGENDS 

Figure1. TGF-β induces redistribution of NIS from the plasma membrane to the intracellular 

compartments 

A: Immunofluorescence analysis. Cysts were obtained from MDCK cells grown in matrigel for 4 

days and then stained for NIS (green), E-cadherin, occludin or phalloidin (red). A single confocal 

section through the middle of a given cyst is represented. Plasma membrane NIS is mainly 

basolateral and also associated to the tight junctions. No NIS was observed at the apical pole 

(phalloidin staining). Scale bar, 10µm. 

B: Top. Immunofluorescence analysis for NIS and occludin. MDCK cells cultured in 2D were 

treated with TGF-β in the absence or the presence of the SB431542 inhibitor. Scale bar, 10µm. 

Bottom. Anti-PhosphoSMAD2 immunoblotting.  

C: Immunofluorescence analysis for NIS, E- Cadherin and β-catenin. MDCK cells cultured in 3D 

were treated with TGF-β in the absence or the presence of the SB431542 inhibitor. Scale bar, 

10µm.. Control cells are untreated cells. Scale bar, 10µm.  

D: Immunofluorescence analysis for NIS and Na
+
/K

+
ATPase pump, generator of energy for the 

active transport mediated by NIS. MDCK cells were grown in 2D and 3D. Scale bar, 10µm.  

E: Immunofluorescence analysis for NIS and phalloidin, indicator of EMT assessed in 2D and 3D 

cultures. Scale bar, 10µm. 

 

Figure 2: NIS is expressed at both lateral and tight junction domains of normal epithelial tissues 

Immunofluorescence analysis of Frozen tissue sections double-immunolabeled for NIS (green) 

and the indicated polarity markers, namely, the TJ-associated marker ZO-1 (red), lateral marker 

E-cadherin (E-cad) (red), and the apical marker 5'NT (blue).  
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A: Normal human liver. Left: hepatocyte row. Right: bile duct. NIS was localized to the apical TJ 

domains of the normal epithelial cells studied (hepatocytes, cholangiocytes, mammary duct 

cells), and was excluded from lateral cell-cell contacts. Scale bar, 10μm. 

B: Normal rat liver. Left: section of two bile ducts surrounded by hepatocytes.  Top right: section 

of a bile duct. Bottom left: tilted section of a hepatocyte row stained for NIS and ZO-1. Bottom 

right: tilted section of a hepatocyte row stained for NIS and the apical marker 5'NT. Scale bar, 

10μm. 

C: Cellular architecture of the liver: A schematic showing the arrangement of hepatocytes in a 

plate, and a bile duct. In a bile duct, the apical domain underlined by ZO-1 is localized at the 

apex of the cell and oriented to the lumen. However, in hepatocytes, a continuous connection of 

the bile canaculi is forrmed by the apical domains of adjacent hepatocytes. Basolateral protein E-

cadherin underlines the rest of the membrane. 

D: Normal human thyroid follicle. NIS was localized to the basolateral plasma membrane of 

follicular thyroid cells, and sometimes was recruited to the ZO-1 associated tight junction 

protein. 

E: Normal human mammary duct. NIS was coupled to tight junctions. No basolateral NIS was 

identified in any of the stained tissues. 

 

Figure 3: NIS is associated to TJs in polarized cells, and dispersed in the cytoplasm of non-

polarized cells 

Immunofluorescence analysis of Polarized and non-polarized cells immunostained for NIS 

(green), and occluding (red). Representative X-Z sections are shown for MCF-7 and MDCK 

cells. An interference-contrast image was superimposed on the merged image of the hepatocyte 

doublet. NIS was concentrated in the apical tight-junction (TJ) domains, where it colocalized 

with TJ markers in polarized cells, namely: MCF-7, Huh7, MDCK, Can 10 (forming long 

branched bile canaliculi), and hepatocyte doublets. In non-polarized Fao cells, NIS was entirely 

dispersed in the cytoplasm. Scale bar, 20µm.  

 

Figure4: TGF-β induced NIS delocalization depends on the Smad 3 signaling pathway.  

A: Immunofluorescence analysis of NIS in hepatic carcinoma cell lines Huh7, Huh7 silenced for 

SMAD3, and Huh7silenced for SMAD3 and transfected again by MycSMAD3 plasmid, treated 

with TGF-β in the absence or the presence of the SB431542 inhibitor. NIS delocalization from 

the plasma membrane into the intracellular compartments arrived in Huh7 wt cells while NIS 
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maintains its plasma membrane localisation in Smad3-/- cells. The introduction of SMAD3 gene 

in SMAD deficient cells reinduces the delocalization of NIS under TGF-β treatment. 

B: Western blot analysis showing the levels of SMAD3, Myc and actin in Huh7 cells, 

Huh7SMAD3-/- cells and Huh7 SMAD3-/- cells transfected by Myc SMAD3.  

C: Subcellular localisation of polarity markers: beta-catenin, E cadherin, occludin, phalloidin in 

control, TGF-β, and TGF-β+SB431542 conditions of Huh7 and Huh7SMAD3-/- cells. 

D: Subcellular localization of beta-catenin in SMAD3-/- cells transfected by MycSMAD3 gene, 

in ctrl, TG- β, and TGF- β+SB431542 conditions. 

 

Supplementary Figure 1: R14 anti NIS antibody recognizes dog, Human and rat NIS. 

A: A BLAST of the NIS amino acid sequence of 3 mammalian species: Canis lupus familiaris 

(dog), Homo sapiens (Human), Rattus norvegicus (Rat). The lines indicate the amino acid 

residues that allowed the synthesis of commercial peptides used in the panel B. 

B: Dot blot analysis showing the specificity of the R14 purified anti NIS antibody. Peptide 

concentration was 0.16ng/μl.  

C: Immunofluorescence technique using R14 anti-NIS antibody showed an expression of NIS in 

the hepatocytes of the rat liver sections around the centrolobular vein (CV).The specific reactivity 

of our antibody was confirmed by peptide competition using a rat NIS peptide. The preimmune 

serum showed no staining. Scale bar, 10μm. 

 

Supplementary Figure 2: Validation of R14 anti NIS antibody in MDCK cells. 

An immunofluorescence experiment showing MDCK cells  stained with the animal serum before 

immunization (preimmune), R14 purified anti NIS,  and another anti NIS antibody named Anti-

NIS 716.The preimmune serum (negative control) showed no staining. R14 antibody and anti-

NIS 716 detect plasma membrane NIS localization in MDCK. 

Supplementary Figure 3: TGF-β treatment induces expression of vimentin, marker of epithelial-

mesenchymal transition. 

MDCK cells cultured in matrigel were treated or not by TGF-β on the third day of cell culture. 12 

hours after treatment cells were fixed and stained for vimentin, an intermediate filament protein 

upregulated in cells undergoing EMT. TGF-β induces vimentin expression is shown by 

immunofluorescence and western blot. 
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Figure 1  
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Figure 4 
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Supplementary figure 1.
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Supplementary figure 2. 

 

Supplementary figure 3. 
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Objectif 3 : facteurs moléculaires contrôlant l’adressage de NIS. 

En parallèle à ces deux travaux, et sachant que le défaut d’adressage de NIS dans de 

nombreux cancers épithéliaux pose, de manière plus générale, la question des mécanismes 

moléculaires et cellulaires responsables du ciblage polarisé de NIS, nous nous sommes intéressés 

à la recherche d’éventuels facteurs moléculaires contrôlant l’adressage membranaire de NIS, 

constituant un enjeu majeur pour son utilisation comme outil diagnostique et thérapeutique des 

cancers épithéliaux. L’étude du trafic et du ciblage polarisé de NIS est abordée par l’étude de 

l’interaction de NIS avec une protéine d’échafaudage de la famille NHERF, NHERF2. 

La fonction primaire des protéines NHERF c'est d'agir comme protéine d’échafaudage liant des 

protéines transmembranaires (transporteurs, recepteurs…) à différents effecteurs (kinases, 

phospholipases…). 

 

A part cette fonction passive de lier les protéines membranaires au cytosquelette sous jacent 

d'actine, NHERF2 pourrait être impliqué dans d'autres fonctions tel que: 

- Régulation de la demi-vie biologique de certains transporteurs 

 Plusieurs transporteurs sont connus pour interagir avec NHERF2, a titre d'exemple, le 

transporteur de glutamate GLAST exprimé au niveau des astrocytes est capable de se lier au 

niveau du domaine PDZ2 de Nherf2, Les chercheurs montrent que l'extinction de NHERF2 réduit 

la capacité de transport du glutamate à 50%, et cela suite à la réduction de la demi vie biologique 

du transporteur (Ritter et al., 2011). Un autre exemple fut le canal potassique voltage dépendant 

Kv 1.5 dont l'expression à la surface cellulaire est induite suite à la réduction de son 

internalisation. La surexpression de NHERF2 induit une augmentation de l’activité de Kv1.5; un 

canal ionique voltage-dépendant contenant au niveau de son domaine Cter un site de 

reconnaissance par NHERF1 et NHERF2 , grâce à l’augmentation de son expression à la surface 

cellulaire après réduction de son internalisation (Laufer et al., 2009). 

 

- Changement de la localisation subcellulaire de certains transporteurs 

NHERF2 peut aussi agir sur la localisation subcellulaire de certains transporteurs. L'exemple le 

plus illustratif est la modulation du variant d'épissage 2B de la pompe Ca2
+
 ATPase. En effet la 

pompe PMCA possède plusieurs variants d'épissage. Parmi ces variants, Le variant PMCP2 z/b 

se retrouve au niveau latéral alors que le variant PMCP2w/b est localisé au niveau du pȏle apical, 

et tous les deux sont des partenaires de NHERF2 qui induit, non seulement une expression plus 
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prononcée du variant PMCP2w/b au niveau du pȏle apical en réduisant son endocytose, mais 

aussi la redistribution du variant Z du pole latéral vers le pole apical (Padányi et al., 2010). 

 

- Rôle dans la polarité cellulaire dans les cellules MDCK 

Dans les cellules rénales MDCK, la polarisation cellulaire se fait à un stade précoce,  même avant 

l'installation des jonctions serrées. La Gp135 ou podocalyxine est la seule protéine qui présente 

une distribution polarisée (apicale) à un stade très précoce de la polarité .ceçi est en partie due à 

NHERF2 parceque le domaine de gp135 responsable de l'installation de la polarité précoce est 

celui responsable de sa liaison avec NHERF2, et au fur et à mesure que les cellules deviennent 

confluentes, elles coprécipitent davantage la Gp 135 avec NHERF2 (Meder et al., 2005). 

 

Sur le plan biochimique, on a montré l’existence de l’interaction NIS-NHERF2 par des 

expériences classiques d’immunoprécipitation et de colocalisation en microscopie confocale. Des 

expériences de cartographie montrent que NIS interagit via son extrémité COOH avec l’un des 

deux domaines PDZ de NHERF2 (expériences de GST-pull down). L'impact fonctionnel de 

l'interaction NIS-NHERF2 a débuté par l'étude de la localisation subcellulaire de NHERF2 suite à 

l'internalisation intracellulaire de NIS par TGF-β. On montre que le partenaire NHERF2 est aussi 

internalisé pendant la conversion phénotypique des cellules sous TGF-β. L'impact fonctionnel de 

NHERF2 sur la localisation subcellulaire de NIS est en cours d’étude. 
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III. Résultats préliminaires 

 

Figure 24. Interaction Physique entre NIS et NHERF2. 

L’étude du trafic et du ciblage polarisé de NIS est abordée par l’étude de l’interaction de NIS 

avec la protéine NHERF2 (issue des résultats du crible double hybride). Tout d'abord nous avons 

regardé par western Blot, l'expression endogène de NIS et de NHERF2 dans différentes lignées 

cellulaires. Toutes les lignées testées exprimaient plus ou moins NIS et NHERF2 de façon 

endogène (fig 24A). 

Ensuite on s'est intéressé à l'étude de la localisation subcellulaire des 2 protéines afin d'identifier 

si elles se situent dans un environnement proche leur permettant d'établir une interaction. La 

microscopie confocale après marquage des deux protéines par immunofluorescence dans les 

cellules MDCK et Huh7 a permi de montrer que ces 2 protéines se situent dans le même 

compartiment de la membrane plasmique, rendant possible une interaction physique (fig24 B).  
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Sur le plan biochimique, nous avons validé l’interaction de NIS avec NHERF2 par des 

expériences d'immunoprécipitation (résultats non affichés) dans différentes lignées cellulaires, et 

cartographié les domaines d’interaction par des expériences de GST-pull down. En effet nous 

avons construit les plasmides contenant l’ensemble des séquences NIS présentant ou non le motif 

d’interaction TNL de NIS, ainsi que des protéines de fusion GST contenant les éventuels 

domaines d’interaction de NHERFR2: GST contenant le domaine PDZ1, PDZ2, PDZ1+PDZ2, 

Cter, PDZ2+Cter, et full lenght de NHERF2. La protéine de fusion entre la GST et la queue 

carboxyterminale de NIS ne lie NHERF2 endogène qu’en présence du motif TNL (fig 30D). 

Dans l'autre sens, l'intéraction se fait via le domaine PDZ2 de NHERF2 (fig 24C). 

 

Figure 25. Impact fonctionnel de l'intéraction  NIS-NHERF2. 
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Dans la suite du travail nous nous sommes intéressés à l'impact fonctionnel que joue NHERF2 

sur NIS. Des cellules MDCK qui expriment de manière stable le plasmide HA-NHERF2 étaient 

produites. La fig 25 A montre les niveaux d'expression de NHERF2 dans 4 pools différents. Nous 

avons choisit de poursuivre les manipes en utilisant le pool 1 qui présente les meilleurs niveaux 

d'expression de NHERF2. L'introduction de NHERF2 dans ces cellules semble améliorer 

l'expression de NIS ainsi que la pompe  Na
+
/K

+
ATPase, qui assure l'energie nécessaire à ce 

transport. L'expression de l'E-cadherine est aussi renforcée. Ces résultats semblent suggérer que 

NHERF2 pourrait être impliquée dans la maintenance de la polarité cellulaire, phénomène 

important pour le maintien de NIS à la membrane plasmique, et pourrait favoriser certaines 

formes glycosylées de NIS. Suite à l'établissement de ces pools, on a cherché à savoir si 

l'expression de NHERF2 permet aux cellules MDCK exprimant un NIS endogène de capter le 

radioisotope. Nos résultats montrent que dans ce système d'expression endogène, NHERF2 n'a 

pas réussi à induire la captation radioactive, et donc il n'est pas actif à ce niveau (fig 25 B) 

Finalement on a regardé l'expression simultanée de NIS et de NHERF2 suite à la délocalisation 

de NIS induite par TGF-. Nos résultats montrent que NHERF2 perd aussi sa localisation 

membranaire et se concentre dans le cytoplasme des cellules (modèle 2D). Le modèle de culture 

3D nous a permi de préciser que dans un tel système, NIS et NHERF2 ne se trouvent pas au 

même endroit comme dans la culture 2D classique, mais dans la condition contrôle, et pendant 

que NIS est localisé au niveau basolatéral du cyst, NHERF2 se trouve au niveau du pole apical 

(fig 25 C).Des marquages du réseau d'actine (connu pour interagir avec NHERF2) montrent que 

ces 2 protéines se regroupent au niveau du pole basal sous traitement TGF-, alors qu' elles 

colocalisent au niveau apical en conditions contrôles. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Depuis de nombreuses années, la radiothérapie métabolique à l’iode 131 est utilisée pour traiter 

les cancers de la thyroïde. Cette approche peut également être appliquée dans le traitement des 

tumeurs non thyroïdiennes après transfert du gène de NIS. Des tentatives d'expression exogène de 

NIS ont été initiées dans plusieurs tissus tels que le poumon, l'ovaire, le sein, les mélanomes, et le 

colon.  

De plus, NIS est exprimé de façon endogène dans certains cancers épithéliaux dans lesquels il 

présente une incapacité fonctionnelle en tant que transporteur de l’iodure et il est souvent retenu 

dans les compartiments intracellulaires n'arrivant pas à atteindre la membrane plasmique. Nous 

nous sommes alors intéressé aux mécanismes par lesquels la dérégulation de NIS pouvait 

influencer les cellules cancéreuses, et aux conséquences fonctionnelles de l’expression endogène 

de NIS dans les cancers épithéliaux extra-thyroïdiens.  

 

I. NIS dans la carcinogenèse 

Nos travaux ont révélé une nouvelle fonction de NIS dans la migration et l’invasion cellulaires. 

Cette fonction est indépendante de son activité de transport de l’iodure mais elle requiert 

l’interaction de NIS avec son partenaire protéique LARG, ce dernier capable d'activer la GTPase 

RhoA. Nous avons demontré cette interaction par des expériences d’immunoprécipitation et mis 

en évidence la co-localisation des deux molécules par immunofluorescence et par microscopie 

confocale dans plusieurs systèmes cellulaires d’expression endogène de NIS, et dans des modèles 

de surexpression transitoire et stable. Les domaines d’interaction NIS-LARG ont été 

cartographiés par GST-pulldown.  

Le rôle de NIS dans la migration et dans l’invasion cellulaire a également été établi dans 

plusieurs types cellulaires après surexpression ou invalidation de NIS grâce à des tests en 

chambre de Boyden (avec ou sans coating de Matrigel) et par vidéo-microscopie. Les index de 

migration et d’invasion ont été quantifiés pour la forme sauvage de NIS et différents mutants 

(mutant NIS défectif pour la captation, mutant NIS tronqué des motifs d’interaction avec LARG, 

mutant NIS exclusivement intracellulaire incapable d’atteindre la membrane plasmique).  

Nous montrons que la séquestration de NIS dans les compartiments intracellulaires, observée 

dans de nombreux cancers humains, conduit in vitro à une forte augmentation de la motilité et de 

l’invasion des cellules, associée à une importante activation intracellulaire de la signalisation 

RhoA. De plus, les cellules surexprimant NIS sauvage, et plus encore son mutant cytoplasmique, 

réalisent une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), étape connue pour être essentielle aux 
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processus de migration et d’invasion cellulaires. En effet, un basculement de l’expression entre 

E-cadhérine et N-cadhérine, ainsi qu’une augmentation de l’expression de la vimentine et son 

organisation en fibres ont été observés. Ce phénotype est retrouvé avec un NIS non-fonctionnel 

indiquant que la fonction de transport de solutés n’est pas indispensable à la fonction que nous 

avons découverte. 

Le potentiel métastatique de NIS a également été étudié in vivo. En effet des souris Nude Balbc 

ont été xénogreffées par des cellules exprimant de façon stable les différents mutants de NIS 

(mutant retenu dans les compartiments intracellulaires, mutant inactif pour le transport, mutant 

délétère de sa queue C terminale). Toutes les souris xénogreffées par les cellules portant le 

vecteur vide ont développé une tumeur primaire, alors que les souris xenogreffées par les cellules 

NIS wt n'ont pas développé de tumeur. En conséquence, ce modèle n'a pas permis de suivre les 

métastases à distance, mais il démontre un rôle suppresseur de tumeur de NIS. Ce résultat est en 

accord avec les observations cliniques réalisées sur les patients atteints de cancers thyroïdiens. 

Les tumeurs très prolifératives sont souvent réfractaires à la radiothérapie à l'iode 131, alors que 

celles qui se développent lentement présentent généralement des niveaux de captation plus 

importants. L'une des explications, pourrait être  que dans les cancers prolifératifs, la voie de 

prolifération est activée au dépend de la voie de différenciation et il est connu que NIS est 

faiblement exprimé dans les cancers peu différenciés. L'expression de NIS représente donc un 

bon pronostic pour le patient parce qu'elle permet l'application de la radiothérapie à l’iode 131.  

En plus de la fonction de NIS dans la glande thyroïdienne, notre équipe s'est intéressée à la 

présence de NIS dans le cholangiocarcinomes intrahépatiques (ICC) en considérant que NIS 

pourrait être exploité dans le traitement des ICC par radiothérapie à l’iode 131 (Liu et al., 2007). 

Les ICC sont des cancers qui se développent à partir des cellules des canaux biliaires 

intrahépatiques. Dans 90% des cas, il s'agit d’adénocarcinomes. Souvent les personnes sont 

touchées après l'âge de 60 ans, et il  s'avère que les inflammations biliaires chroniques sont des 

facteurs de risque importants pour le développement de l'ICC. Le traitement classique de ce 

cancer consiste en l'exérèse chirurgicale, mais souvent elle n'est pas réalisable à cause de grandes 

marges de résection dues au diagnostic tardif de la maladie. En effet, les ICC restent longtemps 

asymptomatiques (Bouvier et al., 2004). 

Le Dr Faivre a lancé un protocole de recherche bioclinique afin d'évaluer la captation du 

radioisotope par les tumeurs de cholangiocarcinome. Les résultats préliminaires montrent une 

captation radioisotopique dans les tumeurs exprimant un NIS au niveau de la membrane 

plasmique. Cependant les tissus extrathyroidiens sont incapables d'organifier l'iode, par 

conséquent les cellules cancéreuses sont souvent exposées à des quantités insuffisantes de 
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radiations. L'une des solutions pourrait être celle d'augmenter l'organification de l'iode comme 

démontrée récemment par l'équipe de Corinne Dupuy à l'Institut Gustave Roussy par l’expression 

transitoire de NIS, de  la TPO et  du système (DUOX2/DUOXA2) (données non publiées).  

 

II. NIS et la polarité cellulaire. 

Dans la glande thyroïdienne, les cellules épithéliales entourent la lumière et forment des 

structures périphériques serrées. Une telle organisation tridimensionelle est nécessaire au 

fonctionnement de la glande thyroïdienne. La formation des follicules est un phénomène 

complexe qui implique la coordination de plusieurs activités cellulaires différentes pour le bon 

positionnement des cellules et l'installation de la polarité. Ce processus est important pour l'étude 

de NIS car l'expression de NIS dépend de l'état de polarisation des cellules. Une étude réalisée 

par Mitrofanova et ses collaborateurs démontre notamment une efficacité anti tumorale accrue de 

la thérapie génique à l’iode 131 dans un modèle de cellules cancéreuses de prostate cultivées en 

sphéroïde en comparaison avec une culture en monocouche classique où la mort cellulaire ne 

dépassait pas les 60% après incubation avec l’iode 131. Ces sphéroïdes ont été obtenus par 

culture des cellules dans des milieux contenant de l’agar permettant aux cellules de former des 

agrégats, puis les sphéroïdes ont été purifiées par chromatographie d’exclusion de taille en 

fonction de leur diamètre (Mitrofanova et al., 2003).  

Notre travail a permis d'établir un nouveau modèle pour l'étude de la distribution cellulaire de 

NIS en fonction de l'état de polarité des cellules. Il constitue un lien entre la culture cellulaire en 

monocouche et les expérimentations animales, et est assez intéressant pour l'étude des effets des 

radio-isotopes parce qu'il mime la croissance des cellules in vivo et permet une meilleure 

approximation de la croissance des tumeurs solides in vivo. (Mitrofanova et al., 2003).  

Notre étude a montré une nouvelle localisation de NIS au niveau des jonctions serrées de la 

thyroïde, du sein, et du foie normaux. Ce modèle de culture permet de mettre en évidence la 

localisation classique basolatérale de NIS dans la thyroïde, ainsi que sa nouvelle localisation 

jonctionelle. Toutefois un inconvénient de ce modèle est l'origine canine des cellules MDCK et la 

difficulté de trouver des anticorps contre cette espèce. Cependant notre anticorps R14 a montré 

une forte spécificité dans la reconnaissance de NIS humain, rat et canine. La localisation des 

transporteurs pendant l'installation de la polarité n'est pas clairement élucidée. En effet nous 

montrons que NIS est adressé aux jonctions serrées après l'établissement de la polarité cellulaire. 

Des résultats montrent que le défaut d'adressage du canal potassique KV7.1 à la membrane 

plasmique est un des mécanismes responsables de certaines maladies sont en accord avec la 
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distribution de NIS. En effet ce canal est intracellulaire dans les cellules peu confluentes, mais il 

atteint la membrane baso laterale une fois que les cellules sont confluentes et polarisées. D'autres 

études montrent que suite à la déprivation des cellules en calcium et donc la rupture des  

jonctions cellulaires, NIS est internalisé dans le cytoplasme. L'ensemble de ces observations  

suggère que la localisation membranaire de NIS dépend de voies de signalisation activées dans 

les cellules polarisées. Cependant certaines questions restent à élucider: Comment NIS est-il 

recruté au niveau des jonctions serrées? (par exemple, Possible interaction entre le domaine TNL 

et les motifs PDZ). Existe-t-il une sélectivité d'interaction entre monomère ou dimère de NIS? 

Quels sont les effets des modifications post tranlationnelles de NIS sur son recrutement au niveau 

des jonctions serrées? 

D'autre part, on montre que la délocalisation de NIS de la membrane plasmique dans les 

compartiments intracellulaires peut être induite par TGF-β, une cytokine multifonctionnelle 

connue pour jouer un rôle primordial dans l'induction de l'EMT. Cette redistribution est 

accompagnée de celle de la E-cadhérine et de la pompe Na
+
/K

+
ATPase ainsi que de l'actine 

intracellulaire. En effet TGF-β induit une reprogrammation nucléaire de la cellule épithéliale qui 

réorganise les jonctions cellule–cellule. Dans l’espace intracellulaire, un changement survient au 

niveau des microfilaments, des microtubules, et des filaments intermédiaires induisant des 

modifications au niveau des jonctions membranaires entre les cellules. Tous ces changements 

favorisent l'invasion locale puis l'intravasion des vaisseaux sanguins. Certaines études se sont 

intéressées au rôle de TGF-β dans la thyroïde. Les cellules inflammatoires infiltrantes et les 

follicules thyroïdiens produisent des cytokines qui affectent la fonction et la croissance de la 

thyroïde. Parmi ces cytokines existe le TGF-β (Dohán et al., 2003; Pekary and Hershman, 1998). 

TGF-β régule négativement NIS à travers l'activation de la voie des SMAD3. En effet TGF-β 

inhibe l'expression ARNm et protéique de NIS même après induction à la TSH. Cet effet est 

partiellement iinhibé par SMAD7. L'inhibition se fait par la liaison de SMAD3 avec Pax8 qui lie 

le NUE de la séquence promotrice de NIS (Costamagna et al., 2004). L'activation de la voie des 

SMAD altère la liaison de Pax 8 à l'ADN. Nos résultats montrent que TGF-β induit une 

redistribution de NIS dans les compartiments intracellulaires des cellules MDCK et Huh7, sans 

que l'expression protéique soit diminuée (résultats non montrés). Cet effet est dépendant de la 

voie des SMAD car le traitement de cellules Huh7 n'exprimant pas SMAD3 n'altère pas la 

localisation membranaire de NIS. Il semble que cet effet est spécifique de NIS puisque dans le 

système SMAD3-/- le profil les marqueurs de polarité cellulaire sont altérés suite au traitement au 

TGF-β. L'action de TGF-β est inhibée par le SB431542 qui retient NIS à la membrane. B Ces 

résultats corrèlent avec ceux retrouvés dans des cellules HepG2 dans lesquelles la E cadhérine est 
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exprimé au niveau des contacts cellule-cellule de la membrane plasmique,  cependant en présence 

de TGF-β la E-cadhérine est redistribuée et n'est plus détectable au niveau de la membrane 

plasmique. L'utilisation d'un inhibiteur de TGF- β (LY2157299 ) bloque les effets de TGF-β et 

retient la E-cadhérine à la membrane (Dituri et al., 2013). 

Le TGF-b émerge comme étant une potentielle thérapie adjuvante des traitements anticancéreux 

classiques. Il existe à l'heure actuelle autour de 170 inhibiteurs dirigés contre  le récepteur  TGF-

βR. Cependant les essais cliniques révèlent une toxicité importante de ces composés. Le TGF-β 

joue un rôle important dans la progression des cancers mammaires par l'induction de la transition 

épithélio- mésenchymateuse. Une étude a montré qu'une population de cancers mammaires ayant 

des propriétés de cellules souches (CD44+) surexprimé TGF-β et son récepteur TGF-βR1 (Mani 

et al., 2008). L'utilisation de petites molécules Inhibitrices de TGF-β dans le traitement de ces 

types de cancers est actuellement en cours d'étude. De plus, l'implication de TGF-β dans la 

progression du carcinome hepatocellulaire a été aussi bien étudiée (Giannelli et al., 2014). L'un 

des inhibiteurs potentiels du récepteur TGF-βRI est le LY2157299. Cette molécule a été 

sélectionné pour des investigations cliniques après une étude comparative des effets toxiques  

cardiovasculaires des inhibiteurs TGF-b et après une étude 

pharmacocinétique/pharmacodynamique qui a permis d'établir une fenêtre thérapeutique pour cet 

inhibiteur (Gueorguieva et al., 2014). 

Notre intérêt pour NIS, c'est de pouvoir utiliser cette propriété d'inhibition de sa  délocalisation 

par les inhibiteurs de TGF-β pour appliquer la radiothérapie dans les cancers qui expriment NIS. 

En effet des cellules Huh7 qui expriment de façon stable NIS ont été produites. Le 

développement de souris xénogreffées par ces cellules et dans lesquelles la voie TGF-β sera 

activée ou inhibée permettra de suivre la captation radioactive grâce aux différentes localisations. 

Le groupe ayant reçu TGF-β et l'inhibiteur pharmacologique devrait maintenir NIS à la 

membrane et ainsi présenter des niveaux considérables de captation du radioisotope. 

 

III. Trafic intracellulaire de NIS 

La polarisation cellulaire est une caractéristique commune aux cellules cancéreuses. Le défaut 

d’adressage de NIS dans de nombreux cancers épithéliaux pose, de manière plus générale, la 

question des mécanismes moléculaires et cellulaires responsables du ciblage polarisé de NIS. 

Nous avons donc cherché à déterminer les facteurs contrôlant l’adressage membranaire de NIS à 

la membrane plasmique. Ceci constitue un enjeu majeur pour l’utilisation de NIS comme outil 

diagnostique et thérapeutique des cancers épithéliaux. L’étude du trafic et du ciblage polarisé de 
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NIS est abordée par l’étude de l’interaction de NIS avec une protéine d’échaffaudage de la 

famille NHERF qui joue un rôle majeur dans la rétention des protéines à la membrane et dans le 

trafic intracellulaire, grâce à son interaction avec le réseau d’actine cellulaire.  

Nous montrons que NIS est capable de lier NHERF2 dans plusieurs lignées cellulaires. Cette 

liaison se fait via le domaine TNL de NIS et PDZ2 de NHERF2. L'impact fonctionnel de cette 

interaction a été étudié dans des cellules exprimant NHERF2 de façon stable. Ces cellules 

présentent une augmentation de l'expression de certaines protéines de polarité, tel que l'E-

cadhérine et la Na
+
/K

+
ATPase. De même il semble que l'expression de NIS est amplifiée. 

NHERF2 n'induit pas la captation de l'isotope radioactif de NIS par rapport aux cellules contrôles 

qui présentent un NIS endogène qui ne capte presque pas. Une expérience de co 

immunoprécipitation montre que  NHERF2 est aussi capable de lier le mutant G543E retenu dans 

les compartiments intracellulaires. D'autre part NHERF2 n'arrive pas à lier le mutant délétère de 

son motif TNL d'interaction, pourtant ce mutant présente une localisation membranaire. 

L'observation de la localisation de NHERF2 et de NIS dans une culture monocouche suggère 

qu'ils colocalisent. D'autre part le traitement des cellules au TGF-β délocalise non seulement NIS 

mais aussi NHERF2 vers les compartiments intracellulaires. Cependant les structures en 

sphéroides (culture en 3 dimensions) montrent qu'effectivement alors que NIS est localisé au 

niveau de la membrane basolaterale, NHERF2 est apical, et colocalise partiellement avec la 

phalloïdine, et donc dans ce système qui mime le microenvironnement cellulaire, ces 2 protéines 

ne partagent pas du tout les mêmes localisations. De plus, suite au traitement des sphéroïdes au 

TGF-β, NHERF2 se concentre au niveau du pole basolateral de la cellule et n'est pas redistribué 

dans les compartiments intracellulaires comme pour NIS.  

Nos résultats montrent ainsi, que  le ciblage des protéines dépend fortement de la polarisation 

cellulaire, et encouragent les chercheurs à utiliser le modèle de culture 3D en substitution du 

modèle de culture 2D. 
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Figure 26. Modèle proposé de l'interaction entre NIS et NHERF2. 
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