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„Ah non non j’pêche pas. Bah non j’aime pas ça la
pêche. Ah mais c’est à cause de la canne c’est ça?
Ah non non mais c’est juste une canne et un fil, et
un caillou au bout du fil pour tendre le fil. J’sais
pas comment vous expliquer, ça m’détend. Y en a
qui picole, d’autre qui s’battent à l’épée, moi j’fais
ça. Au moins j’fais de mal à personne. Des fois j’y
pense aux poissons, je me demande si ils sont pas
un peu déstabilisés avec toute cette histoire. Chai
pas, je me dis qui peuvent peut-être mal le
prendre, ils doivent se dire « un mec qui nous
appâtent avec des gadins, il nous prend vraiment
pour des cons ». De toute façon je m’en fous j’viens
pas pour eux, eux c’est bonjour, bonsoir et c’est
tout. En fait c’est un peu pour faire comme vous.
Tout le monde le sait que vous venez ici, les gens y
se disent que c’est là où vous pensez au graal et
tous. Comme le lac est magique, vous venez ici
pour réfléchir et ça vous fait comprendre des trucs,
c’est vrai ou pas? Bah voilà ! Moi je me suis dit
que si c’est ici qu’on comprend des trucs, autant
que j’essaie. J’pige jamais rien à rien, c’est pas les
sujets qui manquent. Moi, la canne, ça m’aide. Je
visualise le caillou dans l’eau, j’ai l’impression de
faire partie d’un tout, moi, le caillou, le fil, le lac,
le ciel, c’est entier, vous comprenez ? C’est bien fini.
C’est pour ça, moi je me dis, c’est dans ces
moment-là qu’on peut bien comprendre des trucs.
Vous me prenez pour un con, non? Ah ça y’est,
j’viens de comprendre à quoi ça sert la canne. En
fait ça sert à rien. . . Du coup ça nous renvoie à
notre propre utilité : l’Homme face à l’Absurde !

— Perceval
Livre IV L’Inspiration
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I

Introduction



1Le système respiratoire

La respiration est le berceau du rythme (Rainer Maria Rilke). En effet, nous avons
besoin d’air pour vivre. L’air est composé à 78% d’azote, 21% d’oxygène et 1%
de gaz rares, mais seul l’oxygène est indispensable à la vie. Pour fonctionner les
cellules de l’organisme ont besoin d’énergie, cette énergie est le résultat d’une réaction
chimique entre les glucides et l’oxygène contenu dans l’air. Cette réaction produit
aussi du dioxyde de carbone que nous expulsons via le système respiratoire. L’arbre
respiratoire (ou appareil respiratoire) est constitué des voies aériennes supérieures
(nez, bouche, larynx), de la trachée et des poumons.

Le poumon vient juste après la trachée et constitue l’organe central de la respiration.
Il est situé dans la cage thoracique au-dessus du diaphragme. Une double membrane
séreuse, la plèvre pariétale, située contre la paroi thoracique, et la plèvre viscérale
maintient le poumon contre la paroi thoracique.

Hors pathologies, l’homme possède deux poumons séparés l’un de l’autre par le
médiastin. Le poumon dit droit est divisé en trois lobes et le gauche en deux. Chacun
de ces lobes est relié à la trachée via une bronche souche qui se divise en bronches
plus petites, puis en bronchioles à l’extrémité desquelles on retrouve les alvéoles
regroupées par grappes. Les alvéoles constituent le lieu principal des échanges gazeux
entre l’air qui les baigne et le sang de leurs capillaires

La proportion de cellules et l’épaisseur des épithéliums des voies respiratoires varient
sous forme d’un gradient allant de cellules caliciformes et pluristratifiées vers des
cellules cylindriques et uni-stratifiées. Cette transition se fait progressivement de la
trachée aux alvéoles (Figure 1.1).
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Figure 1.1: Schéma et histologie de l’appareil respiratoire (d’après [1])

1.1 Trachée

La trachée fait suite au larynx. C’est un cylindre de 10 à 12 cm de long et de 1 à 2
cm de diamètre qui se termine par une bifurcation en deux bronches principales au
niveau du médiastin. La paroi trachéale est formée de trois couches (Figures 1.1 et
1.2) :

— la muqueuse de type respiratoire, comporte un épithélium pseudo-stratifié
composé de cellules ciliées et de cellules caliciformes qui sécrètent le mucus. Le
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chorion est riche en fibres élastique, en glandes mixtes, en tissu lymphoïde où la
vascularisation est abondante et riche en nerfs. La muqueuse a pour rôle, entre
autres, d’empêcher le collapsus de la paroi trachéale pendant la respiration. Elle
est aussi chargée d’assurer le réchauffement, l’humidification et la filtration de
l’air respiré ;

— la tunique fibrocartilagineuse est constituée d’anneaux cartilagineux dans sa
partie antérieure et de bandes musculaires lisses en postérieur qui lui confèrent
sa flexibilité ;

— l’adventice est un tissu conjonctif riche en vaisseaux et en nerfs.

Figure 1.2: Structure schématique et histologie de la trachée (d’après [2])

La trachée assure le passage de l’air durant tout le cycle de la respiration. Elle présente
aussi, en relation avec son appareil mucociliaire, une fonction de drainage permettant
l’élimination des particules inhalées vers le pharynx.

1.2 Bronche et bronchioles

Les bronches primaires (ou souches) se divisent en bronches lobaires puis en bronches
segmentaires pour finir par les bronchioles. D’architecture semblable à la trachée,
les bronches primaires présentent un épithélium de type respiratoire identique avec
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quelques différences, comme la présence d’un réseau de fibres élastiques plus im-
portant dans le chorion, qui fait office de séparation avec la sous-muqueuse laquelle
contient moins de structures glandulaires et présente une discontinuité des anneaux
cartilagineux.

Les bronchioles sont très fines (0,5 à 1mm de diamètre), divisées en trois types,
chacune étant progressivement de plus en plus petite : les bronchioles lobaires, les
bronchioles terminales et les bronchioles respiratoires. Il n’y a pas d’échange d’air dans
les bronchioles lobaires et terminales ; en revanche, il y en a au niveau des bronchioles
respiratoires. La fonction primaire des bronchioles est de conduire l’air des bronches
aux alvéoles et de contrôler le débit d’air distribué dans le poumon par constriction
ou dilatation. La structure des bronchioles est sensiblement différente des celles des
bronches.

Les bronches sont entourées d’un anneau de cartilage qui les maintient ouvertes, alors
que les bronchioles sont entourées d’un mur de muscle lisse permettant de dilater
et de contracter les voies respiratoires. Elles contrôlent ainsi la livraison d’air aux
alvéoles. La muqueuse des bronchioles est formée d’un épithélium simple cylindrique
dépourvu de cellules caliciformes et pauvre en cellules ciliées. Le chorion est réduit
à une fine lame élastique et la sous-muqueuse qui se confond avec l’adventice ne
contient pas de glandes (Figures 1.1 et 1.3).

Figure 1.3: Coupe histologique d’une bronche (d’après [3])

1.3 Alvéoles

À l’aboutissement de l’arbre bronchique, on retrouve les alvéoles regroupées en acinus
pulmonaires. Un acinus est constitué de 5 à 6 alvéoles entourées d’un réseau de
capillaires sanguins intimement lié à la fonction des alvéoles.
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L’épithélium alvéolaire est constitué de pneumocytes de type I (membraneux) et de
type II (granuleux). Alors que la proportion en pneumocytes I et II est sensiblement
identique, les pneumocytes de type I, du fait de leurs structures fines (0,1 à 0,2µm
d’épaisseur) et étalées, couvrent 95% de la surface alvéolaire. Ceci a pour conséquence
de conférer à l’épithélium alvéolaire une caractéristique souple très étendue qui
favorise les échanges gazeux, mais aussi très fragile qui le rend vulnérable aux
attaques microbiennes et aux polluants.

La barrière alvéolo-capillaire, au travers de laquelle est assurée la fonction d’échanges
gazeux, est formée de pneumocytes de type I des alvéoles et des cellules endothéliales
des capillaires. Les pneumocytes de type II sont de forme cubique et présentent une
microvillosité au niveau de leur pôle apical. Leur aspect granuleux est dû à leur
cytoplasme riche en organites, dont un spécifique, les corps lamellaires, qui sécrète
le surfactant pulmonaire. De plus, ils présentent un réticulum endoplasmique et un
appareil de Golgi surdéveloppés, signe d’un métabolisme très actif. Le surfactant
sécrété (et aussi recyclé) par les corps lamellaires des pneumocytes de type II a
pour fonction de fluidifier le mucus, de faciliter les échanges gazeux et de diminuer
la tension de surface des alvéoles afin qu’elles ne s’effondrent pas sur elles-mêmes
pendant la respiration et qu’elles conservent leur élasticité (Figures 1.1 et 1.4).

Figure 1.4: (a) Schéma de la structure des alvéoles pulmonaires, (b) Structure alvéolaire d’un
tissu pulmonaire (d’après [4])
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2Les épithéliums

Dans les épithéliums, tissus très organisés, les cellules ne fonctionnent pas seules : elles
sont regroupées en tissus conjonctif, musculaire, nerveux et épithélial. Les cellules
épithéliales forment une barrière protectrice qui recouvre tous les tissus qui sont en
contact avec le monde extérieur en séparant physiquement l’organisme de celui-ci.
Plutôt que d’être une barrière statique et impénétrable, les épithéliums sont des
structures dynamiques qui ajustent leurs proliférations, leurs différenciations et leurs
morts cellulaire en réponse à des signaux intrinsèques et extrinsèques. Un épithélium
est composé de cellules contiguës, reliées les unes aux autres par des jonctions. Les
tissus épithéliaux recouvrent les organes comme la peau, les voies respiratoires et
l’appareil reproducteur. Comme les structures des épithéliums sont différentes en
fonction de leur localisation et de leur rôle dans l’organisme, dans la partie suivante
ne seront détaillées que la structure et la fonction de l’épithélium bronchique.

2.1 Structure et fonction de l’épithélium
bronchique

L’épithélium bronchique est à l’interface entre le système respiratoire et l’air que
l’on inspire. Il repose sur un tissu conjonctif constitué d’une membrane basale, d’une
lamina propria et d’une sous-muqueuse, qui contient du muscle lisse, des glandes et
du cartilage [5]. L’épithélium bronchique est composé de trois types de cellules qui
forment ensemble une couche ciliée pseudo-stratifiée (Figures 1.3 et Figure 2.1) :

— les cellules ciliées cylindriques dont la principale fonction est d’éliminer les
particules grâce à leur capacité de clairance muco-ciliaire ;

— les cellules sécrétoires présentes sous plusieurs formes, représentent environ
20% de l’épithélium bronchique. Les cellules caliciformes sont les principaux
producteurs de mucus des voies aériennes, dans lequel les particules inhalées,
ainsi que les virus et les bactéries, peuvent être piégés [6]. Les cellules de Clara
(ou pneumocytes de type II granulaire) produisent le surfactant. De plus, ces
cellules peuvent participer à l’élimination des agents nocifs. Les cellules de Clara
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sont prédominantes dans les bronchioles et les cellules caliciformes dans les
voies aériennes plus larges ;

— les cellules basales sont considérées comme les cellules souches de l’épithélium
bronchique.

Figure 2.1: Structure de l’épithélium bronchique (d’après [3])

2.2 Fonction de barrière

Les cellules de l’épithélium bronchique défendent les voies aériennes contre l’entrée
de pathogènes. Cette défense repose à la fois sur l’intégrité de l’épithélium qui forme
une barrière physique, sur la sécrétion du mucus et sur la fonction ciliaire dont
l’action commune permet une clairance muco-ciliaire efficace contre différents agents
extérieurs. Les cellules de l’épithélium bronchique sont aussi capables de synthétiser
et de sécréter différents médiateurs dont le rôle principal est la défense de l’intégrité
épithéliale.

2.2.1 Clairance muco-ciliaire (CM)

Les particules inhalées sont piégées dans le mucus puis éliminées des voies aériennes
par la CM grâce aux battements coordonnés des cils. La CM est facilitée par la sécrétion
d’agent surfactant par les cellules de Clara ou caliciformes. La fonction muco-ciliaire
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est régulée par divers facteurs tels que la bradykinine, l’histamine et les cytokines
[7–10] .

2.2.2 Sécrétion de médiateurs protecteurs

Pour assurer la protection contre les pathogènes, l’épithélium bronchique sécrète
un certain nombre de médiateurs comprenant des substances antibactériennes, des
anti-protéases, des antioxydants (glutathion, superoxyde dismutase et catalase) et des
médiateurs de l’inflammation tels que les interleukines [11–13].

2.2.3 Intégrité de l’épithélium

L’intégrité physique de l’épithélium est maintenue par plusieurs mécanismes d’adhé-
rence [14]. Les jonctions serrées sont une structure étroite en forme de couronne
entourant chaque cellule au pôle apical. Les desmosomes et les jonctions adhérentes
sont impliquées dans le maintien d’une forte adhérence cellule-cellule. L’ensemble de
ces jonctions forment une barrière physique, empêchant les «fuites» (Figure 2.2). En
plus de ces jonctions, il y a les jonctions GAP de communication et les hémidesmo-
somes qui servent à l’ancrage des cellules épithéliales à la lame basale.

Figure 2.2: Schéma et résumé des différentes jonctions cellulaires et leurs fonctions (d’après
[15])
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2.2.4 Jonctions serrées

Au niveau des jonctions serrées, les cellules sont maintenues étroitement l’une contre
l’autre par des groupes de protéines appelées claudines, chacune interagissant avec
un groupe partenaire au niveau de la membrane plasmique opposée. Ces groupes
sont organisés en réseaux dont le degré de densité est proportionnel à l’étanchéité de
l’épithélium. Le but des jonctions serrées est d’agir comme une barrière imperméable
et d’empêcher les liquides de s’échapper entre les cellules. À côté des claudines, on
trouve l’occludine, protéine transmembranaire dont la fonction principale est encore
très étudiée et les protéines JAM (Junctional Adhesion Molecules). Claudines, occludine
et JAM s’associent aux protéines intracellulaires de la membrane périphérique appelées
protéines ZO-1 (Zonula occludens 1) qui s’ancrent au cytosquelette d’actine [15, 16]
(Figure 2.3).

Figure 2.3: Schémas des principales molécules des jonctions serrées (d’après [17])

i Claudines et occludine

Protéines majeures des jonctions serrées, claudines et occludine possèdent deux
domaines extracellulaires en forme de boucle qui interagissent avec les claudines
et occludine de la cellule voisine, et quatre domaines transmembranaires dont les
extrémités sont cytoplasmiques. La famille des claudines compte une vingtaine de
membres, chacun spécifique d’un tissu et dont plusieurs, au moins deux différents,
sont exprimés dans chaque jonction. Leurs extrémités cytoplasmiques interagissent
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avec des partenaires protéiques comme les ZO ce qui leur permet d’être reliées au
cytosquelette d’actine. Les claudines 1, 3, 4, 5, 7, 8 et 18 sont exprimées dans les
bronches et bronchioles humaines. Il existe des rapports divergents pour l’expression
de la claudine 2 [18–21] (Figure 2.4).

Figure 2.4: Tableau des claudines exprimées dans les bronches, les alvéoles et le mésothélium
(d’après [21])

ii JAM

Protéines transmembranaires possédant deux boucles de type immunoglobulines
extracellulaires les JAM présentent un domaine transmembranaire et une partie C-
terminale intracellulaire. Il existe trois isoformes de JAM : JAM-A, -B et –C. Les JAM
possèdent tous un domaine PDZ en C-terminale indispensable à la liaison avec les ZO
[22].

iii ZO-1

La protéine Zonula occludens-1 (appelée aussi TJP-1 pour Tight Junction Protein-1) se
lie aux extrémités cytoplasmiques des claudines, occludine et JAM. Elle interagit aussi
avec la F-actine au niveau du cytosquelette. Elle appartient à la famille des protéines
MAGUK (Membrane-Associated Guanylate Kinase) et est constituée de trois domaines
distincts, PDZ (PSD95/dlg/ZO-1), SH3 (Src homology 3) et GK (Guanylate Kinase),
ainsi que d’une région C-terminale plus ou moins longue, ZO-1 possédant la plus
longue [23, 24].
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2.2.5 Desmosomes

Les desmosomes forment des zones de contact ponctuelles entre les cellules épithé-
liales adjacentes. C’est un complexe de protéines dont certaines s’étendent au travers
de la membrane cellulaire tandis que d’autres ont pour fonction d’ancrer la jonction
dans la cellule. Des protéines d’adhérence spécialisées, la desmogléine et la desmocol-
line, toutes deux membres de la famille des cadhérines, se trouvent sur les membranes
des deux cellules et interagissent dans l’espace entre les cellules. À l’intérieur de
la cellule, les cadhérines s’attachent à une structure appelée plaque cytoplasmique
qui contient en particulier de la plakoglobine et des desmoplakines. Ces dernières
sont liées aux filaments intermédiaires qui participent à l’ancrage de la jonction. Les
desmosomes fixent les cellules adjacentes ensemble, en veillant à ce que les cellules
des organes et des tissus qui s’allongent, comme par exemple les poumons, restent
connectées [15] (Figure 2.5).

Figure 2.5: Schémas des principales molécules des desmosomes (d’après [15])

i Desmogléines et desmocollines

Les desmogléines et les desmocollines sont des cadhérines. Comme toutes les cadhé-
rines elles portent des domaines de liaison au calcium (dont dépend leur fonctionne-
ment). Ce sont des glycoprotéines transmembranaires qui possèdent une extrémité
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N-terminale extracellulaire où se situent les sites de fixation au calcium et une extré-
mité C-terminale cytoplasmique. Le calcium est nécessaire à la reconnaissance et à la
liaison de cadhérines entre elles [25–27]. La particularité de la desmogléine et de la
desmocolline est qu’elles sont capables de faire des liaisons avec des cadhérines diffé-
rentes (liaisons hétérophiliques), elles sont par la suite ancrées sur une plakoglobine,
puis une desmoplakine, et enfin au filament intermédiaire du cytosquelette [28].

ii Desmoplakine

La desmoplakine est une protéine importante du desmosome qui sert à maintenir
l’intégrité structurale de la jonction. La desmoplakine existe sous deux isoformes la
première connue sous le nom de « DPII » de 260,0kDa et la seconde appelée « DPI
» de 332,0kDa, quasiment identiques à l’exception d’un domaine plus court dans la
DPII. La desmoplakine ancre les filaments intermédiaires aux plaques desmosomales
[28].

iii Plakoglobine (ou γ-caténine)

La plakoglobine également appelée γ-caténine, est un membre de la famille des
caténines, homologue à la β-caténine puisqu’elle contient elle aussi un motif d’acides
aminées répété distinctif appelé répétition Armadillo (ARM). La plakoglobine est un
composant cytoplasmique des desmosomes et des jonctions adhérentes. Elle possède,
en plus du domaine ARM, des domaines globulaires N-terminaux et C-terminaux
de structures in- connues. Elle a été initialement identifiée comme composant des
desmosomes, où elle peut se lier aux membres de la famille des cadhérines ainsi
qu’aux cadhérines classiques telles que la E-cadhérine ; dans ce cas elle, est appelée
γ-caténine [29]. Comme la β-caténine elle serait impliqué dans la régulation de la
prolifération cellulaire [30].

2.2.6 Jonction adhérente

La jonction adhérente a plusieurs fonctions dont l’initiation et la stabilisation de
l’adhésion cellule-cellule, la régulation du cytosquelette d’actine, la signalisation
intracellulaire et la régulation de la transcription. Le cœur de la jonction adhérente est
constitué d’interactions entre des glycoprotéines transmembranaires de la superfamille
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des cadhérines, tels que l’E-cadhérine et des protéines d’ancrage trouvées à l’intérieur
de la cellule membres de la famille des caténines comme l’α-caténine, la β-caténine,
la caténine p120 et la γ-caténine. Ensemble, ces protéines contrôlent la formation,
la maintenance et la fonction des jonctions adhérentes [15, 16, 31]. La jonction
adhérente est constituée des protéines d’ancrage trouvées à l’intérieur de la cellule
telles que l’α-caténine, la β-caténine, la caténine p120 et la γ-caténine. Ces protéines
d’ancrage relient les microfilaments d’actine aux cadhérines, comme la E-cadhérine,
protéine d’adhérence transmembranaire localisée en grande partie dans l’espace extra-
cellulaire. Dans l’espace interjonctionnel, l’interaction entre deux cadhérines se fait
grâce au calcium via leurs extrémités extra-cellulaires. Ces deux cadhérines utilisent
leurs extrémités intracellulaires pour interagir avec les protéines de caténine localisées
dans le cytoplasme des deux cellules adjacentes pour former le complexe cadhérine-
caténine. Ce complexe se lie à l’α-actinine et à la vinculine qui relient le complexe
cadhérine-caténine au microfilament d’actine de la cellule (Figure 2.6 )

Figure 2.6: Schéma des principales molécules des jonctions adhérentes (d’après [32])

i Caténines

La fonction primaire des caténines est de connecter les cadhérines aux filaments
d’actine du cytosquelette dans les jonctions adhérentes, mais elles peuvent aussi, dans
le cas de la β-caténine par exemple, jouer un rôle dans la signalisation cellulaire et la
transcription. L’α-caténine, la caténine p120, la β-caténine et la γ-caténine sont toutes
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membres de cette famille. Seules la β-caténine et la γ-caténine sont en interaction
directe avec la partie cytoplasmique des cadhérines [27].

i.1 α-caténine L’α-caténine se lie avec une faible affinité aux filaments d’actine et au
complexe E-cadhérine-β-caténine. Lorsque l’α-caténine n’est pas dans un complexe
moléculaire avec la β-caténine, elle se dimérise pour réguler l’assemblage des fila-
ments d’actine [33]. Mais des études récentes montrent qu’elle ne peut pas se lier
simultanément à la β-caténine et au cytosquelette d’actine [34, 35].

i.2 β-caténine La β-caténine est une protéine impliquée dans la régulation de l’adhé-
sion cellulaire et dans la transcription de certains gènes. Elle est par exemple un
élément important dans la voie de signalisation Wnt. La β–caténine possède une
structure homologue à la γ-caténine. Comme cette dernière, son cœur consiste en
12 répétitions (ARM), chacune d’environ 40 acides aminés, qui se plient ensemble
en un domaine protéique rigide avec une forme allongée, ainsi qu’un domaine N- et
C-terminal globulaire de structure inconnue. Elle est largement exprimée dans de
nombreux tissus [16].

i.3 γ-caténine Voir 2.2.5 iii Plakoglobine page 13

i.4 Caténine p120 La caténine p120 est un membre de la sous-famille des protéines
à domaine Armadillo. Contrairement aux caténines classiques (α-caténine, β-caténine
et γ-caténine) qui ont fait l’objet d’études approfondies, la fonction biologique de
p120 n’a émergé que récemment et son rôle reste toujours à identifier. Néanmoins,
il est clair que p120 est une protéine des jonctions adhérentes grâce à son domaine
d’interaction avec les cadhérines [36]. De plus elle stabiliserait la E-cadhérine en la
protégeant de la dégradation protéique afin de maintenir sa localisation membranaire
[37, 38].

ii E-cadhérine

Elle est la cadhérine classique de type I la plus étudiée et la protéine la plus importante
des jonctions adhérentes. La E-cadhérine présente la même structure générale que la
desmogléine et la desmocolline. Dans le cas de jonctions adhérentes, les cadhérines
simples, comme la E-cadhérine, sont en interaction avec des caténines intracellulaires
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(α-, β- et γ-caténine) qui servent d’intermédiaires de liaison avec les filaments d’actine
du cytosquelette.

2.3 Pathologies pulmonaires

Malgré l’ensemble des éléments de protections disponibles dans l’épithélium bron-
chique, décrits précédemment, il peut arriver que ce ne soit pas suffisant pour lutter
contre les maladies. Les maladies pulmonaires ont essentiellement des causes in-
fectieuses (bactéries, virus ou champignons pathogènes), la plus fréquente étant le
pneumocoque (Streptococcus pneumoniae) qui est aussi le plus dangereux. Parmi les
pathologies pulmonaires fréquentes on trouve l’asthme, les bronchopneumopathies
chroniques obstructives (BPCO) caractérisées par un rétrécissement irréversible des
bronches, les cancers et la mucoviscidose, maladie génétique caractérisée par une pro-
duction importante d’un mucus épais qui entraîne d’important troubles respiratoires.
On peut en citer beaucoup d’autres, mais c’est sur cette dernière pathologie que notre
étude s’est concentrée.
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3La mucoviscidose

3.1 Généralités

La mucoviscidose est une maladie génétique, à transmission autosomique, récessive,
et multiviscérale particulièrement fréquente dans la population caucasienne. La mu-
coviscidose est causée par des mutations identifiées sur le gène CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator). Le gène CFTR est localisé sur le bras long
(appelé q) du chromosome 7 à la position 31.2 (7q31.2) [39] et code pour une
glycoprotéine membranaire appelée CFTR exprimée au pôle apical de la majorité des
cellules épithéliales.

C’est en 1938 à la suite d’autopsies d’enfants souffrant de malnutrition, que pour la
première fois la distinction est établie entre la maladie cœliaque et la mucoviscidose
définie à l’époque par le terme de « fibrose cystique du pancréas ». Elle est décrite
comme une maladie caractérisée par une mauvaise absorption des graisses et des
protéines, une stéatorrhée (quantité élevée de lipides dans les selles), un retard
de croissance et des infections pulmonaires [40]. Ce n’est qu’en 1943 qu’elle est
renommée « mucoviscidose » afin de rendre compte de l’état visqueux du mucus
observé dans plusieurs organes autres que le pancréas [41]. En 1948, lors de la vague
de chaleur à New York, un jeune pédiatre, Paul di Sant’Agnese, constate que beaucoup
de nourrissons atteints de mucoviscidose présentaient une prostration due à la chaleur.
Il émet l’hypothèse d’un problème de sudation et démontra par la suite la présence
d’un excès d’ions sodium (Na+) et chlorure (Cl-), dont les concentrations sont cinq
fois plus élevées dans la sueur de patients atteints de mucoviscidose [42]. C’est grâce
à cette découverte qu’est mis au point un peu plus tard le test de la sueur, toujours
utilisé de nos jours pour diagnostiquer les patients atteints de mucoviscidose [43].

Selon le registre français de la mucoviscidose, on comptait un peu plus de 6000
patients recensés en 2014. Ce nombre, en constante progression depuis le début du
recensement en 1992, compte pour la deuxième fois consécutive plus d’adultes que
d’enfants, même si la population reste jeune avec un âge moyen d’environ 20 ans
(Figures 3.1 et 3.2).
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Figure 3.1: Nombre de patients vus dans l’année et pourcentage d’adultes (d’après le registre
français de la mucoviscidose)

Figure 3.2: Évolution annuelle des principaux indicateurs (d’après le registre français de la
mucoviscidose)

3.2 La protéine CFTR

3.2.1 Structure

CFTR est une glycoprotéine transmembranaire constituée de 1480 acides aminés et
possédant un poids moléculaire d’ 170kDa [39]. Elle appartient à la superfamille
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des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) et plus précisément à la sous-famille
ABCC (ABCC7). La famille des protéines transporteurs ABC est extrêmement vaste ;
on les retrouve dans l’ensemble du vivant aussi bien chez les eucaryotes que les
procaryotes [44]. Ces protéines lient et hydrolysent l’ATP, étape nécessaire à leur
activation, permettant ainsi d’assurer des échanges unidirectionnels d’éléments divers
(ions, substrats, macromolécules. . . ) au travers des membranes cellulaires [45]. Les
transporteurs ABC sont constitués de quatre domaines :

— deux domaines cytoplasmiques de liaison/hydrolyse des nucléotides : NBD
(Nucleotide Binding Domains). Les NBD possèdent trois motifs très conservés, les
motifs Walker A et B de fixation de l’ATP et un motif dit « signature » LSGGQ,
spécifique des transporteurs ABC, situé entre les motifs de Walker A et B [46].
Le passage des éléments à travers la membrane cellulaire se fait généralement
grâce à l’énergie résultant de l’hydrolyse de l’ATP [47] ;

— deux domaines transmembranaires : TMD (TransMembrane Domain) (TMD1 et
TMD2) constitués chacun de six segments transmembranaires, (TM : transmem-
brane) allant de TM1 à TM6 pour TMD1 et de TM7 à TM12 pour TMD2, dont la
nature dépend de l’élément transporté.

CFTR contient aussi trois domaines intracellulaires : deux domaines NBD (NBD1
et NBD2) et un domaine régulateur (R) reliant le NBD 1 au TMD2 et possédant
de nombreux sites de phosphorylation [48] (Figure 3.3) . Le domaine R est codé
par un exon unique, le 13ème exon spécifique à la protéine CFTR. Afin de permettre
l’ouverture du canal CFTR par le MgATP, la phosphorylation du domaine R par les
protéines kinases A et C (PKA, PKC) est une étape primordiale. On retrouve aussi, au
niveau de la 4ème boucle extracellulaire reliant les segments TM7 et TM8 deux sites
de N-glycosylation au niveau des asparagines 894 et 900 (N894 et N900). La grande
majorité de la protéine (environ 80 %) est cytoplasmique, y compris ses domaines N
et C terminaux, le reste étant soit transmembranaire (16 %) soit extracellulaire (4 %)
[49, 50].
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Figure 3.3: Structure CFTR (A). Schémas de l’organisation des domaines de CFTR (d’après
[51]). (B) Structure moléculaire du CFTR humain.(d’après [52])

3.2.2 Fonction de la protéine CFTR

La protéine CFTR forme un canal anionique permettant la diffusion passive des ions Cl-

indépendamment du voltage cellulaire, mais dépendant de l’AMPc (phosphorylation
via PKA et PKC), et de la fixation et l’hydrolyse de l’ATP [53, 54]. Le mécanisme
de sélectivité anionique est lié aux segments transmembranaires TM1 et TM6 [55,
56]. La séquence de sélectivité du canal CFTR est : Br- (Bromure)>Cl- (Chlorure)>I-

(Iodure)>F-(Fluorure). Cette perméabilité au ions Cl- plus importante que celle des
ions I- permet de discriminer CFTR des autres canaux Cl- [57].

Malgré une sélectivité plus grande pour les anions, CFTR semble être perméable au
tripeptide glutathion (GSH) qui est l’antioxydant le plus abondamment retrouvé dans
les cellules pulmonaires [58]. CFTR est une protéine régulatrice de l’activité d’autres
canaux ioniques. Ainsi, il a été montré que la présence de CFTR est indispensable
à l’activation du canal ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel) par les PKA
[48]. De plus, CFTR régule négativement le canal sodique ENaC (Epithelial Na+

Channel) [48]. L’absence de l’activité canal Cl- associée à CFTR a pour conséquence
une hyper-absorption de Na+, ce qui participe à la déshydratation du mucus [59]. En
outre, CFTR régule négativement l’activité des canaux potassiques ROMK (Renal Outer
Medullary Potassium Channel) [60]. Il a également été démontré que la protéine CFTR
régule positivement l’activité de certaines aquaporines qui participent activement à
l’hydratation du mucus [61, 62] (Figure 3.4).
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Figure 3.4: Schémas de la conséquence d’un défaut de CFTR sur l’activité d’autres canaux
ioniques dans (A) un épithélium sain et (B) dans un épithélium de type mucovis-
cidosique (d’après [63])

En conclusion, l’expression apicale de CFTR au niveau des cellules épithéliales des
conduits bronchiques, digestifs et reproducteurs ainsi que son rôle important, direct ou
indirect, dans la régulation du transport ionique et hydrique permettent la production
d’un fin mucus qui participe au bon fonctionnement des voies aériennes, ainsi que des
systèmes digestif et reproducteur.

3.2.3 Mutations au niveau du gène CFTR

Aujourd’hui, plus de 2000 mutations ont été identifiées sur le gène CFTR. Les plus
fréquentes sont les mutations faux-sens (48,7 %), suivies par les mutations dues aux
modifications du cadre de lecture causées par une petite insertion ou délétion (19,5
%), puis les mutations altérant des codons essentiels pour l’épissage (15,7 %) et enfin
des mutations non-sens (12,9 %) [http ://www.genet.sickkids.on.ca]. En fonction du
comportement cellulaire de CFTR, ces mutations ont été classées en six classes [64].
Les trois dernières classes sont associées à un phénotype mucoviscidosique modéré,
les trois premières quant à elles, sont beaucoup plus sévères (Figure 3.5).
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Figure 3.5: Liste des six différentes classes de mutation de CFTR et leurs conséquences
cellulaires (d’après [65])

— Les mutations de classe I conduisent à un défaut de production de la protéine
CFTR qui est complètement absente, ce sont les deuxièmes mutations les plus
fréquentes.

— Les mutations de classe II conduisent à un défaut de maturation de CFTR, ce qui
a pour conséquence d’affecter l’adressage de la protéine du réticulum endoplas-
mique (RE) vers l’appareil de Golgi. Ceci est dû à une mauvaise glycosylation et
à un mauvais repliement (changement dans la structure tertiaire) de la protéine
CFTR. Bien qu’elle soit partiellement fonctionnelle, CFTR est alors reconnue
et dégradée par le système de dégradation ubiquitine/protéasome [64]. La
mutation delF508, qui correspond à la délétion d’un résidu phénylalanine à la
position 508 de la protéine CFTR, est de loin la plus fréquente (environ 70%).
On la retrouve particulièrement dans la population caucasienne [66].

— Dans le cadre des mutations de classe III et IV, la protéine CFTR est normalement
traduite et adressée à la membrane apicale, mais elle n’est pas fonctionnelle.
Dans le cas des mutations de classe III, on observe un défaut de régulation
de CFTR dû à une diminution de la phosphorylation du domaine R. Pour les
mutations de classe IV on observe une altération de la conduction du canal qui
peut se traduire par des modifications de la sélectivité ou une diminution du
flux ionique.
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— Les mutations de classe V résultent d’une altération de la stabilité de l’ARN
messager conduisant à la diminution du nombre de copies de CFTR et donc du
nombre de protéines CFTR adressées à la membrane apicale.

— Les mutations de classe VI sont à l’origine de l’altération de la stabilité de la
protéine CFTR mature au niveau de la membrane apicale.

3.2.4 Approches thérapeutiques fondamentales

Depuis la découverte de CFTR, de nombreux progrès en termes de soins médicaux ont
été réalisés. Bien que l’espérance de vie soit d’environ une cinquantaine d’années en
moyenne pour les patients, la mucoviscidose reste une maladie incurable. Il existe deux
approches thérapeutiques fondamentales. La première consiste en des traitements
multiples destinés à soulager les symptômes de la maladie en ciblant les problèmes
pulmonaires (infection, mucus). Cependant, ces traitements n’ont qu’une approche
symptomatique. La seconde consiste à cibler les causes premières de la maladie, c’est-à-
dire à refaire fonctionner la protéine CFTR défectueuse en la remplaçant par thérapie
génique ou à l’aide de moyens pharmacologiques. Comme décrit précédemment, le
dysfonctionnement de la protéine CFTR serait à l’origine de la maladie, il semble
donc logique de penser qu’une correction de son activité soit la clé de la guérison
pour les patients. En effet, la restauration de la sécrétion chlorure est l’enjeu majeur
du développement de thérapeutiques pharmacologiques de la mucoviscidose [67].
À ce jour, il est possible d’agir grâce à des composants pharmacologiques sur CFTR
en ciblant son système de régulation ou directement sur le canal par l’intermédiaire
d’activateurs ou de potentiateurs directs ou indirects [68–70] (Figure 3.6).
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Figure 3.6: Mécanismes d’action et cibles des modulateurs pharmacologiques de CFTR dis-
ponibles pour les patients atteints de mucoviscidose ou en développement pré-
clinique (d’après [71])

3.3 Données cliniques

Globalement, la fonction de CFTR est de réguler le transport des ions et les mouve-
ments d’eau au travers de la barrière épithéliale des cellules qui produisent du mucus,
de la sueur ou de la salive. Sans altération, CFTR assure la sécrétion passive des ions
Cl- à travers la membrane apicale. Ce mouvement anionique est important dans le
contrôle des mouvements d’eau dans les tissus épithéliaux, élément nécessaire pour la
production d’un fin mucus qui va protège les voies aériennes, le système digestif et
reproducteur, ainsi que d’autres organes et tissus.

Dans la mucoviscidose, les atteintes pulmonaires sont les plus graves car elles se
révèlent fatales dans la plupart des cas. Succinctement, le gène CFTR défectueux est
à l’origine d’une absorption de l’eau contenue dans le mucus qui protège les voies
respiratoires. Cette couche fine devenue visqueuse empêche les cellules ciliaires de
battre et donc les mécanismes d’évacuation du mucus de fonctionner correctement.
Ainsi, les particules inhalées restent retenues à la surface des voies aériennes et des
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bactéries trouvent un environnement favorable à leur prolifération. Les atteintes pan-
créatiques, elles, ont pour conséquence une difficulté d’assimilation des nutriments,
puisque le pancréas, très abîmé de naissance et encombré par un épaississement du
mucus, empêche la bonne libération des enzymes essentielles à une bonne digestion.
Le foie et le système digestif, également atteints, peuvent présenter une cirrhose
biliaire pour le premier et une constipation et obstruction intestinale pour le second.
Un retard de la puberté et une infertilité peuvent aussi toucher certains patients
(Figure 3.7).

Figure 3.7: Organes atteints et problèmes de santé associés à la mucoviscidose (d’après [72])

On peut observer une large diversité d’expression clinique d’un patient à l’autre, que
ce soit pour l’âge d’apparition des premiers symptômes ou la sévérité de l’évolution de
la maladie, mais un déclin des fonctions pulmonaires caractérisé par une infection
progressive des voies respiratoires ainsi qu’une inflammation reste la cause principale
de la morbidité et de la mortalité associées à la mucoviscidose.
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4L’inflammation

4.1 Généralités

La réaction inflammatoire ou inflammation est définie comme la réponse locale à
toutes sortes d’agressions des tissus vascularisés et vivants. Habituellement bénéfique
pour l’organisme, ce processus a pour but de réparer les lésions et d’éliminer l’agent
pathogène, mais peut conduire dans certains cas à une inflammation néfaste pour
l’organisme en raison de l’agressivité ou de la persistance de cet agent. D’autres causes,
comme des anomalies dans la régulation du processus inflammatoire ou lorsque la
quantité ou la qualité des éléments intervenant dans l’inflammation sont altérées,
peuvent aussi conduire à une inflammation néfaste. C’est le cas de la mucoviscidose,
maladie caractérisée par des atteintes pulmonaires progressives graves qui sont la
cause principale de morbidité et de mortalité chez les patients. Il existe de multiples
causes à l’origine de l’inflammation, comme les agressions de type physique (trau-
matisme, chaleur/froid, radiations) ou chimique (agents caustiques, toxines, venins),
l’infection par des micro-organismes comme les bactéries, virus, parasites et cham-
pignons ou une agression dys-immunitaire (anomalie de la réponse immunitaire,
allergies. . . ) qui sont capable de déclencher une inflammation.

Dans tous les cas, l’agent pathogène peut être soit endogène soit exogène. Plusieurs
causes peuvent être responsables du déclenchement de l’inflammation et, pour un
même agent pathogène, on assiste à des réactions inflammatoires différentes selon
l’hôte et l’état de ses défenses immunitaires. Les acteurs de l’inflammation qui l’entre-
tiennent ou la modifient sont divers et variés. Parmi ces acteurs, il y a les médiateurs
pro et anti-inflammatoires. Même si les réactions inflammatoires peuvent être diffé-
rentes d’un patient à l’autre, l’inflammation présente des mécanismes communs dont
les étapes varient en fonction de l’organe et de l’agent pathogène responsables. La
réaction inflammatoire comporte plusieurs étapes successives.
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4.2 Les cellules de l’inflammation

Appartenant au système immunitaire certaines de ces cellules sont particulièrement
agressives et tuent (par phagocytose) tous les éléments reconnus comme étrangers
et les virus afin de les éliminer. Les cellules résidentes des tissus comprennent les
phagocytes mononuclés résidents (cellules dendritiques et macrophages) ainsi que les
mastocytes [73]. Si cette première ligne de défense est franchie, l’organisme réagit en
organisant une contre-attaque cellulaire capable de tuer l’élément étranger. Ce moyen
de défense entre en action très rapidement après le début de l’infection. Les cellules
sont activées par le contact avec les éléments étrangers. En réponse, elles libèrent
des médiateurs de l’inflammation notamment des cytokines pro-inflammatoires et de
l’histamine, un vasodilatateur qui va favoriser le recrutement des cellules qui circulent
via le sang dans l’ensemble de l’organisme tels que les lymphocytes T et B, les cellules
NK (Natural Killer), les monocytes qui se différencient en macrophages en gagnant le
tissu où ils seront qualifiés de résidents [73].

Les granulocytes sont les leucocytes les plus nombreux dans la circulation périphérique.
La famille des granulocytes regroupe les polynucléaires basophiles, éosinophiles
et neutrophiles. Entre les divers types de granulocytes d’importantes différences
fonctionnelles existent. Ces cellules ont en commun un noyau multilobé, la présence
dans leur cytoplasme de nombreuses granules et le fait que leur activité biologique
s’exerce au niveau des tissus [74] (Figure 4.1). Les fonctions des neutrophiles sont
la défense de l’hôte, la phagocytose et la destruction de pathogènes invasifs [75]. En
réponse à une infection, les neutrophiles génèrent des espèces réactives de l’oxygène
(ROS) via la NADPH oxydase et secrètent pour protéger l’organisme des protéines
granulaires anti-microbiennes comprenant entre autres l’élastase, la collagénase, les
cathepsines et la myéloperoxidase. De l’ADN peut être libéré par les neutrophiles pour
former des NETS (neutrophil extracellular traps) qui vont piègent les bactéries afin
de les éliminer [76, 77]. Si cette réponse n’est pas contrôlée, des lésions tissulaires
excessives et graves peuvent en résulter. Ces lésions représentent la majorité des
atteintes pulmonaires observées chez les patients atteints de mucoviscidose.
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Figure 4.1: Fonctions de différents types de cellules immunitaires (d’après [78])

4.3 Étapes de l’inflammation

Les cellules de tous les tissus sont capables de produire des neuromédiateurs et no-
tamment la substance P [79], un neuropeptide de 11 acides aminés qui peut favoriser
la libération par les mastocytes de divers médiateurs (dégranulation), tels que, entre
autres, des protéases (cathepsines. . . ) [80] , des cytokines (Tumor Necrosis Factor
(TNF), Interleukine (IL)-6. . . ) et des médiateurs de la vasodilatation comme les pros-
taglandines (PG) et l’histamine [81–83]. Parallèlement, un phénomène d’accolement
à la paroi des vaisseaux sanguins (margination) des leucocytes (cellules NK (Natural
Killer), monocytes et lymphocytes) a lieu grâce à l’expression d’adhésines. La pro-
duction de deux peptides du système complément C3a et C5a entraîne aussi une
dégranulation et une activation des mastocytes [84]. Après activation, les mastocytes
produisent des cytokines qui, en dehors de leurs effets locaux, peuvent rejoindre la
circulation sanguine et exercer leurs effets à distance [85]. Les leucocytes, suite à
leur margination, migrent dans les espaces extravasculaires, attirés par divers facteurs
chimiotactiques et le TGFβ (Transforming Growth Factor β) : c’est la diapédèse. Ce
processus permet aux monocytes d’achever leurs différenciations en macrophages
[86]. Ces cellules, comme les polynucléaires neutrophiles produisent, particulière-
ment lors de la phagocytose, des radicaux libres dont les effets cytocides locaux sont
importants. Les macrophages ainsi que les polynucléaires neutrophiles produisent
aussi de nombreuses hydrolases qui, entre autres, dégradent les constituants de la
matrice extracellulaire (collagène, élastine. . . ) [87] (Figure 4.2).
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Figure 4.2: Schéma des différentes étapes de l’inflammation alvéolaire (d’après [88])

Lorsque les inducteurs de la réaction inflammatoire ont disparu et que les produits
résultant de la dégradation des tissus ont été éliminés, la cicatrisation peut avoir lieu.
Celle-ci est caractérisée par une prolifération des fibroblastes, la synthèse du collagène
et des protéoglycanes [89].

Parmi les médiateurs clés impliqués dans l’inflammation on trouve les cytokines.
Ce sont des messagers chimiques de la communication intercellulaire qui jouent de
multiples rôles importants dans les processus inflammatoires.

4.3.1 Les cytokines

Les cytokines constituent une famille d’une trentaine de membres regroupés en
trois domaines d’activité : les cytokines de l’hématopoïèse, les cytokines de la réponse
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immunitaire et les cytokines de l’inflammation. Cependant, les cytokines peuvent avoir
des activités multiples qui les font appartenir en même temps à plusieurs domaines.

i Cytokines de l’hématopoïèse

Elles sont responsables de la prolifération et de la différenciation des cellules souches
hématopoïétiques de la moelle osseuse. Elles contrôlent la production de chacune
des variétés des cellules sanguines (globules rouges, monocytes, lymphocytes, pla-
quettes. . . ). Parmi ces cytokines, il y a les colony stimulating factors (G-CSF, GM-CSF)
[90].

ii Cytokines de la réponse immunitaire

Le développement de la réponse immunitaire est très directement sous la dépendance
de plusieurs cytokines. Il y a deux principales familles de cytokines immunitaires [91,
92] :

— les cytokines dites de « type 1 », dont l’un des premiers membres identifiés
est l’IL-2 produite principalement par les lymphocytes Th1 (T helper 1). L’IL-2
est la seule cytokine dont l’action est exclusivement lymphocytaire. Ceci est
dû au fait que seuls les lymphocytes expriment son récepteur [93]. L’IL-15
possède des homologies structurelles et fonctionnelles avec l’IL-2. Cependant,
l’IL-15 est essentiellement produite par les monocytes/macrophages [94]. Les
interférons (IFN) sont importants pour la communication intercellulaire et sont
considérés comme de véritables cytokines [95]. L’IL-12 est produite par les
monocytes/macrophages activés. Son rôle est une activité synergique avec l’IL-2
pour induire la sécrétion de l’IFNγ par les lymphocytes NK. L’IL-2, l’IFNγ et
l’IL-12 induisent la sécrétion d’autres cytokines, dites pro-inflammatoires [96] ;

— les cytokines dites de « type 2 », parmi lesquelles l’IL-4 produite par les lym-
phocytes Th2, les leucocytes basophiles et les mastocytes. Elle possède un large
spectre d’activités biologiques et est essentielle à la production d’immunoglobu-
line de type E. Elle inhibe la synthèse des cytokines de l’inflammation (IL-1, TNF,
IL-6 et cytokines chimiotactiques) et stimule leurs inhibiteurs physiologiques
[97, 98].

C’est une cytokine qui a donc des effets anti-inflammatoires. L’IL-13 partage
de nombreuses activités avec l’IL-4, dont la synthèse de l’immunoglobuline E

Chapitre 4 L’inflammation 30



et l’effet anti-inflammatoire [97]. L’IL-10 figure parmi les cytokines Th2 et pré-
sente des effets anti-inflammatoires puissants en agissant sur la production des
chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires produites par les macrophages
comme l’IL-1, TNF et IL-6 [99]. L’IL-10 est aussi capable d’inhiber la production
d’IL-1 et des TNF en agissant sur leurs inhibiteurs respectifs [100].

iii Cytokines de l’inflammation

L’activation macrophagique comporte toute une série d’événements cellulaires comme
la synthèse de radicaux libres et de monoxyde d’azote et la synthèse de toute une
série de protéines parmi lesquelles les protéases et bien sûr les cytokines. Les deux
cytokines les plus produites par les macrophages sont l’IL-1 et le TNF. Beaucoup
d’autres cytokines sont produites par les macrophages comme l’IL-6 et les chimiokines
(cytokine à activité chimiotactique) [99]. Les chimiokines sont des petites cytokines
divisées en deux sous-groupes d’une dizaine de membres chacun : les sous-groupes
CXC et CC. Celles appartenant au sous-groupe CXC, dont le prototype est l’IL-8, sont
chimiotactiques pour les polynucléaires et non pour les macrophages [101].

Les chimiokines du sous-groupe CC, dont le prototype est le MCP-1 (Monocyte Chemo-
tactic Protein 1 ou CCL2), sont à l’inverse chimiotactiques pour les monocytes et les
macrophages et non pour les polynucléaires [102]. La sécrétion de ces deux types de
chimiokines par les cellules endothéliales attire les polynucléaires et les macrophages
sur le site de l’inflammation. L’IL-6 est une cytokine extrêmement importante au cours
de l’inflammation, elle est secrétée par les macrophages et surtout par les cellules
vasculaires à proximité du site de l’inflammation. Elle stimule la synthèse hépatique
de protéines [103, 104] (Figure 4.3).
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Figure 4.3: Liste des cytokines, de leurs fonctions, de leurs cibles et de leurs sites de sécrétion
(d’après [105])

4.4 Cas de la mucoviscidose

4.4.1 Présence du processus inflammatoire

Au cours des 30 dernières années, de nombreuses études ont permis de mettre en
lumière les mécanismes moléculaires et cellulaires du processus inflammatoire associé
à la mucoviscidose. Cependant, le lien entre l’infection et l’inflammation, d’un côté, et
l’activité CFTR et l’inflammation, de l’autre côté, reste très énigmatique et controversé
[106–110]. Une des caractéristiques physiopathologiques de la mucoviscidose est
l’inflammation pulmonaire chronique dominée par l’influx de granulocytes, notam-
ment des neutrophiles, au niveau des voies aériennes qui se traduit par la libération
excessive d’élastases et d’autres protéinases induisant une dégradation progressive du
tissu pulmonaire [111, 112]. Au niveau cellulaire, les réactions inflammatoires ont été
caractérisées au niveau des macrophages, neutrophiles et de l’épithélium pulmonaire.
Chaque type cellulaire remplit une fonction qui lui est propre, et, parmi ceux-ci, le
polynucléaire neutrophile (PNN) joue un rôle très important. Acteur majeur de la
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défense de l’hôte contre le pathogène, il contribue à sa destruction via la libération de
médiateurs de l’inflammation et la production de ROS.

i Les neutrophiles

En hypoxique, condition caractéristique d’un mucus mucoviscidosique, la demi-vie
des neutrophiles est augmentée. Cette longévité permet à ces cellules d’exercer leurs
effets pro-inflammatoires au niveau pulmonaire de manière chronique [113]. De
plus, il a été montré que CFTR est exprimé dans les neutrophiles. Cette expression est
importante pour leur fonction de phagocytose et d’exocytose granulaire [114]. De plus,
d’autres études ont montré que les neutrophiles mucoviscidosiques présentent des
variations dans les concentrations cytoplasiques de certains ions. Ainsi, il a été observé
une augmentation des ions chlorures et sodium et une diminution des ions magnésium
[115]. Ces changements de concentrations semblent être partiellement restaurés par
Ivacaftor, un potentiateur de CFTR utilisé dans le traitement de la mucoviscidose asso-
ciée à la mutation G551D [115]. Dans la mucoviscidose, les neutrophiles présentent
aussi un défaut dans le contrôle de la réponse inflammatoire associé à une incapacité
à phagocyter et à débarrasser les poumons des bactéries [111]. Plusieurs études ont
aussi montré la présence d’une multitude de différences entre les neutrophiles issus
de patients atteints de mucoviscidose et ceux d’individus sains. Particulièrement, il a
été observé une augmentation de la production de ROS [116], de la dé-granulation
[117], de l’activité protéolytique ainsi qu’une augmentation de la libération d’élastases
[118, 119], de métalloprotéinases matricielle (MMP) [118, 120, 121] et de l’apoptose
[122, 123]. De plus, on observe une diminution dans l’activité anti-microbienne [124]
et une dérégulation dans la production de cytokines [125].

ii Les macrophages

Dans la mucoviscidose, plusieurs défauts fonctionnels ont été observés au niveau des
macrophages [126]. Ils présentent une diminution de leur capacité de clairance des
cellules apoptotiques [123, 127–129], de la production de cytokines [130–133] et une
diminution de la capacité de phagocytose [132–137]. Les macrophages montrent aussi
une dérégulation du mécanisme de leur recrutement et de leur fonction phagocytaire
bien avant leur stimulation par l’infection [138].
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iii Les cellules épithéliales

L’épithélium pulmonaire participe activement à l’immunité innée et orchestre les
réponses inflammatoires. L’interaction des pathogènes avec l’épithélium des voies
aériennes est une étape indispensable à l’activation des mécanismes de défense
impliquant les neutrophiles et les macrophages. La stimulation de l’épithélium par
les pathogènes se fait via l’activation des toll-like récepteurs (TRL) [139, 140] par
différents ligands (lipopeptide, peptidoglycane, acide lipotéichoïque, fragment CXCR1)
et l’activation des voies de transcription AP-1 et NF-κB [141]. Ces processus de
stimulation et d’activation entraînent la production de cytokines pro-inflammatoires
responsables du recrutement des leucocytes et monocytes [142]. En temps normal,
l’induction d’ARN messager de cytokine pro-inflammatoire, entre autres IL-8, GRO-α,
MIP-3, diminue après une exposition chronique aux produits bactériens. Par contre la
production de cytokine suite à une infection par Pseudomonas Aeruginosa ne baisse
pas nécessairement chez les patients atteints de mucoviscidose, ce qui suggère une
inflammation soutenue des voies aériennes [143].

4.4.2 L’inflammation précoce

La colonisation de l’arbre respiratoire par des agents bactériens tels que Pseudomonas
aeruginosa a été initialement considérée comme l’élément déterminant dans l’initiation
et le développement des processus inflammatoires [144]. Cependant, il semble que la
cascade d’événements associée à la progression de la maladie implique tout d’abord le
déclenchement d’une inflammation pulmonaire et, ensuite, l’apparition d’une infection
des voies respiratoires qui serait ainsi la conséquence de l’inflammation initiale [111].
Chez les malades atteints de mucoviscidose, le poumon, anatomiquement normal
à la naissance, présente dès les premières semaines et mois de vie les stigmates
d’une atteinte inflammatoire [145].Il a été aussi observé chez des enfants et fœtus
atteints de mucoviscidose une quantité importante de neutrophiles au niveau des
voies respiratoires qui augmente au fur et à mesure que la maladie progresse [146,
147].

L’analyse de liquides de lavage broncho-alvéolaire (LBA) de très jeunes enfants at-
teints de mucoviscidose a permis de mettre en évidence la présence de marqueurs
d’inflammation, avec en particulier une augmentation du nombre de polynucléaires
neutrophiles, une activité élastasique accrue, un taux important d’IL-8 et une absence
d’lL-10. Ces facteurs étaient présents alors même que les différentes investigations
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microbiologiques ne retrouvaient pas d’agents bactériens, de virus respiratoires, ni
d’agents mycosiques [148, 149]. Ce dernier point a fait évoquer la participation d’un
mécanisme primaire lié à l’anomalie génétique elle-même, en partie responsable de
l’état inflammatoire de la muqueuse. D’ailleurs, dans ce sens, on a montré que la
mutation delF508 était capable d’induire directement l’inflammation en absence de
toute infection [150]. La présence d’un déficit constitutif de la production d’IL-10 et
l’expression accrue d’IL-8, à l’état basal, dans le liquide bronchique mucovicidosique et
dans le liquide sécrété par des cellules épithéliales mucovicidosiques, suggèrent qu’il
existe un déséquilibre constitutif et endogène de la balance pro-vs-anti-inflammatoire
dans la mucoviscidose. Il apparaît, au vu des données récentes de la recherche, que
l’absence de sécrétion des ions Cl- contribue à l’activation du facteur de transcription
NF-κB associée à la dérégulation de la balance cytokinique par les cellules mucovis-
cidosiques [149]. La production d’IL-10 par les cellules bronchiques épithéliales est
également diminuée chez les sujets atteints de mucoviscidose [130].

L’agression inflammatoire initiale observée au niveau pulmonaire chez les jeunes ma-
lades atteints de mucoviscidose suggère qu’au niveau cellulaire d’autres mécanismes
que l’infection sont à l’origine de son installation. L’analyse de plusieurs données
publiées, notamment celles qui traitent des cellules épithéliales pulmonaires, permet
d’émettre l’hypothèse de la participation du stress oxydatif dans le processus inflam-
matoire précoce. [151–154]. Plusieurs anomalies ont été détectées en relation avec la
réponse inflammatoire épithéliale, particulièrement la présence d’un stress oxydatif
chronique. En effet, une diminution du transport du glutathion (GSH), un puissant
antioxydant intracellulaire, dans la lumière des voies respiratoires a été associée à la
diminution de la fonction CFTR [151, 152]. Aussi, il a été montré qu’un défaut de
CFTR serait impliqué dans la variation de l’expression de certains gènes associés à la
balance redox [153]. De plus, une diminution de l’activité de l’enzyme superoxide
dismutase (SOD) a été observée dans les cellules épithéliales mucoviscidosiques [149].
Finalement, une dérégulation de l’activité mitochondriale, premier site de production
de ROS, a été reportée dans les cellules mucoviscidosiques [155]. Ces variations
seraient à l’origine de l’augmentation du stress oxydatif dans les voies respiratoires de
jeunes patients atteints de mucoviscidose [154].

De plus, un défaut dans l’activité bactéricide des cellules épithéliales pulmonaires
a été associé au stress oxydatif [141]. L’ensemble de ces résultats tend à montrer
qu’un défaut dans le contrôle de l’équilibre redox serait à l’origine du processus
inflammatoire chronique observé chez les patients atteints de mucoviscidose.
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5Le stress oxydatif

Le stress oxydant est largement accepté comme étant une composante critique de
plusieurs pathologies. En effet, il est, par exemple, lié au développement des mala-
dies coronariennes, des accidents vasculaires cérébraux, du cancer et de la maladie
d’Alzheimer [156–159]. Le stress oxydant se définit par une situation de déséquilibre
entre la production des espèces réactives oxygénées (ROS) et azotées (RNS) appelées
radicaux libres, et les mécanismes de défense et de détoxification de ces dernières.
Durant ma thèse, j’ai mesuré et évalué uniquement les effets des ROS. C’est pourquoi,
pour la suite, je ne vais introduire que les radicaux oxygénés.

5.1 Production et fonctions des radicaux libres
oxygénés (ROS)

5.1.1 Production des ROS (Reactive Oxygen Species)

Les ROS sont des espèces chimiques réactives contenant de l’oxygène radicalaire
comme le radical superoxyde (O2-), le radical hydroxyle (OH••) et non radicalaire
comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Le tableau suivant présente les principaux
ROS de ces deux catégories (Figure 5.1).
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Figure 5.1: Les principales espèces réactives de l’oxygène (d’après [160])

Il existe deux grandes voies de production des ROS :

— le transfert d’électrons lié au métabolisme cellulaire : dans cette voie, les
ROS sont les produits secondaires du métabolisme, comme lors de la respiration
cellulaire par la mitochondrie ou le catabolisme des bases puriques par la xan-
thine oxydase. Les ROS peuvent aussi être produits par des enzymes spécifiques,
comme la NO (Nitric Oxide) synthase ou le complexe NADPH oxydase (NOX),
qui est un des gros producteurs de ROS endogène et dont il existe sept isoformes
distinctes. Par exemple, la Nox-2 des phagocytes a un rôle majeur dans l’inflam-
mation et dans l’immunité innée, et elle produit des ROS afin de se défendre
contre les microorganismes ;

— la scission homolytique des liaisons covalentes qui nécessite de l’énergie :
dans ce cas, la production de ROS résulte d’éléments exogènes comme une
exposition à des radiations ou à la lumière du soleil.

En plus de ces deux voies, les métaux tels que le fer, le cuivre, le chrome, le
vanadium et le cobalt sont aussi capables de réaliser un cycle redox dans lequel
un seul électron peut être accepté ou cédé par le métal. Cette action catalyse
la production de radicaux et d’espèces réactives de l’oxygène. La présence de
ces métaux sous une forme non complexée peut augmenter considérablement
le niveau de stress oxydatif. On pense que ces métaux induisent des réactions
de Fenton et la réaction de Haber-Weiss, dans laquelle le radical hydroxyle est
généré à partir du peroxyde d’hydrogène (Figure 5.2).
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Figure 5.2: Mécanismes de production des radicaux libres par la réaction de Fenton et de
Haber-Weiss (d’après [161])

5.1.2 Fonctions des ROS

La production de ROS est un processus physiologique nécessaire dans de nombreuses
fonctions cellulaires. Plusieurs voies de signalisations, (MAPK, JNK...) sont régulées
par les ROS [162, 163]. Une signalisation efficace et normale nécessite un court
déséquilibre de la balance redox. Pourtant, un stress oxydatif peut survenir lorsqu’une
augmentation de la production de ROS n’est pas finement régulée par les antioxydants
et que celle-ci devient chronique. Le stress oxydant induit par les ROS a été longtemps
considéré comme étant à l’origine de dommages associés à plusieurs pathologies
humaines. Néanmoins lorsqu’ils sont produits en quantité modérée et contrôlée, les
ROS interviennent dans la signalisation intracellulaire qui régule la vie de la cellule
(croissance, prolifération, différentiation), permettant ainsi aux cellules de s’adapter
en mettant en place des réponses antioxydantes associées à un effet mémoire. Ce
processus permet ultérieurement à la cellule, ultérieurement, de faire face à un
stress oxydant de niveau supérieur. Afin de minimiser l’impact des fluctuations de la
production des ROS et de se protéger contre leurs effets néfastes, la cellule dispose de
plusieurs moyens de lutte dits «antioxydants» [152].
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5.2 Protection contre les ROS

La cellule a mis en places plusieurs systèmes pour se protéger des effets néfastes des
ROS. Ces systèmes sont classés en deux catégories :

— le système de défense enzymatique qui inclut des enzymes antioxydantes clés
comme la catalase, la SOD et la glutathion peroxydase (GPx). Il existe aussi
des protéines antioxydantes comme les thiorédoxines et les peroxirédoxines. On
trouve aussi des enzymes de la phase 2 de protection contre le stress oxydatif
comme la glutathion S transférase, la thiorédoxine réductase, l’hème oxygénase-
1 [164].

— le système de défense non enzymatique qui s’appuie sur des protéines (céru-
loplasmine, albumine. . . ), des hydrosolubles (vitamine C, glutathion. . . ), des
liposolubles (α-tocophérol, γ-tocophérol, coenzyme Q10, caroténoïdes), et les
polyphénols-flavonoïdes[164] (Figure 5.3).

Figure 5.3: Liste des principaux antioxydants (d’après [165])

Dans les conditions physiologiques normales, la balance oxydants/antioxydants est
équilibrée. Lorsqu’elle penche en faveur d’une surproduction non contrôlée de ROS,
cela peut entraîner des dommages oxydatifs. Les ROS sont capables, via la réaction
d’oxydation, de causer des dommages irréversibles à de nombreuses cibles molé-
culaires notamment les lipides, les protéines mais aussi l’ADN [166–168]. Ainsi, le
potentiel antioxydant peut être apprécié par la détermination des activités enzyma-
tiques des SOD, de la glutathion peroxydase (GPx) et des catalases et par l’évaluation
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de la concentration des éléments non protéiques comme le GSH et les micronutriments
antioxydants (vitamines, Sélénium, etc.). Aujourd’hui, il est bien documenté qu’un
excès de ROS non contrôlé peut être à l’origine de plusieurs pathologies humaines
comme la SLA [169]. Ainsi, les ROS sont capables de favoriser la transcription de
gènes pro-inflammatoires pouvant participer au développement et à l’installation de
pathologies aiguës ou chroniques [170, 171]. Au niveau pulmonaire, les cellules épi-
théliales qui tapissent l’appareil respiratoire sont, avec les macrophages, les premières
cellules à réagir aux agressions. Les épithéliums bronchique et alvéolaire jouent un
rôle de barrière dynamique en luttant contre le processus inflammatoire induit par le
stress oxydant. Il en résulte des changements fonctionnels sur les tissus environnants
induits via un effet paracrine des sécrétions épithéliales (cytokines et facteurs de
croissance). Une exacerbation et/ou un dérèglement de fonctions épithéliales associés
à une exposition répétée au stress oxydant peuvent être à l’origine d’une inflammation
chronique [172–174].

Lorsque l’agression est trop importante, la sévérité des lésions cellulaires ne permet pas
la mise en place des mécanismes d’adaptation et s’engage alors un processus de mort
cellulaire par apoptose voire par nécrose [175]. C’est le cas dans la mucoviscidose
pour laquelle de nombreuses études ont montré l’implication du stress oxydatif à
différents niveaux aussi bien plasmatique qu’intracellulaire, mais aussi dans la lumière
des poumons (études et analyses des LBA) [176–178].

5.3 Stress oxydant et mucoviscidose

Cet état de stress oxydatif dans le cas de la mucoviscidose a été évalué à différents
niveaux [179–184].

5.3.1 Au niveau urinaire

Marqueur de l’oxydation des acides nucléiques, le 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-
OHdG), un désoxynucléotide libéré lors de la réparation des dommages oxydatifs à
l’ADN, a été trouvé à de très fortes concentrations dans l’urine de patients atteints
de mucoviscidose, ce qui suggère que de très nombreux dommages à l’ADN sont dus
à l’oxydation chez ces patients [166]. On observe aussi une augmentation dans la
peroxydation des lipides dans leurs urines [185].
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5.3.2 Compartiment intracellulaire

i Au niveau cytoplasmique

Dans la cellule, la balance redox est principalement régulée par le niveau de glutathion.
Le glutathion existe sous forme réduite (GSH) et sous forme oxydée (GSSG). Le GSH
est présent en forte concentration dans les fluides extracellulaires, dans les poumons
et dans les cellules. La GSH extracellulaire neutralise les radicaux libres produits
par les neutrophiles lors de la réponse inflammatoire. Sachant que la protéine CFTR
assure aussi le transport de GSH entre les cellules et le milieu extracellulaire, il est
raisonnable de penser que le contenu en GSH intracellulaire peut être altéré dans la
mucoviscidose [151, 186, 187].

Trois types de SOD ont été décrits chez les mammifères. On trouve la forme cyto-
plasmique dont l’activité est dépendante du cuivre (Cu) et du zinc (Zn) (Cu/Zn-SOD,
encore appelé SOD1), la forme mitochondriale dont l’activité est dépendante du man-
ganèse (Mn) (Mn-SOD ou SOD2) et finalement la forme extracellulaire (ou SOD3)
[188]. Ces enzymes sont impliquées dans la diminution du niveau d’anions super-
oxydes qui endommagent les cellules lorsqu’ils sont présents à une concentration
excessive [189].

Des modifications de l’expression et/ou de l’activité des SOD ont été décrites dans
plusieurs pathologies telles que la SLA pour la SOD1 [190, 191], les cardiomyopathies
pour la SOD2 [192, 193] et les maladies pulmonaires pour la SOD3 [194, 195].
En effet, la SOD3 est fortement exprimée dans les poumons et est associée à une
diminution du recrutement de neutrophiles, ce qui suggèret un rôle important dans la
régulation de l’inflammation pulmonaire [188, 196].

Bien qu’il n’y ait aucune preuve directe de l’implication de SOD3 chez les patients
mucoviscidosiques, son haut niveau d’expression pulmonaire n’exclut pas qu’elle ait
probablement un rôle important à jouer chez ces patients. En outre, les cytokines
pro-inflammatoires augmentent l’expression de la SOD3 en culture et dans les modèles
animaux qui présentent des lésions pulmonaires [197, 198].
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ii Au niveau mitochondrial

Parmi les compartiments cellulaires les plus étudiés dans la mucoviscidose, on re-
trouve en première position la mitochondrie qui est la source la plus significative de
production des ROS dans la cellule et qui, par conséquent, a fait l’objet de nombreuses
études. Ceci a commencé dans les années 1980 lorsqu’une forte consommation mi-
tochondriale en oxygène a été observée chez les patients atteints de mucoviscidose
en comparaison à des sujets sains [179]. Plus tard, il a été montré que cette forte
consommation d’oxygène diminuait après traitement par un inhibiteur spécifique de
l’activité de la Na+/K+ ATPase, la ouabaïne, suggérant que l’augmentation de consom-
mation d’oxygène serait liée à une augmentation de l’activité de l’ATPase même si
aucun défaut de cette activité n’a été observé chez les patients [181, 199].

Dans les cellules épithéliales pulmonaires mucoviscidosiques, il a aussi été observé
une diminution de l’expression du gène MTND4 qui code pour la protéine ND4 (l’une
des sept sous-unités (ND1 à ND7) du complexe mitochondrial I (mtCx-I) [200]) ainsi
qu’une diminution du niveau de la SOD2 (MnSOD) et du GSH mitochondrial [183,
184, 201]. Pour la concentration mitochondriale du calcium, des études contradictoires
indiquent que l’on a une augmentation [202, 203] ou une diminution [204] de cette
concentration.

Globalement, ces résultats indiquent que les niveaux élevés de ROS mitochondriales
et cellulaires sont associés à un état déficitaire en CFTR. Il a été rapporté que la
consommation d’oxygène et les activités mitochondriales du complexe I et IV sont
altérées dans les cellules mucoviscidosiques, alors que la production de ROS mito-
chondrial et la peroxydation des lipides membranaires augmentent. Un traitement
par un correcteur de CFTR le VX-809, a partiellement corrigé ces observations (Figure
5.4) [155].
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Figure 5.4: Schéma des altérations mitochondriales et leurs conséquences dans la mucovisci-
dose. (d’après [205])

Les effets des ROS sont doubles chez les patients mucoviscidosiques : d’une part, le
stress cellulaire induit par les ROS inhibe la maturation de CFTR [206] ; d’autre part,
une augmentation de ROS conduit à l’activation des voies de signalisation MAPK [162].
Cette cascade est connue pour réguler l’expression des gènes pro-inflammatoires dans
les cellules [207, 208]. Il est donc logique de penser que les ROS sont impliqués dans
l’initiation et / ou le maintien de l’inflammation lors d’un déficit en CFTR. En outre, un
excès de la production de cytokines pro-inflammatoires peut augmenter la production
de ROS [209–211] perpétuant le cercle vicieux de l’inflammation chez les patients
mucoviscidosiques.

Une diminution de la concentration du GSH mitochondriale a aussi été observée chez
les souris déficientes en CFTR et dans les cellules épithéliales pulmonaires humaines
mucoviscidosiques, tout comme un niveau élevé d’oxydation de l’ADN mitochondriale
et une diminution de l’activité aconitase ce qui confirme l’existence d’un stress oxydatif
de type mitochondrial chez les patients mucoviscidosiques [183] .Comme la GSH
est connue pour inhiber la dégradation de IκBα, il est fort probable qu’une faible
concentration cellulaire en GSH soit responsable de l’activation de NF-κB et participe
ainsi au maintien de l’inflammation [212].
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iii Au niveau du réticulum endoplasmique (RE)

L’accumulation de protéines mal repliées dans le RE (cas de la protéine CFTR porteuse
de la mutation delF508) induit un stress qui nécessite une prise en charge par ce
dernier. C’est le rôle de l’UPR (Unfolded Protein Response) qui se traduit par une triple
action : une inhibition de la synthèse protéique afin de limiter la quantité de protéines
mal formées dans la lumière du RE, une augmentation de la synthèse de chaperonnes
qui aident au repliement des protéines et une augmentation de l’activité et de la
synthèse des protéines du système de dégradation (ERAD; Endoplasmique Reticulum
Associated Degradation), ceci afin que le RE recouvre son homéostasie normale, ce
qui permet d’éviter le déclenchement des mécanismes de l’apoptose. Chez l’homme,
trois protéines transmembranaires du RE sont impliquées dans l’UPR ; PERK (Potein
kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase), IRE-1 (Inositol Requiring Enzyme 1) et
ATF6 (Activating Transcription Factor 6). Ce sont leurs interactions avec la chaperonne
BiP/GRP78 qui les maintiennent inactives.

iii.1 PERK PERK est une protéine kinase transmembranaire membre de la famille
des PEK située dans la membrane du RE. Un stress induit la dimérisation de son
domaine N-terminal provoquant l’autophosphorylation de son domaine kinase C-
terminal, augmentant ainsi son activité. Suite à cette activation, PERK est capable de
fixer et de phosphoryler la sous-unité α du facteur 2 d’initiation de la traduction eIF2
(Eukaryotic Initiation Factor 2) requise dans l’initiation de la traduction. Cela induit
son inactivation et donc un blocage rapide de la synthèse protéique globale, réduisant
ainsi la quantité de protéines mal repliées dans le RE [213, 214].

iii.2 ATF6 ATF6 est un facteur de transcription membre de la famille des ATF aty-
piques car il est synthétisé sous forme d’une protéine transmembranaire intégrée
dans le RE. ATF6 fonctionne comme un senseur de stress du RE. Après sa réduction,
ATF6 est transporté dans l’appareil de Golgi où il est soumis à une protéolyse par les
protéases S1-P et S2-P (Site-1 Protease et Site-2 Protease). Le domaine N-terminal
est libéré, se dimérise et migre vers le noyau où il fonctionne comme un facteur de
transcription nucléaire classique. À ce niveau, il va se fixer grâce à son domaine bZIP
(Basic Leucine Zipper) sur les séquences appelées ERSE (Endoplasmic Reticulum Stress
response Element) des promoteurs de gènes codants pour les chaperonnes du RE. Ces
dernières aident les protéines nouvellement synthétisées à se replier correctement
[215–217].
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iii.3 IRE-1 IRE1 est une sérine/thréonine kinase qui possède une activité endoribo-
nucléase (RNase). Elle possède un domaine kinase N-terminal situé dans la lumière du
RE et un domaine ribonucléase C-terminal situé dans le RE. Il existe deux isoformes
de IRE-1 : IRE-1α et IRE-1β qui sont codées par deux gènes différents localisés sur le
chromosome 17 pour IRE-1α et 16 pour IRE-1β. Elle a été identifiée en 1990 chez
Saccharomyces cerevisiae et il a été observé que son activité est liée à une baisse de
concentration en inositol [218]. Depuis peu il a été montré que IRE-1, à l’aide de son
domaine N-terminal, détecte et peut interagir directement dans la lumière du RE avec
les protéines mal repliées. Lors d’un stress RE, IRE-1 s’homodimérise, ce qui va conduit
à son autophosphorylation et au déclenchement de son activité RNase [219].

Suite à son activation, IRE-1 active de multiples voies de signalisations, telles que la
voie JNK, et participe donc à la régulation des processus d’apoptose, soit par l’épissage
alternatif du facteur de transcription Xbp-1 (X-box binding protein 1) qui possède un
domaine bZIP de liaison aux ERSE, soit par des modifications post-transcriptionnelles
de divers substrats. L’activation de la voie de signalisation IRE1/XBP induit l’expression
des gènes codants pour des chaperonnes et des protéines de l’ERAD [220]. IRE-1 est
aussi capable de dégrader les microARN anti-Casp2 afin d’initier la mort cellulaire,
faisant de lui le régulateur de la balance entre l’apoptose et la protection cellulaire, et
représente ainsi la protéine clé de la réponse UPR [220] (Figure 5.5).
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Figure 5.5: Schémas générale de la réponse UPR (d’après [220])

Il a été observé dans des cellules d’épithélium pulmonaire que l’activation de l’UPR
par un stress RE est suivie d’une diminution significative du niveau d’ARN messager
de CFTR et par une prise en charge par les ERAD réduisant ainsi sa concentration
[206]. De plus, un niveau de stress du RE, de l’UPR et de la signalisation MAPK a
été observé dans les cellules CF. Cette activation de l’UPR est associée à une hyper-
inflammation des cellules mucoviscidosiques qui ne parviennent plus à résoudre le
stress ER. Ceci a pour conséquence de rendre les cellules épithéliales pulmonaires
malades très sensibles avec des réponses, par exemple à l’infection microbienne, très
exagérées [206]. Des études ont montré un lien entre les réponses inflammatoires
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de l’épithélium bronchique humain et l’activation de la voie IRE-1/Xbp-1 [221].
Des cellules d’épithélium bronchique fraîchement isolées à partir de poumons de
patients mucoviscidosiques infectés et enflammés présentent un niveau élevé d’Xbp-1
par rapport à des cellules normales non infectées et non enflammées [221]. De plus,
l’exposition de cultures primaires d’épithélium bronchique normal au mucus provenant
de patients mucoviscidosiques favorise l’augmentation d’Xbp-1 et l’accumulation du
calcium dans le RE provoquant une augmentation de la production d’IL8 et montrant
que le milieu des voies respiratoires mucoviscidosiques est capable de déclencher
l’UPR par l’intermédiaire de Xbp-1 [221–224].

En plus de ces éléments de réponse au stress UPR, le RE contient dans sa lumière
des chaperonnes liées au calcium (Ca2+), dont la fonction principale est de replier
les protéines et de réguler le stockage et la libération du Ca2+ [225]. Alors que CFTR
n’est pas un canal dépendant du Ca2+, plusieurs études ont été consacrées au rôle
du Ca2+ du RE dans le trafic cellulaire de CFTR et plus particulièrement celui de
CFTR-delF508. Il a été observé que CFTR-delF508 est séquestré dans le RE par des
interactions avec des protéines chaperonnes, dont une, la calnexine, qui utilise le
Ca2+ comme cofacteur, est une protéine résidente du RE [226]. Il a été montré que le
Ca2+ est important dans la séquestration de CFTR-delF508 dans le RE en maintenant,
notamment, son interaction avec la calnexine [221]. Cette accumulation dans le RE
induit un stress oxydatif (UPR) et une inflammation. Cela suggère que l’un des facteurs
contribuant à l’état inflammatoire des voies aériennes des patients mucoviscidosiques
serait l’augmentation de la production de cytokines épithéliales des voies respiratoires
des patients due au stress lié à l’accumulation en Ca2+ et donc de CFTR-delF508 dans
du RE [223]. L’épithélium des voies aériennes des patients mucoviscidosiques joue un
rôle central dans la réponse inflammatoire [214, 223, 227, 228].

5.3.3 Au niveau du plasma

Au niveau du plasma, une faible concentration en vitamines E, A et C qui s’accentue
avec l’âge des patients a été observée [176] . On retrouve aussi de nombreux mar-
queurs de l’oxydation des lipides ainsi qu’une diminution de la concentration en GSH
circulant (forme monomérique réduite du glutathion) alors que la forme GSSG n’est
pas touchée (forme dimérique oxydée du glutathion) [212, 229–231]. De nombreux
marqueurs du stress oxydatif comme la lipide peroxydation ont été mesurés dans
le plasma des patients mucoviscidosiques et sont associés à une diminution de la
concentration en antioxydant dans le plasma [195, 230]. Parmi les marqueurs de la
peroxydation des lipides retrouvés augmentés chez les patients atteints de mucovisci-
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dose, on peut citer le malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et les
isoprostanes qui sont les produits finaux de la peroxydation des lipides [176, 232].
Ainsi un niveau élevé de peroxydation des lipides peut être associé à des dysfonc-
tionnements pulmonaires induisant des lésions dans la structure membranaire [233].
Dans la mucoviscidose, en plus de l’atteinte pulmonaire, les patients présentent aussi
dès la naissance une atteinte intestinale caractérisée par une diminution importante
de l’absorption de nutriments et d’oligoéléments [234]. Ceci va affecter l’homéostasie
systémique de nombreux éléments importants pour les fonctions enzymatiques très
impliquées dans la lutte contre le stress oxydatif et l’inflammation. Parmi ces éléments
on trouve les métaux de transition comme le zinc, le fer et le cuivre :

— le zinc agit comme cofacteur pour des enzymes importantes pour la défense
antioxydante et induit aussi la synthèse de métallothionéines dans la protection
contre les ROS [235]. Dans la mucoviscidose une diminution de la concentration
en zinc dans le plasma d’enfants a été observée à de plusieurs reprises, mais ne
semble pas toucher tous les patients [236, 237] ;

— le fer dont l’excès est connu pour générer du stress oxydatif, notamment dans la
conversion par la réaction d’Haber-Weiss (fer dépendante) de O2- et H2O2 en
radical OH• [238]. Chez les patient mucoviscidosiques on retrouve dans leur LBA
et dans le sérum une forte concentration en fer qui diminue avec l’aggravation
de la maladie facilitant par la suite l’infection par Pseudomonas aeruginosa [239,
240] ;

— le cuivre est un élément indispensable mais qui peut s’avérer dangereux s’il
n’est pas régulé par l’organisme. La concentration ainsi que la distribution de
cuivre sont finement régulées afin d’éviter une présence de cuivre libre trop
importante qui est capable d’entraîner une production de ROS et des dégâts
oxydatifs sévères. Les partenaires impliqués dans l’homéostasie du cuivre sont
dans l’ensemble très bien documentés (Figure 5.6). Le cuivre est le métal qui
joue le rôle le plus déterminant dans le stress oxydatif, notamment dans la
défense antioxydante. Dans des conditions de déficience en cuivre, plusieurs
éléments de la défense antioxydante sont touchés, comme la Cu/Zn-SOD [241]
et la céruloplasmine [242, 243] dont l’activité est réduite car elles utilisent
toutes deux le cuivre comme cofacteur dans leurs activités. Cette déficience peut
aussi toucher l’activité de la catalase [244, 245], des métallothionéines [246,
247] et du GSH [248, 249]. Des études indiquent que les individus atteints de
mucoviscidose présentent une distribution altérée en cuivre en comparaison avec
des patients sains [240, 250]. Les résultats de ces études semblent suggérer qu’il
existe un défaut dans l’homéostasie du cuivre dans le cas de la mucoviscidose
dont l’origine reste inconnue. S’agit-il d’une diminution de l’absorption intesti-
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nale du cuivre, de la conséquence de l’inflammation chronique dont les malades
souffrent ou d’un effet associé à la dérégulation du transport cuprique au niveau
des cellules bronchiques? Les auteurs de ces études suggèrent la présence d’un
lien entre la sévérité de la maladie et l’activité des enzymes dépendantes du
cuivre [250].

Figure 5.6: Schéma simplifié de l’homéostasie du cuivre dans les cellules eucaryotes (d’après
[251])

Globalement, un défaut du système antioxydant semble être associé à toutes les
catégories de mutations identifiées sur le gène CFTR. Chez les patients mucovisci-
dosiques, une défense antioxydante inadéquate est associée à une augmentation du
stress oxydatif qui contribue au déclin de la fonction pulmonaire. Mais l’origine de ce
stress oxydatif est encore très discutée. Néanmoins il est important de rappeler que le
GSH joue un rôle important dans la chélation des métaux [252]. Il prend en charge
le cuivre avant d’être incorporé dans les métallo-chaperonnes telles que la SOD1 qui
l’utilise pour son activité antioxydante [253, 254].

Ces deux éléments sont hautement perturbés et semblent être en lien avec le défaut
de l’homéostasie du cuivre observé chez les patients atteints de mucoviscidose. C’est à
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la suite de ces observations que nous avons eu pour objectif d’identifier l’implication
de défaut de l’homéostasie du cuivre dans la mucoviscidose.
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6La protéine prion cellulaire

6.1 La découverte du Prion

L’histoire du Prion cellulaire commence au 18ème siècle avec plusieurs observations sur
une maladie étrange affectant les moutons de Mérinos qui cause un comportement
anormal, tel qu’une démarche altérée, un léchage excessif et des démangeaisons
intenses qui obligent les moutons affectés à se gratter (Scrape) contre les clôtures. La
« tremblante » (Scrapie), c’est ainsi qu’elle est nommée. Elle est plus tard désignée
comme le premier membre d’une nouvelle classe de désordres neurologiques connus
sous le nom d’encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST). En 1920, deux
neurologistes, Hans Gerhard Creutzfeldt et Alfons Maria Jakob, décrivent un désordre
neurologique de l’homme, d’étiologie inconnue, mais qui semble avoir quelques simili-
tudes avec la tremblante [255, 256]. En 1938 Cuille et Chelle émettent l’hypothèse
que la maladie de la tremblante du mouton est due à un virus lent (Slow virus) [257].
Pendant que plusieurs chercheurs continuent à orienter leurs recherches dans ce
sens, d’autres scientifiques découvrent un nouveau désordre neurologique humain en
Papouasie-Nouvelle Guinée, appelé Kuru (par rapport à la tribu des Kuru), qui rappelle
beaucoup les symptômes décrits par Creutzfeldt-Jakob et la tremblante des moutons.
Comme pour ces deux dernières, la maladie de Kuru n’est pas classée comme EST
pendant plusieurs années (Figure 6.1).

Figure 6.1: Liste des maladies à Prion humaines et animales (d’après [258])

La nature infectieuse de ces maladies a été d’abord démontrée en 1946 sur la maladie
de la tremblante où l’inoculation du fluide cérébral spinal d’un mouton atteint dans
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un mouton sain a permis de transmettre la maladie (Gordon 1946). En 1959, il est
prouvé que Kuru, la tremblante et Creutzfeldt-Jakob sont des formes distinctes de la
même neuropathie [259]. Par la suite, les expériences d’inoculations réalisées chez
des primates à partir de prélèvements post-mortem sur des patients diagnostiqués par
les pathologies de Kuru ou de Creutzfeldt-Jakob valident le caractère transmissible de
ces maladies [260, 261]. John Stanley Griffith est le premier à spéculer que l’agent
Scrapie est protéique. Il propose trois mécanismes pour expliquer [262] :

— que la protéine peut être infectieuse ;

— que cette infection est susceptible de se produire de façon spontanée ;

— qu’elle peut être liée à des mutations génétiques.

Plusieurs chercheurs ont suivi Griffith et ont accumulé des données confirmant que
Scrapie est dépendante de protéines. En 1982, Stanley Prusiner est le premier à suivre
et à enrichir l’hypothèse selon laquelle Scrapie est une protéine à qui il donne le nom
de Prion (Proteinaceous infectious particle) afin de décrire l’agent pour lequel il obtient
plus tard le prix Nobel. Prusiner et d’autres ont renforcé son hypothèse en isolant
la protéine Prion et en la désactivant avec succès par l’utilisation de protéases. Ils
ont également montré que les radiations et les nucléases ne sont pas capables de la
neutraliser excluant ainsi son possible caractère viral [263–267].

En 1985, Bruce Chesebro et Richard Race isolent le transcrit de l’ARNm de la séquence
protéique qui code pour la protéine Prion à la fois dans les cerveaux infectés et dans
les cerveaux non infectés. Le gène est appelé PRNP et il code pour la protéine prion
cellulaire PrPc [268], celle-ci est une protéine dont la perte du niveau de repliement
serait responsable de la naissance de la forme Scrapie PrPsc qui est à l’origine des
EST.

La conversion de la PrPc en PrPsc est l’événement clé responsable de la propagation des
effets pathogènes des EST. En effet, peu de choses semble les différencier : elles sont
codées par le même gène ; dans les cellules infectées le taux d’ARNm de la protéine
normale PrPc n’est pas altéré ; il n’y a aucune modification post-traductionnelle qui
les différencie et l’analyse de la structure primaire n’a révélé aucune différence
entre PrPc et PrPsc. Il en a été déduit que cette conversion implique un changement
de conformation [269, 270]. Les seules différences observées sont que PrPsc est
caractérisée par sa résistance à la digestion par les protéases (notamment la protéase
K), son insolubilité et sa structure principalement constituée de feuillets β (43 %
de feuillets β contre 30 % d’hélices α) [266, 271]. PrPc par contre, est une protéine
soluble riche en hélices α (42 %), faible en feuillets β (3 %) et très sensible à la
digestion par les protéases [272] (Figure 6.2).
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Figure 6.2: Représentation schématique de la comparaison des structures de la PrPc et PrPsc

(d’après Atkinson CJ., Prion. 2016 ;10(1) :63-82)

Les EST résultent donc de la conversion de la PrPc en PrPsc. Peu importe l’origine de
cette dernière (exogène, mutation ou conversion spontanée) elle sert de modèle à
PrPc afin de faciliter sa conversion, conduisant à une accumulation de la PrPsc dans les
cellules neuronales entraînant par la suite leur mort [273] (Figure 6.3).

Figure 6.3: Schéma de la propagation de la PrPsc dans les cellules neuronales (d’après [274])
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6.2 La protéine prion cellulaire (PrPc)

Elle est codée par le gène PRNP localisé sur le bras court du chromosome 20 chez
l’homme. Ce gène est constitué de deux ou trois exons. Trois exons dans le cas du rat,
de la souris ou du mouton et deux exons pour le hamster et l’homme [275, 276]. Chez
toutes les espèces le cadre de lecture (ORF) est situé dans le dernier exon [277]. Du
fait de l’absence de TATA box au niveau de son promoteur, PRNP est souvent étiqueté
comme un gène de ménage. Pourtant, PRNP est dépendant de plusieurs facteurs
cellulaires et est le site de fixation potentiel de plusieurs facteurs de transcription.
Parmi ces facteurs, on trouve le facteur de croissance NGF (Nerve Growth Factor) qui
régule positivement l’expression du gène [278]. Sur son promoteur a été trouvée,
après analyse de la structure primaire, une boîte CCAAT (CATbox) et plusieurs autres
séquences consensus de liaison aux facteurs de transcriptions AP-2, AP-1 et Sp-1.
De plus, on trouve aussi trois sites de fixation des métaux : MRE (Metal Responsive
Element) en position -2537, -1083 et -90 [279, 280].

6.2.1 Structure de la protéine PrPc

Chez l’homme, PrPc est une sialoglycoprotéine de 253 acides aminés et d’un poids
moléculaire d’environ 35 kDa. Dans sa partie N-terminale, un peptide signal de 22
acides aminés, qui permet la translocation de la PrPc dans le RE, est clivé après
l’entrée de la protéine dans ce dernier. Dans sa partie C-terminale, un autre peptide
signal hydrophobe de 23 acides aminés est lui aussi clivé pour être remplacé par
le groupement glycosylphosphatidylinisitol (GPI) à la sérine en position 231. Ce
groupement permet l’ancrage de la protéine à la surface cellulaire au niveau des rafts
riches en sphingolipides et cholestérols. L’ensemble de ces modifications produit une
protéine mature de 209 acides aminés. La structure tridimensionnelle de la protéine
a été déterminée par RMN sur la protéine recombinante humaine hPrP (23-230) et
deux fragments C-terminale hPrP (90-230) et hPrP (121-230) [281, 282].

La protéine prion cellulaire contient (Figure 6.4) :

— une extrémité N-terminale (Nt) flexible comprise entre les résidus 23 et 124.
Elle contient cinq motifs de huit acides aminés (PHGGGWGQ) qui lient avec une
grande affinité l’ion cuivre Cu2+. Cette liaison a lieu avec les résidus HGGGW
[283]. In vitro, cette séquence a plus d’affinité pour le Cu2+ que pour le Cu+ ou
tous les autres ions métalliques [283] ;
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— une extrémité C-terminale (Ct) globulaire ancrée à la membrane plasmique,
d’environ 100 acides aminés, des résidus 125 à 228. Ce domaine est composé de
trois hélices α, correspondant aux acides aminés 144-154, 173-194 et 200-228,
entrecoupées par deux feuillets β antiparallèles des résidus 128-131 et 161-164.
La troisième hélice α et le deuxième feuillet β sont reliés par une boucle flexible.
On y retrouve deux sites de N-glycosilation (résidus 183 et 199), qui peuvent ou
non être occupés, donnant trois formes distinctes de la PrPc : non glycosylée ( 25
kDa), mono-glycosylée (25 à 30 kDa) et bi-glycosylée ( 35 kDa). Elle comporte
aussi un seul pont disulfure entre les deux résidus cystéines 179 et 214 qui fait
le lien entre l’hélice 2 et 3 et qui sert à stabiliser cette extrémité de la PrPc ;

— une région fortement conservée hydrophobe TMD (Trans Membrane Domaine)
des résidus 110 à 135 se trouve entre les deux extrémités. Sa fonction n’est pas
encore connue mais elle semble reliée à la conversion de la PrPc en PrPsc [284].
Cette structure de la PrPc est modifiée par la fixation du cuivre, par la présence
de ponts disulfures intra et inter-moléculaires ou par glycosylation.

Figure 6.4: schémas de la structure primaire de la PrPc dans les cellules neuronales (d’après
[285])

La structure de la PrPc est très conservée chez les mammifères, quel que soir le degré
d’homologie de séquences. L’expression de la PrPc commence dès l’embryogenèse.
Chez l’adulte, une forte expression a été détectée dans le cerveau, dans la moelle
épinière et dans les neurones [286, 287]. Mais PrPc est aussi exprimée dans les cellules
gliales, dans les cellules des tissus périphériques (intestin, muscles, placenta. . . ) et
dans le sang [288, 289].
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6.2.2 Voie de synthèse, maturation et dégradation

Une fois synthétisée, la protéine prion non mature est transloquée dans le RE grâce
à son peptide signal N-terminal. À ce niveau, le peptide signal T-terminal est clivé
ainsi que le peptide C-terminal. Le peptide signal est remplacé par une ancre GPI.
Puis, on observe la formation d’un pont disulfure ainsi que l’ajout de deux chaînes
d’oligosaccharide avant que la protéine soit envoyée dans l’appareil de Golgi puis
à la membrane plasmique au niveau des domaines rafts. En plus de cette forme
principale à ancre GPI, deux autres formes topologiques transmembranaires du Prion
ont été observées dans le RE : (Ctm)PrP (ou C-transmembrane PrP) et (Ntm)PrP (ou
N-transmembrane PrP) [290] (Figure 6.5).

Figure 6.5: Schémas des différentes formes topologiques de la PrPc dans les cellules neuro-
nales (d’après [285])

(Ctm)PrP est glycosylée, elle possède une ancre GPI, son peptide signal N-terminal
n’est pas clivé et sa partie C-terminale est orientée dans la lumière du RE [291].
(Ntm)PrP, elle, n’est pas glycosylée, elle ne possède pas d’ancre GPI et elle présente
une conformation inversée par rapport à (Ctm)PrP (c’est sa partie N-terminale qui fait
face à la lumière du RE) [291, 292].

Ces formes transmembranaires qui s’accumulent dans le RE sont prises en charge
par le système de dégradation des protéines associé au RE (ERAD), qui le transloque
dans le cytosol et les dégradent par le système ubiquitine/protéasome. Pour celles qui
arrivent à la membrane, elles sont par la suite internalisées par des clathrines et/ou
des cavéolines [293, 294] (Figure 6.6).
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Figure 6.6: Schémas du trafic cellulaire de la PrPc dans les cellules neuronales (d’après [285])
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6.2.3 Rôles du Prion cellulaire

i Prion et jonction cellulaire

L’adhésion cellulaire est une des fonctions régulées par la protéine prion cellulaire :

— dans les tissus périphériques, PrPc est localisée au niveau des jonctions cellulaires
dans des cellules endothéliales où elle est co-localisée dans les rafts avec PECAM-
1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule). PrPc et PECAM-1 participent tous
deux à la migration des monocytes [295] ;

— dans les cellules épithéliales intestinales, PrPc a aussi été retrouvée au niveau
des joncions cellulaires où elle est co-localisée avec la E-cadhérine et la protéine
kinase Src, en interaction directe uniquement avec Src [296, 297]. Dans des
cellules épithéliales où le gène codant pour la protéine PrPc a été invalidé, on a
observé que les niveaux d’adressage à la membrane des E-cadhérine, desmopla-
kine, plakoglobine, occludine, ZO-1 et claudine-4 sont diminués, suggérant que
la protéine PrPc pourrait jouer un rôle important dans la régulation des jonctions
cellulaires [217, 297, 298].

ii Activité cytoprotectrice du Prion

D’un point de vue structural, plusieurs régions sont impliquées dans l’activité cytopro-
tectrice du Prion :

— une première région à l’extrémité N-terminale du Prion inclut quatre résidus
chargés positivement qui jouent un rôle important dans le transport endocytaire
du Prion [299, 300] et dans sa localisation dans les rafts lipidiques [301] ainsi
que dans les compartiments endosomales où la PrPc peut exercer son activité
cytoprotectrice [302, 303] ;

— la deuxième région est l’octa-peptide répété, connu pour sa grande affinité pour
les ions cuivre et qui joue aussi un rôle dans la fonction cytoprotectrice. Des
souris invalidées pour cette région présentent une ataxie sévère et une mort
neuronale importante. Cette observation n’a été faite que chez la souris [304],
ceci étant probablement dû à une réponse différente du Prion en fonction du
type cellulaire ou du contexte de l’étude ;

— enfin la suppression de la région située au niveau de la partie C-terminale qui
correspond à la séquence de l’ancre GPI n’altère pas l’activité cytoprotectrice du
Prion [303].
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En plus de l’activité de ces régions, d’autres expériences ont apporté la preuve que la
présence de la protéine prion cytoplasmique peut parfois être toxique pour les cellules
[305, 306]. La protéine Prion semble aussi être impliquée dans de multiples voies de
signalisation liées à la survie cellulaire (Figure 6.7). Une autre activité cytoprotectrice
observée est la protection des cellules contre le stress oxydatif. La protéine Prion
elle-même semble participer à l’élimination des ROS. En effet, on a observé qu’elle
présente une activité SOD-like en présence de cuivre [307, 308]. Elle peut aussi
agir indirectement pour protéger les cellules contre le stress oxydatif en régulant
l’activité d’autres protéines comme la Cu/Zn-SOD. Une étude a montré que des souris
invalidées pour la protéine PrPc présentaient plus de dommages associés au stress
oxydatif et à une diminution de l’activité SOD que les souris contrôles. Une réduction
de la concentration en glutathion réductase et en d’autres enzymes oxydantes a aussi
été reportée dans les neurones des souris invalidées pour PrPc [309–313].

Il est aussi possible que PrPc agisse en amont ou en aval des ROS pour protéger les
cellules du stress oxydatif. Dans certaines situations, le stress oxydatif peut activer les
voies apoptotiques [314]. Dans ces cas, l’effet anti-apoptotique du Prion peut compter
comme une des habilités de la protéine à protéger la cellule contre le stress oxydatif
[315, 316].

De nombreuses études ont montré le rôle protecteur de la PrPc contre le stress oxydatif
d’origine cuprique. Le cuivre libre (Cu2+) est hautement toxique et sa concentration
intracellulaire doit être finement régulée car il est capable de générer des ROS (par la
réaction de Fenton). L’activité antioxydante de la PrPc a été attribuée à sa région liant
le cuivre. Par exemple une étude sur des neurones n’exprimant pas la protéine Prion a
montré que ces cellules sont plus vulnérables lorsqu’elles sont exposées à une forte
concentration en cuivre que les neurones exprimant la protéine Prion. Cet effet a été
annulé par le traitement des cellules avec un peptide PrPc [317, 318].
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Figure 6.7: Différentes voies de signalisation liées à la survie cellulaire dans lesquelles la
protéine Prion à rôle déterminant. (d’après [319])

iii Prion et inflammation

Il a été prouvé que la protéine Prion joue un rôle dans les processus inflammatoires au
niveau neuronal [320, 321], et aussi dans les tissus périphériques. On a constaté que
des souris sur-exprimant la protéine Prion cellulaire sont plus résistantes à l’induction
de colites que des souris KO pour la protéine Prion. Elles présentent aussi une produc-
tion réduite en cytokines pro-inflammatoires et une activité réduite pour STAT3 (un
facteur de transcription qui a pour rôle d’intervenir dans l’inflammation, l’apoptose et
l’immunité) montrant ainsi le rôle cytoprotecteur et inflammatoire du Prion [322].
Une autre étude, réalisée sur une lignée de chèvres norvégiennes naturellement dé-
pourvues de Prion et traitées par du LPS (LipoPolySaccharide) d’Escherichia coli, a
montré que l’apparition de signes cliniques était plus tardive que pour les chèvres
pourvues naturellement de Prion. Une analyse du transcriptome a montré que de
nombreux gènes associés à la réponse immunitaire, tels que IL-12 et IL-14 ou un
régulateur de l’apoptose IFI6, sont altérés, ce qui renforce ainsi le rôle cytoprotecteur
et inflammatoire du Prion [323].

Une dernière étude réalisée sur les cellules M2 de mélanome humain et BxPC-3 d’adé-
nocarcinome pancréatique a montré le rôle critique de la PrPc dans la signalisation
du TNFα. Lorsque PRNP est supprimé dans ces cellules, les régulations à la hausse
de l’expression des protéines p-IKKα/β, p-p65 et p-JNK, et à la baisse de la protéine
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Iκα, qui sont toutes des intermédiaires de la cascade de signalisation du TNFα, ne
sont plus observées. Mais les réponses de p-p65 et p-JNK sont restaurées lorsque
PRNP est réintroduit. Le TNFα active également le NF-κB et augmente sa propre
production dans les cellules M2 normales, mais pas dans les cellules M2 PrP-KO,
montrant ainsi que PrPc améliore les réponses au TNFα, en favorisant la production
de cytokines pro-inflammatoires, ce qui suggère le rôle important potentiel de la PrPc

dans l’inflammation [298, 324].

iv Prion et cuivre

Le cuivre est un cofacteur essentiel de nombreuses enzymes qui catalysent les réactions
d’oxydoréduction. Hautement réactive, la cellule dispose de plusieurs mécanismes
d’import et de transport du cuivre. Un défaut dans le métabolisme du cuivre est lié à
de nombreuses maladies notamment neurodégénératives. Plusieurs études montrent
en effet la connexion entre PrPc et les ions cuivre[325, 326] (Figure 6.8).

Figure 6.8: Représentation du devenir du Prion cellulaire et de sa liaison au cuivre (d’après
[307])

Le cuivre est un des ligands non discutés de la PrPc, cependant, le rôle physiologique
de cette interaction reste cependant très controversé [317, 327]. Il est connu que
la PrPc peut lier jusqu’à six atomes de cuivre simultanément avec une forte affinité,
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ce qui a pour conséquence un changement dans la structure du Prion. Cependant,
les conséquences physiologiques de ce changement ne sont pas encore clairement
identifiées [328, 329].

Les ions cuivre altèrent aussi les propriétés biochimiques et cellulaires de la PrPc :
au niveau neuronal ils provoquent une agrégation du Prion cellulaire [330] et son
endocytose dans les puits à clatherine et donc son expulsion des rafts lipidiques,
réactions qui nécessitent une liaison au cuivre [331, 332]. Cependant, si la même
expérience porte sur des cellules du placenta, le cuivre induit une augmentation de
l’expression membranaire du Prion, suggérant que l’effet physiologique de l’interaction
de la PrPc avec le cuivre diffère en fonction du type d’organe dont sont originaires
les cellules [333]. En se basant sur l’effet du cuivre sur le trafic cellulaire du Prion,
on suppose que la protéine Prion joue le rôle de récepteur pour l’absorption et donc
assure l’efflux des ions cuivre [317, 334]. Cependant, les mécanismes cellulaires de
l’implication de la PrPc dans le contrôle de l’effet du cuivre et donc dans la protection
de la cellule contre le stress oxydatif d’origine cuprique restent encore très mal
connus.

Il a été prouvé que le stress, l’inflammation et une exposition chronique à une forte
concentration en cuivre sont capables de moduler l’expression du Prion. Ces trois
éléments critiques sont altérés dans la mucoviscidose, et font ainsi du Prion cellulaire
le candidat idéal à étudier dans le cadre de notre projet.

Chapitre 6 La protéine prion cellulaire 62



II

Objectifs



Aujourd’hui, dans l’étude de la mucoviscidose, l’inflammation et le stress oxydatif sont
considérés, à côté de l’infection bactérienne et fongique, comme deux composantes
majeures de la destruction progressive, chronique et probablement génétiquement
programmée du tissu épithélial bronchique. La conséquence est fatale avec l’installa-
tion d’une insuffisance respiratoire qui, malheureusement, à long terme conduit à long
terme au décès du patient. Chez les jeunes patients atteints de mucoviscidose, l’appa-
rition d’une inflammation précoce, en absence d’infection, semble faire l’unanimité.
Cependant, les causes de sa survenue restent encore inconnues.

Il est bien établi qu’un stress oxydatif mal contrôlé peut être à l’origine du déclenche-
ment de l’inflammation. Cependant le lien entre ces deux processus n’est pas encore
bien établi concernant la mucoviscidose. Plusieurs données cliniques mettent en avant
l’importance de l’homéostasie des métaux de transition (Cu, Zn, Fe et Mn). Mais, peu
ou pas de données cellulaires sont disponibles concernant leur implication dans le
stress oxydatif et dans l’inflammation de l’épithélium bronchique mucoviscidosique.

La littérature est riche en données montrant que les cellules épithéliales pulmonaires
mucoviscidosiques sont enflammées et présentent un niveau élevé de stress oxydant.
Cependant, ces résultats sont très conflictuels, car ils ont été obtenus sur différentes
lignées cellulaires ou cultures primaires provenant de divers tissus. La détermination
du profil inflammatoire et la mesure du stress oxydant n’ont jamais été obtenues sur
une même lignée cellulaire, ce qui rend la comparaison des résultats très difficile.
De plus, les lignées isogéniques (même fond génétique) corrigées par la protéine
CFTR normale ont été rarement utilisées pour caractériser l’inflammation et le stress
oxydatif.

Partant de ces constats, mon projet avait comme objectifs de :

+ déterminer le profil du stress oxydatif dans les cellules bronchiques humaines
saines et mucoviscidosiques, dans les conditions de base et après correction par
la protéine CFTR normale ;

+ déterminer le profil de l’inflammation dans les cellules bronchiques humaines
saines et mucoviscidosiques, dans les conditions de base et après correction par
la protéine CFTR normale ou par des correcteurs pharmacologiques ;

+ étudier l’implication de l’activité de la protéine CFTR-canal chlorure dans ces
deux processus ;

+ étudier le rôle du cuivre dans la réponse inflammatoire et le déclenchement du
stress oxydatif.
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Lorsque nous avons identifié une dérégulation de l’homéostasie du cuivre dans les
cellules mucoviscidosiques, nous avons caractérisé le niveau d’expression de protéines
clés du transport et/ou de la liaison de ce métal. Parmi les différents candidats,
la protéine prion cellulaire (PrPc) présentait un profil d’expression très intéressant.
Cependant, rien encore dans la littérature n’a été publié sur l’expression, la régulation
et le rôle de cette protéine dans les cellules épithéliales bronchiques animales et
humaines saines.
Ainsi, dans la dernière partie de ma thèse je me suis intéressée à :

â caractériser l’expression et la régulation de la protéine PrPc dans les cellules
bronchiques humaines ;

â déterminer sa localisation et sa distribution cellulaire et tissulaire ;

â étudier son rôle dans la protection de la barrière jonctionnelle contre le stress
oxydatif, d’origine cuprique.

L’ensemble des résultats obtenus vont faire l’objet de trois publications :

1. Amal Kouadri, Johanna Cormenier, Sylvain Chauvet, Laurence Macari, Peggy
Charbonnier, Pierre Richaud, Isabelle Michaud-Soret, Nadia Alfaidy and Mohamed
Benharouga.
Copper Homeostasis and Oxidative Stress in Polarized Cystic Fibrosis Human Bronchial
Epithelia : Role in Inflammation Responses (en cours de soumission).

2. Amal Kouadri, Sylvain Chauvet, Laurence Macari, Nadia Alfaidy, and Mohamed
Benharouga.
Inflammatory profile of cystic fibrosis bronchial epithelial cells following the recovery of
CFTR function : Correctors versus gene expression (en cours de soumission).

3. Amal Kouadri, Mariam El kathib, Sylvain Chauvet, Laurence Macari, Pierre Richaud,
Chrystelle Coraux, Isabelle Michaud-Soret, Nadia Alfaidy and Mohamed Benharouga.
The Cellular Prion Protein Expression and Functional Importance in Human Bronchial
Epithelia : Role in Stress-Protective Signaling and Junctional Barrier (en cours de soumis-
sion).
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Résultats



1Homéostasie du cuivre et
stress oxydant dans
l’épithélium bronchique
humain mucoviscidosique :
rôle dans les réponses
inflammatoires

1.1 Introduction

La mucoviscidose est une maladie génétique, à transmission autosomique et récessive
caractérisée par un transport anormal d’ions à travers la membrane apicale de l’épi-
thélium intestinal et pulmonaire, causant la formation d’un mucus visqueux [335]. La
mucoviscidose est causée par des mutations du gène CFTR qui code pour un canal chlo-
rure transmembranaire la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) régulée par l’AMPc [336]. À ce jour, 2023 mutations ont été identifiées sur
le gène CFTR et classées selon leurs conséquences sur l’activité, l’expression ou la lo-
calisation de la protéine CFTR (http ://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). La mutation
la plus fréquente correspond à la délétion de la phénylalanine (F) en position 508
de la protéine CFTR (delF508-CFTR). Cette mutation lui confère une conformation
anormale et entraîne sa séquestration et sa dégradation dans le RE [337]. L’absence
de CFTR fonctionnel à la membrane plasmique entraîne la formation d’un mucus
épais, qui favorise l’installation d’une infection persistante et d’une inflammation
chronique, causes majeures de la morbidité et de la mortalité caractéristiques de la
mucoviscidose [338]. Dans la mucoviscidose, une inflammation exacerbée des voies
respiratoires a été observée chez les nourrissons, même en absence de pathogènes
[107, 339, 340] . L’origine de cette inflammation précoce semble être la conséquence
de l’hyper-activation du facteur de transcription NF-κB et de la rétention de delF508-
CFTR dans le RE [149]. Cependant, la correction de la fonction CFTR n’a pas permis
la correction du statut inflammatoire, ce qui suggère qu’une autre voie, indépendante
de CFTR, serait impliquée dans ce processus.
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La réponse inflammatoire dans la mucoviscidose est complexe et implique une mul-
titude de stimuli, tels que le stress oxydatif. La présence de marqueurs du stress
oxydatif est souvent associée à cette pathologie. La mitochondrie, grand producteur
de ROS, pourrait participer à l’état de stress observé chez les patients. Dans le RE, une
activation de la réponse UPR due à l’accumulation de delF508-CFTR a été rapporté.
On a également démontré, dans les cellules mucovisidosiques, une diminution de la
concentration en GSH et de l’activité de la Cu/Zn-SOD, ce qui peut suggérer l’impli-
cation potentielle de métaux comme le cuivre dans la capacité antioxydante de la
cellule. Le cuivre est en effet un cofacteur indispensable à l’activité de la Cu/Zn-SOD
et se trouve hautement lié par le glutathion (GSH).

Pourtant, la relation entre la fonction de CFTR, l’inflammation et le stress oxydatif dans
les cellules bronchiques mucovisidosiques n’est pas encore caractérisée. En particulier,
le rôle des métaux comme le cuivre dans la production des ROS et dans l’inflammation
est toujours inconnu.

Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer le rôle de la protéine CFTR
dans la production des ROS. Pour cela, nous avons utilisé deux approches. La première
consiste dans l’inhibition de l’activité CFTR par l’utilisation de la molécule inh-172,
inhibiteur spécifique de l’activité canal chlorure associée au CFTR. La seconde est
une surexpression obtenue en utilisant une lignée isogénique de la lignée CFBE : les
CFBE-wt.

Dans un deuxième temps, nous avons cherché l’origine de la source responsable du
stress oxydatif observé dans les cellules CF. Pour cela, nous avons étudié des cellules
saines et des cellules mucoviscidosiques. Nous avons comparé leurs niveaux d’activité
pour plusieurs enzymes antioxydants, le niveau de stress des mitochondries et du
réticulum endoplasmique et enfin leurs niveaux inflammatoires.

Enfin, comme le cuivre est aussi capable d’induire un stress cellulaire en formant
des radicaux hydroxyles (par la réaction de fenton), et de participer à la régulation
du stress en partenariat avec la Cu/Zn-SOD ou la GSH, nous avons déterminé la
concentration intracellulaire de ce métal ainsi que celle du zinc et du fer. Nous avons
également établi le rôle du cuivre dans l’inflammation des lignées étudiées.
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Abstract 

Cystic Fibrosis (CF) is a frequent and lethal autosomal recessive disease caused by mutations 

in the gene encoding the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), an 

apical transmebrane chloride channel. 

In CF, initial inflammatory responses have been postulated as key steps in the pathogenesis of 

the lung disease. Previous studies have also indicated that the CF airway epithelium contributes 

to the hyper-inflammatory process. However, the causes of such inflammation, particularly 

bronchial epithelial inflammation, in the absence of any bacterial and/or pro- inflammatory 

stimulus is not well known. In addition, most of the results regarding epithelial inflammatory 

responses were obtained using different cells lines, leading to conflicting conclusions, 

particularly regarding the involvement of CFTR protein in this process. Alterations in the CF 

lung oxidant/antioxidant status has been proposed as a candidate for triggering early 

inflammation via the activation of the NFB system. However, direct evidences are still missing. 

Using healthy (16HBE14o-; HBE), CF (CFBE14o-; CFBE), and isogenic corrected-wild type 

CFTR CF (CFBE-wt) cells, we characterized the inflammation and oxidative profiles in relation 

to the CFTR function and expression. 

Measurement of the secretion of, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 (A, E, F) and TNFα showed 

that CF bronchial cells present an intrinsic inflammation that was not corrected upon a rescue 

of CFTR function or expression (CFBE-wt). Compared to HBE, CFBE cells showed an 

alteration in the oxidant (mitochondria and unfolded protein response; UPR) and antioxidant 

system (Cu/Zn-SOD and Mn-SOD). Only UPR activation was corrected upon CFTR function 

and expression rescues in CFBE cells. 

The most interesting results were the detection of an intracellular stress associated to a 

significant decrease in copper (Cu) concentrations in CFBE cells. Finally, we showed that 

oxidative stress and inflammatory responses were tightly associated with copper concentrations 

in HBE cells. 

Altogether, these data highlight new therapeutic tracks in targeting anti-oxidant pathways to 

reduce oxidative stress and inflammation in CF cells. 
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Introduction: 

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease characterized by viscous mucus 1 and 

abnormal ion transport across the apical plasma membrane (PM) of the gastrointestinal and the 

pulmonary epithelia2. CF is caused by mutations in the CFTR gene that codes for CFTR (Cystic 

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) protein, an apical transmembrane cAMP- 

regulated chloride (Cl-) channel 3,4. Currently, there are 2023 mutations identified in the CFTR 

gene and classified according to their consequences on the CFTR activity, expression or 

localization [http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/]. 

The most common CF mutation corresponds to a deletion of a phenylalanine (F) at position 508 

of the CFTR protein (F508del-CFTR). This mutation causes an abnormal conformation to 

F508del- CFTR leading to its recognition, retention and degradation at the endoplasmic 

reticulum (ER) compartment 5. Even if the gating of the channel is affected by the F508 deletion, 

the mutated protein retains some functionality as a Cl- channel 6. The absence of a functional 

CFTR at the plasma membrane dysregulates ions and water flux, leading to dehydrated secretion, 

thick mucus and reduced clearance of inhaled particles, including bacteria. These 

dysregulations are associated with persistent infection and chronic inflammation, two major 

causes of morbimortality in CF population 1,7. The CF airway contains large concentrations of 

several pro-inflammatory mediators including tumor necrosis- α (TNFα), interleukin (IL)-1β, 

IL-6, IL-8, and IL-17 8–10. The airway epithelial cells are known to release various inflammatory 

mediators, which appear to be sensitive to alterations in CFTR function. An activation of the 

pro-inflammatory nuclear factor-B (NF-B) has also been reported to be increased in response 

to CFTR dysfunction 11–14. The CF airway epithelium is also catheterized by a decrease in the 

secretion of anti-inflammatory mediators 15–18. Importantly, even in the absence of bacterial or 

viral pathogens, exacerbated inflammation has been reported in the respiratory tract of CF infants 

19–21. The inflammatory process characterized by the presence of a high density of acute 

inflammatory cells, such as neutrophils and macrophages 22,23 and by an excessive CF cells 

production and secretion of proinflammatory cytokines, such as IL-8 and IL-6 24–26. The origin 

of inflammation in CF has been a matter of debate and appears to be the consequence of a 

hyperactivation of NF-B transcription factor and ER retention of CFTR-F508del 27. However, 

CFTR correction in epithelial cells did not allow a return to normal levels of cytokine’s 

secretion, revealing an activated inflammatory intrinsic pathway in CF epithelial cells 28–30, and 

rising the question on how a single mutation (delF508) might impact epithelial innate 

inflammatory response. 

The dysregulated inflammatory response in CF is complex, as it involves a multitude of stimuli, 
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including oxidative stress (OxS). Evidences supporting the occurrence of OxS in cystic fibrosis 

(CF) is extensive 31,32. OxS is defined as a disequilibrium in the pro- and antioxidative balance 

33. The prominent of the pro-oxidants responses manifests by an increase in the levels of the 

reactive oxygen species (ROS) that are generated by oxygen during oxidation reactions 34. In 

CF, ROS levels are increased 35,36 and participate in the injury of the lung by overwhelming 

endogenous antioxidant defenses. This causes the release of inflammatory mediators that 

damage the epithelial cell surface, along with an impairment of bacterial clearance 37,38. 

The link between CF-associated OxS and CFTR defects has previously been reported39. ER 

retention of misfolded CFTR-delF508 protein has been associated with the activation of the 

unfolded protein response (UPR), and ER calcium expansion39. Importantly, CFTR dysfunction 

has been associated with an innate defect in the metabolism of glutathione (GSH), characterized 

by a low GSH levels in the bronchial epithelial liquid 40. Moreover, low activity of copper (Cu) 

and zinc (Zn) dependent superoxide dismutatse (Cu/Zn-SOD), and mitochondrial dysfunctions 

have been observed in cells with abnormal CFTR expression 37,41–43. Altogether, these results 

indicate that in CF, the bronchial epithelial antioxidant defense system is failing, especially at 

the enzymatic (Cu/Zn-SOD) and redox system levels (GSH). Importantly, these systems are 

sensitive to copper homeostasis. This metal acts as an activator for Cu/Zn-SOD and as a natural 

substrate for the chelation by GSH 44. Copper is also an important trace element for cellular 

function. Nevertheless, it becomes toxic when its cellular homeostasis is disrupted. Copper-

induced oxidative stress has been documented in vitro and in vivo 44, yet the in vitro effects of 

metal-induced oxidative stress have not been studied in bronchial epithelial cells. 

The role of copper homeostasis in redox imbalance and inflammatory processes in lung 

epithelial cells in relationship to CFTR expression and activity is still unknown. 

Hence, in the present study, we investigated three major processes in relation to the intracellular 

redox balance and inflammation in CF bronchial cells, namely i) oxidant and antioxidant 

statuses; ii) alteration in the inflammation profile, iii) the role of CFTR and copper in redox 

balance and inflammation. 

We demonstrated that CF bronchial epithelial cells exhibit, i) significantly higher levels of ROS 

and catalase activity, ii) decreased Cu/Zn- and Mn-SOD activity, iii) decreased copper, iron and 

zinc concentration. Furthermore, we characterized the relationship between inflammation and 

the OxS, and revealed the role of copper in CF-associated inflammatory processes. 
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Materiel and Methods 

Cell culture 

The experiments were performed using human bronchiolar epithelial cell lines: 16HBE14o- 

(abbreviated as HBE), expressing wild-type CFTR; CFBE41o-derived from a CF patient 

(abbreviated as CFVE)), homozygous for the dF508 mutation (dF508/dF508); CFBE-wtCFTR 

(abbreviated as CFBE-wt), CFBE41o-cells stably transfected with wt-CFTR protein (a 

generous gift from Dieter Gruenert, University of California at San Francisco, CA). The cells 

were grown in Eagle’s minimal essential medium (MEM) (Thermofisher, France) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (Biowest, France) at 37°C under 5% CO2. The cells 

were grown in plastic dishes coated with an extracellular matrix containing fibronectin, collagen 

and bovine serum albumin. Where indicated, cells were treated with vehicle, with different 

concentrations of copper (Cu), of bathocuproine disulphonate (BCS), a copper chelator, or of 

CFTR chloride channel inhibitor; CFTRinh-172 45, for the indicated times. 

Measurement of the cAMP-stimulated Iodide Conductance of the Plasma Membrane 

The plasma membrane cAMP-dependent halide conductance of BHK cells expressing wt- and 

mutants CFTR was determined using iodide efflux technique, as previously described 46. Iodide 

efflux was initiated by replacing the loading buffer with efflux medium (composed of 136 mM 

nitrate). The extracellular medium was replaced every minute with the efflux buffer (1 ml). 

After a steady state was reached, the intracellular cAMP level was raised by agonists (10 µM 

forskolin, 0.2 mM CTP-cAMP, and 0.2 mM isobutyl-methyl xanthane) to achieve maximal 

phosphorylation of the CFTR protein. The collection of the efflux medium resumed for an 

additional 6–9 min. The amount of iodide in each sample was determined with an iodide- 

selective electrode (Orion). 

Extraction of total RNA and reverse transcription 

Total RNA was extracted from the cells according to the manufacturer’s protocol (RNAgents; 

Promega, France). 1µg of total RNA was reverse transcribed under conditions recommended 

by the manufacturer (Agilent technologies). 

Quantitative polymerase chain reaction 

The level of mRNA of UPR target genes; IRE1, ATF6, PERK and XBP-1 has been assessed 

using real-time RT-PCR (Biorad, France). The PCR was performed using the primers shown in 

Table 1 and SYBR green PCR core reagents according to the manufacturer’s instructions 

(Biorad, France). PCR conditions were as described by Alfaidy et al. et al. [Alfaidy, 2013]. 

The results were normalized to 18S rRNA expression levels. Relative expression was evaluated 

with ΔΔCT method.
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Gene Primer Sequence 5’  3’ Size 

PERK FW : TCTGTTCAGCTCTGGGTTGT 

BW : CCGAAGTTCAAAGTGGCCAA 

158 bp 

XBP-1 FW: TGTCACCCCTCCAGAACATC 

BW: AAGGGAGGCTGGTAAGGAAC 

196 bp 

IRE1 FW: AGCAAGAGGACAGGCTCAAT 

BW: CATCTGAACTTCGGCATGGG 

205 pb 

ATF6 FW: GTGTCAGAGAACCAGAGGCT 

BW: GGTGCCTCCTTTGATTTGCA 

166 bp 

Table1: Primers used for real-time RT-PCR. FW: Forward, BW: Backward (reverse primer) 

Cells lysates 

For immunoblot and ELISA assays, cells were washed twice with ice-cold phosphate buffer 

saline (PBS) and lysed at 4°C for 20 min in PBS containing 1% NP40, 0.5% deoxycholic acid, 

and 0.1% SDS added with protease inhibitors (10 mM PMSF, 1 µM leupetin/pepstatin A and 

1mg/ml of iodoacetamide). Protein concentrations were measured using the Micro BCA protein 

assay kit (Thermo scientific, France). 

Electrophoresis and Immunoblotting 

Total cell extracts were prepared as described 47. Protein samples were separated by SDS-PAGE 

and transferred to nitrocellulose membranes. The blots were probed using monoclonal anti- 

CFTR antibodies; L12B4 (Millipore, France). Primary antibodies were visualized by 

horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-mouse IgG and ECL detection Kit (Covalab, 

France). Immunoblotting of Na+/K+-ATPase α1-subunit was performed with the mouse 

monoclonal (α6F, DSHB, University of Iowa) antibodies. 

Celle viability using MTT test 

Cells were cultured in 96 wells plate upon confluency. Following the treatments, cells were 

incubated 4h in phenol red free medium containing 10% of MTT ([4,5-dimethylthiazol-2-yl]- 

2,5-diphenyl tetrazolium bromide; Sigma). The MTT solution was finally replaced by MTT 

lysis solution (10% Triton X-100 and 0.1 N HCl in anhydrous isopropanol), and the resulting 

optical density (DO) was determined after measurement of the difference between 570 nm and 

690 nm absorbance. 

Intracellular copper determination 

To evaluate the intracellular copper concentration, cells were collected and stored at room 

temperature (RT). Samples were vacuum-dried and mineralized in 70% nitric acid before 
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analysis with Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrome-try (ICP-AES) with a 

Varian, Vista MPX instrument. The copper (Cu), iron (Fe) and zinc (Zn) content were reported 

relatively to the cells number (nM/106 cells). 

ROS Measurements 

Cells (106 cells/well) were seeded in a 24-well plate and cultured for 24 h. The cells were 

washed and changed to serum-free media and incubated with 50 μM 5-(and 6)-chloromethyl- 

2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl es-ter (H2DCFDA; Thermofisher, France) for 

45 min. The conversion of H2DCFDA to fluorescent DCF was measured using a plate reader 

Infinte M200 (TECAN, France). Cell lysate was measured at ex/em of 495/527 nm using a 

Berthold 

Catalase enzyme activity assays 

The catalase activity was determined spectrophotometrically at 240 nm by measuring the 

decomposition of hydrogen peroxide (H2O2) using Beers and Sizer method 48. Specific enzyme 

activity (S.A) was expressed as units per mg of protein (abbreviated as S.A). 

Cu/Zn- and Mn-Superoxide Dismutase (SOD) Activities 

The total SOD activities, including Cu/Zn- and Mn-SOD, was measured according to the 

method of S. Marklund and G. Marklund based on the inhibition of pyrogallol (1,2,3- 

trihydroxybenzene, C6H6O3) autoxidation 49. The absorbance was measured at 420 nm for 

5 min, and one unit of SOD activity is defined as the amount of enzyme that inhibits the rate of 

pyrogallol autoxidation by 50%. To determine only the activity of Mn-SOD, 10 μL of 54 mM 

potassium of cyanide (KCN) is added to the reaction. 

Glutathione peroxidase (GPx) avtivity 

The GPx activity was determined according to the method of Flohe and Gunzler 50. The 

reaction is based on the reduction of organic hydroperoxides to alcohols by GPx, along with 

the oxidation of reduced glutathione (GSH) to oxidized glutathione (GSSG). GSSG is then 

reduced by glutathione reductase (GR) in the presence of NADPH. The GPx activity in the 

samples is determined by following the decrease in NADPH absorption at 340 nm for 3 min. 

Mitochondrial Isolation 

Isolation of mitochondria from cell pellets was achieved using a differential centrifugation 

procedure 51. The pelleted bronchial cells were resuspended in 250 µl of mitochondrial isolation 

buffer (210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) and 

homogenized with 15 strokes in a Dounce homogenizer (Fisher Scientific, France) on ice. To 

obtain mitochondria, the homogenate was subjected to the differential centrifugation procedure 

described previously 51. Mitochondrial purity and isolation efficiency were assessed by 

determination of lactate dehydrogenase (LDH) and glutamate dehydrogenase (GDH) activities. 
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GDH and LDH Activities 

To assess mitochondrial fraction contamination by cytosolic components we measured LDH 

and GDH activities in the mitochondrial and cytosolic fractions 52. LDH and GDH are enzymes 

exclusively found in the cytosol and mitochondria, respectively. Before LDH and GDH 

analyses, the mitochondrial pellets were resuspended in PBS and lysed by the addition of lauryl 

dimethylamine N-oxide to a final concentration of 0.3% (vol/vol). 

LDH activity in both fractions was determined kinetically by monitoring the loss of NADH at 

340 nm for 10 min. GDH activity was determined as previously reported 53. The assay quantified 

GDH activity based on the consumption of NADH in the transamination of α- ketoglutarate 

(oxoglutarate) monitored at 340 nm. Purity and isolation efficiency were expressed as percent 

of the total activity of LDH and GDH in the samples. 

Aconitase and Fumarase Activity Assays 

Immediately before aconitase activities were determined, freshly isolated mitochondria were 

suspended in 0.5 ml of buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) and 0.6 mM MnCl2 and 

sonicated for 2 s. Aconitase activity was measured spectrophotometrically by monitoring the 

formation of cis-aconitate from added iso-citrate (20 mM) at 240 nm and 25°C. Fumarase 

activity was determined by measuring the increase in absorbance at 240 nm at 25°C in the 

reaction mixture to which 30 mM potassium phosphate (pH 7.4), and 0.1 mM L-malate were 

added. Aconitase and fumarase activities were expressed as units per µg of protein. 

Cytokine secretion by sandwich ELISA 

Interleukins (IL) 1β, IL6, IL8, IL10, IL17 (A, E, F) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 

released into the culture media and present in proteins extract were assayed using a quantitative 

sandwich enzyme-linked immunoassay kit [R&D Systems]. According to the manufacturer, the 

sensitivity of this assay system is less than 10 pg/ml. 

Statistical analysis 

Differences between mean values were compared by Student's unpaired two-tailed t-tests using 

SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA). Data are expressed as mean ± S.E.M, 

unless otherwise indicated. Significance was set at a two-tailed P value of 0.05. 
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Results 

Bronchial epithelial ROS production is independent of CFTR expression and function 

CF airway epithelial cells exhibit constitutive oxygen-derived reactive oxygen species (ROS) 

generation that lead with ROS-derived neutrophils to irreversible lung damage 54,55. However, 

the role of CFTR in bronchial epithelial ROS generation is still not clear. Using the well- 

characterized transformed healthy (HBE) and CF (CFBE) bronchial epithelial cells, we 

undertook the evaluation of the role of CFTR in ROS production. 

First, we characterized CFTR expression and function in our bronchial epithelial cells model. 

Using immunoblot assays and anti-CFTR antibodies, we detected CFTR protein in HBE, CFBE 

and CFBE-wt protein extracts (Fig. 1A). The molecular weight analysis showed the presence 

of the complex- (black arrow) and the core- (white arrow) glycosylated forms. Our results also 

confirm the presence of the complex-glycosylated CFTR in CFBE cells resulting from the 

stably expression of wildtype (wt) CFTR (CFBE-wt) (Fig. 1A). Functional assays confirmed 

the presence of CFTR at the plasma membrane of HBE and CFBE-wt cells (Fig. B). CFTR Cl- 

activity, measured using cAMP-activated I efflux was inhibited in both cells lines, in the 

presence of CFTR-inh-172, a potent and very specific inhibitor of CFTR 45 (Fig. 1B). 

To further analyze the relationship between ROS production, CFTR expression, and CFTR Cl-
 

function, the intracellular ROS variations were monitored. We observed that the intracellular 

level of ROS was higher (~ two fold) in CFBE cells compared to HBE (Fig.1C). Correction 

upon expression of wt-CFTR (CFBE-wt) did not significantly attenuate the level of ROS in 

CFBE cells (Fig. 1C). Also, CFTR Cl- activity inhibition using CFTRinh-172 did not impact 

ROS levels, neither in HBE nor in CFBE-wt cells, suggesting that CFTR channel’s activity is 

not involved in ROS production (Fig.1D). 

Our results showed that ROS levels in CFBE cells is not influenced by the expression or by the 

activation of CFTR Cl- channel. 

These observations also suggest that other sources, independent of CFTR, might participate in 

the generation of ROS, thus promoting the development of the CF-associated oxidative stress 

(OxS). To better evaluate the OxS in CFBE compared to HBE and CFBE-wt cells, we assessed 

various causes of the OxS that have been reported in CF; these included the stress of the ER, the 

innate defect in the metabolism of mitochondria, the abnormalities in antioxidant enzyme, and 

inflammation 37,41,43. 

Antioxidants enzymes activities in the bronchial epithelial cells 

First, we measured the activities of the cytosolic superoxide dismutases (SOD) Cu/Zn form 

(Cu/ZnSOD), and the mitochondrial SOD manganese form (MnSOD). Both enzymes are the 
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first line of defense against the deleterious effects of reactive oxygen species 56. Our results 

demonstrate that at the cellular level, both activities are decreased in CFBE compared to HBE 

cells (Fig. 2 A and 2B). Interestingly, the stably expression of wt-CFTR in CFBE cells did not 

correct this defect, suggesting that both activities are independent of the CFTR expression. The 

superoxide dismutase (SOD) enzymatically scavenges the superoxide anions (O2-.), converting 

them to hydrogen peroxide (H2O2). The H2O2 so produced is removed by the enzymes catalase 

and glutathione peroxidase (GPx). Thus, we evaluated the activity of catalase and GPx in healthy 

and CF bronchial epithelial cells. 

As reported in figures 2C, the catalase activity is almost two fold higher in CFBE compared to 

HBE cells, confirming the over-production of CF-associated ROS. However, the catalase 

activity was not corrected by overexpressing wt-CFTR protein (Fig. 2C). Finally, we did not 

observe any changes in GPx activity in CFBE cells compared to HBE and CFBE-wt, suggesting 

a limited role of GPx in CF-associated OxS (Fig. 2D). 

In vitro markers of Mitochondria Oxidative Stress 

Mitochondria is the primary site of H2O2 generation by aerobic metabolism56,57. At the 

mitochondrial level, the MnSOD is responsible for eliminating H2O2 generated by the electron 

transport chain, therefore protecting the mitochondria from oxidative damage. 

As the activity of MnSOD is reduced in CFBE cells (Fig. 2B), we assessed the mitochondrial 

function in relation to CF disease and CFTR protein. 

First, we determined the purity of the mitochondrial fraction prepared from HBE, CFBE and 

CFBE-wt cells, by measuring LDH and GDH activities, indicators of the cytosol contamination 

and mitochondrial enrichment 43, respectively. In this study, we could recover ~ 85.7  2.5% of 

the total GDH activity detected in HBE, CFBE and CFBE-wt homogenates (Fig. S-1A), the 

remaining activities were present in the cytosolic fraction. For LDH, only ~ 5.7  0.8% of the 

total activity were detected in the mitochondrial fractions (Fig. S-1B). These results indicate 

that the mitochondrial fractions are relatively free of cytosolic contamination. 

To assess the presence of oxidative stress in the mitochondria we measured the activities of 

aconitase and fumarase. The activity of aconitase was inactivated by the oxidants. In contrast, 

fumarase activity was unaffected by such stimuli 56. 

Our results showed that mitochondria from CFBE cells displayed 80% lower aconitase activity 

compared to HBE cells (Fig. 2E). The loss of aconitase activity in CFBE cells was independent 

of CFTR expression, since similar loss in CFBE-wt cells was observed (Fig. 2E). Mitochondrial 

fumarase activities were however comparable between the CFBE, CFBE-wt and control HBE 

cells (Figure 2F). 
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These results support the conclusion that CF bronchial epithelial cells have an intrinsic OxS 

that appears to be independent of CFTR expression and function. 

In vitro indicators of endoplasmic reticulum (ER) stress 

ER stress and UPR (Unfolded Protein Response) activation have been a focus of interest of 

several studies, particularly for the calcium homeostasis dysregulation and inflammation 

pathways activation 58. Yet the relationship with CFTR expression and ROS production is still 

unclear. UPR is mediated by the activation of three ER transmembrane stress sensors: IRE1 

(inositol-requiring transmembrane kinase/endonuclease-1); PERK (PKR-like ER kinase); and 

ATF6 (activating transcription factor 58–60. 

In our study, activation of the UPR was monitored by quantitative PCR (qPCR) analysis. 

Compared to HBE cells, the levels of the three UPR-associated activation were significantly 

higher in CFBE cells (Fig. 3A-3D). The levels of expression of PERK (Fig. 3A), XBP-1 (Fig. 

3B), IRE1 (Fig. 3C) and ATF6 (Fig. 3D) were ~2.5, ~2.3, ~2 and ~0.5 fold higher in CFBE 

cells. 

These results confirmed the presence of an intrinsic UPR activation in CFBE cells that seems 

to be independent of exogenous stimuli, such as infection or inflammation. Interestingly, 

restoring plasma membrane CFTR expression and Cl- secretion corrected the activation defects 

of UPR, suggesting a relationship between CFTR and UPR function in bronchial epithelial cells. 

Inflammatory profile of healthy and cystic fibrosis bronchial epithelial cells 

Exaggerated ROS availability detected in CFBE cells (Fig. 1C and 1D) might activate, as was 

previously reported [92], various signaling pathways involved in the excessive production of 

pro-inflammatory cytokines in the absence of bacterial infection. 

Hence, we analyzed inflammatory profiles of healthy (HBE) and CF (CFBE) bronchial 

epithelial cells. Using ELISA assays, we evaluated both the production and secretion of 

different cytokines; IL-1β, IL-8, IL-6, IL-10, IL-17 (A,F,E) and TNFα. All these cytokines were 

reported to be dysregulated in CF, particularly in bronco-alveolar lavage (BAL) fluid from CF 

patients 16. For HBE cells, except IL-6 and IL-8 cytokines for which the levels of secretion were 

significantly higher than the production (Fig. 1B and 1C), the others cytokines, IL-1β, TNF-α, 

IL-17A and IL-17F showed opposite profiles (Fig. 4A, E, F and G). For these cytokines, the 

levels of secretion were significantly reduced compared to their production (Fig. 4A, E, F and 

G). These results suggest that in normal bronchial epithelial cells all tested cytokines are 

constitutively produced. However, the secretion appears to be constitutive for IL-6 and IL-8, 

and needs induction for IL-1β, TNF-α, IL-17A and IL-17F. For IL-17E, no differences were 

observed between production and secretion (Fig. 4H). IL-10, a potent regulatory cytokine that 
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decreases inflammatory responses and T-cell stimulation, was not detected in medium, while 

its production was close to ~63 pg/mg of protein (Fig. 1D). 

Compared to HBE, the CF bronchial epithelial cells (CFBE) showed an intrinsic inflammation 

even in the absence of bacteria, viruses, and fungus infections (Fig. 4A-4H). All tested cytokines 

showed a significant increase in their level of production (Fig. 4A-4H), except TNFα and IL- 

10 which showed a significant decrease compared to HBE cells (Fig. 4D, 4E). The levels of 

secretion were also significantly increased compared to HBE cells for IL-1β, IL-6, IL-17A, 

IL17F and IL-17E (Fig. 4A, 4B, 4F, 4G and 4H). Interestingly, despite an increase in 

theproduction of IL-8 in CFBE cells, its secretion was significantly decreased (Fig. 4C). For 

TNFα, a slight decrease in its secretion was observed (Fig. 4E). 

IL-8 secretion is associated with CFTR function 

The data regarding the involvement of CFTR protein in the control of the inflammatory profile 

in CF lung epithelial cells is very conflicting and depends on the protocols, conditions of culture 

and cell type of cells used. We used HBE cells known for their ability to develop a highly 

polarized cell layer. To evaluate the effect of CFTR inhibition on pro-inflammatory cytokines 

secretion, HBE cells were treated with CFTRinh-172. First we tested the effect of this drug on 

the cell viability since CFTRinh-172 was reported to disturb the mitochondrial function in 

HELA cells. A dose and time dependent treatment have been evaluated and the summary of these 

results is reported on figure 5A. Compared to untreated HBE cells, treatment with concentration 

as high as 100 µM did not affect cell viability, excluding any apoptotic effect of CFTRinhi-172 

(Fig. 5A). 

The inflammatory profile was therefore evaluated in the absence and in the presence of CFTR-

inh-172 (100 µM) of. Treatment for 24h did not affect the secretion levels of IL-1β, IL-6, IL-

17F and TNFα (Fig. 5B, 5C, 5E and 5F). However, the secretion of IL-8 was significantly 

increased from 9.7 ± 0.2 (control) to 13.3 ± 0.4 pg/mg (100 µM) (Fig. 5D). 

Homeostasis of Bio-active trace metals (biometals) are dysregulated in CF bronchial 

epithelial cells 

In addition to UPR and mitochondria dysfunction, intracellular biometals such as zinc (Zn), 

copper (Cu) and iron (Fer) might participate into ROS production. Reduced metal might 

undergo a Fenton reaction and form highly toxic hydroxyl radicals (•OH), that induce an OxS 61. 

To evaluate the intracellular concentration of Cu, Zn and Fe, in HBE, CFBE and CFBE-wt cells 

we used inductively coupled plasma mass- spectrometry (ICP-MS) analysis. Hepatocyte cell 

line; HpeG2 was used as a control to validate the measurement. These cells are known to 

participate in metal detoxification.  
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Compared to HBE cells, the intracellular concentrations of Cu (Fig. 6A), Fe (Fig. 6B), and Zn 

(Fig. 6C) were significantly decreased. The introduction of wt-CFTR did not correct the 

deficiency of these biometals (Fig. 6A-6C), suggesting that other mechanisms and/or other 

proteins are responsible for the observed CF bronchial epithelial cells dyshomeostasis. 

Effect of copper treatment on healthy and CF inflammatory responses 

The results reported in figures 2A, 2B and 2E showed a decrease in Cu/Zn- and MnSOD 

activities and the presence of a mitochondrial dysregulation in CF bronchial epithelial cells. 

Moreover, previous data showed a decrease of cytoplasmic and mitochondrial concentration of 

glutathione, a potent Cu chelatore, in CF lung epithelial cells 37. Based on these results, we 

hypothesized that copper is a biometal with a critical importance in CF, particularly in 

relationship to OxS and inflammation. 

To mimic the decrease in the intracellular copper concentrations observed in CFBE cells (Fig. 6 

A), we used the specific copper chelator bathocuproine sulphonate (BCS). HBE cells were 

treated with different BCS concentrations and the levels of intracellular copper concentrations; 

ROS production, cytokines secretion, and cell viability were evaluated. The results reported in 

figures S-2 and S-3 did not show any differences compared to the control condition (non-treated 

HBE cells), suggesting that the chelation of the extracellular copper using BCS did not affect 

the intracellular copper concentrations, most of which is in a bounded form. The remaining free 

copper was not sufficient to be detected using the copper probe. 

However, the treatment of HBE cells using different copper concentrations did increase the 

intracellular copper concentration and ROS production (Fig. S-3), indicating that extracellular 

copper elevation, as was reported in BAL of CF patients 62, induced OxS that might be the cause 

of the generated inflammation. 

To test this hypothesis, we evaluated the inflammatory responses of HBE cells at the secretory 

level, in the absence or presence of copper. 

For IL-1β and 1L-17 (A, F, E), we did not observe any significant effect upon copper treatment 

(Fig. 7A, 7E, 7F, 7G). However, significant increase of IL-6 and IL-8 secretion was found 

following copper treatment (Fig. 7B, 7C), indicating a relationship between inflammatory 

processes and copper-associated OxS generation in bronchial epithelial cells. Copper did not 

modify the secretion levels of IL-10, but did increase its production (Fig. 7D). Among well 

characterized pro-inflammatory cytokines, TNF-α exhibited a significant decreased secretion (Fig. 

7H). 
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Discussion 

In this study, we have shown that bronchial epithelial cells homozygous for the delF508 

mutation exhibited a constitutive secretion of pro-inflammatory cytokines and an intrinsic 

oxidative stress response. These two phenomenon were evaluated in the absence of any bacterial 

infection, a condition that represents the earliest step of cystic fibrosis (CF) development 37,63. 

The cellular model that we used is representative of the bronchial tissue, the first line of defense 

against the external environment and infections 64. Unlike other bronchial cell lines, these cells 

are characterized by their ability to develop a highly polarized cell layer 65. Despite the fact that 

the cells used do not originate from primary cultures, they have the advantage to be isogenic 

for CFBE and CFBE-wt, validating the corrective effect of CFTR-wt. Also, we did not use the 

Air Liquide Interface (ALI) culture model. This system does not allow collecting media samples 

from the apical side to assess the levels of secreted cytokines. 

In CFBE cells, we confirmed the presence of an oxidative stress by measuring the production 

of ROS. These results are in agreement with previous reports using different cellular models 66. 

In our conditions, neither the expression nor the inhibition of the CFTR activity did affect the 

levels of ROS production. The statements that CFTR was involved in triggering an oxidative 

stress were supported by the measurement of ROS in the broncho-alveolar fluid (BAL) of cystic 

fibrosis patients 67. These measurements were carried out in a fluid rich in neutrophils, the first 

producer of ROS, and in virulent bacteria 67. At the cellular level, the link between oxidative 

stress and CFTR activity was made indirectly by measuring the glutathione concentration 

(GSH) and the activity of antioxidant enzymes, such as Cu/Zn-SOD 37. Moreover, our results 

confirmed a decrease in the antioxidant response that was not corrected by the CFTR-wt protein. 

We have, for the first time, shown that the activity of Mn-SOD, an important enzyme for 

mitochondrial function, was decreased in CF bronchial cells. This result is in the line with 

observed decreases in the aconitase activity, an enzyme associated with mitochondrial activity, 

showing that local production of H2O2 is not eliminated by Mn-SOD; this might contribute in a 

long term in the overproduction of ROS. The correction with the CFTR-wt protein did not 

modify this activity confirming that the production of ROS by CFBE cells occurs independently 

of the CFTR protein. Another parameter involved in the production of ROS is the UPR system. 

The latter has been well described in CF, particularly in relation to calcium homeostasis 68. 

However, the link with the CFTR protein was still under debate. Using an isogenic model, we 

showed that the expression of the CFTR protein (CFBE-wt) corrected this defect and reduced 

the expression of the UPR actors; PERK, IRE1, XBP1 and ATF6, in CFBE cells. 
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These results are in line with those published previously, showing that correction of CFTR- 

delF508 trafficking decreased UPR activation 69. 

The results of the inflammatory responses showed that despite the absence of infection, CFBE 

cells secreted pro-inflammatory cytokines. Our results showed that these cells were able to 

produce IL-8, but could not secrete this cytokine. This lack of secretion has also been observed 

in other studies using primary culture models, validating the cell model used in this study 18. 

The most intriguing result was the loss of the production and secretion of IL-10 by CFBE cells, 

suggesting that in CF other mechanisms are involved in controlling the inflammatory response. 

Interestingly, inhibition of CFTR activity in HBE cells did not modify secretion levels of the 

cytokines. Only IL-8 was increased upon the inhibition of CFTR. This result may be explained 

by the indirect effect of the inh-172 molecule on the mitochondrial activity observed in Hela and 

IB3 cells. Altogether, these results validate the cellular model we used and demonstrate that the 

generated oxidative stress and inflammation are independent of the CFTR expression. To further 

characterize the oxidative stress, we evaluated the concentration of three transition metals, 

copper (Cu), zinc (Zn) and iron (Fe). It is well established that the homeostasis of transition metals 

is finely regulated and their deregulations is associated with human genetic diseases 70. 

Using ICPM-MS, we showed strong deregulations in the homeostasis of Cu, Zn and Fe. The 

decrease in their intracellular concentrations in CFBE compared to HBE cells was not corrected 

by CFTR-wt. The existence of such deregulations is well documented in the BAL of CF patients 

71. However, the direct effect of these metals on the function of bronchial cells remains to be 

investigated. The evaluation of the effect of copper on the inflammatory response of HBE cells 

was further investigated due to its association to several CF-cellular abnormalities 72,73. In 

addition to elevated Cu in BAL of CF patients, we and other reported a decrease in Cu/Zn-SOD 

activity [Fig. 2 A, 71]. We have also shown that the mitochondrial activity, for which copper is 

the first electron donor, was reduced in CFBE cells. In addition, it is well established that the 

homeostasis of glutathione, an important cell copper chelator, is deregulated in CF 37. In copper- 

treated HBE cells, we observed that only the secretion of IL-6 and IL-8 were increased. 

However, the secretion of TNFα, a potent pro-inflammatory cytokine, was reduced, following 

copper treatment. For IL-10, an anti-inflammatory cytokine, copper treatment did not affect its 

secreted levels but it increased its production. 

Altogether these results show that cytokines that respond to infectious stimuli are not affected 

by copper variations, while IL-6 and IL-8, known to respond to oxidative stress 37 are stimulated 

by this metal. Hence, one can speculate that copper deregulations in CF patients might be 

causative 
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of the oxidative stress often observed in this pathology. Nevertheless, it would be interesting to 

establish a link between NFB activation and the cupric status in CFBE cells. Indeed, NFB 

along with AP1 were shown to regulate the transcription of several CF-associated pro- 

inflammatory cytokines 37. 

The correlations between copper and inflammation, as well as the correlations between 

oxidative stress and ROS production, and the impairment of antioxidant defenses, provide 

evidences that the production of ROS by the CFBE cells might strongly contribute to the 

activation of the inflammatory process. 

Better characterization of the importance of the bio-metals identified in CFBE cells, and the 

demonstration of their relation to lung diseases, might advance our understanding of the lung 

micro-environment, especially in lung diseases associated to chronic inflammation. 

This work provides new insights into the understanding of the intrinsic inflammatory and 

oxidative stress responses that are activated at the onset of the CF disease, in the absence of 

infection and/or pro-inflammatory stimuli, such as TNFα. 
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Legend figures: 

Figure 1: Characterization of CFTR expression and ROS production. 

(A) Expression of CFTR protein normalized to Na+/K+-ATPase in normal (HBE) and cystic 

fibrosis homozygote for F508del (CFBE) human bronchial epithelial cells. Black arrow 

correspond to fully glycosylated mature CFTR form (band C). White arrow correspond to core- 

glycosylated CFTR (band B). (B). Iodide efflux used as a functional assay to determine the 

activity of CFTR chloride channel in HBE and CFBE cells, in the absence or presence of 10 

µM of inh-172, (C) Measurement of ROS concentration in HBE, CFBE and CFBE cells stably 

transfected with wt-CFTR protein (CFBE-wt) using DCF fluorescent probe. Cells were 

incubated with 50 μM H2DCFDA for 45min. The conversion of H2DCFDA to fluorescent DCF 

was measured at ex/em of 495/527 nm. (D) Measurement of ROS concentration in HBE and 

CFBE-wt in the absence or presence of inh-172 using the DCF fluorescent probe. Values with 

an asterisk are significantly different from their corresponding controls (P < 0.05). Data are 

expressed as mean ± SE (n=3). 

 

Figure 2: Characterization of the oxidant/antioxidant system in CF bronchial cells. 

Catalase, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, glutathione superoxydase (GPx), aconitase and fumarase 

activities were measured in HBE, CFBE and CFBE-wt cells as described in materiel and 

methods. (A-B) One unit of the total SOD activity was defined as the amount of enzyme that 

inhibits the rate of pyrogallol autoxidation by 50%. The absorbance was measured at 420 nm 

for 5 min. (C) Catalase activity was determined at 240 nm by measuring the decomposition of 

hydrogen peroxide (H2O2). (D) GPx activity in the samples was determined by monitoring the 

decrease in NADPH absorption at 340 nm for 3 min. (E) Aconitase activity was measured by 

monitoring the formation of cis-aconitate upon addition of iso-citrate (20 mM), at 240 nm and 

25°C. (F) Fumarase activity was determined by measuring the increase in the absorbance at 240 

nm at 25°C. Values with an asterisk are significantly different from their corresponding controls 

(P < 0.05). Data are expressed as mean ± SE (n=3) 

 

Figure 3: UPR characterization in healthy and CF bronchial cells. 

Relative mRNAs expression of PERK (A), XBP1 (B), IRE1 (C) and ATF6 (D) in HBE, CFBE 

and CFBE-wt cells using real-time RT-qPCR. 18S rRNA expression was used as internal 

control. Values overwritten with stars are significantly different from each other (P < 0.05). 
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Figure 4: Evaluation of inflammatory profile in healthy and CF bronchial cells. Measurements 

of IL-1β (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10 (D), TNFα (E), IL-17A (F), IL-17F (G) 

and IL-17E (H) released in the culture media (grey charts), or present in protein extracts (black 

charts). The cytokines were assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay 

in HBE and CFBE. Concentrations are in pg/mg of extracted proteins. Values overwritten with 

different lettres (a, b and c) are different from each other (P < 0.05). Data are expressed as mean 

± SE (n=6) 

 

Figure 5: Effect of CFTR inhibition on cytokines secretion in HBE cells. 

(A) Evaluation of HBE viability using MTT assays following CFTR inhibition using 100µM 

during 24h. For MTT assays, cells were first incubated 4h in phenol red free medium containing 

10% of MTT and then the medium was replaced by MTT lysis solution. Cell viability was 

determined after measurement of the difference between 570 nm and 690 nm absorbance. 

Measurement of IL-1β (B), IL-6 (C), IL-8 (D), IL-17F (E) and TNFα (F) released into the 

culture media were assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay in HBE 

following treatment with CFTRinh-172. Values overwritten with stars are significantly 

different from the control (P < 0.05). Data are expressed as mean ± SE (n=6) 

 

Figure 6: ICPM-MS determination of biometals concentrations in healthy and CF bronchial 

cells. 

(A) Copper (Cu), (B) Iron (Fe) and (C) Zinc (Zn) content was assessed in HBE, CFBE, and 

CFBE-wt cells. For the control, HpeG2, an hepatocyte cell line was used. The content was 

determined using the inductively coupled plasma mass-spectrometry (ICP-MS) technique. 

Values overwritten with stars are significantly different from the control (P < 0.05). Data are 

expressed as mean ± SE (n=3) 

 

Figure 7: Effect of copper treatment on the inflammation profile of healthy and CF bronchial 

cells. 

Measurement of IL-1β (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-17A (E), IL-17F (F), IL-17E (G) and TNFα 

(H), released into the culture media (grey chart) and IL-10 (D), present in the protein extracts 

(black chart) of HBE after treatment with 100µM of Cu, during 24h. Cytokine levels were 

assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay in HBE and CFBE. 

Concentration are in pg/mg of protein extracts. Values overwritten with stars are significantly 
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different from the control (P < 0.05). Data are expressed as mean ± SE (n=6) 

 

Figure S-1: Determination of LDH and GDH activities in HBE, CFBE and CFBE-wt cells. 

(A) GDH activity was determined by monitored at 340 nm the decrease of NADH concentration 

during transamination of the α-ketoglutarate (oxoglutarate). (B) LDH activity was determined 

by monitoring the loss of NADH at 340 nm for 10 min. Data are expressed in % of the control 

as mean ± SE (n=6). 

 

Figure S-2: Effect of BCS treatment on IL-1β, IL-8, IL-17F and TNFα secretion by HBE cells. 

Measurements of IL-1β (A), IL-8 (B), TNFα (H) and IL-17F (D) released into the culture media 

(grey chart) of HBE after treatment with different concentration of BCS, a copper chelator, 

during 24h. Cytokines were assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked 

immunoassay. Data are expressed as mean ± SE (n=3). 

 

Figure S-3: Evaluation of BCS effect on HBE cells viability, copper content and ROS 

production. 

Determination of cell viability (A), copper content (B) and DCF fluorescence (C) in HBE cells 

after their treatment with 50µM of BCS for 24h. Data are expressed as mean ± SE (n=3)
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1.2 Discussion et perspective

Dans cette étude, nous avons cherché à déterminer le rôle de CFTR et du cuivre dans
l’inflammation et le stress oxydatif. Dans un premier temps, nous avons cherché le
rôle potentiel de la protéine CFTR dans la production de ROS (radical oxygen species),
afin de vérifier, si dans la mucoviscidose, le niveau de stress élevé observé chez les
patients est lié à un défaut de la protéine CFTR. Nous avons utilisé deux approches
différentes : l’inhibition par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de CFTR, le inh-172,
et l’expression de CFTR en utilisant la lignée CFBE-wt. Les résultats de ces expériences
montrent que le niveau élevé des ROS dans les cellules mucoviscidosiques n’est lié ni
à l’expression, ni à la fonction de CFTR, suggérant que d’autres sources indépendantes
de CFTR seraient impliquées dans le stress oxydatif associé aux cellules mucovisci-
dosiques. Parmi les sources possibles, on peut citer les défauts liés à l’activité des
enzymes antioxydants, à la fonction mitochondriale, et au réticulum endoplasmique
(RE). Afin de déterminer les sources responsables du stress oxydatif observé dans les
cellules malades, nous avons comparé l’activité de plusieurs enzymes antioxydantes,
les niveaux du stress mitochondrial et du RE, ainsi que le niveau inflammatoire entre
les cellules saines et celles mucoviscidosiques.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l’activité de plusieurs enzymes
antioxydantes. Comparées aux HBE, les cellules CFBE montrent une forte diminution
de l’activité Mn-SOD et Cu/Zn-SOD, une augmentation de l’activité catalase mais pas
de variation de l’activité du glutathion superoxydase (GPx). Ces résultats suggèrent
que la capacité antioxydante des cellules CF est très diminuée et qu’elle n’est pas en
mesure de lutter efficacement contre les ROS.

Dans un deuxième temps, nous avons déterminé la fonction mitochondriale dans
les trois types cellulaires utilisés (HBE, CFBE et CFBE-wt). De façon intéressante,
nous avons constaté la baisse de l’activité aconitase, ce qui indique la présence d’un
stress oxydatif mitochondrial. La diminution combinée de l’activité Cu/Zn-SOD et de
l’activité aconitase présente un grand intérêt : elle serait due à la diminution de l’un
de ses cofacteurs clé : le cuivre et/ou le zinc.

Dans les cellules CF, nous avons observé une diminution des concentrations cytoplas-
miques du cuivre qui serait responsable de la diminution de l’activité SOD. Par ailleurs,
nous avons étudié l’expression des protéines associées à la réponse UPR, comme
PERK, XBP1, IRE1 et ATF6. Ces protéines, indicatrices du stress du RE, montrent
une expression très élevée dans les cellules mucoviscidosiques, indiquant la présence
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d’un stress UPR dans les cellules CFBE. À l’inverse de l’activité mitochondriale et des
activités enzymatiques des protéines antioxydantes associées aux cellules CFBE, le
stress identifié dans le RE serait bien dépendant de la protéine CFTR car un retour à la
normale a été observé dans les cellules corrigées. Enfin, nous avons comparé le profil
inflammatoire de la lignée mucoviscidosique à la lignée saine. Pour cela nous avons
évalué la production et la sécrétion de plusieurs cytokines dont IL-1β, IL-8, IL-6, IL-10,
IL-17 (A, F, E) et TNFα. Globalement, la lignée mucoviscidosique présentait un profil
inflammatoire important, indépendant de CFTR, en comparaison à la lignée saine.

Comme indiqué précédemment, les métaux comme le cuivre sont capables d’induire
un stress en formant le radical hydroxyle par la réaction de fenton, et il participe aussi
à la régulation du stress en partenariat avec la Cu/Zn-SOD ou la GSH. Ainsi, nous
avons déterminé la concentration intracellulaire en cuivre, mais aussi celle en zinc et
en fer, ainsi que le rôle du cuivre dans l’inflammation dans les lignées HBE. Les trois
éléments étudiés étaient présents en quantité diminuée dans les cellules CFBE, état
qui n’est pas corrigé par l’apport de CFTR dans les lignées CFBE. Finalement, nous
avons montré que le cuivre était capable d’induire l’inflammation des cellules HBE en
augmentant spécifiquement la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8. Notre étude laisse supposer
que les cellules mucoviscidosiques possèdent un système antioxydant très diminué, une
production de ROS très élevée et une importante réponse inflammatoire en absence
de toute infection ou stimulation. Ces manifestations ne semblent pas dépendre
du CFTR. Cependant, la réponse UPR semble être associée à l’expression du CFTR
sauvage. L’élément capable de contrôler à la fois les paramètres en lien avec la balance
antioxydants/oxydants, l’activité mitochondriale et la réponse inflammatoire, serait le
cuivre. Si la concentration du cuivre est diminuée, comme observé dans les cellules
CFBE, il est plausible de penser que la capacité des enzymes antioxydantes baisse au
profit d’une augmentation d’un stress mitochondrial, conduisant ainsi à l’augmentation
du stress cellulaire et donc au déclenchement de l’inflammation associée aux cellules
mucoviscidosiques.
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2Effet de la correction
pharmacologique versus la
correction génétique sur le
profile inflammatoire des
cellules épithéliales
bronchiques homozygotes
pour la mutation delF508

2.1 Introduction

La mucoviscidose est une maladie génétique à transmission autosomique et malheu-
reusement létale. Le gène responsable de la maladie code pour la protéine CFTR
(cystic fibrosis transmembrane regulator). CFTR est une glycoprotéine transmembra-
naire exprimée au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales. La protéine
CFTR est un canal chlorure (Cl-) dont l’activité est dépendante de la phosphoryla-
tion par les protéines kinases A et C (PKA et PKC). En plus de son rôle canal Cl-,
CFTR régule aussi l’activité d’autres canaux importants dans le maintien de l’équilibre
ionique et hydrique nécessaire à la production d’un fin mucus pour la protection
des voies aériennes, du système digestif et du système reproducteur [56]. À ce jour,
plus de 2000 mutations ont été identifiées sur le gène CFTR et sont groupées en
six classes en fonction du défaut moléculaire associé à la protéine CFTR [64]. La
plus fréquente des mutations est la delF508 qui correspond à la délétion d’un résidu
phénylalanine à la position 508 de la protéine. Cette mutation a pour conséquence
le blocage et la dégradation de CFTR au niveau du réticulum endoplasmique par le
système ubiquitine/protéasome. Ce défaut serait lié à un mauvais repliement de la
protéine au cours de sa synthèse réticulaire. Cependant, la protéine CFTR-delF508
est partiellement fonctionnelle. Les expériences de correction de son adressage vers
la membrane plasmique par le biais des chaperonnes chimiques (DMSO, Glycérol et
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TMAO) ont montré qu’elles sont capables de restaurer la sécrétion des ions chlorures
au niveau de la membrane plasmique [64].

Les mutations du CFTR ont de multiples conséquences ; elles influent principalement
sur la qualité du mucus qui devient épais. Ceci entraîne, au niveau pulmonaire,
l’obstruction des voies respiratoires favorisant l’infection microbienne, l’inflammation
chronique et la destruction progressive du tissu pulmonaire. Ces processus seraient
les causes principales de la morbidité et de la mortalité associées à la mucoviscidose
[341]. Alors qu’initialement l’inflammation était considérée comme la conséquence de
l’infection, de nouvelles études indiques que ce serait l’inflammation qui précéderait
l’infection chez les patients mucoviscidosiques. Cela suggère que l’atténuation de
l’inflammation associée à cette pathologie constitue une piste thérapeutique majeure
[342]. Aujourd’hui, l’implication de la protéine CFTR dans sa fonction et son expres-
sion dans le processus inflammatoire associé à la mucoviscidose sont très discutées.
Cependant, il est clair que la cause d’origine de la mucoviscidose est l’absence de sé-
crétion des ions chlorures. Rétablir cette sécrétion pourrait corriger les manifestations
cliniques associées à cette maladie, y compris l’inflammation, et donc envisager des
espoirs de guérison.

Deux stratégies thérapeutiques ont été développées. La première est la thérapie
génique qui consiste à introduire le gène normal dans les cellules malades afin de
rétablir la sécrétion des ions Cl-. Les résultats cellulaires ont connu un franc succès.
Cependant, lors des essais effectués sur l’animal, les résultats ont été très mitigés.
La stratégie a rencontré d’énormes obstacles qui, aujourd’hui, retardent sa mise en
place pour l’homme. C’est aussi le cas pour plusieurs autres pathologies génétiques.
La deuxième stratégie est la pharmacothérapie. Elle consiste à utiliser des molécules
capables de restaurer l’adressage normale de la protéine mutée dans le cas de la
mutation delF508 (70 % des cas) et aussi de rétablir la fonction dans le cas de la
mutation G551D (5 % des cas), qui ne s’oppose pas à l’adressage et à l’insertion
de CFTR au niveau de la membrane plasmique, mais empêche l’ouverture du canal.
Récemment, un médicament, Ivacaftor, qui est un potentiateur, a été mis sur le marché
pour les patients mucoviscidosiques porteurs de la mutation G551D. Ainsi, dans le
cas de la mutation delF508, le travail continue, et la restauration de la sécrétion des
ions Cl- par le développement de molécules pharmacologiques est un enjeu majeur
pour corriger la mucoviscidose [67]. À ce jour, plusieurs molécules ont été testées
et même placées en phase clinique 1 et 2. Certaines molécules ont la capacité de
corriger l’adressage ; d’autres visent à corriger l’activité. Néanmoins, l’impact de ces
molécules pharmacologiques sur la réponse inflammatoire des cellules bronchiques
mucoviscidosiques n’a jamais été évalué. Dans ce travail, nous avons entrepris une
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étude in vitro descriptive pour comparer les effets de la correction génétique (thérapie
génique) à ceux obtenus par la correction pharmacologique ayant des effets sur
l’adressage, l’expression ou l’activité de la protéine CFTR-delF508. Les deux méthodes
ont été comparées pour leurs effets sur l’atténuation de l’inflammation associée à la
pathologie de la mucoviscidose.

Pour déterminer l’effet de la correction génétique, nous avons utilisé des cellules
épithéliales bronchiques CF sur-exprimant la protéine CFTR normale (CFBE-wt). À
ce jour aucune étude n’a établi le profil inflammatoire de ces cellules. Pour tester
l’effet de la correction pharmacologiques, nous avons sélectionné six molécules : le
Curcumin (activateur de CFTR qui a eu un grand écho dans les médias car il s’agit
d’un constituant du safran) [343], la genistein (puissant activateur de CFTR qui fait
partie de la classe des flavonoïdes naturels) [344], le 4-phenylbutyrate de sodium
(4-PBA) (appartenant à une classe spéciale d’agents pharmacologiques utilisés dans
la restauration des défauts de transport des ions Cl-) [345]. Pour ces trois premières
molécules, les études in vivo ont été plus ou moins abandonnées en raison de l’absence
de résultats tangibles et aussi du manque de reproductibilité in vitro [346, 347].

Les trois autres molécules donnent des résultats plus prometteurs. La c407 est un
correcteur développé par le laboratoire du Dr. A. Edelman. Cette molécule est actuel-
lement sous caractérisation in vitro et in vivo qui empêche la dégradation de la forme
CFTR-delF508 et augmente sa stabilité à la surface de la membrane cellulaire [348].
Le Miglustat, déjà utilisé pour traiter certaines maladies rares, a montré qu’il était
capable de restaurer l’activité de la protéine CFTR [226]. La dernière molécule est
le Lumacaftor (VX809), un médicament actuellement sur le marché en combinaison
avec l’Ivacaftor (VX770) [349].

Toutes ces molécules ont été développées pour corriger le défaut du CFTR. Cependant,
leurs effets correcteurs sur l’inflammation associée à la mucoviscidose restent à étudier.
Dans un premier temps, nous avons comparé, à la fois au niveau cellulaire et au niveau
sécrétoire, les profils inflammatoires des cellules épithéliales bronchiques humaines
normales (HBE) et mucoviscidosiques (CFBE), afin de déterminer si ce modèle cel-
lulaire présentait un profil inflammatoire classique comparable à celui décrit chez
les patients. Dans un deuxième temps nous avons comparé les profils inflammatoires
cellulaires et sécrétoires des cellules épithéliales bronchiques CF surexprimant la
protéine CFTR sauvage (CFBE-wt) aux cellules CFBE, afin de déterminer si l’apport de
CFTR normale fonctionnelle a un effet direct sur l’inflammation.
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Enfin, dans la dernière partie de ce projet, nous avons comparé les profils inflam-
matoires des cellules CFBE avant et après traitement par les différentes molécules
proposées pour corriger le CFTR. Nous avons comparé les résultats obtenus suite à
l’utilisation de ces différentes molécules dans les CFBE à ceux obtenus avec les cel-
lules corrigées par l’expression de la protéine CFTR, les CFBE-wt. Cette comparaison
nous a permis de conclure à l’efficacité partielle des deux stratégies correctrices dans
l’atténuation de l’inflammation associée à la mucoviscidose.
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Abstract 

Cystic fibrosis (CF) is the most common lethal autosomal recessive disease caused by mutations in 

the gene encoding the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR). The most 

common mutation of CFTR gene, a deletion of a phenylalanine at position-508 (F508del) causes 

retention of the functional CFTR-F508del protein in the endoplasmic reticulum. 

In CF, failure in the lung function is the most critical manifestation characterized by airway 

obstruction, infection and inflammation that ultimately lead to fatal tissue destruction. The 

disease-associated inflammatory process was proposed to be the consequence of bacterial 

infection. However, recent findings suggest that inflammation can precede infection in CF, 

comforting the active research towards agents that might attenuate the degree of inflammation. 

Beside gene therapy, multiple strategies including the use of CFTR-F508del correctors, 

potentiators and modulators have been tested. Nevertheless, the impact of these drugs has never 

been investigated on the degree of inflammation in CF bronchial epithelial cells. 

Here, we first compared, both at the cellular and secreted levels, the inflammatory profiles of 

human normal bronchial epithelial cells (HBE) to CF bronchial epithelial cells (CFBE). We have 

also compared CF bronchial epithelial cells overexpressing wild-type CFTR (CFBE-wt) to CFBE 

cells. Second, we compared the inflammatory status between CFBE-wt and CFBE cells upon 

their treatment with established and newly discovered molecules proposed to correct CFTR-

deltaF508 trafficking. Our results showed that only Miglustat molecule and gene correction 

strategy used to restore the plasma membrane Cl- secretion, partially corrected the level of 

inflammation. 

Altogether, our data suggest that defects in CFTR protein might contribute to the disease 

associated inflammation, but are not the unique cause of this phenomenon. Further studies are 

mandatory to better decipher the mechanism of CF-associated inflammation.
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Introduction 

Cystic Fibrosis (CF) is caused by mutations in CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator) that code for the CFTR protein 1, a transmembrane glycoprotein expressed at the apical 

membrane of epithelial cells. Without any alteration, CFTR functions as a chloride (Cl-) channel 

that transports Cl- ions outside the cell. This secretion contributes to the production of a fine 

mucus that protects the airway, the digestive and the reproductive systems 2 3. For now, more 

than 2000 mutations were identified. Depending on the type of associated molecular dysfunction 

on CFTR, these mutations have been divided into six different classes 4. The most characterized 

one is the class II mutation found in about 70% of CF patients 5. This mutation is called F508del 

and results in the degradation of about 99% of the CFTR protein. CFTR-delF508 never reaches 

the membrane, causing a defect in the transport of ions and water and an increase in the thickness 

of the produced mucus. This mucus will obstruct the respiratory tract and the glands, leading to 

signs and symptoms of CF. A wide range of clinical manifestations can be observed from one 

patient to another. This include the onset of early symptoms or the severity of disease progression. 

Nevertheless, a decline in the pulmonary function characterized by a progressive infection of the 

respiratory tract and a chronic inflammation are the main causes of mortality 6. In cystic fibrosis 

(CF), inflammation is detected early on in the airways, even before the onset of bacterial 

infection, suggesting that mechanisms other than infection are at the origin of the initial 

inflammatory process7. Inflammation is beneficial but can be dangerous and in some cases 

mortal. The assumption so far, is that a dysfunction of the CFTR protein is involved in a poor 

regulation of the inflammatory mechanisms8,9. Hence, CFTR correction was proposed as the 

key to the improvement of inflammation in CF patients. To this end, multiple studies were carried 

out to restore the activity of CFTR, either directly through genetic correction10–13, or indirectly 

through the use of molecules with potential corrections of the CFTR trafficking and activity 14–

18. These molecules include the Miglustat (Zavesca), an approved drug that corrects F508del-

CFTR activity19–21. Importantly, this molecule was shown to exhibit an anti-inflammatory 

effect, independently of CFTR correction in bronchial cells. Also, this molecule was capable of 

inhibiting the pro-inflammatory signaling upon P. aeruginosa infection22. Except for this study, 

no other studies have been conducted to determine the effect of CFTR correction on the regulation 

of CF-associated inflammation. Since the discovery of CFTR, important 
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progresses were achieved in the medical care. Nevertheless, life expectancy is still about fifty 

years for CF patients. To date, two basic therapeutic approaches are proposed. The first one 

targets microbial infection and the second one targets the origins of the disease. Therapies 

targeting the root that causes the disease are most desirable, though they are challenging to 

develop. 

In this study we have selected six molecules to be tested. Curcumin, as an activator of CFTR. 

This molecule had a great rebound in the media, because it is a constituent of turmeric, that is 

consumed in large quantities worldwide and because it is cheap 23. Genistein, a potent activator 

of the CFTR channel, also part of the class of natural flavonoids and a powerful inhibitor of the 

tyrosine kinase activity of EGF receptor, was also proposed 24. Sodium 4-phenylbutyrate (4- 

PBA), is a special class of pharmacological agents used in the restoration of chloride transport 

defects 25. These three molecules were more or less abandoned, because of the absence of 

concluding results in vivo, or because of the lack of reproducibility in vitro 26–28. The fourth 

one is a corrector developed by Dr. A. Edelman, the C407 molecule. This molecule is currently 

under in vitro and in vivo characterization 29. The C407 is known to prevent the degradation of 

CFTR-F508del form and to increase its stability at the surface of the cell membrane. The 

Miglustat, used to treat rare diseases can restore the activity of the CFTR protein 20. This 

molecule is actually in Phase 2 clinical trial for CF patients. The last one is the Lumacaftor 

(VX809), a drug currently on the market 30. All these molecules were developed to correct 

CFTR, but there is no study on their effect on CF associated inflammation. 

Because defective CFTR protein is the cause of the disease, the correction of its activity seems 

to be the unique loophole. This can either be achieved by the restoration of the chloride secretion 

activity, using pharmacological molecules or by gene therapy. 

It is also believed that treatments that combine both pharmaceutical options and gene therapy 

could be successful for CF treatment. Yet, none of such studies have been conducted to test their 

combined effects on the inflammation aspects, which are responsible of the death of most 

patients. 

Here we conducted an in vitro study in which effects of established molecules to treat CF as well 

as gene therapy taught to correct the disease were compared for their effects on the inflammatory 

status of the CF disease.
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Experimental Procedures 

Cell Culture 

Cell lines 16HBE14o- (HBE) 31, CFBE41o- (CFBE) equivalent of HBE cells homozygote for 

CFTR F508del mutation, CFBE over-expressing F508del (CFBEΔF) or over expressing wild- 

type CFTR (CFBE-wt) and BHK-21 overexpressing wild-type CFTR (BHK-wt) were used in 

this study. 

HBE and CFBE cells were cultured at 37°C in a 5% CO2/air atmosphere in normal MEM 

(Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich). CFBE-wt and CFBE-ΔF were cultured in normal 

MEM supplemented with 2µM of puromycin. BHK-wt cells were cultured with high glucose 

DMEM F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich). All media were 

supplemented with 10% fetal Bovine serum (Biowest, France) and 5µM plasmocin to avoid 

mycoplasma infection. 

For CFTR correction, cells were treated for 24h with 10µM of Sodium phenylbutyrate (4-PBA), 

VX809 (Lumacaftor), curcumin, miglustat, genistein or C407 (alexander et al). 

Cells lysates 

All supernatants were kept for ELISA test. 

Cells were washed twice with ice-cold phosphate buffer saline (PBS, Sigma Aldrich) and lysed at 

4°C for 20 min in PBS containing 1% Tween added with protease inhibitors (10mM PMSF, 1µM 

leupetin/pepstatin A and 1mg/ml of iodoacetamide). Protein concentrations were measured using 

the Micro BCA protein assay kit (Thermo scientific). 

Electrophoresis and immunobloting 

All protein samples were in 1X final concentration of Laemelli Sample Buffer (LSB 5X: 60mM 

Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% Glycerol, 5% β-Mercaptoethanol, 0.01% Bromophenol Blue), 

Subjected to a SDS-PAGE (6% migration gel), transferred onto nitrocellulose membranes (Bio- 

Rad) and probed with corresponding primary antibodies. The membranes were then probed with 

a secondary antibody coupled to HRP (Covalab) and the reaction was revealed using ECL (Bio-

Rad) in Fusion FX7 (Vilbert Lourmat). 

Iodide efflux measurement 

Cells were washed twice with ice-cold PBS and incubated 1h with load buffer (136mM NaI, 

3mM KNO3, 2mM Ca (NO3)2, 20mM HEPES and 11mM glucose at pH 7.4). Cells were then 

washed multiple times and incubated for 8 min with efflux buffer (136mM NaNO3, 3mM KNO3, 

2mM Ca(NO3)2, 20mM HEPES and 11mM glucose at pH7.4). Every minute during those 8 min 

withdraw some supernatant. At the 4 min, activation buffer was added (136mM NaNO3, 3mM 

KNO3, 2mM Ca(NO3)2, 20mM HEPES, 11mM glucose, 20µM Forskoline and 200µM IBMX at 
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pH7.4). The concentration of I- ions was measured with an iodide electrode.  

ELISA test 

The inflammatory cytokines; IL1β, IL8, IL6, TNFα, IL17A/F/E and IL10, were assessed. ELISA 

test were performed following the PeproTech protocol (Ref 900-K18, 900-K16, 900- K21, 900-

K25, 900-K277, 900-K234, 900-K95 and 900-K84). 

Statistical analysis 

Differences between mean values were compared by Student's unpaired two-tailed t-tests using 

SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA). Data are expressed as mean ± S.E.M, 

unless otherwise indicated. Significance was set at a two-tailed P value of 0.05. 
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  Results 

CFTR expression in CFBE cells was too low to validate the use of these cells in the study that 

aimed at correcting CFTR function (Figure 1A). Hence, we used HBE, a cell line that is 

extensively used as a model for cystic fibrosis 32–34, CFBE-WT and CFBE overexpressing delta 

F508 mutation for the rest of the study. BHK cells were only used to compare basal levels of 

CFTR protein in normal and CFBE cells (Figure 1A). Compared to CFBE, CFBE- WT exhibited 

significant increase in the Iodine efflux comforting the use of these cells as positive controls 

(Figure 1B). Figure 1C reports the effects of the treatment of CFBE-delta with different 

correctors. There was an increase of the stable CFTR protein comforting the investigation of 

their potential effects on the inflammatory status. 

CFBE cells are inflamed and are unable to secrete certain cytokines 

Even if several studies have shown that cystic fibrosis patients present an abnormal 

inflammatory profile in the absence of any infection 7,35, no complete comparative profiles of 

the inflammatory status was performed between HBE and CFBE cell lines. 

First, we compared intracellular inflammatory profiles of HBE and CFBE cells. There was an 

increase in the production of IL6, IL8, IL1β, IL17A and IL17E and a decrease in TNFα and in 

the anti-inflammatory cytokine IL10 in CFBE cells compared to HBE cells (Figure 2). These 

data confirm the increased inflammation observed in CF patients, in the absence of any infection 

7. 

Second, we compared the levels of secreted cytokines in the conditioned media in HBE and 

CFBE cells. There was an increase in IL17A, and IL6 secretion substantiating their increased 

production in CFBE cells. While, TNFα and Ilβ production was increased in CFBE cells, there 

was no changes in their secretion in CFBE compared to HBE cells. In contrast, IL8 secretion 

was even decreased, while it was overexpressed by CFBE cells (Figure 3). Neither in HBE nor 

in CFBE we did detect IL10 in the conditioned media. 

Does wt-CFTR overexpression in CFBE cells corrects their inflammatory profiles?  

Because we hypothesized that the CF-associated genetic defect might contribute to the early 

inflammatory process observed in this disease, we compared the inflammatory profiles of 

CFBE and CFBE-wt cells that have been corrected for the CFTR chloride channel’s activity, 

allowing the recovery of the normal apical secretion of the Cl- ions. 

When comparing CFBE and CFBE-wt intracellular inflammatory profiles, we observed a 

correction only for two pro-inflammatory cytokines TNFα and IL1β. A minor correction for IL6 

was observed in CFBE-wt. Nevertheless, IL6 levels upon correction did not reach the levels 

measured in HBE cells. This was also the case for IL10 which production even exceeded the 
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one observed in HBE cells. No change was observed for IL17A. 

IL17E and IL8 were even more produced in CFBE-wt compared to CFBE cells (Figure 4). When 

comparing the secreted cytokines between CFBE and CFBE-wt, we did not observe any 

correction for the cytokines measured. IL8 secretion was not restored; even if its production was 

increased in CFBE-wt. IL6 secreted levels were even decreased in CFBE-wt compared to CFBE 

and HBE. (Figure 5). 

Overall these results demonstrate that the genetic expression of wild type CFTR partially 

corrected the levels of inflammatory cytokines. Only TNFα and IL1β production were 

significantly corrected. 

Correctors and inflammatory responses 

Because cell therapy using normal CFTR gene did not show significant ameliorations of the 

inflammatory profile of CFBE cells, we investigated the direct effects of molecules known to 

activate and/or correct the CFTR function. These included the CFTR activator, the Curcumin 23; 

the correctors VX809 30, a molecule currently used in CF patients; the Miglustat 20, a molecule 

currently on clinical trial; the C407, a molecule provided by Edelmann’s team. The C407 is 

currently under characterization and was shown to be more efficient in in vivo systems 29. Also, 

we used two molecules that were reported to have direct and significant effects on CFTR in vitro 

but were abandoned because of the lack of any effect in vivo (4-PBA and Genistein) 24,25. 

Figure 6 reports comparisons of the effects of all molecules on different cytokines. The VX809 

was the only molecule that did not have much effects on CFBE cells, either at the production or 

secretory level.  

In the media VX809 increased IL17E, IL17F, TNFα and IL1β secretion and decreased IL6 and 

IL17A when compared to CFBE cells and increased IL8 secretion, but not sufficiently to correct 

its levels (Figure 6B). 

The intracellular inflammatory profile was also affected upon VX809 treatment. There was a 

decrease in IL8, IL17A and IL17F, an increase in TNFα, IL10 and IL6 and no effect was 

observed on IL17E and IL1β. (Figure 6A). 

Genistein and Curcumin had little effects on the inflammatory status. At the production level, 

Genistein had no effect on IL17E. Decreased IL17A and IL8 and increased IL10, IL6, IL1β and 

TNFα were observed. (Figure 6A). No correction of the inflammatory profile was observed at 

the intracellular level. At the secretory level, Genistein corrected IL6 and IL17A. It increased 

IL8, IL17E, IL17F, TNFα and IL1β secretion (Figure 6B). 

For Curcumin only IL8 production was corrected. No effect was observed on IL1, IL17F and 

IL17E. There was a significant increase in IL6, IL10 and TNFα production and a decrease in 
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IL17A (Figure 6A). At the secretory level, no correction was observed. 

Curcumin induced an increase in IL8, IL6, TNFα, IL1β, IL17E and IL17F levels, and 

decreased IL17A secretion (Figure 6B). 

4-PBA and C407 had more inflammatory correction effects. 4-PBA corrected IL8 and IL17A 

production had no effect on IL17F, IL17E and IL1 and increased IL6, IL10 and TNFα (Figure 

6A). There was no correction on the secreted cytokines. 4-PBA increased IL17F, TNFα, IL1β 

and IL8 secretion, and decreased IL6 and IL17A but not sufficiently to meet their normal levels 

(Figure 6B). 

C407 corrected IL8 and IL17E secretion, but did not have any effect on IL17A. It increased 

IL17F, TNFαand IL1β secretion and decreased IL6 (Figure 6B). There was no correction of 

C407 at the production level. No effect was observed on IL17A, IL17E and TNF$\alpha$ levels. 

C407 excessively increased IL1β and IL10 production, and decreased IL6 and IL8, but not 

sufficiently to be meet their normal levels (Figure 6A). 

The unique CFTR corrector that exhibited the best inflammatory correction at the production and 

secretory levels was Miglustat. Both TNFα and IL17A secretion were corrected upon Miglustat 

treatment. Increased levels of IL1β and IL17F were observed along with a reduction in IL6 and 

IL17F (Figure 6B). For the intracellular inflammatory profile, Miglustat corrected IL6, IL8 and 

IL17A production, had no effect on IL17E, decreased IL1 and increased TNFα and IL17F. 

However, these effects were not sufficient to correct the full profile. 

Miglustat also induced an increase of IL10 production. Its levels were still higher compared to 

the levels observed in HBE cells, but were less high compared to the other correctors (Figure 

6A). 

Overall our results demonstrate that both strategies used to correct CFTR expression and or its 

activation did not achieve full correction of the CF-associated inflammatory profiles. 

Nevertheless, some correctors did show significant changes in the levels of specific 

cytokines. 
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Discussion 

In this study we first demonstrated that CFBE cells exhibited higher inflammatory status 

compared to HBE cells. This finding was in line with previous reports considering CF patients 

36,37. CFBE cells produced more IL6, IL8, IL17A, IL17E and IL 1β. This elevated production 

was in mirror with the reduction in the production of the anti-inflammatory cytokine, IL10 and 

in the key regulator of the inflammatory responses, the TNFα. While IL6 and IL17A production 

was correlated to their secretion, this was not the case for IL8, as its secretion was even decreased 

compared to its production. These results suggest that the regulated cytokines do not exhibit the 

same processing in CFBE cells and that CFTR protein’s activity might influence IL8 secretion. 

The same result was previously reported for this cytokine, substantiating the potential direct 

involvement of CFTR protein in IL8 secretion 38. 

Experiments using CFBE-wt cells did not allow significant conclusions in regards to the 

corrections of the inflammatory status upon the correction of the CFTR channel’s activity. Except 

the correction of TNFα and IL1β, and the diminution of IL6 secretion, the other cytokines were 

not changed. Hence, even if TNFα was fully corrected, there were still important deregulations in 

the inflammatory status in these cells. The partial correction of the level of inflammation in the 

CFTR corrected activity condition, suggests that the genetic correction of CFTR is not sufficient 

to abolish the deregulations in the inflammatory status. These findings suggest that CFTR protein 

is not the only parameter that regulates CF inflammatory-associated mechanisms. 

As for gene correction, treatments with pharmaceutical correctors did not show better results. 

The most surprising was the result with the lumacaftor (VX809), a drug developed for patients 

with homozygous F508del mutation and currently on the market18. This molecule did not exhibit 

any correcting effect; worse, it increased the production of multiple inflammatory cytokines. 

Genistein, 4-PBA, Curcumin and C407 showed differential results, with corrections observed 

either at the secretary or production levels. Because of the large hoarding on the use of the 

activator, curcumin, we were expecting significant effects of this molecule on the decrease of the 

pro-inflammatory cytokines. Previous studies have reported a correction of the defect in the CFTR 

F508del protein, both in in vitro and in mice23,28. Unfortunately, the study in phase 1 in cystic 

fibrosis patients did not show any corrected effect on the CFTR-F508del protein 16,39,40. In 

addition, scientists from other laboratories have not been unable to find the beneficial effects of 

curcumin in mice 28. In our study curcumin corrected only IL8 production. Genistein, a powerful 

inhibitor of the tyrosine kinase activity associated to the EGF receptor and a potent activator of 

the CFTR channel, was reported to stimulate Cl- secretion in endometrial epithelial cells, and to 
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activate CFTR in human airway epithelial cell lines41,42. In our study Genistein only corrected 

IL6 secretion 

Sodium 4-phenylbutyrate (4-PBA), a special class of pharmacological agents used in the 

restoration of chloride transport defects, was shown to increase the number of CFTR F508del 

channels that reached the cell membrane. Its mode of action is still unknown. While this molecule 

is already used in human therapy for the treatment of diseases that are related to the urea cycle 

disturbance43, its usefulness in the treatment of cystic fibrosis remains unproven 25,26. In our 

study it 4-PBA corrected IL8 and IL17A production. 

A corrector provided by Dr A. Edelman, the C407 molecule that was reported to prevent the 

degradation of CFTR-F508del form by the proteasome and to increase its stability at the surface of 

the membrane; in our system this molecule corrected both IL8 and IL17E secretion. 

Of all the correctors used, the most effective one is the miglustat, a molecule which Phase 2 

clinical trial in CF patients ended in May 2017. The potential of this molecule to treat CF disease 

was discovered in 2006 through the work of Frédéric Becq’s team. They demonstrated that this 

molecule could restore the activity of the CFTR protein 21. Thanks to its use to treat other human 

rare diseases, such as Gaucher disease44, its safety and tolerance were already assessed and 

clinical trials have been rapidly launched. In a study published in 2009, it was reported that daily 

treatment of human lung cells carrying homozygous F508del mutation by a low concentration of 

miglustat allowed a progressive correction of the protein’s activity and reversed the phenotype 

20. Researchers have indeed cultured sick human lung cells in the presence of miglustat for two 

months. The correction started after 3-4 days of treatment but overturned when the treatment 

stopped. In our study miglustat was the only molecule that corrected the secretion of 

TNF$\alpha$ and IL17A and the production of IL6, IL8 and IL17A. Miglustat also induced a 

decrease in the inflammatory levels of other cytokines. Hence, miglustat seems to be the best 

inflammatory corrector compared to other molecules (Figure 7). 

Overall our results demonstrate that miglustat and the genetic correction of CFTR are good 

regulators of the increased inflammation observed in CF patients. Nevertheless, these treatments 

only reduced, but not fully corrected the inflammatory status. These results strongly suggest that 

beside CFTR protein, other protagonists might be involved in the regulation of CF- associated 

inflammatory mechanisms. 
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Figure legends 

 

 

Figure 1 : CFTR expression and function in normal (HBE) and cystic fibrosis (CFBE) 

human bronchial epithelial cells. 

(A) HBE, CFBE and CFBE stably expressing wild-type (CFBE-wt) or deltaF508-CFTR were 

used in immunoblot assays to determine the expression level of cftr protein. Black arrow fully 

glycosylated mature CFTR (band c), Grey arrow core-glycosylated CFTR (band b), White 

arrow non glycosylated CFTR (band a). (B) The iodide efflux was used as a functional assay to 

determine the activity of CFTR chloride channel for the time indicated. (C) Immunoblot assay 

was used to evaluate the correcting effect of correctors, CFBE-ΔF were treated 24h with 10µM 

with the following correctors. Black arrow fully glycosylated mature CFTR (band c), Grey 

arrow core-glycosylated CFTR (band b), White arrow non glycosylated CFTR (band a). 

 

Figure 2 : Evaluation of the intracellular inflammatory profile of HBE and CFBE cells. 

The inflammatory profile was determined using ELISA assay for the indicated cytokines and 

chemokine. Protein extracts from cultured cells were used for the ELISA test. The results are 

reported relative to the mg of protein (n=8). Values with an asterisk are significantly different 

from their corresponding controls (P < 0.05). 

 

Figure 3: Evaluation of the secreted inflammatory profile of HBE and CFBE cells. 

The inflammatory profile was determined using ELISA assay for the indicated cytokines and 

chemokine. Medium from cultured cells were used for the ELISA test. The results are reported 

relative to the mg of protein (n=8). Values with an asterisk are significantly different from their 

corresponding controls (P < 0.05). 

 

Figure 4: Evaluation of the intracellular inflammatory profile of HBE, CFBE and CFBE-

wt cells. 

The inflammatory profile was determined using ELISA assay for the indicated cytokines and 

chemokine. Protein extracts from cultured cells were used for the ELISA test. The results are 

reported relative to the mg of protein (n=8). Values with an asterisk are significantly different 

from their corresponding controls (P < 0.05). 
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Figure 5: Evaluation of the secreted inflammatory profile of HBE, CFBE and CFBE-wt 

cells. 

The inflammatory profile was determined using ELISA assays for the indicated cytokines and 

chemokine. Medium from cultured cells were used for the ELISA test. The results are reported 

relative to the mg of protein (n=8). Values with an asterisk are significantly different from their 

corresponding controls (P < 0.05). 

 

Figure 6: Effect of different correctors on the inflammatory response of CFBE cells. 

Following 24h treatment of CFBE cells with the indicated correctors. The inflammatory profiles 

were determined using ELISA assays for the indicated cytokines and chemokine. Medium and 

protein extracts from cultured cells were used for the ELISA test. The results are reported 

relative to the mg of protein (n=8). Values with an asterisk are significantly different from their 

corresponding controls (P < 0.05). 

 

Figure 7: Positives effects of the used strategies. 

Illustrates a table that summarizes the positive effects of all used strategies to correct 

intracellular or secreted inflammatory cytokines in CFBE cells. Checked boxes indicate 

positive corrections of a given cytokines either in extracellular media or in the intracellular 

compartment 
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2.2 Discussion et perspective

Ici, nous avons mené une étude in vitro dans laquelle nous avons comparé les effets
de la correction génétique et de la correction pharmacologique sur l’atténuation de
l’inflammation intrinsèque des cellules CFBE. Nous avons dans un premier temps
démontré que les cellules CFBE présentaient un état inflammatoire plus prononcé que
celui des cellules HBE. Ces résultats sont comparables aux observations concernant
les patients atteints de mucoviscidose [350, 351]. Les cellules CFBE produisent plus
d’IL6, IL8, IL17A, IL17E et IL 1β. Cette production élevée est probablement à mettre
en relation avec la réduction de la production de la cytokine anti-inflammatoire, IL10,
et avec celle du régulateur clé des réponses inflammatoires, le TNFα. Alors que la
production d’IL6 et celle d’IL17A sont corrélées à leur sécrétion, cela n’est pas le cas
pour l’IL8, dont la sécrétion est diminuée par rapport à son niveau de production. Ces
résultats suggèrent que la régulation de ces cytokines est différente dans les cellules
CFBE par rapport aux cellules HBE. Cette différence est probablement associée au
défaut de l’activité de la protéine CFTR. Ce défaut d’activité semble directement
influencer la sécrétion de l’IL8. Les mêmes résultats ont été obtenus sur des cellules
en culture primaire, confirmant le rôle direct de la protéine CFTR dans la régulation
de la sécrétion de l’IL8 [352].

Les résultats des profils inflammatoires des cellules CFBE-wt, montrent que la correc-
tion des CFBE avec la protéine CFTR normale ne nous permet pas de corriger dans
son ensemble le profil inflammatoire des cellules CFBE. À l’exception de la correction
du TNFα et de l’IL-1β, et la diminution de la sécrétion d’IL-6, les autres cytokines
n’ont pas été modifiées. En conclusion, même si le TNFα est corrigé, il y a encore
des dérégulations importantes dans l’état inflammatoire de ces cellules. La correction
partielle du niveau d’inflammation, après introduction du CFTR, semble indiquer que
la correction génétique de CFTR n’est pas suffisante pour corriger les dérégulations
dans l’état inflammatoire. Ces résultats suggèrent que la protéine CFTR n’est pas le
seul paramètre impliqué dans la régulation des mécanismes associés à l’inflammation
de la mucoviscidose.

Avec la stratégie de la pharmacothérapie, les réactions du profil inflammatoire sont
un peu surprenantes, particulièrement avec le lumacaftor (VX809), médicament dé-
veloppé à l’intention des patients porteurs homozygotes pour la mutation delF508.
Non seulement les résultats obtenus ne montrent aucun effet, mais, au contraire, le
VX809 a même augmenté la production de plusieurs cytokines d’inflammation, aggra-
vant ainsi l’état inflammatoire des cellules. Les résultats obtenus avec le génistéine,
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le 4-ABP, le curcumin et la molécule c407 sont hétérogènes, avec des corrections
observées soit au niveau de la sécrétion, soit au niveau de la production. Des études
antérieures utilisant à la fois des lignées cellulaires et des souris CF avaient montré
que le curcumin corrigeait significativement les défauts de la protéine CFTR delF508.
Cette molécule n’avait cependant aucun effet significatif sur la correction du profil
inflammatoire des cellules CF [343]. Cependant, on peut noter que, dans notre étude,
le curcumin corrige la production d’IL-8 sans effet sur la sécrétion. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que, chez les patients mucoviscidosiques, le traitement par le
curcumin en phase 1 n’a pas été concluant avec l’absence d’effet correcteur sur la
protéine CFTR-delF508 [70, 353].

Avec la génistéine, un puissant inhibiteur de l’activité tyrosine kinase du récepteur
de l’EGF (Epidermal Growth Factor) et un puissant activateur du canal CFTR, seule la
sécrétion d’IL-6 a été corrigée. Le 4-phénylbutyrate de sodium (4-PBA), déjà utilisé
pour le traitement de maladies liées à la perturbation du cycle de l’urée [345], n’ a
corrigé que la production d’IL-8 et celle de l’IL-17A. À l’inverse du 4-PBA, le correcteur
c407 a corrigé la sécrétion d’IL-8 et d’IL-17E.

De tous les correcteurs utilisés, le plus efficace serait le miglustat, une molécule dont
l’essai clinique de phase 2 chez les patients CF a pris fin en mai 2017 et dont les
résultats sont toujours en cours d’analyse. Le potentiel de cette molécule pour traiter
la mucoviscidose a été découvert en 2006 par l’équipe du Dr. Frédéric Becq qui a
démontré que le miglustat pouvait restaurer l’activité de la protéine CFTR. Grâce
à son utilisation dans d’autres maladies humaines rares, telles que la maladie de
Gaucher, son innocuité et sa tolérance ont déjà été évaluées et des essais cliniques
ont rapidement été lancés. Dans une étude publiée en 2009, il a été rapporté qu’un
traitement quotidien des cellules pulmonaires humaines porteuses d’une mutation ho-
mozygote delF508 par une faible concentration de miglustat permettait une correction
progressive de l’activité de la protéine CFTR. Dans cette étude des cellules pulmonaires
humaines malades ont été cultivées en présence de miglustat pendant deux mois.
La correction a commencé après 3-4 jours de traitement, et s’est arrêtée lorsque le
traitement a cessé [354]. Dans notre étude, le miglustat est la seule molécule qui a
corrigé à la fois la sécrétion de TNFα et IL-17A et la production d’IL-6, IL-8 et IL-17A.
Le miglustat a également induit une diminution des niveaux inflammatoires d’autres
cytokines. Ainsi, le miglustat semble être le meilleur correcteur inflammatoire par
rapport aux autres molécules et présente un résultat semblable à celui que nous avons
obtenu dans les cellules CFBE-wt.
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Dans l’ensemble, nos résultats démontrent que la correction pharmacologique et
la correction génétique de l’activité du canal CFTR ne présentent pas les mêmes
effets sur les cytokines de l’inflammation des bronches mucoviscidosiques qui ont été
testées. Ces résultats suggèrent que la protéine CFTR est partiellement à l’origine de
l’inflammation associée à la mucoviscidose et que d’autres protagonistes sont impliqués
dans la régulation des mécanismes inflammatoires lié à cette maladie. C’est l’hypothèse
des « gènes modificateurs ». Notre étude montre que les stratégies de correction du
défaut de sécrétion des ions chlorures pourront rétablir la qualité du mucus nécessaire
pour une meilleure clairance mucociliaire et, par voie de conséquence la diminution
de l’infection bactérienne. Cependant, l’inflammation intrinsèque propre aux cellules
bronchiques reste à explorer.
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3L’expression de la protéine
cellulaire (PrPc) et son
importance fonctionnelle dans
l’épithélium bronchique : rôle
dans la protection de la
barrière jonctionnelle contre le
stress oxydatif.

3.1 Introduction

La protéine prion cellulaire (PrPc) est une sialoglycoprotéine à ancre GPI dont le
mauvais repliement donne la forme Scrapie PrPSc qui est à l’origine des EST (Encé-
phalopathie spongiforme) comme le Creutzfeldt-Jakob, le Kuru ou le syndrome de
Grestmann-Sträussler-Schneiker chez l’homme, ou la tremblante chez les moutons
et les chèvres. Les EST résultent de la conversion de la PrPc en PrPsc conduisant
à son accumulation dans les cellules neuronales et entraînant par la suite la mort
cellulaire. La protéine prion est constituée de cinq répétitions de huit acides aminés
(qui lient avec une grande affinité le cuivre (Cu)) et de trois hélices α séparées par
deux feuillets β antiparallèles. PrPc possède aussi deux sites de N-glycosilation dont la
glycosylation peut donner trois formes distinctes : non glycosylée, mono-glycosylée et
bi-glycosylée [274, 355]. L’expression de PrPc commence dès l’embryogenèse. Chez
l’adulte, une forte expression a été détectée dans le cerveau, la moelle épinière et
les neurones ainsi que dans les cellules gliales, les cellules des tissus périphériques
(intestin, muscles, placenta, . . . ) et le sang [356]. De très nombreuses études ont
porté sur la caractérisation de la forme pathologique du prion PrPsc principalement au
niveau neuronal. Cependant la fonction physiologique de la forme cellulaire (PrPc)
reste à caractériser, en particulier dans les tissus extra neuronaux [274]. Néanmoins,
il a été montré que les cellules déficientes en PrPc sont beaucoup moins viables et plus
sensibles aux dommages oxydatifs que les cellules qui en sont pourvues. De plus, la
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réintroduction de PrPc dans les cellules qui en sont privées augmente leur activité
SOD et leur confère une protection contre l’apoptose [326]. PrPc présente aussi une
fonction enzymatique dépendante de sa capacité à lier le cuivre (Cu). Ces données
suggèrent que la protéine PrPc pourrait participer au contrôle du stress oxydatif par
une augmentation de l’incorporation du métal Cu dans l’enzyme Cu/Zn-SOD, ou en
agissant elle-même comme une protéine de type SOD.

Ces observations ont été étendues au tissu extraneuronal. En effet, l’absence ou la
surexpression de PrPc dans les cellules placentaires perturbe l’homéostasie du Cu
et du stress oxydatif, suggérant que PrPc a probablement un rôle de protection des
cellules contre les effets toxiques du cuivre [333]. En plus de ces observations, il a été
montré que la PrPc était capable d’interagir avec plusieurs protéines impliquées dans
l’adhésion cellulaire et de jouer un rôle dans leur régulation. Ces données confortent
l’importance de PrPc dans l’adhésion cellulaire et dans le maintien des complexes
jonctionnels [357]. À côté des tissus intestinaux et placentaires, d’autres tissus tels
que les poumons forment une barrière physiologique fonctionnelle. Dans l’épithélium
respiratoire, un tissu qui fonctionnerait comme une barrière contre les pathogènes et
les particules exogènes, l’expression et le rôle de la protéine PrPc est encore inconnu.

Dans l’étude qui suit nous avons analysé l’expression de PrPc dans les cellules épithé-
liales bronchiques humaines (HBE). Ces cellules jouent un rôle clé dans la défense
contre les agents pathogènes et les particules inhalées. Par ailleurs, ces cellules as-
surent une fonction majeure de clairance muco-ciliaire et confèrent une adhésion
cellulaire très forte, caractéristique clé de l’épithélium pulmonaire. Dans la première
partie de cette étude, nous avons caractérisé l’expression de PrPc et sa localisation
dans les cellules bronchiques HBE et alvéolaires, les A549. Son expression au niveau
protéique et au niveau ARN messager a été étudiée. Nous avons également établi
son profil de digestion par la protéinase K et déterminé son niveau de glycosylation.
Dans la deuxième partie, nous nous sommes intéressés au lien de la PrPc avec le métal
cuivre dans le contexte de la cellule pulmonaire. Nous avons ainsi analysé les effets
dose-dépendants du Cu sur l’expression de PrPc dans les lignées cellulaires HBE et
A549. Afin de mieux comprendre l’effet du cuivre sur l’expression du PrPc dans un
système in vivo, nous avons évalué l’effet d’un traitement Cu sur l’expression du PrPc

dans le tissu épithélial bronchique de souris abreuvées durant 10 jours avec de l’eau
contenant du cuivre. Comme l’homéostasie du cuivre est finement régulée et que
toute perturbation de sa concentration physiologique entraîne une augmentation du
stress oxydatif intracellulaire, nous avons testé le rôle de PrPc dans la protection de la
cytotoxicité induite par le Cu. Pour cela nous avons mesuré la viabilité des cellules
HBE à la suite d’un traitement Cu. Ensuite, nous avons mesuré la production de ROS
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et la concentration en Cu intracellulaire après traitement au Cu en l’absence ou en
présence de PrPc. Enfin, nous avons déterminé la localisation cellulaire de PrPc dans
les cellules et tissus humains, identifié ses partenaires, et déterminé l’impact de son
invalidation sur l’intégrité des jonctions cellulaires. En conclusion, ces résultats ont
démontré pour la première fois l’implication de la protéine PrPc dans la formation et
la stabilité des jonctions des cellules épithéliales bronchiques.
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Abstract  

Aim: The protection of the respiratory epithelium against inhaled pollutants and 

microorganisms relies primarily on the bronchial epithelium that acts as a defensive barrier. 

The latter is often compromised in inflammatory airway diseases that are characterized by 

excessive oxidative stress responses that lead to bronchial epithelial shedding, barrier failure, 

and increased bronchial epithelium permeability. Among proteins that have been reported to be 

expressed in the junctional barrier and participate in the regulation of the response to oxidative 

and environmental stresses is the cellular prion protein (PrPC). However, the role of PrPC is still 

unknown in the bronchial epithelium. Herein, we investigated the cellular mechanisms by 

which PrPC protein participates into junctional complexes formation, regulation, and oxidative 

protection in human bronchial epithelium.  

Results: Both PrPC mRNA and mature protein were expressed in human epithelial bronchial 

cells. PrPC was localized in the apical domain and became lateral, at high levels of cell 

polarization, where it co-localized and interacted with adherens (E-cadherin/-catenin) and 

desmosomal (desmoglein/desmoplakin) junctional proteins. No interaction was detected with 

tight junction proteins. Disruption of such interaction induced the loss of the epithelial barrier. 

Moreover, we demonstrated that PrPC protection against oxidative stress was involved in 

multiple processes, including the stability of adherens and desmosomal junctional proteins.  

Innovation: PrPC is a pivotal protein in the protection against oxidative stress-associated 

degradation of adherens and desmosomal junctional proteins. 

Conclusion: Altogether these results demonstrate that the loss of the epithelial barrier integrity 

by oxidative stress is minimized by the activation of PrPC expression which deregulation might 

be associated to respiratory diseases. 
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Introduction 

The bronchial epithelium forms a critical barrier that is continually exposed to a variety of 

environmental agents such as pollutants, allergens, particles and microorganisms that are 

capable of causing tissue injury. These injuries are normally countered by the establishment of 

an effective line of defense and repair mechanisms (44, 56).  

The periciliary surface fluid and mucus forms the first line of defense of the airways, including 

the production of abundant mediators and innate airway immune responses (25). The second 

line is physical and consists of three main types of intercellular junctional complexes 

responsible for the sealing of the epithelium: tight junctions, adherens junctions and 

desmosomes (25, 34, 28, 22).  

The disruption of the intercellular junction of bronchial epithelium is associated with an 

increase in epithelial cell permeability (EP) and an invasion by infectious agents (38, 32, 30, 

59). This phenomenon constitutes a hallmark of inflammatory and chronic infectious diseases, 

such as cystic fibrosis (CF) (10). 

One of the parameters that was reported to contribute to the epithelial barrier’s injury and 

dysfunction is the oxidative stress status, induced by endogenous productions of reactive 

oxygen species (ROS) during airway injuries (33, 35, 41, 23). Different antioxidant systems, 

including enzymes and ROS scavenger/chelator molecules, as well as several other proteins 

important for epithelial barrier protection are triggered to protect and repair the injured 

epithelial barrier (58, 40). The cellular prion protein (PrPC) is one of the proteins that have been 

reported to be involved both in antioxidant protection (1, 27) and in maintaining the integrity 

of the intestinal epithelial barrier (42, 47).  

PrPC is a glycosyl phosphatidyl inositol (GPI)-anchored glycoprotein known for its unique 

ability to undergo structural conversion from a normal isoform (PrPC) into a pathogenic 

conformer known as scrapie (PrPSc) (49). The accumulation of PrPSc aggregates in the brain is 

a distinctive feature of transmissible spongiform encephalopathies (TSE), a group of animal 

and human lethal neurodegenerative diseases (13). The physiological role of the cellular PrP 

has mainly been associated to stress-protection (52, 60), copper homeostasis (2) and neuronal 

excitability (31). Nevertheless, other functions related to cellular processes and metabolism 

have also been reported for this protein (11).  

In epithelial cells, PrPC localization is still a matter of discussion and the majority of data 

were obtained in enterocytes and MDCK cells (45, 55, 42, 39, 57, 43, 15). In these cells, PrPC 

was reported to be directed to the apical and/or basolateral membranes (45, 55, 42, 39, 57, 43, 

15).  
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Recently, in a fully polarized MDCK cells, a basolateral to apical transcytosis was also reported 

for the full-length PrPC and its fragments of cleavage (3). However, in highly polarized 

enterocytes, PrPC was found to be targeted to the lateral junctional complexes of adjacent cells, 

where it has been shown to interact with different junctional proteins (3, 55).  

Nevertheless, the role of the PrPC in the oxidative stress protection and in copper homeostasis 

in epithelial cells, including bronchial epithelial cells, is still poorly documented. Moreover, the 

link between its protective function and its localization in the apical and/or basolateral domains 

of bronchial epithelial cells is still unknown. 

We used the human bronchial epithelial cells (16HBE14o-) as a model to investigate the 

expression, localization, regulation and function of PrPC in relation to oxidative stress and 

copper status. 16HBE14o- is a well-established cell line characterized by a high level of 

polarization that form a functional physiological barrier (18).  

Herein, using 16HBE14o- cells, we demonstrated that PrPC protein i) is expressed at the 

apical and basolateral sides ii) undergoes apical-to-basolateral transcytosis in fully polarized 

16HBE14o- cells, iii) localizes and interacts with adherens junction proteins, vi) impacts cell-

cell adhesion and cell junctions’ integrity. More importantly, we demonstrated that PrPC is 

involved in copper homeostasis and in the protection against the collapsing of the bronchial 

epithelial barrier caused by oxidative stress. 

Altogether, this study highlights, for the first time, the role of PrPC protein in the protection 

of the lung barrier against oxidative stress by increasing its proper-expression and by stabilizing 

the key junctional proteins. These findings will improve our understanding of the oxidative 

stress-associated to the loss of the integrity of the epithelial barrier in inflammatory and chronic 

infectious lung diseases. 
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Results 

PrPC expression and characterization in human bronchial epithelial cells 

The expression of PrPC protein was examined in human pulmonary epithelial cells. We used a 

well-established transformed bronchial epithelial cell line 16HBE-14o- (HBE) (14) that was 

kindly provided by Dr. D.C. Gruenert (University of California, CA) and A549, a human lung 

adenocarcinoma epithelial cell line. These cells are widely used as in vitro models to study type 

II pulmonary epithelial cells (ATCC, 20). 

Both cell lines are able to grow as adherent monolayer cells by developing cell-cell interactions 

through junctional complexes. However, only HBE cells are able to develop a progressive and 

high trans-epithelial resistance (TER), a well indicator of the tightness of intercellular junctional 

barriers. The evolution of TER for HBE and A549 monolayers is depicted in figure 1S. In our 

conditions, A549 reached a maximum TER-value of approximately 18 Ω/cm2 after 9 days of 

culture, while HBE cells developed a TER of ~650 Ω/cm2 (Fig. 1S). Comparable TER-values 

have been reported, previously (19). These findings confirm that despite normal distribution of 

junctional barrier proteins in the both cell types, A549 cells are not able to develop comparable 

tightness to HBE cells. This makes HBE cells a good model to study the role of proteins that 

are involved in the development and the maintenance of intercellular junctions. 

Using RT-PCR, we demonstrated that PrPC gene is expressed in HBE and A549 cells (Fig. 1A). 

As control, we used N2a, neuronal cells commonly used to study PrPC (37, 48, 21), and HTR-

8/SVneo cells, an anchoring trophoblast cell line, in which PrPC expression has previously been 

characterized (2). PrPC mRNA was highly expressed in HBE compared to A549 and N2a cells 

(Fig.1B). These results were confirmed by immunoblot assay (Fig. 1C). The anti-PrP antibodies 

recognized three different PrPC forms in HTR, N2a, A549 and HBE cells. These forms 

correspond to the unglycosylated (U~21 kDa), the immature glycosylated (I~27 kDa), and the 

mature highly glycosylated PrPC (H~33 kDa) (Fig. 1C).  

At the cellular level, PrPC maturation is characterized by its degree of glycosylation and by its 

expression at the plasma membrane (24). As previously described (15), the glycosylation of 

mature PrPC was sensitive to N-glycosidase F (F) and insensitive to endoglycosidase H (H), 

indicating the expression of mature PrPC in A549 and HBE cells (Fig.1D).  

To further characterize PrPC expression, we analyzed its digestion profile using the proteinase 

K (PK) enzyme. It is well established that only PrPSC is resistant to PK, while PrPC is completely 

digested (9). Our results showed that the PrPC protein expressed in HBE and A549 cells were 

totally digested by PK (Fig. 1E), indicating that the PrPC protein detected in lung epithelial cells 

exhibits a normal conformation. 
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Human tissue and cellular localization of PrPC 

The results reported in figure 1 demonstrated that PrPC is expressed in human bronchial 

epithelial cells, nevertheless the precise cellular localization was still to be determined. 

To characterize the localization of PrPC protein in human bronchial epithelial cells and to 

analyze the tissue distribution in human bronchi, we performed both immunohistochemical and 

immunofluorescence analyses using human healthy lung sections and fixed A549 and HBE 

cells, respectively (Fig. 2A-E).  

PrPC protein was mainly detected in cilia cells (Fig. 2Ab). This expression appeared to be 

localized in the cytoplasm, and at the lateral and apical sides (Fig. 2Ab). Low expression was 

observed in the connective tissue (Fig. 2Ab). Incubation in the absence of the primary antibody 

confirmed the specificity of PrPC detection at the bronchial level (Fig. 2Aa). 

For the cellular localization, we used immunofluorescence cell imaging and X/Z image 

reconstitution to analyze the distribution of PrPC in exponentially growing (3 days of culture) 

or in polarized (10 days of culture) A549 and HBE cells. When A549 and HBE cells were used 

before the establishment of a cell-cell junction (3 days), PrPC protein was detected at the apical, 

lateral and in the cytoplasmic domains (Fig. 2B and 2C). Interestingly, in confluent and 

polarized cells (10 days), only HBE cells that developed a high TER (Fig. 1S-A) exhibited a 

unique lateral localization of PrPC (Fig. 2D and 2E), while A549 cells, even after 10 days of 

culture, did not display any changes in the PrPC distribution, compared to those observed after 

3 days of culture (Fig. 2D and 2E).  

Altogether these results reveal that PrPC distribution in HBE cells is dependent upon the cell 

polarization, highlighting its potential role in the maintenance and/or control of the cell junction 

status.  

PrPC colocalizes with key junctional proteins  

Since the immunolocalization results showed that PrPC was localized to the lateral membrane 

of polarized HBE cells (Fig.2), we investigated the co-localization profile of PrPC with different 

junctional resident proteins using immunofluorescence imaging cells, combined with X/Z 

image reconstitution. PrPC was found to co-localize with -catenin and E-cadherin, two 

representative proteins of the adherens junctions (Fig. 3A and 3B). PrPC also co-localized with 

desmoplakin and desmoglein, two proteins of the desmosome junctions (Fig. 3A and 3B). 

However, no co-localization was found with ZO-1 protein, a member of the tight junction (Fig. 

3A and 3B). In A549 cells, PrPC protein also co-localized with E-cadherin, -catenin, and 

desmoplakin (Fig. 1S-B and 1S-C). 
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Because it was reported that PrPC protein could also be localized into the nucleus of intestinal 

cells (6), we searched for such localization in the HBE cells. Very light staining was observed 

in the nucleus of HBE cells, suggesting a possible nuclear localization of PrPC protein in this 

cell type. To verify the existence of such localization, we performed a nucleus staining using 

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), a fluorescent stain that binds strongly to DNA, anti-Ki-

67, a nucleus resident protein that is associated with cell proliferation, and an anti-PrPC 

antibody. Figure 3C shows that Ki-67 and DAPI co-localized in the nucleus. However, no 

staining and/or colocalization was found with the PrPC protein (Fig. 3C), suggesting that the 

localization and the role of PrPC in lung bronchial epithelial cells are restricted to the plasma 

membrane. 

PrPC interacts with junction-associated proteins and is involved in the maintenance of the 

junctional barrier  

The co-localization results suggested that PrPC protein might interact with junction-associated 

proteins. To verify this hypothesis, we immunoprecipitated PrPC protein using an anti-PrPC 

specific antibody (SAF 32). The targeted proteins were detected using western-blot analysis. 

We demonstrated that PrPC does not interact with ZO-1 (Fig. 4A). However, PrPC interacts with 

-catenin, E-cadherin, desmoplakin and desmoglein (Fig. 4A). These results suggest the 

involvement of PrPC in the establishment of the junctional complexes in the bronchial epithelial 

tissue. 

To test this hypothesis, PrPC expression was knocked down using siRNA strategy, and the TER 

was measured. The TER was assessed during 8 days of culture to determine junction formation 

and strength (Fig. 4B). TER levels at days 8 of culture were plotted in figure 4C. As expected, 

TER increased in a time-dependent manner and reached a plateau after 8 days of culture (~620 

Ω.cm2), which reflects the formation of cell-cell junction (Fig. 4B and 4C). Interestingly, in 

PrPC-knockdown HBE cells the TER levels were lower (~50%, ~300 Ω.cm2) compared to the 

control condition (Fig. 4B and 4C).  

Altogether, these results showed for the first time, the direct involvement of PrPC protein in the 

junction formation of bronchial epithelial cell. 

Cu upregulates PrPC expression in human bronchial epithelial cells and in mice bronchial 

epithelial tissue 

Since PrPC protein binds with high affinity 5 copper ions (8), we first analyzed the dose and 

time-dependent effects of Cu on PrPC expression in HBE cells. After Cu stimulation, PrPC 

expression gradually increased in a concentration- (Fig. 5A and 5B) and time-dependent 

manners (Fig. 5D). PrPC protein levels were quantified and normalized based on the levels of 
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the alpha subunit of Na+/K+-ATPase (Fig. 5B). As shown in Fig. 5A, PrPC was detected in 

untreated HBE cells as U-, I- and H-glycosylated forms. Following Cu stimulation, the three 

glycosylated forms gradually increased after 24h of treatment (Fig. 5A and 5B). Similar to PrPC 

protein expression, the PrPC mRNA levels were also significantly increased in response to Cu 

treatment (Fig. 5C and 5E), suggesting a transcriptional effect.  

The high level of the H-glycosylated form of PrPC observed following Cu treatment suggested 

an increase of PrPC insertion into the plasma membrane. This hypothesis was confirmed by cell 

surface biotinylation assay (Fig. 6A). Image analysis revealed that, compared to the control 

condition (absence of Cu), the abundance of biotinylated PrPC was increased ~25% following 

24h of Cu-treatment (100µM), suggesting that the H-glycosylated form is nearly totally inserted 

into the plasma membrane.  

Cu increases PrPC expression, specifically at the junctional side of HBE cells 

To determine the HBE cells membrane domain (apical, lateral and/or basolateral) in which the 

H-form of PrPC protein was expressed following Cu treatment (Fig. 6A and B), we used 

immunofluorescent assays (Fig. 6C and 6D). Following Cu treatment, we observed an increase 

in PrPC expression in non- and in permeabilized HBE cells (Fig. 6C, X/Y). The X/Z image 

reconstitution (Fig. 6C, X/Z) demonstrates that the plasma membrane fluorescence increased 

specifically in the lateral side. The quantification of the intensity of the lateral fluorescence 

indicated an increase of ~65% and ~40% in non- and permeabilized HBE cells, respectively 

(Fig. 6D), suggesting that PrPC insertion at the lateral side might play an important role in the 

protection of the junctional barrier against the effects of oxidative stress in bronchial epithelial 

cells.    

To get more insights into the effect of copper on PrPC expression in an in vivo system, we 

evaluated the effect of copper treatment on PrPC expression in bronchial epithelial tissue, by 

watering 8-10 weeks C57BL/6 mice with aquatic solution containing copper. The efficiency of 

Cu treatment was determined by the measurement of blood Cu concentrations as previously 

reported by our group (2). 

Immunohistochemistry analysis of lung tissues collected from control and copper treated mice 

(Fig. 3S) showed that PrPC was expressed in ciliated and basal cells in control mice (Fig. 3S-b 

and c). Following copper treatment, the PrPC expression increased in bronchial tissues (Fig. 3S-

c). Altogether, these results suggest that there might be a strong relationship between the 

concentration of extracellular copper and the level of PrPC expression in bronchial epithelial 

tissue.  
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Elevated PrPC levels protect against Cu accumulation, Cu-induced ROS production, and 

bronchial epithelial cell death 

Copper homeostasis is finely regulated and any disruption of its physiological concentrations 

causes an increase in the intracellular oxidative stress. The increase in PrPC expression upon Cu 

treatment (Fig. 5) may reveal a stress protective response within the cell. To test the role of 

elevated PrPC expression in preventing the cytotoxicity induced by Cu, we first measured the 

HBE cells viability using the MTT assay. After 24 h of incubation with the indicated Cu 

concentrations, HBE cells exhibited a significant cell death of ~30% at 100 µM (Fig. 7A). 

Similar degree of cell death was observed at 200 µM (Fig. 7A).  

Based on the high proportion of dead cells, we hypothesized that this might be the consequence 

of an oxidative stress induced by the increase of intracellular copper concentrations. Using ICP-

AES assay, we confirmed that the intracellular concentrations of Cu increased in a dose-

dependent manner (Fig. 7B). To confirm the relationship between copper and the levels of PrPC 

expression, we knocked down the cellular prion protein using siRNA strategy. The efficiency 

of the PrPC knockdown was demonstrated both at the mRNA and protein levels (Fig.2S-A and 

2S-B). Knockdown of PrPC had no significant effect on cell survival (Fig. 7C). A significant 

increase in cell death was however observed in PrP-depleted HBE cells (~80% at 24h) 

following incubation with 100 µM of Cu (Fig. 7C).  

Then we monitored ROS production and intracellular Cu content following Cu treatment in the 

absence or presence of PrPC. After exposure of HBE cells to 100 µM of Cu, the DCF 

fluorescence, indicative of ROS production, increased compared to untreated HBE cells (Fig. 

7D). In the PrPC-silenced HBE cells, the level of DCF fluorescence was similar compared to 

the control HBE (Fig. 7D). The treatment of PrP-knockdown HBE with 100 µM of Cu increased 

ROS accumulation by ~2-fold (Fig. 7D).  

Finally, using PrP-knockdown HBE cells we confirmed that PrPC participates into the 

regulation of the intracellular Cu concentration (Fig. 7E). Using ICP-AES we found that Cu 

concentration in normal HBE was ~0.02 µg/106 cells (Fig. 7E). A slightly elevated copper levels 

(~0.03 µg/106 cell) were observed in PrPC-silenced HBE cells (Fig. 7E). When Cu was added 

during 24h, the intracellular copper concentration was increased to ~0.8 µg/106 cell in wild type 

and to ~1.3 µg/106 cell in PrPC-depleted HBE, respectively (Fig. 7E). 

PrPC protein protects the junctional proteins against Cu oxidative effects  

The functional effects of Cu on the permeability of the junctional barrier in polarized HBE cells 

were monitored by measuring TER values upon their treatment with 100 µM of Cu, from the 

apical side, for the indicated times. As shown in Fig. 8A, copper ions decreased TER values in 
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a time-dependent manner, as evidenced by the decrease in TER values (~20%) (Fig. 8A). The 

levels of TER measured in the HBE cells treated with copper were compared to those obtained 

in PrPC-knockdown HBE cells (Fig. 8B), at day 4 of confluence.  

The results indicated that in HBE cells the decrease in PrPC expression (siPrPC) increased cell 

permeability (~50%) compared to Cu treatment (~18%). Our results suggest that the increase 

in PrPC expression in the lateral side of bronchial epithelial cells (Fig. 6) protects the junctional 

barrier against the Cu-inducing oxidative stress (Fig. 7) that might affect the levels of 

expression of junctional protein, as was previously reported (17).  

To test our hypothesis, we first evaluated the effect of copper treatment on the steady state 

expression of tights (ZO-1, occluding (Occ)), adherents (-catenin (-Cat) and E-cadherin (E-

Cad)) and desmosome (desmoplakin (Dep)) junctions. The results showed that in the presence 

of copper only ZO-1 expression decreased in a time-dependent manner (Fig. 8C). Neither -

Cat/E-Cad nor desmoplakin proteins were affected by the copper treatment (Fig. 8C). 

Subsequently, we assessed the stability of ZO-1 and occludin proteins using cycloheximide 

(CHX) assays in the absence or in the presence of copper. As reported in figure 8D the 

degradation of ZO-1 and -catenin were accelerated in the presence of copper.  

Using PrPC-knockdown HBE cells, we evaluated the role of PrPC protein using cycloheximide 

(CHX) assays in the absence or in the presence of copper (Fig. 8E). 

Since there was no co-localization, or interaction between PrPC and ZO-1 protein (Fig. 3 and 

4), we were not surprised to observe that the degradation rate of ZO-1 was not accelerated in 

PrPC-knockdown HBE cells in the absence or in the presence of copper (Fig. 8E). However, the 

degradation rate of desmoplakin (Dep) and desmoglein (Deg), proteins that interact with PrPC, 

was significantly increased in PrPC-knockdown HBE cells, particularly in the presence of 

copper (Fig. 8E). These results demonstrate that by interacting and stabilizing the junctional 

proteins (adherens and desmosomes), PrPC participates in the oxidative stress protection and in 

the maintenance of the bronchial epithelial junctional barrier.  
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Discussion 

The present study is the first to demonstrate that PrPC is expressed in the human bronchial 

epithelial cells, which form a physical barrier to inhaled toxic particles, bacteria and viruses 

(50). Using multiple approaches, we provide strong evidences for a novel role of the PrPC 

protein in the protection of the bronchial epithelial barrier against potentially generated 

oxidative stress. 

The in vivo studies performed both in mice and human demonstrated that the PrPC protein is 

expressed in the bronchial epithelial cells. For the in vitro studies, we used 16HBE14o- (HBE) 

cells, a bronchial epithelial model that expresses different junctional proteins and has the ability 

to form a functional epithelial barrier (54). 

PrPC expression, glycosylation and digestion profiles detected in A549 and HBE cell lines were 

similar to those reported in intestinal epithelial cells (42, 43) and placental trophoblast cells (2). 

The amount of PrPC protein was 4 and 5 times higher in human HBE cells compared to human 

(SH-SY5Y) and mice (N2a) neuronal cells, respectively (data not shown and Fig. 1C), 

suggesting an important role for PrPC in the bronchial epithelium function. Compared to renal 

and intestinal MDCK and Caco-2 epithelial cells, respectively (15, 42), HBE cells display also 

a high number of PrP gene copies and a high level of PrPC protein. 

To date, there is no consensus regarding the precise localization of the PrPC in epithelia. Several 

groups, including ours, have proposed an apical localization of PrPC in MDCK cells (15, 12), 

(51), which diverge from other studies showing a baso-lateral localization (55, 57). In bronchial 

epithelial cells, PrPC showed a diffuse staining with an apical and lateral localizations in both 

HBE and A549 cells, which became exclusively lateral after 10 days of culture for HBE cells. 

These findings suggest that PrPC localization is either controlled by the degree of epithelial cell 

polarization or that the PrPC protein contributes to epithelial cell fusion and polarization. Such 

transcytosis trafficking has been recently observed in polarized epithelial MDCK cells (3).  

PrPC was detected in junctional complexes of the lateral membranes of adjacent polarized HBE 

cells where it was found to co-localize and interact with E-cadherin and desmoglein, two 

transmembrane proteins that bridge the space between adjacent epithelial cells (36), and with 

their cytoplasmic partner, -catenin (plakoglobin) and desmoplakin, respectively. Interestingly, 

no co-localization, or interaction of PrPC was reported with tight junction proteins. Similar 

results were described in enterocytes, where PrPC was reported to be targeted to cell–cell 

junctional zone and to interact with several desmosomal (desmoglein-2, desmoplakin, γ-

catenin), but not with adherens proteins (42). The absence of interaction with E-cadherin in 

enterocytes cells, even if a cellular co-localization was observed (42), suggests that in the 
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bronchial epithelium such interactions might be important for the stability and the function of 

the junctional barrier. These conclusions were supported by the loss of ~50% of the TER level 

after silencing the PrP gene in polarized HBE cells (Fig. 4B).   

Interestingly, as reported for trophoblast cells (2), the incubation of HBE cells with Cu 

increased PrPC plasma membrane insertion, providing evidences for a potential role of PrPC as 

a Cu sensor and/or chelator at the cell surface to protect these cells from Cu excess. However, 

in neurons, it has been reported that treatment with Cu increased PrPC endocytosis (46), 

suggesting that the role of PrPC protein in copper homeostasis is cell-dependent. Importantly, 

our in vivo approach substantiated the increase of PrPC expression at the bronchial level, upon 

Cu intake by the mice.  

The increase in PrPC expression following Cu treatment caused a significant increase in the 

intracellular Cu concentration, along with an increase in ROS production. Importantly, the loss 

of the expression of PrPC protein, in the presence of Cu, caused dramatic effects on HBE 

viability and increased Cu content and ROS production (Fig. 7), highlighting the stress 

protective role of PrPC protein in bronchial epithelial cells. These results are in line with 

published data (52, 60) reporting a stress protective role of PrPC protein.  

Nevertheless, the link between the role of PrPC in bronchial epithelial barrier (Fig. 4) and its 

associated role against the oxidative stress (Fig. 7) is still to be established. 

One of the consequences of chronic oxidative stress in the lung is the bronchial epithelial 

shedding and the breakdown of epithelium cohesion (29, 4, 5). Several reports in the literature 

have shown that damages caused by free radicals in epithelial cells are associated with an 

increase in the tight junction‘s permeability (4, 53, 5). In our system, copper treatment of HBE 

cells generated an increase in ROS production and a decrease in TER of ~18% compared to the 

control condition. At the protein level, neither E-cadherin nor desmoplakin expression were 

affected by Cu treatment. However, ZO-1 and occludin expression were dramatically 

decreased. Similar results have been reported in Caco-2 cells (17, 16). Nevertheless, the impact 

on cell’s TER was ~18% for HBE (Fig. 8A) and 95% for Caco-2 (17, 16). The PrP gene 

invalidation in HBE cells, however caused a decrease in TER of ~50% compared to the control 

condition (Fig. 4B and 8B) and an increase in the instability of tight (ZO-1 and occludin) and 

desomosomal (desmoglein and desmoplakin) protein junctions (Fig. 8E), highlighting the 

importance of PrPC protein in oxidative protection of junctional proteins. 

Through its interactions, PrPC protein might ensure the stability and an oxidative stress 

protection for E-cadherin, -catenin, desmoplakin and desmoglein. The absence of such 

interactions might lead to the degradation of key junctional proteins, as was observed for ZO-1 
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and occludin. Previous studies, reported that in Caco-2 cells copper induced a concentration- 

and time-dependent decreases in the expression of tight junction proteins along with an increase 

in their permeability (17, 16). These effects might be explained by the absence of interaction 

between PrPC and E-cadherin, as previously reported in these cells (42). 

Altogether our results demonstrate that PrPC protein by forming complexes with E-cadherin/γ-

catenin and desmoglein/plakoglobin proteins, participates in the regulation, the stability and the 

oxidative protection of adherens and desmosomal junctions in the bronchial cell barrier. 

Nevertheless, it is still to be demonstrated whether induction of PrPC expression and its lateral 

localization are protective mechanisms during chronic airway diseases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 3 L’expression de la protéine cellulaire (PrPc) et son importance fonctionnelle dans l’épithélium
bronchique : rôle dans la protection de la barrière jonctionnelle contre le stress oxydatif. 152



                                                                                                                                        Kouadri 

 
 

Innovation: (86 mots) 

Chronic bronchial infection, inflammation and oxidative stress in pulmonary diseases such as 

cystic fibrosis lead to epithelial cell disorganization along with increased permeability. Yet, the 

mechanism by which this occurs is still to be determined. Here we brought evidences that the 

cellular prion is involved in the protection of the bronchial epithelial barrier upon oxidative 

stress occurrence. PrPC protection of the lung epithelial barrier was exhibited through its 

capacity to interact and to stabilize adherens and desmosomal protein. 
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Experimental Procedures 

Human tissues collection 

Peripheral human lung tissue (containing non cartilaginous airways) was obtained at the time 

of lung transplantation from non-smoking controls undergoing lung resection upon peripheral 

lung cancer (Grenoble Hospital). Lung tissue samples were fixed in 10% neutral buffered 

formalin by inflation-immersion and embedded in paraffin. Collection and processing of human 

lungs were conformed to the declaration of Helsinki and to all the rules of the local Committees 

on Human Research. Informed consent was obtained from each patient. 

Mice tissues collection 

For the in vivo experiments, mice (8–10-weeks old, 20–25 g) of C57BL/6 strains were used. 

Mice were obtained from the animal facility of CNRS (Orléans, France). The mice were 

randomly assigned to receive either distilled water, containing 50 ppm sucrose, or 250 ppm 

copper (copper sulfate (CuSO4)) and 50 ppm sucrose.  

All procedures involving animals and their care were approved by the local institutional Ethics 

Committee. Mice were sacrificed using cervical dislocation after chloral hydrate anesthesia. 

Fresh lungs were collected from each animal. Shortly after collection, tissues were fixed in 4% 

paraformaldehyde at room temperature. 

Immunohistochemistry 

5 µm paraffin-embedded sections were prepared from human non-smoking peripheral lung 

tissues. Immunohistochemistry was performed as described previously (2). Sections were 

incubated with anti-PrP antibody (SAF32, Bertin-Pharma, France). Immunopositive staining 

was detected using a Vectastain ABC kit (Vector Labs) using DAB (3, 3’-diaminobenzidine) 

as the chromagen (Vector Labs). Slides were counterstained using hematoxylin (Sigma Aldrich, 

France). Immunohistochemistry was performed on lung sections collected form C57 mice as 

described previously (2). See Supplemental Experimental Procedures for details.  

Cell culture 

All culture media were purchased from Life-Technologies (France). The mouse neuroblastoma 

(N2a) and adenocarcinoma human alveolar basal epithelial (A549) cell lines were cultured in 

high glucose DMEM-Glutamax (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) medium, whereas 

HBE cells were cultured in normal MEM (Modified Eagle’s Medium) medium.  

All media were supplemented with 10% fetal Bovine serum (Biowest, France) and 1% 

antibiotics mix (100 IU/ml of penicillin and 10 mg/ml streptomycin, Sigma). Cell cultures were 

performed at 37°C in a 5% CO2/air atmosphere. Where indicated, cells were treated with vehicle 

or different concentrations of copper (Cu) for the indicated times.  
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siRNA knockdown of PrPC and Transfection 

The silencing PrPC expression essay was performed following the protocol described in a 

previous report (26, 7). See Supplemental Experimental Procedures. 

Cells lysates  

For the steady state expression and endoglycosidase experiments, cells were washed twice with 

ice-cold phosphate buffer saline (PBS) and lysed at 4°C for 20 min in PBS containing 1% NP40, 

0.5% deoxycholic acid, and 0.1% SDS added with protease inhibitors (10 mM PMSF, 1 µM 

leupeptin/pepstatin A and 1mg/ml of iodoacetamide). For proteinase K (PK) treatment, cells 

were lysed in PBS containing 100 mM NaCl, 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5% 

deoxycholic acid, pH 7.4. Protein concentrations were measured using the Micro BCA protein 

assay kit (Thermo Scientific, France). 

Endoglycosidase and proteinase K (PK) digestion 

To distinguish between high mannose and complex-type N-linked oligosaccharide modification 

of PrPC, cell lysates were incubated with endoglycosidase H (H) and peptide N-glycosidase F 

(F) as previously reported (2). The mobility shift of deglycosylated PrPC was visualized by 

immunoblotting using an anti-PrP mAb (SAF32). For PK treatment, cells lysates were 

incubated with 20μg/ml PK for 3h at 37°C, and the reaction was stopped by adding PMSF 

(3mM). 

Immunoprecipitation, electrophoresis and immunoblotting  

For immunoprecipitation assay, cells were lysed at 4°C for 30 min in PBS lysis solution 

containing 20 mM Tris HCl pH 8, 137 mM NaCl, 10% glycerol and 1% Nonidet P-40 (NP-40). 

Protein extracts were incubated 2 h with 1 μg/ml of anti-PrPC antibody (SAF32) at 4°C, and 

immunoprecipitated with protein G-coupled sepharose beads (Sigma) for 2 h hours at 4°C. All 

protein samples were denatured for 5 min at 90°C in 2.5% SDS final concentration of Laemelli 

Sample Buffer (LBS), subjected to an SDS-PAGE (12%), transferred onto nitrocellulose 

membranes (Bio-Rad) and probed with corresponding primary antibodies. The following 

antibodies were used: mouse anti-E-cadherin (Ecad, Ozyme, France), anti-desmoglein (Deg, 

Covalab, France), anti-Ki-67 (DAKO, France ), anti-Na+/K+-ATPase (Hybridoma Bank, 

University of Iowa, Iowa), and rabbit anti-ZO-1 (Fisher Sc., France), anti-γ-catenin (-cat, 

Abcam), anti-occludin (Occ, Sigma, France), anti-desmoplakin (Dep, Covalab, France). The 

antigen-antibody reaction was revealed using IgG antibody coupled to HRP (Covalab, France) 

and developed with ECL (Bio-Rad, France) using Fusion FX7 (Vilbert Lourmat). 
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Cell surface biotinylation 

To determine the cell surface expression of PrPC protein, HBE cells were selectively 

biotinylated as described previously (15). Biotinylated PrPC protein was isolated by 

immunoprecipitation on Streptavidin-Sepharose (Sigma-Aldrich) and visualized by 

immunobloting using anti-PrP mAb. The amount of biotinylated PrPC relative to the control 

(time (t) = 0) was quantified by scanning the gel lanes followed by analysis with the Scion 

Image program (http://www. scioncorp.com/pages). 

Immunofluorescence microscopy 

The indirect immunofluorescence has been done as described previously (15). See 

Supplemental Experimental Procedures for details. 

RNA isolation, RT, and real-time qPCR analysis 

Total mRNA was extracted from cells and 1 µg of the mRNA was reverse transcribed under 

conditions recommended by the manufacturer (Agilent technologies). The PCR was performed 

using the primers reported in Table 1 and GoTaq® qPCR Master Mix provided by Promega. 

Prion mRNA expression was quantified by real-time RT-qPCR using CFX96TM Real-Time 

detection system (Biorad). 

Cell viability using MTT test 

Cells were cultured in 96 wells plate upon confluency. Depending on experiment, 0-200 μM 

CuSO4 was added for 0-24 hours and followed by 4 h incubation in phenol red free medium 

containing 10% of MTT ([4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, 

Sigma). The MTT solution was replaced by MTT lysis solution (10% Triton X-100 and 0.1 N 

HCl in anhydrous isopropanol), and the resulting optical density (DO) was determined after 

measurement of the difference between 570 nm and 690 nm absorbance. 

Trans-epithelial resistance (TER) assay  

Cells were seeded at confluency (day 0) on collagen-coated polycarbonate filters (Transwell-

COL, Costar). TER was measured from day 1 to day 8 of cell culture using a Volt-Ohm Meter 

(Millipore, France). 

Intracellular copper determination 

To evaluate the intracellular copper concentration, control and PrPC-knockdown HBE cells 

were collected and stored at RT. Samples were vacuum-dried and mineralized in 70% nitric 

acid before analysis with Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry (ICP-

AES) with a Varian, Vista MPX instrument. The copper content (µg) was reported relatively to 

the number of cells (106). 
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ROS Measurements 

Normal and PrPC siRNA knockdown HBE cells (106 cells/well) were seeded in a 24-well plate 

and cultured for 24 h. The cells were washed and changed to serum-free media and incubated 

with 50 μM of 5-(and 6)-chloromethyl-2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester 

(H2DCFDA, Invitrogen, France) for 45 min. The conversion of H2DCFDA to fluorescent DCF 

was measured using a plate reader Infinite M200 (TECAN, France). 

Statistical analysis 

Statistical comparisons were made using Student’s t-test analysis. Calculations were performed 

using SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA). 
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Figure legends 

 

Figure 1: Steady state expression and characterization of PrPC protein in human bronchial 

epithelial cells (HBE).  

(A) RT-qPCR of PrPC mRNA in HTR, N2a, A549 and HBE cells. (B) The expression levels of 

PrPC mRNAs were quantified by real-time RT-qPCR, normalized to the 18S levels. Data are 

expressed as mean ± SE (n=4). (C) Immunoblot detection of PrPC in protein extracts from N2a, 

HTR, A549 and HBE cells. (D) Endoglycosidase H (H) and N-glycosidase F (F) digestion 

profiles of PrPC protein. (E) PrPC digestion with 20 µg/ml of proteinase K (PK) for 1 hour at 

37°C. (C, D, E) Equal amounts of protein extracts from the indicated cell lines were separated 

on 12% SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, and immunoblotted using the monoclonal 

anti-PrP antibody (SAF32). The high- (H), intermediate- (I), and unglycosylated (U) forms are 

indicated, respectively, by black, gray, and white arrowheads. 

Figure 2: Localization of PrPC protein in human bronchial epithelial tissue and cells. 

(A) Immunolocalization of PrPC using mAb anti-PrP (SAF32) in human bronchial tissue (b). 

(a) Negative controls. Asterisks in panels (b) show the strongest sites of PrPC immunoreactivity. 

Bl, bronchial lumen, BEC, bronchial epithelial cells. (B-E) Immunofluorescence labeling of 

PrPC (green, MAb anti-PrP) and nuclei (bleu, Hoechst) was performed after 3 or 10 days of 

HBE culture, (C and E) X/Z projections were reconstructed from horizontal optical sections of 

labeled cells at 3 and 10 days of confluency. ap, apical, bl, basolateral.   

Figure 3: Colocalization of PrPC protein with different proteins of the junctional barrier in 

polarized HBE cells. 

 (A) Co-immunofluorescence labeling of PrPC, zona occludens-1 (ZO-1), γ-catenin (-Cat), E-

cadherin (Eca), desmoplakin (Dep), desmoglein (Des) and nuclei (blue, Hoechst) was 

performed in polarized HBE cells at day 10 of culture. (B) X/Z projections were reconstructed 

from horizontal optical section of labeled HBE cells at 10 days confluency. ap, apical, bl, 

basolateral. (C) Co-immunofluorescence labeling of PrPC, Ki-67 protein and nuclei (blue, 

Hoechst) was performed in polarized HBE cells at day 10 of culture.  

Figure 4: Interaction profiles and role of PrPC protein in bronchial epithelial barrier. 

(A) PrPC was immunoprecipitated (IP) using anti-PrP mAb (SAF32) and protein G coupled to 

sepharose. The eluted proteins were subjected to immunoblots (IB) using anti-PrP, anti-ZO-1, 

anti-γ-Cat (γ-Catenin) anti-Ecad (E-cadherin), anti-desmoplakin (Dsp) or anti-desmoglein 

(Deg). IN: input (10% of the protein extract before immunoprecipitation). The high- (H), 

intermediate- (I), and unglycosylated (U) forms are indicated, respectively, by black, gray, and 
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white arrowheads. (B) Trans-epithelial resistance (TER) measurement in control () and PrPC-

knockdown HBE cells (). Cells were seeded at confluency (day 0) on collagen-coated 

polycarbonate filters and TER was assessed daily for 8 days. (C) TER values measured after 8 

days of culture were plotted for the control (-) and PrPC-knockdown (+) HBE cells. Values 

overwritten with stars are significantly different from the control (p < 0.05). 

Figure 5: Copper treatment increases PrPC expression in HBE cells. 

(A, D) HBE cells were treated with copper sulfate in a dose (µM) and time (h) dependent 

manner and cell lysates were subjected to immunoblots using anti-PrP (SAF32) or anti-Na+/K+-

ATPase antibody. The high- (H), intermediate- (I), and unglycosylated (U) forms are indicated, 

respectively, by black, white, and gray arrowheads. (B) ImageJ quantification of the expression 

of the three glycosylation forms of PrPC protein standardized to Na+/K+- ATPase expression in 

HBE cells. (C, E) Following copper treatment, PrPC mRNAs expression levels were quantified 

by real-time RT-PCR, normalized to the 18S levels and plotted as function of incubation time 

(h) and concentration (µM). A.U: arbitrary unit. Data are expressed as mean ± SE (n=6). Values 

overwritten with stars are significantly different from the control (0 h) (P < 0.05).  

Figure 6: Copper treatment stimulates lateral membrane insertion of PrPC protein. 

(A) Detection of biotinylated PrPC protein in HBE cells extract before (lysaste, lys) and after 

biotinylation (biot) was achieved after 24h stimulation (+) of HBE cells with 100 µM of copper. 

PrPC was covalently labelled with NHS-SS-biotin at 4°C. Biotinylated (biot) PrPC was affinity–

isolated on streptavidin (strep) beads and immunoblotted with anti-PrP mAb (SAF32). Neither 

intermediate- (I, white arrowheads) nor unglycosylated (U, gray arrowheads) forms were 

susceptible to biotinylation. (B) Biotinylated high-glycosylated form of PrPC quantified using 

Image J was plotted as function of copper stimulation. Data are expressed as mean ± SE (n=3). 

Values with asterisk are significantly different from the control (0 h) (P < 0.05). (C) 

Immunofluorescence detection of PrPC (green, MAb anti-PrP) in polarized HBE cells (10 days 

of culture) was performed following 24 h copper stimulation under non- and permeabilized 

conditions. ap, apical, bl, basolateral. X/Y and X/Z projections were reconstructed from 

horizontal optical sections. After 10 days of culture, nuclei were stained using Hoechst. (D) 

Lateral fluorescence labeling of HBE X/Z projection detected after 24 h copper treatment in 

non- and in permeabilized HBE cells (X/Z projection) was quantified using Image J and plotted 

as function of copper stimulation. Data are expressed as mean ± SE (n=3). Values with asterisk 

are significantly different from the control (-) (P < 0.05). 
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Figure 7: Depletion of PrPC in HBE cells enhances Cu-induced ROS accumulation, increases 

cell Cu content and causes acute cell death.  

(A, C) Control or PrP-knockdown HBE cells (siPrPC) were incubated in the absence or the 

presence of Cu for the indicated times. Cells were trypsinized and harvested. Dead cells were 

assessed by trypan blue staining and MTT assays. For Fig. 7C, 100 µM of Cu was used. (B, E) 

ICP-AES determination of Cu content in HBE cells under basal and following 24 h stimulation 

with Cu of wt and PrPC depleted HBE cells (siPrPC). For Fig. 7E, 100 µM of copper was used. 

(D) HBE or PrP-knockdown HBE cells (siPrPC) were incubated with 50 µM DCFH-DA for 45 

min. Cells were then incubated with or without 100 µM of Cu at 37°C for 2 h. DCF fluorescence 

was determined at an excitation wavelength of 485 nm and emission wavelength of 538 nm by 

a microplate reader. Data are expressed as mean ± SE (n=6). Values with an asterisk are 

significantly different from the corresponding control (P < 0.05). 

Figure 8: PrPC protects adherent and desmosome proteins from oxidative-associated 

degradation. 

(A) Trans-epithelial resistance (TER) measurement in control () and in the presence of 100 

µM of copper (  ) for the indicated time. Cells were seeded at confluency (day 0) on collagen-

coated polycarbonate filters and TER was assessed daily for 5 days. (B) TER values measured 

after 4 days of culture were plotted for the control (-) and PrPC-knockdown (+) HBE cells. 

Values overwritten with stars are significantly different from the control (p < 0.05). 

(C) Steady state expression of tight (ZO-1 and occludin (Occ)), adherent (γ-catenin (γ-Cat) and 

E-cadherin (E-Cad)) and desmosome (desmoplakin (Dep)) junctional proteins following 100 

µM copper treatment for the indicated times. Proteins were detected using the indicated 

antibodies. Anti-Na/K-ATPase was used as a loading control. The high- (H), intermediate- (I), 

and unglycosylated (U) forms of PrPC protein are indicated, respectively, by black, gray, and 

white arrowheads. 

(D) Degradation rate of ZO-1 and occludin (Occ) using cycloheximide (CHX) assays. For the 

indicated times, HBE cells were incubated in the presence of 100 µg/ml of CHX and in the 

absence (-) or presence (+) of 100 µM of copper. Protein extracts were separated on SDS-PAGE 

gels and proteins of interest were detected using anti-ZO-1 and anti-occludin antibodies.   

(E) Degradation rate of ZO-1, occludin (Occ), desmoplakin (Dep) and desmoglein (Deg) in 

PrPC-knockdown HBE cells (si-PrP) using cycloheximide (CHX) assays. For the indicated 

times, si-PrP HBE cells were incubated in the presence of 100 µg/ml of CHX and in the absence 

(-) or presence (+) of 100 µM of copper. Proteins extract were separated on SDS-PAGE gels 
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and proteins of interest were detected using anti-ZO-1, anti-occludin, and-desmoplakin and 

anti-desmoglein antibodies. 
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Supplemental Experimental Procedures and Legends: 

 

Supplemental Experimental Procedures 

Immunohistochemistry 

Immunohistochemistry was performed on lung sections collected form C57 mice. Fresh lung 

tissues were collected from each animal, snap-frozen into liquid nitrogen, and sliced (5 µm) 

using a cryomicrotome cryostat. For PrPC detection, sections were incubated with the anti-PrPC 

antibodies (SAF32, Bertin-Pharma, France). Immunopositive staining was detected using a 

Vectastain ABC kit (Vector Labs), using DAB as the chromogen (Vector Labs). Slides were 

counterstained using hematoxylin and eosin (H&E) (Sigma Aldrich, France).  

siRNA knockdown of PrPC and Transfection 

Control small interfering RNAs (scrambled siRNA), which is a pool of several control siRNAs, 

and siRNA oligonucleotides duplexes specific for human PrPC were purchased from Ambion 

(life-technology). The siRNA sequences (5-CAGCAAATAACCATTGGTTAA-3) to inhibit 

PrPC mRNA synthesis have dTdT overhanging at their 21 terminus. Transfection of siRNA was 

carried out using Silencer siRNA Transfection II Kit (Ambion, life-technology). Transfections 

were performed for 72 h, and the transfected cells were washed and their mRNA or proteins 

extracted and subjected, respectively, to real-time RT-qPCR or Western blot analysis. 

Immunofluorescence microscopy  

Cells were washed twice with PBS containing 1 mM CaCl2 and 0.5 mM MgCl2, and fixed for 

20 min with 4% paraformaldehyde at 4°C. After an extensive wash in 150 mM glycine in PBS 

(PBS-glycine), the cells were permeabilized by incubation for 5 min in 0.1% Triton X-100 in 

PBS and washed in PBS-glycine followed by PBS plus 1% BSA. Cells were then incubated for 

60 min at room temperature (RT) with the indicated primary antibodies in PBS supplemented 

with 1% BSA. The reaction was visualized using Alexa-488 (Green) or Alexa-546 (Red)-

conjugated goat anti-mouse antibodies. For actin and nucleus staining, cells were incubated 

respectively with Alexa Fluor phalloidin (Thermo Fisher Sc., France) or DAPI (4', 6-diamidino-

2-phenylindol, Sigma, France). After extensive wash in PBS, cells were mounted in mounting 

medium (Sigma, France) and fluorescence micrographs were obtained with a Zeiss LSM 510 

laser confocal fluorescence microscope. Confocal images were scanned using a 0.6-0.9-µm 

pinhole and the multitrack scanning mode. 
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Figures Legends of Supplementary figures 

Figure S1: Trans-epithelial resistance (TER), expression and localization of PrPC and 

junctional proteins in A549 cells. 

(A) TER measurement in HBE and A549 cells. HBE and A549 cells were seeded at a density 

of 20,000 cells/cm2 on HTS 24-Transwell® filter plates. The changes in the TER were 

measured every day for 10 days, and the reported results corresponded to the values obtained 

at days 10. Each data point represents the mean  SD (n=12 for A549 and HBE). 

(B) PrPC colocalization with E-cadherin (E-cad), γ-catenin (γ-Cat) and desmoplakin (Dep) in 

A549 cells.  

(C) X/Z projections were reconstructed from horizontal optical section of labelled A549 cells 

at 10 days confluency.    

 

Figure S2: PrPC knockdown in HBE cells. 

 (A, B) PrPC knockdown using two specific siRNA. 24 h after transfection, mRNA and proteins 

were isolated and quantified by RT-qPCR (A) and by western blot (B).  

 

Figure S3: Localization of PrPC protein in mice bronchial epithelial tissue. 

Immunolocalization of PrPC using mAb anti-PrP (SAF32) in mice bronchial tissue. (a) Negative 

controls. Asterisks in panels (c) and (d) show the strongest sites of PrPC immunoreactivity. Bl, 

bronchial lumen, BEC, bronchial epithelial cells.  
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3.2 Discussion et perspective

Nos études in vitro, ex vivo et in vivo, réalisées chez la souris et chez l’homme, ont
démontré que la protéine PrPc est exprimée dans les cellules épithéliales bronchiques.
Nos résultats prouvent que la protéine PrPc est bien exprimée dans les cellules HBE
et A549 et qu’elle est totalement digérée par la protéinase K, indiquant par-là que la
protéine PrPc détectée dans les cellules épithéliales pulmonaires a une conformation
normale. Les profils d’expression de glycosylation et de digestion de PrPc détectés
dans les lignées cellulaires A549 et HBE sont similaires à ceux rapportés dans les
cellules épithéliales intestinales et les cellules trophoblastiques placentaires [333]. De
façon intéressante, et comme précédemment observé dans les cellules placentaires, le
traitement des cellules HBE avec le Cu a augmenté l’insertion de PrPc à la membrane
plasmique, suggérant un rôle potentiel de cette protéine comme un senseur et/ou
chélateur de Cu à la surface cellulaire. Ce phénomène protégerait les cellules contre
une intoxication cuprique. Alors qu’au niveau neuronal, c’est plutôt une augmentation
de l’endocytose du PrPc qui a été observée à la suite d’un traitement au Cu.

Ces résultats laissent supposer que la protéine PrPc aurait un rôle particulier dans les
cellules de l’épithélium pulmonaire [358]. Après traitement par le cuivre, nous avons
observé une augmentation de la concentration intracellulaire de cet oligoélément et
de la production des ROS. L’invalidation de l’expression du PrPc par RNA interférence
(ARNi) et un traitement par le Cu dans les cellules HBE ont affecté la viabilité, la
concentration cellulaire en Cu, et la production de ROS, confirmant ainsi le rôle
protecteur de PrPc dans les cellules pulmonaires. Un des mécanismes de protection
possible est que la PrPc pourrait moduler l’activité des enzymes antioxydantes afin de
réguler les niveaux des ROS. Néanmoins, un rôle direct du PrPc dans la protection
contre le stress oxydatif reste encore à établir. La localisation cellulaire de PrPc pourrait
aussi jouer un rôle important dans la protection contre un excès de Cu et donc contre
la surproduction des ROS et ses effets néfastes sur la fonction cellulaire. Ainsi, nous
avons démontré que le tissu pulmonaire humain sain exprimait fortement la protéine
PrPc à la membrane des cellules bronchiques. Ces résultats amènent à supposer que
PrPc joue un rôle dans le contrôle de la barrière des tissus pulmonaires.

Au niveau cellulaire, nous avons démontré que la localisation de PrPc était liée au
degré de polarisation des HBE. Au cours de la mise en place des barrières jonction-
nelles, la PrPc était localisée au niveau apical et latéral dans les cellules HBE et A549 ;
après 10 jours de polarisation la localisation de PrPc s’était limitée au côté latéral
dans les cellules HBE, alors qu’aucune modification n’était observée dans les A549.
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Nos résultats prouve que la distribution du PrPc dépend de la formation des jonctions
cellulaires et que la distribution de PrPc dans les cellules épithéliales bronchiques est
contrôlée par le degré de polarisation de ces cellules. La différence dans les niveaux
de la résistance trans-épithéliale ((RTE), un indicateur de l’intégrité de la barrière
jonctionnelle), et les niveaux d’expression de PrPc dans les cellules HBE et A549 a
révélé, pour la première fois, l’existence d’une relation entre les niveaux de RTE et la
localisation et expression de PrPc. Cependant, l’origine des A549 (adénocarcinomes)
et des HBE (cellules transformées) pourrait influencer le niveau d’expression de PrPc.
Or cela ne semble pas être le cas car l’expression d’autres protéines qui sont également
impliquées dans les jonctions cellulaires, telles que l’E-cadhérine, la β-caténine et la
plakoglobine, ne présentaient aucune modification ni de leur niveau d’expression ni
de leur localisation cellulaire par rapport aux HBE. Les résultats de colocalisation
suggèrent un nouveau rôle de PrPC dans les jonctions cellulaires, en particulier dans
les desmosomes et jonctions adhérentes. Nous avons démontré que PrPc interagit
avec l’E-cadhérine (jonction adhérente) et la desmogléine (jonction des desmosomes),
deux protéines transmembranaires présentant des partenaires cytoplasmiques : res-
pectivement, la β-caténine et la plakoglobine. L’implication de la protéine PrPc dans
la régulation de l’E-cadhérine et dans l’organisation des desmosomes a été renforcée
par les résultats de son invalidation qui réduit les niveaux de RTE d’environ 50%,
une indication forte de l’implication de cette protéine dans la fonction des complexes
jonctionnels.

Globalement, nos résultats suggèrent fortement que la protéine PrPc serait susceptible
de former des complexes avec les protéines des jonctions adhérentes et des desmo-
somes. Ces complexes pourraient jouer des rôles spécifiques dans la régulation et le
contrôle des voies de signalisations liées à la barrière bronchique et à la protection
cellulaire. En conclusion, nous avons démontré que la protéine prion cellulaire nor-
male peut avoir un double rôle dans les cellules épithéliales bronchiques. D’une part,
PrPc agit comme un protecteur contre le stress induit par le cuivre dans les cellules
pulmonaires bronchiques. D’autre part, à travers sa relocalisation, elle est susceptible
de participer à l’établissement et à la fonction des barrières jonctionnelles, premières
lignes de protection contre les agents pathogènes et les particules exogènes dans les
pathologies respiratoires.

Chapitre 3 L’expression de la protéine cellulaire (PrPc) et son importance fonctionnelle dans l’épithélium
bronchique : rôle dans la protection de la barrière jonctionnelle contre le stress oxydatif. 181



IV

Conclusions et Perspectives



Pour mon projet de thèse, je suis partie de l’hypothèse que la dérégulation de la
réponse au stress oxydatif associée à la maladie de la mucoviscidose pourrait participer
au déclenchement et à l’installation de l’inflammation précoce observée au niveau
bronchique chez les patients mucoviscidosiques. Il faut rappeler que ce sont les
mutations identifiées au niveau du gène CFTR qui sont à l’origine soit de l’absence
de la protéine CFTR fonctionnelle au niveau de la membrane plasmique (mutation
delF508), soit de l’absence de la sécrétion des ions chlorures (Cl-) à travers un canal
CFTR membranaire (mutation G551D). Dans les deux cas, la protéine CFTR pourrait
être impliquée, directement ou indirectement, dans l’apparition du stress oxydant et
de l’inflammation associée à la mucoviscidose.

Plusieurs études ont montré la présence d’un état de stress oxydant et d’une inflam-
mation exacerbés dans les cellules de l’épithélium pulmonaire mucoviscidosique.
Cependant, les résultats disponibles à ce jour ne permettent pas d’impliquer les dé-
régulations de la protéine CFTR dans ces deux manifestations. De plus, comment
le stress oxydatif pourrait déclencher une réponse inflammatoire dans les cellules
épithéliales bronchiques reste encore une énigme.

Une des raisons qui rendent souvent contradictoires les résultats obtenus et com-
pliquent les conclusions que l’on peut tirer sur l’implication du CFTR dans ces deux
processus est probablement la multiplicité des modèles utilisés (lignées primaires ou
immortalisées, d’origine pulmonaire ou intestinale, humaine ou murine, etc.) et la
diversité des approches expérimentales utilisées.

C’est pourquoi dans ce projet nous avons, dans un premier temps, caractérisé de la
manière la plus complète possible l’état inflammatoire et oxydatif de lignées cellulaires
bronchiques, saines et mucoviscidosiques. L’implication de CFTR et/ou de son activité
dans ces deux processus a été évaluée dans des cellules isogéniques (même fond
génétique) : CFBE et CFBE-wt.

Nous avons caractérisé la réponse inflammatoire dans ces mêmes lignées cellulaires
en les comparant à la lignée HBE (cellules bronchiques humaines saines). Nous
avons confirmé la présence de la réponse inflammatoire et montré que pour certaines
cytokines, comme l’IL-8, l’absence de détection dans le milieu n’est pas associée à un
défaut de production, mais plutôt à une diminution de sa sécrétion, ce qui suggère la
présence d’un défaut d’exocytose cellulaire dans les cellules mucoviscidosiques.

Pour évaluer l’implication de CFTR dans cette réponse inflammatoire, nous avons
utilisé i) des cellules CFBE corrigées pour l’expression de la protéine CFTR sauvage
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(CFBE-wt), ii) des molécules correctrices de l’adressage intracellulaire du CFTR-
delF508 et iii) une molécule capable d’inhiber spécifiquement l’activité du CFTR (le
inh-172). Nos résultats montrent que le processus inflammatoire est partiellement
corrigé par le rétablissement de l’expression et de la fonction du CFTR sauvage et par
le traitement au miglustat (molécule correctrice de l’adressage du CFTR-delF508).

Nous avons par la suite montré que dans les cellules CFBE il existe un état de stress
oxydant caractérisé par une production importante de ROS. Ainsi, nous avons cherché
à caractériser la source intracellulaire du stress oxydant dans les cellules CFBE en les
comparant aux cellules HBE et CFBE-wt.

Nous avons démontré que l’état du stress associé à la mucoviscidose résulte de plu-
sieurs sources de stress intracellulaire. Dans les cellules CFBE, il existe à la fois un
stress mitochondrial et un stress réticulaire (réticulum endoplasmique). Aussi, nous
avons observé une diminution de la capacité antioxydante des cellules mucovisci-
dosiques caractérisée par une diminution de l’activité des enzymes Cu/Zn-SOD et
Mn-SOD. Dans cette partie, nous avons montré que l’état du stress oxydatif est indé-
pendant de l’expression et de l’activité du CFTR, à l’exception du stress réticulaire qui
lui est dépendant de cette protéine. Par ailleurs, nous avons montré que l’induction
d’un état de stress oxydant provoque une réponse inflammatoire exagérée dans les cel-
lules HBE, suggérant que, dans la mucoviscidose le stress oxydant pourrait constituer
un facteur déclenchant de l’inflammation précoce.

Au cours de l’évaluation des différentes sources du stress oxydant dans les cellules
CFBE, nous avons mis en évidence la présence d’une dérégulation de l’homéostasie de
trois métaux de transition importants pour la fonction cellulaire : le fer (Fe), le zinc
(Zn) et le cuivre (Cu). Le métal qui nous a le plus intéressés est le cuivre. En effet,
dans les cellules mucoviscidosiques, l’activité de l’enzyme Cu/Zn-SOD est diminuée, la
production du glutathion par la mitochondrie, un chélateur intracellulaire du cuivre,
est diminuée, et l’activité mitochondriale qui dépend en partie du cuivre comme
donneur d’électron pour la chaîne respiratoire est aussi diminuée. De plus, chez les
patients atteints de mucoviscidose, l’homéostasie systémique et broncho-alvéolaire du
cuivre est dérégulée.

L’ensemble de ces résultats et observations nous ont incité à explorer l’homéostasie du
cuivre dans les cellules bronchiques humaines saines et mucoviscidosiques, en relation
avec la protéine CFTR (figure ci-dessous 0.1).
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Figure 0.1: Schéma récapitulatif partie I

En évaluant l’expression transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des différentes
protéines impliquées dans l’homéostasie du cuivre, nous avons observé que l’expression
de la protéine prion cellulaire (PrPc) était augmentée dans les cellules CFBE en
comparaison avec les cellules HBE (résultats non montrés). Nous avons par la suite
confirmé ces résultats sur des extraits d’ARNm et de protéines préparées à partir
d’échantillons de bronches humaines saines et mucoviscidosiques collectées dans le
service de transplantation du CHU de Grenoble (Pr. Pison).

La protéine PrPc est une glycoprotéine de la famille des GPI. Cette protéine a été
très étudiée, en raison de l’implication de sa forme pathogène (frome scrapie : PrPsc)
dans les maladies neurodégénératives connues sous le nom des maladies à prion.
Cependant, son rôle physiologique reste encore à caractériser.

La protéine PrPc est capable de chélater le cuivre et de protéger les cellules contre les
dommages oxydatifs en adoptant une activité SOD-like, ou en favorisant l’incorpora-
tion du cuivre dans l’enzyme Cu/Zn-SOD. La protéine PrPc interagit également avec
plusieurs protéines impliquées dans l’adhésion cellulaire et participe au maintien des
jonctions intercellulaires au niveau de la barrière intestinale. L’expression du PrPc est
aussi modulée par le stress cuprique.

L’ensemble de ces paramètres régulés par la protéine PrPc sont altérés dans la mucovis-
cidose, faisant de la PrPc une protéine candidate idéale à étudier dans le contexte de
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la mucoviscidose. En dépit d’une richesse bibliographique très importante concernant
l’implication de la protéine PrPc dans différentes fonctions du système nerveux central
(SNC) et extra-SNC, il n’y a aucune donnée quant à son expression, sa régulation
et son rôle dans les cellules épithéliales bronchiques humaines. Ainsi, j’ai entrepris
la caractérisation de l’expression et de la régulation de la protéine PrPc dans les
cellules bronchiques humaines, déterminé sa localisation et sa distribution cellulaire
et tissulaire et étudié son rôle dans la protection de la barrière jonctionnelle contre le
stress oxydatif, d’origine cuprique. Pour la première fois nous avons démontré que la
protéine PrPc est exprimée dans les cellules de l’épithélium bronchique humain sain,
que son expression est augmentée par le cuivre au niveau membranaire et que cette
augmentation joue un rôle dans la protection des cellules contre le stress oxydatif
d’origine cuprique. Ce rôle a été confirmé après l’invalidation de l’expression de la
PrPc.

Nous avons par la suite démontré que la protéine PrPc présente une localisation
dépendante du niveau de polarisation des cellules bronchiques. La localisation est
apicale et devient latérale au fur et à mesure que les jonctions cellulaires se mettent
en place. Au niveau latéral, la protéine PrPc interagit avec la E-cadhérine (protéine
des jonctions adhérentes) et la desmogléine (protéine des jonctions desmosomes)
suggérant que la protéine PrPc joue un rôle important dans les jonctions cellulaires.
L’invalidation de l’expression du PrPc confirme son importance dans le maintien de
ces jonctions cellulaires.

Puis, nous avons par la suite démontré que l’augmentation de l’expression du PrPc

suite à un stress cuprique est exclusivement latérale et que son rôle est de stabiliser les
protéines des jonctions adhérentes et desmosomes. Cependant, aucune co-localisation
ni interaction n’a été observée avec la protéine ZO-1 (protéine des jonctions serrées).
En conclusion, nous avons démontré que la protéine prion cellulaire normale a un
double rôle dans les cellules épithéliales bronchiques. Elle agit comme un protecteur
du stress induit par le cuivre dans les cellules pulmonaires bronchiques. À travers
sa relocalisation, elle pourrait participer à l’établissement et à la fonction des bar-
rières jonctionnelles, premières lignes de défense contre les agents pathogènes et les
particules exogènes dans les pathologies respiratoires (Figure ci-dessous 0.2).
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Figure 0.2: Schéma récapitulatif partie II

Au cours de la réalisation du travail sur la caractérisation du rôle de la protéine PrPc

dans les cellules bronchiques humaines, nous avons été limités dans nos investigations
par le niveau d’invalidation de l’expression du PrPc par la méthode d’ARN interférents.
C’est pourquoi j’ai entrepris la mise en place de la technique CRISPR/Cas9. Nous
avons réussi à obtenir une lignée HBE-KO pour la protéine PrPc. Ces résultats nous
laissent entrevoir d’énormes perspectives pour la suite de notre projet. Nous disposons,
pour la première fois d’une lignée isogénique bronchique humaine n’exprimant plus
la protéine PrPc. Cette lignée nous permettra d’infirmer ou de confirmer nos résultats
concernant le rôle de la protéine PrPc dans les cellules bronchiques, d’identifier les
liens potentiels entre la protéine prion et la protéine CFTR et d’explorer son rôle dans
la mucoviscidose.
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Chauvet S, Traboulsi W, Thevenon L, Kouadri A, Feige JJ,
Camara B, Alfaidy N, Benharouga M. EG-VEGF, BV8, and their
receptor expression in human bronchi and their modification in cystic
fibrosis: Impact of CFTR mutation (delF508). Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol 309: L314–L322, 2015. First published June 5, 2015;
doi:10.1152/ajplung.00382.2014.—Enhanced lung angiogenesis has
been reported in cystic fibrosis (CF). Recently, two highly homolo-
gous ligands, endocrine gland vascular endothelial growth factor
(EG-VEGF) and mammalian Bv8, have been described as new an-
giogenic factors. Both ligands bind and activate two closely related G
protein-coupled receptors, the prokineticin receptor (PROKR) 1 and
2. Yet, the expression, regulation, and potential role of EG-VEGF,
BV8, and their receptors in normal and CF lung are still unknown.
The expression of the receptors and their ligands was examined using
molecular, biochemical, and immunocytochemistry analyses in lungs
obtained from CF patients vs. control and in normal and CF bronchial
epithelial cells. Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) activity was evaluated in relation to both ligands, and con-
centrations of EG-VEGF were measured by ELISA. At the mRNA
level, EG-VEGF, BV8, and PROKR2 gene expression was, respec-
tively, approximately five, four, and two times higher in CF lungs
compared with the controls. At the cellular level, both the ligands and
their receptors showed elevated expressions in the CF condition.
Similar results were observed at the protein level. The EG-VEGF
secretion was apical and was approximately two times higher in CF
compared with the normal epithelial cells. This secretion was in-
creased following the inhibition of CFTR chloride channel activity.
More importantly, EG-VEGF and BV8 increased the intracellular
concentration of Ca2� and cAMP and stimulated CFTR-chloride
channel activity. Altogether, these data suggest local roles for epithe-
lial BV8 and EG-VEGF in the CF airway peribronchial vascular
remodeling and highlighted the role of CFTR activity in both ligand
biosynthesis and secretion.

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; lung angiogen-
esis; BV8/endocrine gland vascular endothelial growth factor; proki-
neticin receptors

CYSTIC FIBROSIS (CF) arises from mutations in the gene that
encodes for the cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) protein (9, 32), an epithelial apical cAMP-
and ATP-regulated chloride channel (38). The most frequent
mutation, deletion of phenylalanine at position 508 (delF508)
in the first nucleotide-binding domain, is detected in �70% of
CF chromosomes (13). The delF508-CFTR protein is mis-

folded, virtually completely blocked, and rapidly eliminated at
the endoplasmic reticulum (17).

CFTR protein dysfunction results in abnormal ion transport
across the airway epithelium (7), progressively leading to the
production of viscous mucus that obstructs the airways, under-
lying the subsequent inflammatory reactions and infections.
Both processes combined with progressive bronchiectasis lead
to the development of airway structural abnormalities that
include subepithelial fibrosis, remodeling of airway epithelium
and submucosal glands, and hyperplasia of airway smooth
muscles (4, 31).

Airway remodeling in CF and other obstructive airway
disorders is known to result from a long-standing bronchial
inflammation (35, 39). Inflammatory mediators and growth
factors have the capacity to cause cell infiltration and
epithelial injury and to increase bronchial vascularization.
The latter is due to the activation of the angiogenic process,
which contributes to increase the portal entry for inflamma-
tory cells (40). The magnitude of the vascular remodeling is
correlated to the degree of inflammation resulting from
infection, since it is not observed, to such extent, in nonin-
fective chronic inflammation (40).

Signs of excessive angiogenesis have been reported in CF
patients who develop highly vascularized nasal polyps requir-
ing surgical resection. Moreover, angiogenesis-related compli-
cations, such as pulmonary hemorrhage and hemoptysis, are
frequent in CF patients (11). Altogether these findings suggest
that angiogenesis processes might contribute to the pathoge-
nicity of CF. Nevertheless, the underlying angiogenic mecha-
nisms associated with CF development and its aggravation are
still unknown.

In CF patients, the increased pulmonary microvascular den-
sity associated with a significant increase in circulating vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) was first reported by
Crawford et al. (8). The increase in the circulating VEGF levels
was observed in subjects with CF and in subjects with other
pulmonary inflammatory disorders. However, in CF, this in-
crease was correlated to the level of bacterial infection and
chronic airway inflammation (8).

Hence, elevations in circulating VEGF might promote pul-
monary angiogenesis, which participates in the progression of
the disease in the lung (27). The production of VEGF, and the
induction of angiogenesis, is commonly interpreted as a con-
sequence of the inflammation process. Importantly, Verhaeghe
et al. (37) reported that local overproduction of proangiogenic
factors in CF fetal human tracheal epithelial cells was sufficient
to stimulate angiogenesis. Their results suggest that the intrin-
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sic proangiogenic status of the CF respiratory epithelial cells
contributes to the development of lung angiogenesis. Recently,
Martin et al. (24) investigated the role of VEGF-A in the
peribronchial pulmonary vascularization. They demonstrated
that the airway epithelium is the main site of VEGF-A expres-
sion that was increased in CF patients and in Cftr-deficient
mice. Also, they reported that the inhibition of CFTR activity
induced a twofold increase in VEGF-A production. Altogether
these data suggest that angiogenic factors might contribute the
lung pathogenesis of CF.

During the last decade, two highly homologous cysteine-rich
peptides, prokineticin 1 (PROK1) and prokineticin 2 (PROK2),
were described as new angiogenic factors that are increased in
response to stressful conditions such as hypoxia, inflammation,
and abnormal vascularization (28). PROK1, also known as
endocrine gland vascular endothelial growth factor (EG-
VEGF), based on the functional similarities to VEGF, stimu-
lates endocrine gland cell proliferation/migration and promotes
angiogenesis in the mouse ovary, placenta, and cardiac tissue
(2, 19). PROK2, or mammalian Bv8, is believed to affect
behavioral circadian rhythm in the suprachiasmatic nucleus
and to promote angiogenesis in the testis and cardiac tissue (6,
18). PROKs bind and activate two closely related G protein-
coupled receptors, prokineticin receptor 1 (PROKR1) and 2
(PROKR2), which are 87% identical (21, 34). PROKs stimu-
late Ca2� mobilization in PROKR-expressing cells, presum-
ably through a receptor/Gq protein interaction (21, 34). Pertus-
sis toxin inhibits EG-VEGF-induced mitogen-activated protein
kinase signaling (21), suggesting that EG-VEGF may also be
coupled to Gi proteins. In addition, signal transduction studies
showed that these ligands induce cAMP accumulation in
PROKR-expressing cells, indicating that PROKRs are also
coupled to Gs proteins (5).

These peptides and their receptors were reported to localize
in the brain, dorsal root ganglia neurons, granulocytes, pla-
centa, and testis (12, 29). Yet the expression, localization,
regulation, and potential role of EG-VEGF/BV8 and their
respective receptors in normal and CF lung angiogenesis are
still unknown.

The present work aimed at determining the expression pro-
files of EG-VEGF/BV8 and their receptors in the lung tissues
from CF subjects compared with control nonsmokers. Because
the airway epithelium appeared as an important site of EG-
VEGF/BV8 and PROKR expression in CF airways, we further
studied the impact of CFTR chloride channel activity on
EG-VEGF/BV8 synthesis, secretion, and function in estab-
lished normal and CF airway epithelial cells.

MATERIALS AND METHODS

Human tissues collection. Peripheral human lung tissues (con-
taining noncartilaginous airways) were obtained at the time of lung
transplantation from 10 nonsmoking CF adults and from 10 non-
smoking controls undergoing lung resection for peripheral lung
cancer (Grenoble Hospital). Clinical characteristics of these pa-
tients are provided in Table 1. Lung tissue samples were fixed in
10% neutral buffered formalin by inflation immersion and embed-
ded in paraffin. To reduce the potential sampling bias related to
irregular distribution of morphological abnormalities in CF pa-
tients, tissues were obtained from two to four blocks, whose
locations were chosen randomly. In control subjects, only one
block was available for the study. Collection and processing of
human lungs conformed to the Declaration of Helsinki and to all
rules of the local Committees on Human Research. Informed
consent was obtained from each patient.

Immunohistochemistry. In this study, we also used ready 5-�m
paraffin-embedded sections prepared from human CF and non-CF
peripheral lung tissues. Slides were generously obtained from Lantu-
ejoul, (Department of Anatomopathology, Grenoble Hospital). Immu-
nohistochemistry was performed as described previously (10). For
antigen detection, sections were incubated with the following anti-
bodies: anti-BV8, anti-EGVEGF, anti-PROKR1, and anti-PROKR2
(Covalab). Immunopositive staining was detected using a Vectastain
ABC kit (Vector Labs), using DAB as the chromagen (Vector Labs).
Slides were counterstained using hematoxylin and eosin (Sigma
Aldrich).

Cell culture. We used the human alveolar adenocarcinoma cell line
A549 and human bronchiolar epithelial cell lines 16HBE14o- express-
ing wild-type CFTR (HBE) and CFBE41o- (CFBE) derived from a
cystic fibrosis patient, homozygous for the delF508 allele (delF508/
delF508) (generous gift from Dieter Gruenert, University of Califor-
nia at San Francisco).

The cells were grown, respectively, in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) and in Eagle’s minimal essential medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum (Invitrogen), glutamine, peni-
cillin, and streptomycin at 37°C under 5% CO2 and routinely grown,
respectively, in normal plastic dishes or in plastic dishes coated with
an extracellular matrix containing fibronectin, collagen, and bovine
serum albumin.

To ensure the development of differentiated monolayers, some
experiments were performed after culturing HBE and CFBE cells for
3–5 days at confluence on 12-mm Transwell polycarbonate filters
(0.4-�m pore size). Differentiation of the epithelia was verified by the
accumulation of zonula occludens-1 at tight junctions and by trans-
epithelial electrical resistance measurement (data not show).

Extraction of total RNA and reverse transcription. Total RNA was
extracted from lung tissues. The extraction was performed according

Table 1. Clinical characteristics of control and CF subjects

Control (n � 10) CF (n � 10)

Male sex, n 7 8
Female sex, n 3 2
Age, yr 60–67 (10) 42 (1), 21 (6), 31 (3)
CFTR genotype, n
F508del/F508del 0 7
F508del/2184delA 0 2
delF508/R798 0 1
Bronchial colonization
Pseudomonas aeruginosa 0 10

n, No. of subjects; CF, cystic fibrosis; CFTR, cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator.

Table 2. Primers used for real-time PCR

ADNc Primer Sequence 5=¡3= Size, bp

EG-VEGF FW: AGGTCCCCTTCTTCAGGAAACG 171
BW: TCCAGGCTGTGCTCAGGAAAAG

Bv8 FW: TGTGACAAGGACTCCCAATGTGGTG 141
BW: CCGCCCAAAAAATGGAACTTTACG

Bv8L FW: CTATGGGCAAACTGGGAGAC 1
BW: AGACATGGGCAAGTGATG

PROKR1 FW: CGGCATTGGAAACTTCATCT 338
BW: GTGCGCAGGTAGTTGACAGA

PROKR2 FW: CACCATGACCCTGTGCTATG 198
BW: ACAGTGGGGAAGAAGTCACG

18S FW: AAACGGCTACCACATCCAAG 155
BW: CCTCCAATGGATCCTCGTTA

EG-VEGF, endocrine gland vascular endothelial growth factor; PROKR,
prokineticin receptor; FW, forward, BW, backward (reverse primer).
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to the manufacturer’s protocol (RNAgents; Promega). Total RNA (1
�g) was used in reverse transcription using Superscript II-RNaseH
reverse transcriptase under conditions recommended by the manufac-
turer (Invitrogen).

Quantitative polymerase chain reaction. BV8, BV8L, EG-VEGF,
PROKR1, and PROKR2 mRNAs and 18S rRNA expressions were
quantified by real-time PCR using a Light Cycler apparatus (Bio-
Rad). The PCR was performed using the primers shown in Table 2
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crine gland vascular endothelial growth factor
(EG-VEGF) in human lung. A: RT-PCR detec-
tion of the ligand mRNA in normal and cystic
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expression levels of EG-VEGF (B), BV8 (C),
and BV8L (D) mRNAs were quantified by
real-time RT-PCR and normalized to the 18S
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mal (non-CF) and CF subjects were used. Data
are expressed as means � SE (n � 3 subjects).
*Significantly different from the control (P �
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Fig. 2. BV8, BV8L, and EG-VEGF expression in
human alveolar and bronchial epithelial cells.
A–C: RNAs from alveolar (A459) and bronchial
[human bronchiolar epithelial cell lines 16HBE14o-
expressing wild-type cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (HBE) and CFBE41o-
(CFBE)] cells were extracted, and transcript ex-
pression levels of BV8, BV8L, and EG-VEGF
were analyzed by real-time RT-PCR. Data are
normalized by quantification of the 18S rRNA
transcripts and are representative of at least 3 dis-
tinct experiments. D–F: quantification by ELISA of
EG-VEGF production in supernatants (D), in pro-
tein extracts of A549, HBE, and CFBE cells (E),
and in supernatants collected from apical and ba-
solateral side of HBE and CFBE cells cultured on
semipermeable filter (F). Data are expressed in
pg/ml of conditioned media (E) and in pg/mg of
protein extract. Data are expressed as means � SE
(n � 3). *Significantly different from the control
(P � 0.05).
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and SYBR green PCR core reagents according to the manufactur-
er’s instructions (Bio-Rad). The PCR condition and cycle were as
follows: initial DNA denaturation 10 min at 95°C, followed by 40
cycles of denaturation at 95°C for 15 s, follow by an annealing
step, and then extension at 60°C during 1 min. Each point was
performed in triplicate. To ensure that the primers produced a
single and specific PCR amplification product, a dissociation curve
was performed during the PCR cycle, and only primers with a
unique dissociation peak were selected, followed by migration on
a 2% agarose gel to ensure that the PCR product was unique. The
PCR products were then sequenced to confirm that the correct
cDNA was amplified. The expression level of each gene was
adjusted by the level of 18S mRNA and expressed as the ratio to
18S mRNA. The CFX Manager software was used to quantify
levels of expression (Bio-Rad).

Electrophoresis and immunoblotting. Protein extracts, prepared as
previously described (10), were subjected to an SDS-PAGE (12%)
and immunoblot analysis using rabbit polyclonal anti-PROKR1 and
-PROKR2 (Covalab), and monoclonal anti-�-actin (Hybridoma Bank,
University of Iowa). Images were captured using the Molecular
Imaging acquisition system (Vilber Lourmat).

Intracellular Ca2� mobilization assays. To evaluate intracellular
Ca2� mobilization flowing BV8 or EGVEGF stimulations, HBE and
CFBE cells were seeded in poly-D-lysine-coated 96-well black wall
tissue culture plates (BD Biosciences).

Ligand-stimulated Ca2� mobilization was assayed using fluo 3
Ca2� dye (Invitrogen) at a final concentration of 4 �M in dye loading
buffer [DMEM F-12 medium without phenol red (Invitrogen) con-
taining 2.5 mM probenecid] at room temperature for 1 h. Cells were
then washed one time with dye loading buffer, and calcium mobili-
zation in response to BV8 and EG-VEGF was assayed in a fluoro-
metric imaging plate reader (Infinite M200; TECAN) as described
previously (22).

Measurements of cAMP levels. For the measurement of cAMP
mobilization, HBE and CFBE cells were plated into 12-well plates
(1.5 	 106 cells/well). After 2 days of culture, cells were pretreated
for 30 min with 0.5 mM 3-isobutyl,1-methylxanthine in serum-free
medium before the addition of EG-VEGF or BV8 for 24 h. Intracel-
lular cAMP concentrations were measured using the cAMP enzyme
immunoassay system (GE Healthcare, Indianapolis, IN) as recom-
mended by the manufacturer.

Measurement of the cAMP-stimulated CFTR activity. The plasma
membrane cAMP-dependent halide conductance of HBE and
CFBE cells was determined using iodide efflux as previously
described (33). Iodide efflux was initiated by replacing the loading
buffer with efflux medium (composed of 136 mM nitrate instead of
iodide). The extracellular medium was replaced every minute with
efflux buffer (1 ml). After the steady state was reached, the
intracellular cAMP level was raised by agonists (10 �M forskolin,
0.2 mM CTP-cAMP, and 0.2 mM isobutyl methylxanthane) to
achieve maximal phosphorylation of the CFTR protein. The col-
lection of the efflux medium resumed for an additional 6 –9 min.
The amount of iodide in each sample was determined with an
iodide-selective electrode (Orion).

EG-VEGF quantification by ELISA. EG-VEGF secretion was mea-
sured by ELISA (PeproTech) in the cell culture-conditioned media.
Two separated standard curves were constructed to allow accurate
readings of samples at upper and lower ranges of the assay. All
samples were in the linear range of the standard curves. The detection
limit of the assay was 16 pg/ml. Data were expressed as pictograms
per milligram of protein extracted from HBE and CFBE.

Data analysis. Data are presented as mean values � SE. Statistical
comparisons were made using unpaired data Student’s t-test. Differ-
ences were considered significant when P � 0.05.

RESULTS

CF tissues and CF cells differentially express and secrete
BV8 and EG-VEGF. Previous gene expression profile analysis
reported an upregulation of numerous proangiogenic genes in
CF cells, namely basic fibroblast growth factor, fibroblast
growth factor 5, placental growth factor, platelet-derived
growth factor-C, platelet-derived growth factor-a polypeptide,
angiopoietin 1, VEGF-A, and VEGF-C (37). However, the
expression profiles of the new angiogenic factors, BV8 and
EG-VEGF, has not yet been investigated. In CF lung tissue
explants, both BV8 and EG-VEGF mRNA levels were upregu-
lated compared with the control tissue (Fig. 1, A–C).

An alternatively spliced product of the BV8 gene encoding
21 additional amino acids compared with BV8, and designated
as BV8L (for BV8 long form), has been shown to be broadly
expressed. Compared with BV8, BV8L mRNA expression was
shown to be lower in the brain, undetectable in the kidney, and
higher in the lung and the spleen (5).

In CF, the mRNA level of BV8L did not show any signif-
icant changes compared with the control (Fig. 1, A and C),
suggesting that BV8L has a limited role in CF.

At the cellular level, similar results were observed. The levels
of EG-VEGF and BV8 mRNA were, respectively, approximately
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six and four times higher in CF cells (CFBE) compared with HBE
cells (Fig. 2, A and B). Similar to the data obtained with the tissue
analysis, no significant difference in BV8L mRNA levels could be
observed between HBE and CFBE cells (Fig. 2C). There was no
difference in the BV8L expression in bronchial and alveolar cells
(Fig. 2C). The increase in EG-VEGF levels in CFBE cells was
further investigated by comparing its secretion and content in
A549, HBE, and CFBE cells using ELISA test. Figure 2, D and E,
shows that both EG-VEGF secretion and content are significantly

increased in CF cells. These data substantiate the findings at the
mRNA levels and demonstrate that EG-VEGF secretion is also
increased in CF cells. These results also suggest that CFTR
protein might prompt EG-VEGF secretion. To get more insight
into the site of EG-VEGF secretion by the polarized HBE and
CFBE epithelial cells, apical and basolateral media were col-
lected, and EG-VEGF were evaluated. The results indicated in
Fig. 2F show that in both cells type EG-VEGF secretion was
mainly apical.
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(B) proteins in non-CF and CF human lung
tissues and in HBE and CFBE cell lines was
monitored with immunoblotting using poly-
clonal anti-PROKR1 and anti-PROKR2 anti-
bodies, and the enhanced chemiluminescence
detection system (ECL). Black arrowheads
indicate the corresponding proteins (47 kDa).
The blot is representative of 3 independent
experiments. Expression of �-actin was mon-
itored with monoclonal anti-�-actin antibod-
ies. C and D: Image J quantification of the
expression levels of the PROKR1 (C) and
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PROKR1 and PROKR2 are highly expressed in CF. BV8
and EG-VEGF share two cognate GPCRs receptors (PROKR1
and PROKR2) that share 80–90% identity (21, 34). We com-
pared the levels of expression of the two receptors in CF and
non-CF conditions. Using quantitative RT-PCR, only
PROKR2 was highly expressed in CF tissues compared with
normal specimens (Fig. 3, A and B).

However, both receptors were highly expressed in CF cells
(CFBE) compared with normal ones (HBE) (Fig. 3, C and D).
No differences in the level of expression of PROKR1 and
PROKR2 were observed when comparing bronchial with al-
veolar cells (Fig. 3, C and D).

At the protein level, with the use of Western blotting
analysis, both receptors were upregulated in CF lung tissues
and were retrieved at a band around 47 kDa (Fig. 3, A and B),
as already described (29). Quantification of independent ex-
periments indicated that PROKR1 and PROKR2 are highly
expressed, not only in CF tissues, but also in CFBE cells (Fig.
4, C and D).

PROKR1 and PROKR2 are expressed on the cell surface of
respiratory epithelial cells. To get more insights into the
cellular expression of PROKR1 and PROKR2 in the human
lungs and compare their localizations in CF and non-CF lung
tissues, we performed immunohistochemistry. Figure 5 shows
that normal lung tissues express more PROKR2 than
PROKR1. The intensities of expression for both receptors
increased in the CF tissue sections. More importantly, in the
CF condition, both receptors appear more concentrated at the
apical membrane of the basal cells and within the goblet cells.
Strong staining could also be observed for PROKR2 in the
endothelial cells within the capillaries (Fig. 5). These findings

suggest that PROKR1 and PROKR2 might play important
roles in the respiratory functions both under physiological and
pathological conditions.

BV8 and EG-VEGF stimulate Ca2� mobilization and cAMP
production and activate chloride ion secretion. BV8 and EG-
VEGF have been reported to stimulate Ca2� mobilization in
PROKR-expressing cells (21, 34). We compared BV8 and
EG-VEGF stimulation of Ca2� mobilization in HBE and
CFBE cells. Our results showed that both ligands significantly
stimulate Ca2� mobilization in HBE and CFBE cells (Fig. 6A).
There was no difference in the levels of mobilized Ca2� upon
EG-VEGF and BV8 treatment in HBE and CFBE cells.

Because PROKR1 and PROKR2 activations were reported
to stimulate cAMP accumulation, we examined their effects on
cAMP accumulation in HBE and CFBE cells. In the absence of
these ligands, only a basal cAMP production was detected.
BV8 or EG-VEGF at 50 ng/ml significantly increased cAMP
production in HBE. This increase was more important in the
CFBE cells (Fig. 6B).

Consistent with the notion that cAMP accumulation ac-
counts, at least in part, for the CFTR chloride channel activity,
we evaluated the cAMP-activated anion conductance of the
plasma membrane (Fig. 6C). As expected, CFBE cells did not
show any iodine compared with HBE cells that endogenously
express the wild-type CFTR (Fig. 6C). The treatment of HBE
cells with BV8 or EG-VEGF showed a significant increase in
the CFTR activity (Fig. 6D). These data suggest that EG-
VEGF/BV8 through the activation of their receptors might play
an important role in the physiological processes of normal and
CF human lung function.
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Role of CFTR-mediated chloride secretion on BV8/EG-
VEGF transcription and secretion. We showed in Fig. 2 that
BV8 and EG-VEGF expression and EG-VEGF secretion were
higher in CF cells (CFBE) compared with normal cells (HBE).
Data in Fig. 6 reporting the iodide-efflux results (Fig. 6D)
confirmed the presence of a cAMP-activated chloride channel.
Nevertheless, the relationship between CFTR activity and
BV8/EG-VEGF transcription and secretion had still to be
established. Using CFTR-inh172 (10 �M), a selective inhibitor
of CFTR chloride channel activity (23), we observed an �1.5-
fold increase in EG-VEGF secretion in HBE cells (Fig. 7A).

To examine whether the effect of CFTR inhibition on
EG-VEGF secretion was related to a transcriptional effect, we
evaluated EG-VEGF, BV8, PROKR1, and PROKR2 mRNA
expression using QPCR. Treatment of HBE cells with CFTR-
inh172 (10 �M) induced a significant increase in EG-VEGF
mRNA levels after 6 h of treatment (Fig. 7B).

The CFTR inhibition also increased BV8 and PROKR2 mRNA
expression. We did not observe any significant effect on the
mRNA expression levels of BV8L and PROKR1 (Fig. 7, C–F).

DISCUSSION

CF is the most common life-threatening inherited disease in
the Caucasian population. Abnormal airway surface liquid
results in recurrent lower respiratory tract infections, inflam-
mation, and airway remodeling (4, 31). To our knowledge, this

is the first report concerning the expression, localization, and
potential role of two new angiogenic factors, BV8 and EG-
VEGF, and their receptors, PROKR1 and PROKR2, in normal
and CF human lungs.

Our results show that the airway epithelium is an important
site for BV8, EG-VEGF, PROKR1, and PROKR2 expression.
This expression was increased in CF patients compared with
control subjects. In the airway epithelial cell line carrying a
homozygote CF mutation (delF508), both ligands and their
receptors were highly expressed compared with the wild-type
cells. In these cells, the absence or the inhibition of CFTR
chloride secretion resulted in increased BV8 and EG-VEGF
biosynthesis and secretion. The present study also suggests that
PROKR1 and PROKR2 are functionally coupled to the CFTR
protein through the mobilization of intracellular cAMP.

BV8, EG-VEGF, PROKR1, and PROKR2 were localized to
ciliated cells and in their precursors, i.e., the basal cells. The
immunolabeling of both receptors showed that PROKR1 and
PROKR2 were localized to the apical plasma membrane,
where CFTR normally resides. Similar localization was also
reported for the �2-adrenergic receptor (36). EG-VEGF was
secreted at the apical site of CFBE and HBE cells, suggesting
a potential role of prokineticins at the airway site.

The immunostaining study also revealed a cytoplasm local-
ization for these receptors that probably corresponds to their
constitutively internalization process.
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In the epithelial cell model, both receptors were func-
tional, and their stimulation by the corresponding ligands
mobilized intracellular calcium and cAMP, as previously
reported (21, 26).

Our results show that human bronchial epithelial cells car-
rying the homozygous CFTR mutation delF508 display a
higher proangiogenic status compared with control epithelial
cells. This proangiogenic status is characterized by an in-
creased production of BV8, EG-VEGF, and PROKR2. For
PROKR1 receptor, however, only its protein expression was
upregulated in CF tissues and cells. These results suggest that
both receptors are not regulated in the same way in normal and
CF conditions. Our results suggest that BV8 and EG-VEGF
should be considered as new angiogenic lung factors that might
contribute to the increased angiogenesis observed in the CF
disease.

Furthermore, these findings reveal that CF epithelial cells
have the potential to efficiently induce angiogenesis through
the release of multiple angiogenic factors, and raise the possi-
bility that they could also initiate or increase the inflammation-
related vascular remodeling in CF patients.

Our conclusion that CFTR dysfunction might trigger BV8
and EGVEGF synthesis is based on data obtained in cultured
airway epithelial cells. Indeed, use of CF epithelial cells
lacking apical chloride ion secretion or the inhibition of the
CFTR activity in non-CF epithelial cells showed an increase in
BV8/EG-VEGF biosynthesis and secretion.

Similar results were reported for the most potent angiogenic
factor, VEGF-A. Verhaeghe et al. (37), using a human fetal cell
line carrying the homozygous mutation delF508, and Martin et
al. (24), by inhibiting the function of CFTR protein in a normal
airway epithelial cell line, reported increased VEGF-A synthe-
sis compared with control human cells. Our data provided
circumstantial evidence of a role for CFTR dysfunction in
BV8/EG-VEGF production. Finally, the absence of CFTR
activity induced both increased BV8/EG-VEGF mRNA and
protein synthesis, suggesting a transcriptional effect. Further
studies are required to determine whether the effect is related
to mRNA synthesis and/or mRNA stabilization.

The increase of BV8/EG-VEGF synthesis in CFBE cells was
independent of infection and inflammation. However, in-
creased BV8/EG-VEGF expression observed in CF airway
epithelium at transplantation could be related to multiple fac-
tors, such as proinflammatory cytokines, microbial products
from bacteria (116, 25), and to a hypoxic environment (15).

It is well established that hypoxic environment might ac-
company CF disease in the lung as a result of the CF-associated
oxidative stress (1, 3). Hypoxia is also known to upregulate
BV8 and EG-VEGF (19, 20), suggesting that the increased
levels of both ligands observed in CF might be a consequence
of this phenomenon.

Because BV8 and EG-VEGF can regulate a wide variety of
biological processes, including angiogenesis, and inflamma-
tory responses (20, 30), their elevated expression in CF may
reflect the severity and neutrophil predominance of inflamma-
tion in this disorder (14).

Higher BV8 and EG-VEG levels in CF may also be related
to airway infection and that both ligands may be used as
sensitive surrogate markers of airway inflammation associated
with airway infection. Further studies including subjects with
CF, chronic bronchitis, and bronchiectasis would further clar-

ify the relationship between infection, inflammation, and BV8/
EG-VEGF.

Our study highlights the ability of CF epithelial cells to
intrinsically promote angiogenesis via the expression of angio-
genic factors, including the EG-VEGF/Bv8 family. This sug-
gests that therapies directly targeting a reduction in BV8/EG-
VEGF synthesis and/or action to antagonized PROKR2 recep-
tors could represent a promising method of reducing vascular
remodeling in CF airways. Because angiogenesis is correlated
with more severe pulmonary diseases, therapies based on the
use of antiangiogenic factors could also be considered to
reduce this phenomenon and to decrease the severity of the CF
pathology.
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Abstract: 

In cystic fibrosis (CF), inflammation is detected early on in the airways, even before the onset of bacterial infection, suggesting 

that mechanisms other than infection are at the origin of the initial inflammatory processes. Among these processes, there is 

the oxidative stress. The latter is widely accepted as a critical component of several diseases. 

My PhD project was focused on the characterization of the role of the oxidative stress in triggering inflammation in the CF 

disease. I used normal (HBE) and cystic fibrosis (CFBE) human bronchial epithelial cells. I also used two cell models derived 

from CFBE upon either, a stable expression of the wild-type protein (CFBE-wt), or its mutant form; delF508 (CFBE-

deltaF508).  

The characterization of the inflammatory profile in our cellular models confirmed the presence of an intrinsic inflammation in 

CFBE cells. This profile was independent of the expression of the CFTR protein and was not modified upon the treatments 

with different molecules known to correct the trafficking of the mutant CFTR (delF508) protein. This suggest that other 

parameters might be the cause of the CF intrinsic inflammation. 

Recent studies from our group showed that cells from bronchial CF patients displayed a decrease in copper (Cu) concentrations, 

and increase in the production of free radicals, and a decrease in antioxidant enzyme activities, such as Cu/Zn-SOD. These 

results allowed us to establish a link between Cu levels, oxidative stress and inflammation. 

While investigating the levels of expression of a number of genes encoding proteins that control Cu homeostasis in HBE and 

CFBE cells, we found that the expression of the cellular prion protein (PrPC) was altered in CFBE cells. PrPC is a glycosyl 

phosphatidyl inositol (GPI)-anchored glycoprotein involved in prion infection, propagation and aggregation in the central 

nervous system that leads to transmissible spongiforme encephalopathies (TSE) diseases. Despite several in vitro and in vivo 

studies demonstrating the capacity of PrPC to interact with other proteins, to bind copper (Cu) with high affinity and to protect 

cells against oxidative stress, its physiological functions were still under investigations, particularly in extra-neuronal tissues, 

such as the bronchial epithelium. We have addressed the role of PrPC in the lung cellular architecture, by determining its impact 

on the integrity of the lung epithelial junctions. This was performed in relation to Cu homeostasis and oxidative stress in 

bronchial epithelial cells. To further understand PrPC function, we developed a new HBE PrPC knock-out cell line using the 

CRISPR/Cas9 strategy. Overall, my project brought new insights into the understanding copper involvement in inflammation, 

oxidative stress and jonctionnal barriers, and how PrPC protein protect bronchial epithelial cells form copper-associated 

oxidative stress. 

 

Résumé : 

La mucoviscidose est une maladie génétique, autosomale et récessive. Elle est caractérisée par une inflammation précoce des 

voies aériennes observée en absence de toute infection bactérienne, virale ou fongique. 

Aujourd’hui, l’origine de cette inflammation précoce reste très discutée. Plusieurs études mettent en avant la participation du 

stress oxydatif, une composante pathologique majeure de la mucoviscidose. Cependant, le lien entre le stress oxydatif et 

l’inflammation dans un contexte mucoviscidosique reste à démontrer. 

Mon projet de thèse a porté sur la caractérisation du rôle du stress oxydatif dans le déclenchement de l'inflammation dans la 

mucoviscidose. Pour cela j’ai utilisé des cellules épithéliales bronchiques humaines saines (HBE) et mucoviscidosiques 

(CFBE). J'ai également utilisé deux modèles de cellules dérivées de la cellule CFBE; les cellules CFBE corrigées par la protéine 

normale et celles surexprimant la protéine CFTR mutée ; CFTR-delF508 (CFBE-delF508). La caractérisation du profil 

inflammatoire dans les trois modèles cellulaires a confirmé la présence d'une inflammation intrinsèque dans les cellules CFBE. 

Cependant, ce profil serait indépendant de l'expression de la protéine CFTR, car il n’est pas modifié suite à l’utilisation de 

traitements avec des correcteurs de l’expression de la protéine CFTR mutée. Ces résultats suggèrent que le statut inflammatoire 

dans les cellules mucoviscidosiques serait dû à des protagonistes autres que CFTR. 

Des études récentes de notre groupe ont montré que les cellules de patients atteints de mucoviscidose présentent une diminution 

de la concentration en cuivre (Cu), une augmentation de la production de radicaux libres (ROS) et une diminution des activités 

enzymatiques anti-oxydantes, notamment celle de la Cu/Zn-SOD. La caractérisation du statut du métal cuivre dans nos 

modèles, nous a permis d'établir un lien entre les niveaux de Cu, le stress oxydatif et l'inflammation dans la mucoviscidose. 

La comparaison des niveaux d'expression de gènes codants pour des protéines impliquées dans l'homéostasie du Cu dans les 

cellules HBE et CFBE, nous a permis d’identifier la protéine prion cellulaire (PrPC) comme protéine surexprimée dans les 

cellules CFBE. PrPC est une glycoprotéine ancrée à la surface des cellules grâce à son ancre Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol 

(GPI). Plusieurs études menées in vitro et in vivo ont montré la capacité du PrPC à interagir avec différentes protéines, à lier le 

Cu avec une forte affinité, et à protéger les cellules contre le stress oxydatif. Néanmoins, ses fonctions restent à caractériser 

dans des tissus extra-neuronaux comme l'épithélium bronchique.  

Nous avons étudié le rôle de la protéine PrPC dans le contrôle de l'homéostasie du Cu et du stress oxydatif dans les cellules 

épithéliales bronchiques. Nous avons aussi étudié son implication dans le contrôle des jonctions cellulaires des cellules 

pulmonaires. Afin de mieux comprendre la fonction PrPC dans les processus inflammatoires associés à la mucoviscidose, nous 

avons développé une nouvelle lignée cellulaire invalidée pour la protéine PrPC, en utilisant la stratégie CRISPR / Cas9.  

Dans l'ensemble, notre projet a avancé nos connaissances sur la compréhension de l'implication de la protéine CFTR dans 

l’inflammation et le stress oxydatif associé aux cellules bronchiques mucoviscidosiques. Nous avons aussi mis en évidence 

l’implication du cuivre dans le stress et l’inflammation dans les cellules mucoviscidosiques. Finalement, nous avons montré 

que dans les cellules bronchiques humaine, la protéine PrPC est exprimée et localisée dans les jonctions cellulaires où elle 

participe à la protection contre le stress d’origine cuprique. 
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