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La mucoviscidose est la maladie génétique la plus fréquente des maladies rares a transmission
autosomique récessive dans les populations d’origine caucasienne. Elle touche plus de 70 000
malades dans le monde dont presque 7 000 en France. Depuis la découverte du gene CFTR
responsable de la mucoviscidose en 1989, d’importants progrés ont été réalisés en recherche
fondamentale et clinique, permettant une meilleure compréhension de la maladie, une
amélioration de la qualité de vie des patients et I'orientation des recherches vers une

thérapeutique curative.

Les conséquences physiopathologiques des mutations du gene CFTR sont nombreuses.
L'inflammation et I'infection broncho-pulmonaire chroniques sont les causes principales de
morbidité et de mortalité des patients atteints de mucoviscidose. L'un des pathogenes
majeurs dans la mucoviscidose est Pseudomonas aeruginosa qui colonise les voies aériennes
des patients de l'enfance jusqu’a I'dge adulte sans éradication malgré les cures

d’antibiothérapies administrées aux patients atteints de mucoviscidose.

Dans le cadre de ce travail, nous avons étudié le réle de CHAC1, dont I’expression génique est
modulée en réponse a l'infection a Pseudomonas aeruginosa dans les cellules épithéliales
bronchiques de patients atteints de mucoviscidose par rapport a des cellules de donneurs
sains. Nous avons dans un premier temps cherché a comprendre le réle physiologique de cette
protéine sur la réponse inflammatoire dans un contexte infectieux. Puis dans un second
temps, nous nous sommes intéressés a étudier les fonctions connues de CHAC1 dans des

modeéles de cellules épithéliales bronchiques.

Afin de placer les travaux présentés dans ce manuscrit dans un contexte général et
scientifique, nous aborderons dans l'introduction, les connaissances actuelles sur i) la
mucoviscidose, la protéine responsable de la maladie, la physiopathologie et les
conséquences sur I'épithélium des voies respiratoires, ii) CHAC1, revue bibliographique des
connaissances concernant cette protéine. Enfin, les résultats, les conclusions et les

perspectives de ces travaux seront développés.
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1. La mucoviscidose

1.1. Généralités

1.1.1. Historique

La mucoviscidose a été décrite scientifiquement comme une maladie pour la premiére fois en
1936 par le pédiatre suisse Guido Fanconi (Fanconi 1936, Durieu et al. 1999) mais était déja
connue depuis longtemps. Au Moyen Age, le sort funeste du nouveau-né dont la mére
remarquait le « baiser salé » était connu. En 1606, le médecin espagnol Alonso y de los Ruyzes
de Fonteca rapporte que « les doigts passés sur le front des enfants ensorcelés ont un go(t
salé » (Alonso y de los Ruyzes de Fonteca 1606). Rochholz dans son almanach de 1857 écrit

« L'enfant mourra bient6t dont le front embrassé est salé » (Rochholz 1857).

Selon Busch, une des premiéres descriptions médicales des lésions pancréatiques rencontrées
dans la mucoviscidose pourrait dater de 1595 (Busch 1990). En effet, un rapport d’autopsie
fait par le professeur Pieter Pauw aux Pays-Bas décrit une patiente agée de 11 ans supposée
ensorcelée et présentant un pancréas élargi, dur et blanc. En 1905, Landsteiner décrit une
atteinte digestive présente chez certains enfants atteints de mucoviscidose, I'iléus méconial

(Landsteiner 1905).

Au début du XX°™Me siécle apparaissent les premiéres observations associant maladie
pulmonaire, diarrhée et anomalie pancréatique grace a plusieurs cas dans une famille (Garrod

et Hurley 1912).

En 1936, Fanconi décrit la maladie comme une maladie cceliaque sous le nom de « fibrose
kystique du pancréas et bronchectasie ». Mais la mucoviscidose ne sera considérée comme
une maladie a part entiére qu’en 1938 par la pédiatre américaine Dorothy Hansine Andersen
qui publie un article intitulé « Fibrose kystique du pancréas et ses relations avec la maladie
ceeliaque ». Elle y décrit les caractéristiques cliniques de la mucoviscidose, notamment
I'obstruction intestinale néonatale, les complications respiratoires et digestives ainsi que les

Iésions histologiques spécifiques du pancréas (Andersen 1938).
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Le terme mucoviscidosis créé a partir des termes « mucus » et « visqueux » fit utilisé pour la
premiere fois en 1943 par le docteur Sydney Farber (Farber 1943) afin de corriger la

dénomination employée par Dorothy Hansine Andersen, centrée sur le pancréas.

Le caractere héréditaire et le mode de transmission récessif furent suggérés en 1945 par

Andersen et Hodges (Andersen et Hodges 1946).

En 1953, le docteur Paul Di Sant’ Agnese découvre et décrit les anomalies électrolytiques dans
la sueur des patients atteints de mucoviscidose, notamment une élévation importante d’ions
chlorure (CI) et sodium (Na*) (Di Sant'Agnese et al. 1953). Cette découverte permet alors

d’envisager un diagnostic plus spécifique de la maladie, le test de la sueur.

En 1981, Mickael Knowles et ses collaborateurs découvrent que le potentiel électrique au
niveau de la muqueuse nasale des patients atteints de mucoviscidose est plus électronégatif
que chez les sujets sains, ce gu’ils expliguent par une réabsorption massive de sodium
entrainant une déshydratation a la surface de I'épithélium (Knowles et al. 1981). Cette
découverte fait le lien physiologique entre les poumons, le pancréas et les glandes

sudoripares.

En 1989, le géne impliqué dans la mucoviscidose est isolé et séquencé par les équipes de
Lap-Chee Tsui et Riordan (Kerem et al. 1989, Riordan et al. 1989, Rommens et al. 1989).
L'anomalie génétique de la maladie concerne le géne CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) localisé sur le chromosome 7 et codant pour une protéine
transmembranaire du méme nom. La fonction de canal chlorure de la protéine CFTR n’est

déterminée que plus tard dans les années 90 (Anderson et al. 1991).

La découverte de I'anomalie génétique a permis par la suite d’ajouter le génotypage au

protocole diagnostic et d’envisager la thérapie génique.

1.1.2. Epidémiologie

La mucoviscidose ou fibrose kystique (cystic fibrosis en anglais : CF) est la maladie génétique
la plus fréguente des maladies rares a transmission autosomale récessive rencontrée dans les

populations d’origine caucasienne.
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Le registre de la European Cystic Fibrosis Society (ECFS) de 2015 estime qu’il y a plus de 70 000
malades dans le monde dont 42 054 recensés en Europe et 6 757 en France (registre francais
de la mucoviscidose de 2016) qui est le second pays d’Europe, aprés le Royaume-Uni, qui

recense le plus de patients atteints de mucoviscidose (Figure 1).

L'incidence de la mucoviscidose est trés variable selon les pays et les origines ethniques. Aux
Etats-Unis, I'incidence varie entre un nouveau-né sur 3 000 naissances chez les américains
d’origine caucasienne, un sur 4 000-10 000 chez les latino-américains et un sur 15 000-20 000
chez les américains d’origine africaine alors qu’elle est d’un sur 350 000 au Japon (O'Sullivan

et Freedman 2009).

Figure 1 : Prévalence estimée de la mucoviscidose pour 100 000 habitants a travers le monde.
(D’apres Lopes-Pacheco 2016).

Le sexe-ratio est proche de 1, les hommes et les femmes sont atteints avec la méme fréquence

bien que la maladie soit plus sévére chez les femmes (Stephenson et al. 2017).

L'espérance de vie des patients est passée de 5 ans dans les années 60 a plus de 50 ans en
moyenne pour les patients qui naissent aujourd’hui grace aux progrés concernant

I'amélioration des traitements et de la prise en charge des patients atteints de mucoviscidose.
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1.1.3. Diagnostic et dépistage

Les mutations du géene CFTR responsables de la mucoviscidose sont transmises de fagon

autosomique récessive.

Le dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose a été instauré en 2002 en France
(Figure 2). Il consiste en un test appelé test de Guthrie effectué chez les nourrissons
permettant une prise en charge précoce de la maladie (Farriaux et al. 2003). Le dépistage
néonatal repose sur une technique en deux temps. Tout d’abord un dosage de la trypsine
immunoréactive (TIR) est réalisé dans le sang des nouveau-nés prélevé au 3°™¢ jour de vie. La
TIR est une enzyme pancréatique normalement totalement absente du sang. Un dosage trop
élevé de TIR (TIR > 60 pg/L) reflete donc une obstruction des voies pancréatiques. Ce dosage
permet de dépister environ 95 % des nouveau-nés atteints de mucoviscidose. Mais ce n’est
pas un dosage spécifique de la mucoviscidose. Ainsi, si le dosage est positif, il doit étre couplé
a une analyse moléculaire des 29 mutations du gene CFTR les plus fréquemment retrouvées

dans la population.
Trois cas de figure peuvent alors se présenter (registre francais de la mucoviscidose 2016) :

- deux mutations sont identifiées. Une confirmation du diagnostic est alors réalisée dans
un centre de ressources et de compétences de la mucoviscidose (CRCM), reposant sur
I’évaluation clinique du nouveau-né et un test de la sueur positif. Un traitement et un
suivi sont alors mis en place.

- une seule mutation est identifiée (le risque qu’une deuxiéme mutation ne soit pas
identifiée est de 10 %). Le test de la sueur doit étre réalisé dans un centre spécialisé.
Si le test est positif, le nouveau-né sera pris en charge par un CRCM. Si le test se révele
négatif, I'information sur I’"hétérozygotie de I'enfant sera donnée aux parents lors
d’une consultation de conseil génétique.

- aucune mutation n’est retrouvée et la TIR est tres élevée. Un deuxieme dosage de
contrble de la TIR sera réalisé a 21 jours de vie. La persistance d’une TIR élevée
conduira a une consultation dans un centre spécialisé pour la réalisation d’un test de

la sueur.
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Dosage de la TIR aJ3:
Test de Guthrie

|

TIR 2 seuil

» TIR <seuil al3

Absence de STOP
(65 ng/L=0,5%) consentement 4
Analyse du gene CFTR TIR < seuil aJ21
(29 mutations) (40 pg/L)
F 3
2 mutations 1 mutation 0 mutation*® » Controle TIR 3 J21
\ ! v

TIR = seuil a J21
(40 pg/L)

CRCM - Test de la sueur -+

/N

Anormal Normal
(> 60 mmol/L) (< 40 mmol/L)

- -

Diagnostic de
mucoviscidose

—— Conseil génétique si 1 mutation

Figure 2 : Différentes étapes du dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose en France.
TIR : trypsine immunoréactive, * si la TIR a J3 est supérieure a 100 pg/L.
(D’aprés Munck et Roussey 2008).

Le test de la sueur est le test diagnostic de la mucoviscidose. Proposé dés 1953 par
Di Sant’Agnese, il consiste a doser la quantité d’ions Cl" dans la sueur des patients (Di
Sant'Agnese et al. 1953). La sueur des patients CF est salée en raison d’une augmentation
d’ions CI, Na* et potassium (K*) due a la déficience de CFTR entrainant une diminution de
I'absorption des ions ClI- par les cellules des glandes sudoripares. Le test de la sueur est
pathologique lorsque la concentration d’ions CI" est supérieure a 60 mmol/L et douteux
lorsqu’elle est entre 40 et 60 mmol/L et nécessite donc un nouveau test de la sueur et une

recherche plus large de mutations (Sermet-Gaudelus et al. 2010).
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Le dépistage prénatal ou préimplantatoire de la mucoviscidose est proposé pour les couples
a risque de donner naissance a un enfant atteint de mucoviscidose. Si I’enfant est atteint de

la maladie, une interruption de grossesse peut étre envisagée.

1.2. Gene et protéine CFTR

1.2.1. Gene CFTR

Le gene CFTR est localisé dans la région q31.2 du bras long du chromosome 7. Ce gene est
composé d’environ 190 kilobases (kb) réparties en 27 exons a I'origine de la formation d’un

ARNm (acide ribonucléique messager) de 6,5 kb (Kerem et al. 1989, Ellsworth et al. 2000)
(Figure 3).

Les mutations du géne CFTR sont responsables de la mucoviscidose.

©
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p21.3
p21.1
pl53
pl54
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q22.1
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Chromosome 7
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CFTR
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56b 8 12 14a 15 17b 23
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Transcription J
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Figure 3: Du géne a ’ARNm CFTR.
De haut en bas : Localisation du géne CFTR dans la région q31.2 sur le chromosome 7 humain, représentation
du géne CFTR a I'échelle faisant apparaitre les exons (rectangles gris), ARNm CFTR.
(D’aprés Rowntree et Harris 2003).
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1.2.2. Protéine CFTR

Le gene CFTR code pour une protéine du méme nom. CFTR est une glycoprotéine
transmembranaire constituée de 1 480 acides aminés avec une masse moléculaire de 168
kiloDalton (kDa) (Riordan et al. 1989, Rommens et al. 1989). La protéine CFTR appartient a la
famille des transporteurs membranaires ABC (ATP-binding cassette), c’est pourquoi elle porte
également le nom de ABCC7 pour ATP-binding cassette sub-family C member 7. Cette famille
est 'une des plus importantes superfamilles de protéines. La caractéristique prédominante
de ces protéines membranaires est leur capacité a lier et hydrolyser I'ATP
(adénosine-5’-triphosphate) via deux sites spécifiques, les domaines NBD (nucleotide binding
domain). En utilisant I'ATP, ces transporteurs sont capables de faire transiter, au travers des
membranes cellulaires, une grande variété de substances (acides aminés, peptides, lipides,
protéines, ions, toxines, etc.). Les transporteurs ABC présentent également deux domaines

transmembranaires appelés TMD (transmembrane domains).
La protéine CFTR contient (Figure 4) :

- deux domaines transmembranaires hydrophobes TMD1 et TMD2 comprenant chacun
six hélices a. Ces domaines permettent la formation du pore du canal.

- deux domaines hydrophiles de liaison aux nucléotides NBD1 et NBD2. Ces domaines
sont formés de feuillets B entourés d’hélices a et contiennent des séquences
consensus de liaison a I'ATP participant a la régulation des mécanismes
ATP-dépendants d’ouverture et de fermeture du canal.

- un large domaine hydrophile régulateur R cytoplasmique qui relie les deux séquences
répétées TMD-NBD. Ce domaine, spécifique de CFTR, contient de nombreux résidus
chargés et plusieurs sérines phosphorylables par les protéines kinases A (PKA) et C

(PKC) (Riordan et al. 1989).
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Figure 4 : Organisation structurelle de la protéine CFTR.

(A) Schéma montrant I'organisation transmembranaire des différents domaines de la protéine CFTR : deux
domaines transmembranaires TMD1 et TMD2, deux domaines de liaison aux nucléotides NBD1 et NBD2 et
un domaine régulateur R.

(B) Structure moléculaire de CFTR humain déterminée dans la conformation déphosphorylée, sans ATP.
(D’apreés Liu et al. 2017).

1.2.3. Localisation de CFTR

La protéine CFTR est exprimée dans de nombreux organes et dans divers types cellulaires.
CFTR est principalement localisée a la membrane apicale des cellules épithéliales des organes
possédant des glandes exocrines : poumons, pancréas, foie, intestins, peau et appareils
génitaux (Riordan et al. 1989, Crawford et al. 1991). L’expression de CFTR varie selon les tissus.
Elle est trés exprimée dans les glandes sudoripares et pancréatiques mais faiblement
exprimée au niveau de I'épithélium bronchique et son expression diminue distalement dans
le poumon (CFTR est plus exprimée dans I’épithélium nasal et bronchique que bronchiolaire)
(Kreda et al. 2005). Au niveau pulmonaire, la protéine CFTR est majoritairement localisée au
niveau de I'épithélium de surface des voies aériennes et essentiellement au niveau de la
membrane apicale des cellules ciliées (Figure 5) et des glandes sous-muqueuses (Jacquot et

al. 1993).
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Figure 5 : Immunomarquage de la protéine CFTR.
CFTR est présent au niveau apical de la membrane des cellules ciliées bronchiques (CFTR en rouge, cils en
vert (tubuline beta) et noyaux en bleu (DAPI)).
(D’apres Kreda et al. 2005).

1.2.4. Fonctions de CFTR

a)  CFTR:canal chlorure

CFTR a été identifiée en 1991 comme étant un canal chlorure (Anderson et al. 1991). Il permet
le passage d’ions Cl-de I'intérieur de la cellule vers I’extérieur. Le canal CFTR est spécifique aux
anions et sa séquence de perméabilité est la suivante : Br > Cl">I" > F (Anderson et al. 1991).
La méme année, Anderson et ses collaborateurs démontrent que CFTR est un canal Cl" sensible
a ’'AMPc (adénosine monophosphate cyclique) et que I’ATP est requise pour ouvrir ce canal
phosphorylé par la PKA (Anderson et al. 1991). La conductance du canal CFTR a été évaluée
entre 6 et 10 pS (pico Siemens) selon les espéces, les concentrations ioniques et la

température (Sheppard et Welsh 1999).
b)  CFTR:transporteur

Le canal CFTR est perméable a d’autres molécules, notamment aux anions polyatomiques tels

que le nitrate (NO3") ou le bicarbonate (HCO3") (Linsdell et al. 1997).

Le canal CFTR permet également le transport de glutathion réduit (GSH) ou oxydé (GSSG)

(Linsdell et Hanrahan 1998). Le glutathion est I'antioxydant extracellulaire le plus important
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retrouvé au niveau des poumons. Ce tripeptide ubiquitaire est retrouvé dans toutes les
cellules eucaryotes et protege I'organisme des especes réactives de I'oxygene (ROS). Le GSH
est synthétisé dans le cytoplasme ou les concentrations normales sont de 1 a 10 mM. |l est
retrouvé a des fortes concentrations (400 uM) dans le liquide de surface des voies
respiratoires de personnes saines, soit environ 50 fois les concentrations plasmatiques de GSH
ou 100 fois les quantités retrouvées dans les fluides extracellulaires d’autres tissus (Linsdell et
Hanrahan 1998). De plus, il a été montré que les concentrations de GSH étaient diminuées
dans le liquide de surface des voies respiratoires des patients CF (Roum et al. 1993). Ces
observations concernant le GSH et son implication potentielle dans I’exacerbation du stress
oxydant qui résulte de I'inflammation chronique des poumons des patients CF, ont mené a la
démonstration que CFTR est un transporteur de glutathion, autant sa forme réduite
gu’oxydée (Linsdell et Hanrahan 1998). CFTR présente tout de méme une perméabilité faible
pour I'anion divalent GSSG par rapport au GSH et aux autres anions monovalents. Kogan et
ses collaborateurs démontrent en 2003 que le flux de GSH est une propriété intrinséque de
CFTR et que les anomalies de transport du GSH seraient directement liées a I'anomalie

génétique de CFTR (Kogan et al. 2003).

c) CFTR : régulateur d’autres canaux

+

La protéine CFTR régule d’autres canaux tels que le canal sodique ENaC (epithelial Na

channel) ou le canal CI dépendant de ’AMPc ORCC (outwardly rectifying chloride channel).

ENaC est régulé négativement par CFTR (Mall et al. 1998). Avant méme l'identification de
CFTR, une hyperabsorption de Na* avait été observée dans les cellules épithéliales CF (Boucher
et al. 1986). Chez les patients atteints de mucoviscidose, I'absence ou la déficience de la
protéine CFTR entraine une levée de I'inhibition du canal ENaC induisant ainsi un influx accru
de Na* dans les cellules, principal responsable de la déshydratation du liquide de surface des

voies aériennes.

La protéine CFTR régule positivement le canal ORCC (Gabriel et al. 1993). La présence de

protéines CFTR fonctionnelles est nécessaire pour I’activation de ORCC par la PKA ou I’ATP.
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1.2.5. Mutations de CFTR

A ce jour, plus de 2 000 mutations du géne CFTR sont recensées dans la base de données
CFTR1 ou Cystic Fibrosis Mutation Database (http://www.sickkids.ca/search/search.aspx). La
plupart sont des mutations ponctuelles avec des conséquences variables sur la protéine CFTR.
Des études de structure et de fonction ont été réalisées sur seulement 312 mutations qui ont

pu étre validées et qualifiées de CF causing (bas de données CFTR2 : https://www.cftr2.org/).
Il existe deux sortes de classifications des mutations de CFTR.

La plus récente classe les mutations selon leurs conséquences cliniques chez le patient. Elle a
été établie en 2007 au cours de la Conférence Consensus organisée par I'ECFS et en
partenariat avec I'ESHG (European Society of Human Genetics) et I'EuroGentest Network of
Excellence (Castellani et al. 2008). Cette classification répartit les mutations de CFTR en quatre

groupes :

- groupe A : mutations qui engendrent une forme classique de la mucoviscidose.

- groupe B: mutations qui engendrent une forme non classique de la mucoviscidose
(associée aux troubles liés a CFTR).

- groupe C: mutations qui n’ont pas de conséquences cliniques connues.

- groupe D : mutations qui présentent une pertinence clinique inconnue ou incertaine

(Fanen et al. 2014).

Néanmoins la classification des mutations de CFTR la plus utilisée reste celle qui les classe
selon les conséquences fonctionnelles qu’elles engendrent sur la protéine CFTR (Figure 6).
Cette classification a été initiée en 1993 et comportait quatre classes de mutations de | a IV
(Welsh et Smith 1993). Une cinquieme classe a ensuite été rajoutée a cette classification en
1995 (Kerem et Kerem 1995) puis une sixieme en 1999 (Haardt et al. 1999). Les mutations de
classe | a lll sont associées a des phénotypes plus séveres de la mucoviscidose alors que les
mutations de classe IV a VI sont associées a des phénotypes plus modérés de la maladie. Il a
été proposé en 2001 de regrouper les classes V et VI en une seule classe (Welsh et al. 2001)
mais cela reste controversé dans la littérature (Fanen et al. 2014, Elborn 2016). Il a également
été récemment proposé la création d’une nouvelle classe de mutation pour les mutations de

CFTR qui sont irrécupérables pharmacologiquement (De Boeck et Amaral 2016).
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Figure 6 : Classification des conséquences moléculaires des mutations du géne CFTR.
(D’aprés Wilschanski et Durie 2007).

a) Mutations de classe |

Les mutations de classe | entrainent un défaut de production d’une protéine CFTR
fonctionnelle qui est alors partiellement ou totalement absente. La présence d’un codon stop
conduit a la production d’'un ARNm instable ou d’une courte protéine tronquée qui est non
fonctionnelle et rapidement dégradée. La mutation la plus fréquente de cette classe est la

mutation G542X.
b)  Mutations de classe Il

Les mutations de classe Il sont associées a un défaut de maturation en raison d’'un mauvais
repliement de la protéine CFTR. La protéine mal conformée est retenue dans le réticulum
endoplasmique (RE) puis dirigée vers le cytoplasme ou elle sera dégradée par le protéasome.
La mutation la plus fréquente de cette classe est la mutation F508del, qui correspond a la
délétion d’une phénylalanine en position 508 de la protéine CFTR. Les patients francais sont
homozygotes a 42 % et hétérozygotes a 41,5 % pour la mutation F508del (registre francais de
la mucoviscidose 2016), ainsi 83,5 % des patients frangais sont porteurs d’au moins une copie

de cette mutation.
c) Mutations de classe llI

Les mutations de classe lll ou gating mutations altérent la régulation du canal chlorure CFTR.
Ce sont des mutations faux-sens qui produisent une protéine efficacement insérée dans la

membrane plasmique. La protéine produite est en quantité suffisante mais ses domaines de
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liaison a I’ATP (NBD1 et 2) sont altérés, ce qui affecte la probabilité d’ouverture du canal. La

mutation G551D est une mutation de classe IlI.
d) Mutations de classe IV

Les mutations de classe IV altérent la conductance du canal chlorure CFTR. La protéine CFTR
est correctement synthétisée et adressée a la membrane plasmique mais la conductance du

canal est réduite. La mutation R117H est la mutation de classe IV la mieux caractérisée.
e) Mutations de classe V et VI

Les mutations de classe V et VI altérent la quantité totale de protéine CFTR présente a la
membrane plasmique du fait d’une instabilité de ’ARNm qui code pour la protéine CFTR

(classe V) ou de la protéine CFTR directement (classe VI).

Cette classification simplifiée peut étre parfois incorrecte. Certaines mutations pourraient
étre multi-classes. C'est par exemple le cas de la mutation F508del qui présente, en plus d’un

défaut de production, une probabilité d’ouverture et une stabilité réduites (Veit et al. 2016).
f) Hétérogénéité phénotypique de la mucoviscidose

Bien que la mucoviscidose soit une maladie monogénique, le type de mutation de CFTR peut
influencer la sévérité de la maladie. Cependant, les profils cliniques de patients porteurs des
mémes mutations peuvent étre trés différents (Cutting 2005). Par ailleurs, des observations
sur des jumeaux présentant des phénotypes cliniques différents indiquent que
I’environnement n’est pas le seul facteur jouant sur le phénotype de la maladie (Vanscoy et
al. 2007). En effet, il est maintenant reconnu que des variants génétiques ou polymorphismes,
les « génes modificateurs », situés en dehors du locus de CFTR, influencent I’expression
phénotypique de la mucoviscidose (Corvol et al. 2015). Les génes modificateurs peuvent
influencer la sévérité de la maladie de facon positive (génes modificateurs protecteurs) ou
négative (genes modificateurs défavorables). La recherche de génes modificateurs s’est
principalement focalisée sur la modulation de la fonction pulmonaire, I'atteinte pulmonaire
étant le principal facteur de sévérité de la mucoviscidose. Plusieurs genes ont été identifiés :
le transforming growth factor beta 1 (TGF-B1), la mannose binding lectin 2 (MBL2) et
I’haplotype ancestral 8.1AH (Corvol et al. 2015). Il a été montré par exemple qu’une
augmentation de l'expression du TGF-B1 était associée a une fonction respiratoire plus

altérée. En 2015, une méta-analyse du génome entier de plus de 6 300 patients atteints de
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mucoviscidose a permis de mettre en évidence cinq loci (MUC4/MUC20, SLC9AA3, HLA-DRA,
AGTR2/SLC6A14, EHF/APIP) qui sont probablement associés avec la sévérité de I'atteinte

pulmonaire (Corvol et al. 2015).

L’identification de genes modificateurs impliqués dans la mucoviscidose permettrait d’aller a
long terme vers une médecine personnalisée, prédictive et préventive pour une meilleure

prise en charge des patients.

1.3. Manifestations cliniques extra-pulmonaires

La protéine CFTR est exprimée au pole apical des cellules des épithélia sécréteurs. La
mucoviscidose est donc une maladie qui touche différents organes. Malgré une atteinte
pulmonaire prédominante, les manifestations secondaires sont variables d’un patient a

I"autre.

1.3.1. Manifestations digestives

a) Manifestations gastro-intestinales

Certains enfants atteints de mucoviscidose sont diagnostiqués a la naissance suite a
I'observation d’un iléus méconial présent chez 15 a 20 % des nourrissons (Ooi et Durie 2016).
Il s’agit d’'une absence d’émission du méconium (premieres selles). Ce méconium peut

complétement obstruer les intestins et provoquer de graves complications.
b) Manifestations pancréatiques

Une insuffisance pancréatique exocrine (IPE) est observée chez la majorité des patients
atteints de mucoviscidose (Dodge et Turck 2006). Elle est la principale cause de pertes
énergétiques au cours de la vie des patients CF. Le dysfonctionnement de CFTR va entrainer
une hyperviscosité des sécrétions pancréatiques qui sont alors appauvries en eau et en
bicarbonates et qui vont obstruer les canaux pancréatiques. Ceci engendre un défaut de
production de lipase et de trypsine dans la lumiére intestinale. La principale manifestation de

I'IPE est une stéatorrhée (émission de selles anormalement graisseuses). L'IPE est également
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responsable d’un syndrome de malabsorption des graisses et des protéines ce qui a un effet
délétere sur I'état nutritionnel des patients CF avec un retard de croissance staturo-pondéral

et des carences en vitamines liposolubles (A, D, E et K) ainsi qu’en acides gras essentiels.
c) Manifestations hépatobiliaires

L’atteinte hépatobiliaire est fréquente et elle est la deuxiéme cause de mortalité des patients
atteints de mucoviscidose. L'absence partielle ou totale de CFTR fonctionnelle au niveau
hépatique est responsable d’une augmentation de la viscosité de la bile et de la formation de
bouchons muqueux obstruant les canaux biliaires vers la vésicule biliaire (O'Sullivan et

Freedman 2009). Cette atteinte évolue rarement vers une cirrhose biliaire (10 a 15 % des cas).

Afin de lutter contre la dénutrition et la malabsorption observée chez les patients CF, un
enrichissement des apports nutritionnels est nécessaire (régime hyper énergétique) ainsi

gu’une supplémentation en enzymes pancréatiques et vitamines.

1.3.2. Manifestations génitales

Les femmes atteintes de mucoviscidose sont, en général, fertiles bien que certaines
présentent une hypofertilité due a une hyperviscosité de la glaire cervicale (Ahmad et al.

2013). Les grossesses chez les femmes atteintes de mucoviscidose ne sont plus rares.

Chez 'homme, il est retrouvé une stérilité par atrésie bilatérale congénitale des canaux
déférents et une absence concomitante des vésicules séminales entrainant une azoospermie

chez 98 % des hommes (Ahmad et al. 2013).

1.3.3. Manifestations osseuses

La protéine CFTR a été montrée comme exprimée dans les cellules osseuses humaines
(ostéoblastes et ostéoclastes) mais de facon moindre par rapport aux cellules épithéliales
(Jacquot et al. 2016). La prévalence de la maladie osseuse aussi appelée CFBD (cystic
fibrosis-related bone disease) augmente avec I'dge des patients. Les mécanismes
physiopathologiques de cette atteinte sont multiples et incompletement élucidés. La

malabsorption de la vitamine D en rapport avec I'IPE ou linflammation et l'infection
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chroniques semblent jouer un réle dans cette atteinte. Des travaux ont également montré
I'implication du déficit de CFTR dans I'altération de I'activité ostéoblastique au cours de la

mucoviscidose (Jacquot et al. 2016).

1.4. L|’atteinte pulmonaire

1.4.1. Physiologie pulmonaire

a)  Généralités

L'appareil respiratoire (Figure 7) est anatomiquement divisé en deux parties, les voies

aériennes supérieures et inférieures.

Nez
Bouche Voies aériennes
Pharynx supérieures
Larynx
Trachée
Plevre
Voies aériennes
Muscles bronchiques Bronchas inférieures
Bronchioles

Diaphragme

Figure 7 : Anatomie de I’appareil respiratoire.
Voies aériennes supérieures et inférieures.
(D’aprés https://www.thoughtco.com/respiratory-system-4064891).

Les voies aériennes supérieures comprennent : la cavité nasale, la cavité buccale, le pharynx
et le larynx. Les voies aériennes inférieures regroupent : la trachée, les bronches et les
bronchioles. La principale fonction de I'appareil respiratoire est de permettre les échanges

gazeux de dioxygene (O2) et de dioxyde de carbone (CO3) entre la circulation sanguine et I'air
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atmosphérique. A chaque inspiration, I'air parcourt les voies aériennes jusqu’aux alvéoles qui
offrent une surface d’échange importante permettant les échanges gazeux avec les capillaires

sanguins. Les déchets gazeux sont ensuite expulsés au cours de |'expiration.
b)  L'épithélium des voies aériennes

L’épithélium est un tissu composé d’une ou plusieurs couches de cellules étroitement
juxtaposées et solidaires qui recouvrent la surface externe des organes ou les cavités internes
de I'organisme. Les cellules épithéliales reposent toutes sur une lame basale qui les sépare du

tissu conjonctif (Figure 8).
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Epithélium bronchique Epithélium bronchiolaire Epithélium alvéolaire

Macrophage alvéolaire
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Cellule ciliée [)

Cellule & mucus D
Cellule séreuse D
Pneumocyte de type Il D
Cellule intermédiaire ()
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sécrétrice

Figure 8 : Schéma représentant la répartition des différents types cellulaires le long de I’épithélium des
voies aériennes.
L’épithélium des voies aériennes comprend trois segments : I’épithélium bronchique, I'épithélium
bronchiolaire et I’épithélium alvéolaire ainsi que huit types cellulaires distincts.
(D’aprés Berube et al. 2010, Antunes et al. 2013).
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L’épithélium des voies aériennes n’est pas le méme selon son emplacement. L'arbre
trachéo-bronchique est recouvert d’un épithélium pseudo-stratifié, les bronchioles terminales

présentent un épithélium cuboide simple et les alvéoles un épithélium simple.

Le rble principal de I'épithélium des voies aériennes est la protection de la muqueuse
respiratoire en regard des pathogenes inhalés. L’épithélium des voies aériennes présente une
hétérogénéité des cellules qui le constituent (Figure 9), chacune des différentes populations

assurant des fonctions différentes.
Les cellules ciliées

Les cellules ciliées représentent plus de 50 % des cellules épithéliales des voies aériennes
(Spina 1998). La membrane apicale d’une cellule ciliée est bordée d’environ 300 cils. De
nombreuses mitochondries sont retrouvées proche de la surface apicale des cellules ciliées,
c’est une source d’énergie pour les cils qui vont battre de facon synchrone pour transporter
le mucus des poumons vers les voies digestives, c’est ce que I'on appelle la clairance

mucociliaire (Knight et Holgate 2003).
Les cellules a mucus

Les cellules a mucus ou cellules caliciformes sont des cellules qui vont sécréter des protéines
appelées mucines stockées dans des granules au pdle apical des cellules ciliées. Les mucines
secrétées sont hydratées pour former le mucus qui capte les particules étrangeres et tout
organisme potentiellement pathogene qui seront éliminés grace a la clairance mucociliaire. La
production d’une quantité correcte de mucus et sa viscoélasticité sont des parametres

importants pour une clairance mucociliaire efficace (Knight et Holgate 2003).
Les cellules séreuses

Les cellules séreuses sont présentes au sein des glandes sécrétrices. Elles ressemblent
morphologiquement aux cellules a mucus. Elles sécrétent des protéines de défense telles que

des anti-protéases.
Les cellules club

Les cellules club, anciennement cellules de Clara (Winkelmann et Noack 2010), sont

principalement retrouvées au niveau de I'épithélium bronchiolaire. Elles possedent des
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granules de stockage de protéines. Elles vont notamment secréter des protéines du surfactant

alvéolaire et des protéines qui ont un réle anti-inflammatoire (Singh et Katyal 1997).
Les cellules neuroendocrines

Les cellules neuroendocrines (ou cellules de Feyrter ou de Kultchinsky) sont présentes au
niveau de la lame basale en tres faible quantité. Elles possedent le plus souvent une
prolongation cytoplasmique étroite vers la lumiére de I'épithélium des voies aériennes. Elles

jouent un role dans le tonus des muscles lisses, I’activité ciliaire et la production de mucus.
Les cellules basales

Les cellules basales, présentes tout le long de I'épithélium pulmonaire (Evans et Plopper
1988), sont ancrées a la lame basale par des hémidesmosomes (Evans et al. 1990). En plus de
leur réle structural de barriére physique entre la lumiere de I'épithélium pulmonaire et la
membrane basale, elles sécrétent des médiateurs tels que des cytokines (Knight et Holgate

2003).

Figure 9 : Les différents types de cellules épithéliales des voies aériennes.
Microscopie électronique a transmission montrant les cellules ciliées (C), basales (B), a mucus (M),
séreuses (S), club (Cl) et neuroendocrines (N).

(D’aprés Moran 1988, Jeffery et Li 1997, Gibson 2002, Ross 2006, Berube et al. 2010).
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Les alvéoles, situées aux extrémités des bronchioles, sont le lieu des échanges gazeux entre
I'air et la circulation sanguine via les capillaires sanguins. L’épithélium alvéolaire est donc

différent de I'épithélium bronchique, il est composé de deux types cellulaires (Figure 10).
Les pneumocytes de type |

Les pneumocytes de type | sont de larges cellules aplaties. lls représentent environ 95 % de la
surface de I'épithélium alvéolaire, ce qui leur permet d’assurer leur fonction de recouvrement

de I'alvéole pour des échanges gazeux optimisés.
Les pneumocytes de type I

Les pneumocytes de type Il sont des cellules de forme cuboide qui possedent des
microvillosités a leur pdle apical. s représentent 5 % de la surface de I'épithélium alvéolaire
mais 60 % des cellules épithéliales alvéolaires (Castranova et al. 1988). Les pneumocytes de

type Il contiennent des corps lamellaires et des granules contenant le surfactant pulmonaire.

Alvéole
pulmonaire

Pneumocyte Il

\
Uumocym |

Figure 10 : L’épithélium alvéolaire.
Représentation schématique de I’épithélium alvéolaire et images de microscopie optique (Alv : alvéoles,
Cap : capillaires, Pn | : pneumocytes de type |, Pn Il : pneumocytes de type Il).
(D’apres Gibson 2002, Glowacka et al. 2011).

42



c) Le liquide de surface des voies aériennes

Le liquide de surface des voies aériennes recouvre |'épithélium des voies aériennes. Il a pour
role d’éviter la déshydratation du tissu pulmonaire et de piéger les particules et pathogénes

inhalées pour les évacuer vers I'appareil digestif grace a la clairance mucociliaire.

Le liquide de surface recouvrant I’épithélium bronchique et bronchiolaire est composé de deux couches : le
liquide périciliaire et le mucus (

Figure 11).

30 um
Mucus

Liquide
périciliaire

ASL

Cellule a mucus

Cellule ciliée

Cellule basale

Membrane basale

Figure 11 : Liquide de surface des voies aériennes.
Image de microscopie optique d’une culture de cellules épithéliales bronchiques humaines cultivées en
interface air-liquide (ASL : liquide de surface des voies aériennes).
(D’aprés Matsui et al. 1998).

Le liguide périciliaire est une couche aqueuse d’environ 7 um de hauteur dans laquelle battent
les cils. Ce liquide est généré par les mouvements ioniques transépithéliaux (Sleigh et al.
1988). Le mucus recouvre le liquide périciliaire. Il est constitué a 95 % d’eau mais contient
également des ions, des glycoprotéines et des lipides. Il contient également des
anti-protéases, des antioxydants et des peptides antimicrobiens qui participent a la défense

de I'épithélium des voies aériennes.
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L’épithélium alvéolaire est lui recouvert de surfactant produit par les pneumocytes de type Il.
Il a pour réle d’empécher le collapsus pulmonaire au cours de I'expiration mais il joue
également un réle dans la défense immunitaire en stimulant notamment les macrophages

alvéolaires.

1.4.2. Physiopathologie pulmonaire de la mucoviscidose

L’évolution de I'atteinte pulmonaire est un facteur important de survie des patients atteints
de mucoviscidose. Au niveau de I'épithélium bronchique des patients CF, les mutations de
CFTR vont entrainer I'absence ou la dysfonction de la protéine CFTR. Ceci va entrainer des
changements dans la composition du liquide de surface des voies aériennes avec une
hyperabsorption d’eau et de Na* et une hyposécrétion de ClI" ce qui va entrainer une
déshydratation du mucus qui devient visqueux et en conséquence une diminution de la
clairance mucociliaire (Boucher 2002). L’altération du systéeme de défense des voies aériennes
constitué par la clairance mucociliaire favorise la mise en place de cycles d’infection et
d’inflammation chronique chez les patients. Les voies aériennes des patients CF sont
colonisées par divers organismes pathogenes. Les jeunes patients CF sont généralement
infectés par Haemophilus influenza, puis Staphyloccocus aureus (S. aureus) et enfin par
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), bactérie qui colonise de fagcon chronique les
patients CF y compris a I’age adulte (Figure 12, registre francais de la mucoviscidose de 2016).
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Figure 12 : Représentation des bactéries cliniquement importantes dans la mucoviscidose par classes d’ages
en France.
(D’apres le registre frangais de la mucoviscidose de 2016).
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Au cours de leurs vies, les patients CF peuvent étre colonisés par d’autres pathogenes moins

fréquents que P. aeruginosa tel que Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia).

Les voies aériennes sont également le siege d’une inflammation sévere et précoce qui devient
rapidement chronique. Les cycles d’infection e d’inflammation chroniques aboutissent a long
terme a la dégradation de I'épithélium pulmonaire entrainant progressivement I'insuffisance

respiratoire terminale des patients (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma récapitulatif des conséquences des mutations du géne CFTR au niveau des voies
aériennes et stratégies thérapeutiques pour la prise en charge de I'atteinte respiratoire.

Les mutations du géne CFTR vont entrainer la production d’une protéine CFTR défectueuse et un
déséquilibre ionique et hydrique a I'origine d’une altération de la clairance mucaociliaire. Ceci va favoriser la
mise en place de cycles d’infections et d’inflammation qui a terme vont détruire le tissu pulmonaire
aboutissant a une insuffisance respiratoire. Il existe des traitements a visée curative et des traitements
symptomatiques de la mucoviscidose.
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Afin de prendre en charge |'atteinte pulmonaire des patients CF, il existe des traitements

symptomatiques, notamment :

- des traitements de la clairance mucociliaire : la DNase recombinante humaine
(Pulmozyme® ou rhDNase, mucolytique utilisé par nébulisation), le sérum salé
hypertonique mais également la kinésithérapie respiratoire,

- des traitements anti-infectieux : les antibiotiques (tobramycine inhalée par exemple),

- des traitements anti-inflammatoires : I'azithromycine ou les corticoides inhalés.

Il existe également des nouvelles stratégies thérapeutiques a visée curative. Il s’agit de
thérapies visant a corriger CFTR a travers la thérapie génique ou protéique. La thérapie
génique repose sur la stratégie de remplacement du géne CFTR défectueux par un gene sain.
La thérapie protéique est une approche pharmacologique faisant intervenir des correcteurs
ou des potentiateurs de CFTR en fonction du type de mutation de CFTR. La société Vertex
Pharmaceuticals est leader sur le marché. Dans un premier temps, ils ont commercialisé le
Kalydéco® (ou Ivacaftor ou VX-770), potentiateur de la conductance CI" de CFTR ciblant les
mutations de classe lll, puis I'Orkambi, association du VX-770 a un correcteur le VX-809 (ou
Lumacaftor) permettant de réexprimer la protéine CFTR a la membrane et de stimuler son
activité chez les patients de plus de 12 ans homozygotes pour la mutation F508del

(Wainwright et al. 2015).

La transplantation reste le dernier recours pour les patients présentant une insuffisance

respiratoire sévere engageant le pronostic vital (Figure 13).

1.4.3. Les cycles d’infection-inflammation

L'atteinte pulmonaire, caractérisée par des cycles d’infection et d’inflammation chroniques,
est responsable de la mortalité et de la morbidité des patients atteints de mucoviscidose. Les
altérations respiratoires s’installent des les premiers mois de vie et vont s’amplifier jusqu’au
déces du patient. De nombreux travaux ont montré que chez de trés jeunes patients il
semblait y avoir une augmentation des paramétres inflammatoires, méme en l'absence
d’infection (Muhlebach et al. 1999). Mais ceci reste controversé (Bragonzi et al. 2018). Des

1994, Konstan rapporte 'augmentation de marqueurs inflammatoires dans les produits de
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lavages bronchoalvéolaires de patients atteints de mucoviscidose ayant une atteinte modérée
et stable (Konstan et al. 1994). La question est alors de savoir si cette inflammation est

endogene ou provoquée par des phénomenes exogenes comme l'infection.

L'infection bactérienne dominée par P. aeruginosa est un facteur indéniable d’entretien de
I'inflammation (Pier 2000). Elle entraine une augmentation de la sécrétion d’interleukine 8
(IL-8), cytokine pro-inflammatoire reconnue comme le marqueur de Iinflammation
pulmonaire dans la mucoviscidose. L’hypersécrétion d’IL-8 va induire un recrutement massif
de neutrophiles au niveau des voies aériennes. Les neutrophiles vont entrainer la libération
d’ADN responsable d’une exacerbation des phénoménes sécrétoires augmentant encore
I’"hyperviscosité du mucus (Figure 14). L'accumulation des neutrophiles va également
provoquer une augmentation de la production de ROS. Il est également retrouvé dans les
voies aériennes de patients CF, un déséquilibre protéases-antiprotéases en faveur d’une
augmentation des protéases produites par les neutrophiles (Birrer 1995) ainsi que celles

libérées par P. aeruginosa (élastase).

Les travaux de Khan ont été les premiers a émettre I'hypothése que l'infection pourrait
succéder a l'inflammation (Khan et al. 1995). Il a été montré une augmentation du nombre de
neutrophiles, des taux d’IL-8 et une activité élastase plus importante dans les produits de
lavages bronchoalvéolaires de 16 nourrissons CF (3ge moyen de 6 mois) par rapport a 11
témoins, en I'absence d’infection établie. Les travaux de Balough la méme année confirment
ces résultats en montrant une augmentation des taux d’IL-1B et de TNF-a (tumor necrosis
factor a) (Balough et al. 1995). De nombreuses cytokines pro-inflammatoires sont
augmentées dans la mucoviscidose de fagon précoce et persistante. En effet, il a été montré
gue les lavages bronchoalvéolaires de patients CF présentaient des concentrations élevées en
IL-8, IL-6, IL-13 et TNF-a (Sagel et al. 2007). Ces cytokines secrétées par les cellules épithéliales
sont augmentées par I'activation du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kappa B)
(Tirouvanziam et al. 2000, Eidelman et al. 2001) qui est activé par une interaction
cellule-bactérie, des produits bactériens ou des cytokines pro-inflammatoires. D’autres voies
de signalisation pourraient étre impliquées dans la promotion de la réponse inflammatoire
notamment les voies MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/extracellular
signal-regulated kinase) et AP-1 (activated protein 1). Au contraire, d’autres cytokines dites

anti-inflammatoires telles que I'lL-10 sont diminuées dans les lavages bronchoalvéolaires de
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patients CF. En plus des cellules épithéliales, d’autres cellules inflammatoires, telles que les
macrophages ou les lymphocytes T et B sont présentes dans les voies aériennes des patients

CF et jouent également un réle dans la réponse inflammatoire (Sagel et al. 2007).

L'analyse de sputums de patients CF a permis de mettre en évidence des marqueurs de
I'inflammation pulmonaire chez ces patients, notamment des cytokines pro-inflammatoires
(IL-6 et IL-8 par exemple) mais aussi de nombreuses autres molécules telles que des

éicosanoides (prostaglandine E2, PGE2, par exemple) (Sagel et al. 2007).

La mise en place d’une inflammation chronique est générée par I'échec de la clairance
microbienne et la création d’'un microenvironnement local toxique pro-inflammatoire. En
effet, il a été montré que la présence de mucus épais limitait la sécrétion par les glandes sous
muqueuses de peptides antimicrobiens ce qui favorisait la persistance des bactéries dans les
voies aériennes des patients CF (Doring et Gulbins 2009) (Figure 14). De plus, I'acidification
des voies aériennes par le CFTR anormal est un facteur majeur qui initie les anomalies de

défense contre les pathogenes et la colonisation bactérienne (Bhagirath et al. 2016).

Les cycles d’infection et d’inflammation deviennent rapidement chroniques chez les patients
atteints de mucoviscidose entrainant a terme des lésions de I'épithélium bronchique jusqu’a

sa destruction.
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Figure 14 : Mécanismes de destruction bactérienne de I'immunité innée dans les voies aériennes d’individus
sains et de patients CF.

(a) Individus sains : les pathogénes présents dans le liquide de surface des voies aériennes sont éliminés par
’action de PAMs (peptides antimicrobiens) et par I’action des neutrophiles et des macrophages recrutés. (b)
Patients CF : la viscosité du mucus et I'inefficacité des cils ne permet pas la clairance mucociliaire des
pathogeénes en limitant notamment la production de PAMs. De plus ’hypersécrétion de cytokines telles que
I'IL-8 va induire une accumulation de neutrophiles. Les neutrophiles vont entrainer la libération d’ADN
augmentant I'hyper viscosité du mucus.

(D’aprés Doring et Gulbins 2009).
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1.4.4. Pseudomonas aeruginosa

a)  Généralités

P. aeruginosa est une bactérie ubiquitaire Gram négatif, saprophyte retrouvée dans l'eau, les
sols humides ou a la surface des végétaux. C'est une bactérie motile grace a son flagelle
monotriche, capable de former un biofilm (Figure 15). P. aeruginosa est une bactérie
opportuniste pour ’lhomme, elle peut coloniser un individu et devenir pathogéne lorsque les
défenses immunitaires de I'"h6te sont affaiblies. P. aeruginosa est responsable d’infections

nosocomiales ou communautaires.

Il existe une tres grande variabilité génétique de P. aeruginosa (au moins 10 % du génome)
qui a été démontrée chez la souche de référence PAO1 par rapport a différentes souches
environnementales ou de laboratoire (Stover et al. 2000). De cette facon, le génome de
P. aeruginosa est en constante évolution, lui permettant de s’adapter a chaque

environnement, notamment en présence de I’"h6te ou d’agents antimicrobiens.

P. aeruginosa est responsable d’infections respiratoires chroniques chez les patients
immunodéprimés (VIH, chimiothérapie) et représente la premiére cause de mortalité chez les

patients atteints de mucoviscidose.

Figure 15 : Pseudomonas aeruginosa.

(A) Observation au microscope électronique a balayage (d’aprés
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa). (B) Observation par microscopie électronique en
transmission.

(D’aprés Garrett et al. 1999).
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b) Facteurs de virulence

P. aeruginosa possede un grand nombre de facteurs de virulence impliqués dans sa
pathogénicité. Les facteurs de virulence regroupent aussi bien des toxines qui ont pour role
d’endommager I’hote, que des molécules reconnues par le systeme immunitaire appelées
PAMPs (pathogen associated molecular patterns). Il existe des facteurs de virulence secrétés
et membranaires (Figure 16). Parmi les facteurs de virulence membranaires, les principaux

sont le LPS (lipopolysaccharide) et la flagelline de P. aeruginosa.

Alginate LPS

Flagelle \ /
l

=
/

\

Systéeme de Protéases
sécrétion de  Pyocyanine
typel ll Pyoverdine
Exotoxine A
Phospholipases
Elastases

Figure 16 : Facteurs de virulence de P. aeruginosa.
P. aeruginosa posséde des facteurs de virulence secrétés (couleur) et membranaires (noir).
(D’apres Sadikot et al. 2005).

Le LPS

Le LPS est un composant de la membrane externe des bactéries Gram négatif. Il est composé

de 3 domaines:

- le lipide A : région hydrophobe qui permet I'ancrage a la membrane externe. Cette
partie ne peut pas étre délétée. C’est le lipide A qui est reconnu par I’'h6te via sa liaison
avec TLR4 (toll-like receptor 4), un récepteur membranaire de I’h6te impliqué dans

I'immunité innée et la reconnaissance des pathogénes.
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- le noyau (ou core) : partie oligosaccharidique dont la composition varie d’une bactérie
a l'autre.

- I'antigéne O : partie polysaccharidique qui dépasse de la membrane externe. Cette
partie est spécifique d’'une espéce. Ce domaine peut étre absent, on parle alors de
phénotype rugueux ; au contraire lorsqu’il est présent, on parle de phénotype lisse.
Les isolats cliniques de patients chroniquement infectés par P. aeruginosa présentent

généralement un phénotype rugueux (Ernst et al. 1999).

P. aeruginosa est capable de modifier suffisamment la structure du lipide A pour masquer sa
présence vis-a-vis du systéme immunitaire de I’hote. Il a par exemple été retrouvé dans des
isolats cliniques de patients atteints de mucoviscidose, des souches de P. aerugionosa
présentant une palmitoylation du lipide A (Ernst et al. 2007). Néanmoins, en |'absence de
toute modification, le LPS seul est capable d’activer les cellules épithéliales pulmonaires et les

macrophages alvéolaires (Raoust et al. 2009).
La flagelline

La flagelline est le composant du flagelle permettant la chimiotaxie et la mobilité de la bactérie
et donc responsable de sa virulence. Le flagelle de P. aeruginosa est composé de trois parties :
le corps basal qui sert de moteur en fournissant de I’énergie afin de mouvoir le flagelle, le
crochet de torsion qui est I'’élément connecteur entre le corps basal et le filament qui
représente le flagelle a proprement parler. Le filament flagellaire est composé d’environ
20 000 sous-unités de flagelline appelée FliC. C'est uniquement le filament du flagelle qui est
capable d’induire une réponse immunitaire via la flagelline reconnue par le TLR5 de I’'hote
(Descamps et al. 2012). Le flagelle est également indispensable pour la formation d’un biofilm
(O'Toole et Kolter 1998). L’expression du flagelle de P. aeruginosa est perdue lors du passage
du mode de vie planctonique au mode de vie biofilm qui est le mode de vie adopté par les

souches chroniques dans la mucoviscidose.
Autres facteurs de virulence

P. aeruginosa posséde un autre facteur de virulence membranaire que sont les pili. Ce sont
de petites structures polaires qui sont impliquées dans |'attachement aux surfaces et qui

permettent également a la bactérie de se mouvoir sur une surface par un mécanisme appelé
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twitching, en se rétractant et s’étirant. lls permettent a la bactérie d’envahir les surfaces

hydratées et de coloniser rapidement les voies respiratoires.

P. aeruginosa produit également de I'alginate, exopolysaccharide qui rend I’éradication de la
bactérie trés difficile dans les poumons des patients atteints de mucoviscidose, a cause de sa
capacité a jouer un role de bouclier contre les antibiotiques et les défenses de I’h6te (Bayer
et al. 1991). La production d’alginate est également associée a la transformation de la bactérie
de sa forme classique non mucoide vers une forme mucoide, qui est associée a un déclin de

la fonction respiratoire et du taux de survie (Pedersen et al. 1992).

P. aeruginosa possede également des facteurs de virulence secrétés qui vont interférer avec
la réponse immunitaire de I’'h6te mais également entrainer la mort cellulaire. Ces facteurs
sont donc qualifiés de toxines. Les moyens de sécrétion de ces toxines se font grace a six
systémes de sécrétion de P. aeruginosa. Parmi ceux-1a, deux sont particulierement impliqués
dans la pathogénicité de la bactérie : les systémes de sécrétion de type Il (SST2, codé par le
géne xcp) et de type Il (SST3, codé par le géne psc). Le SST2 va permettre la sécrétion de
toxines dans le milieu extracellulaire (exotoxine A, élastases, phospholipases, etc.). Le SST3 va
guant a lui injecter les toxines directement dans les cellules de I'h6te notamment des
exoenzymes (Exo U, Exo S, Exo T, Exo Y). Ces toxines ont pour effet la mort cellulaire ou le
dysfonctionnement de la cellule en détruisant la membrane, en perturbant les cascades de
transduction des signaux ou en désorganisant le cytosquelette (Hueck 1998). Le SST6 a
récemment été étudié et proposé comme participant a la pathogénicité de P. aeruginosa par
la translocation d’effecteurs dans les cellules de I’hote (Jiang et al. 2016). Il existe d’autres
facteurs de virulence secrétés, tels que des pigments (pyocyanine et pyoverdine ou

fluorescéine) qui sont utiles a la survie des bactéries.
c) Infection a P. aeruginosa dans la mucoviscidose

P. aeruginosa colonise les patients atteints de mucoviscidose dés le plus jeune age par une
souche environnementale qui va s’adapter a I'environnement pulmonaire de I’h6te afin de

persister (Folkesson et al. 2012). Il y a trois stades dans la colonisation a P. aeruginosa :

- un stade intermittent pendant lequel les voies aériennes sont colonisées par

différentes souches de P. aeruginosa de facon récurrente.
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- unstade de transition ou P. aeruginosa persiste dans les voies aériennes mais présente
encore un phénotype environnemental.
- un stade chronique qui se traduit par une augmentation croissante de bactéries

retrouvées dans les expectorations et corrélée a un niveau d’inflammation plus élevé.

Il peut exister des variants génotypiques et phénotypiques de P. aeruginosa dans les poumons
de patients CF qui contribuent aux différents aspects de la progression de la maladie et des

exacerbations pulmonaires (Bhagirath et al. 2016).

L'infection chronique a P. aeruginosa est un facteur d’augmentation des dommages du tissu
pulmonaire et est associée a une diminution de la fonction respiratoire (Wagner et Iglewski

2008).

Il existe différents facteurs de risque liés a I'infection a P. aeruginosa. Les femmes ont plus de
risques d’étre colonisées par P. aeruginosa que les hommes. De plus, les patients
homozygotes pour la mutation F508del ou co-infectés avec d’autres pathogenes comme
S. aureus ont également plus de risques d’étre colonisés par P. aeruginosa (Maselli et al.

2003).

L'infection chronique a P. aeruginosa est associée a des changements génotypiques et
phénotypiques de la bactérie notamment une augmentation de la résistance aux
antibiotiques, une diminution du métabolisme, un taux de croissance plus lent ou un manque
de mobilité (Bhagirath et al. 2016). Une fois établie, I'infection chronique est quasiment
impossible a éradiquer bien qu’il puisse y avoir une présence saisonniéere de la bactérie avec

des périodes de réinfection et de colonisation.

1.4.5. Analyse transcriptomique

L’épithélium joue un réle essentiel dans la lutte contre les infections. Dans la mucoviscidose,
Iinstallation d’une infection chronique a P. aeruginosa et d’une réponse inflammatoire
exacerbée pourrait étre liée a une altération de la réponse des cellules épithéliales ne

permettant pas la mise en place d’'une défense adéquate.

Une étude de notre équipe publiée en 2015 (Balloy et al. 2015) a émis I’"hypothése que

I'infection a P. aeruginosa entrainerait une réponse inadaptée des cellules épithéliales CF par
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rapport a des cellules normales. Ils ont pu montrer que cette réponse était effectivement
différente par une analyse comparative des transcriptomes de cellules épithéliales
bronchiques primaires de donneurs sains non-CF et de patients CF infectées par P. aeruginosa
(souche de laboratoire PAK). Cette étude avait pour but de déterminer, en dehors des
molécules classiquement associées a I'infection par P. aeruginosa (comme I’IL-8), les génes
surexprimés et ceux sous-exprimés en réponse a l'infection a P. aeruginosa dans les cellules
primaires CF par rapport aux cellules non-CF ce qui pourrait expliquer la forte réponse
inflammatoire et l'infection chronique a P. aeruginosa chez les patients atteints de

mucoviscidose.

De nombreux genes ont été identifiés comme sous-exprimés ou surexprimés dans les cellules

CF avant et apreés l'infection a P. aeruginosa (Figure 17).

non-CF CF

171 génes sous-exprimés
dans les cellules CF par
rapport aux cellules non-CF

236 genes surexprimés
dans les cellules CF par
rapport aux cellules non-CF

0 2 R 6 0 2 a 6

Temps d’infection (heures)

Figure 17 : Profils d’expression des transcriptomes des cellules non-CF et CF au cours de l'infection a
P. aeruginosa.

Le Row Z-Score est représentatif de I’expression des génes, plus il est élevé plus le géne est exprimé. 171
genes sont significativement moins exprimés dans les cellules CF par rapports aux cellules non-CF. 236 génes
sont significativement plus exprimés dans les cellules CF par rapport aux cellules non-CF.

(D’apres Balloy et al. 2015).

Dans les cellules non-CF, il a été montré une surexpression de génes qui codent pour des

effecteurs de I'immunité innée reflétant un combat contre I'infection bactérienne. Il a été
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observé une augmentation des parameétres inflammatoires tels que I'IL-8, I'IL-6, CCL2
(chemokine ligand 2) ou le TNF-a dans les cellules non-CF et CF en réponse a l'infection a
P. aeruginosa et ces parametres étaient surexprimés dans les cellules CF par rapport aux
cellules non-CF. Enfin, la plupart des genes surexprimés dans les cellules non-CF en réponse a
I'infection par P. aeruginosa et qui étaient absents dans les cellules CF sont des génes qui

jouent un réle dans l'intégrité tissulaire.

Cette étude a permis d’identifier un gene parmi les plus différentiellement exprimés entre les
cellules non-CF et CF a I'état basal et au cours de l'infection par P. aeruginosa, il s’agit de

CHAC1.
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2. CHAC1

CHAC1 ou MGC4504 pour cation transport regulator-like protein 1 ou ChaC glutathione
specific gamma-glutamycyclotransferase 1, est un gene récemment identifié chez les
mammiferes. Il code pour une protéine du méme nom. Ses homologues chez la bactérie chaC,

chez la levure YER163C et chez la souris ChaC ou Botch ont également été identifiés.

2.1. Gene et protéine CHAC1

2.1.1. Gene CHAC1

Le gene CHACI1 (Figure 18), est retrouvé sur le bras long du chromosome 15 en position
15q15.1. Il est composé de 4 exons et d’environ 14,3 kb. Ce géne est a I'origine de la synthése

d’un ARNm de 6 kb qui va ensuite étre traduit en protéine CHAC1.
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Figure 18 : Du géne a 'ARNm CHACI.
De haut en bas : Localisation du géne CHAC1 dans la région q15.1 du chromosome 15 humain, représentation
du géne CHACI1 faisant apparaitre les exons (rectangles gris), ARNm CHACI.

Le géne CHACI est tres conservé entre les especes. Il y a environ 30 % d’homologie entre le
géne CHAC1 des mammiféres et celui des bactéries ce qui suggére un réle fondamental de

CHAC1 pour la survie (Mungrue et al. 2009).
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2.1.2. Protéine CHAC1

Il existe 5 isoformes de la protéine CHAC1 codées par cing variants de 'ARNm de CHACI1
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?LinkName=gene_nuccore_refseqrna&from_uid=7

9094) (Tableau 1). La premiéere isoforme décrite est I'isoforme 1.

. . Protéine Identifiant
Identifiant du Paires de : »
Nom . (acides protéine
transcrit bases - .

aminés) (UniProt)

CHAC1-001 ENST00000446533.7 1849 264 Q9BUX1
CHAC1-002 ENST00000487220.1 853 37 HOYK90
CHAC1-003 ENST00000444189.6 1204 219 Q9BUX1

CHAC1-004 ENST00000617961.1 1498 222 AOA0CADGX1

CHAC1-201  ENST000006617768.4 1560 264 Q9BUX1

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des 5 variants de ’ARNm de CHAC1 et des 5 isoformes protéiques
correspondantes.
(D’apres la base de données Ensembl ENSG00000128965).

La protéine CHAC1 est localisée principalement dans le cytosol des cellules (Figure 19)

(Mungrue et al. 2009).

eGFP merge DAPI

eGFP Ctrl

CHAC1-eGFP

Figure 19 : Immunofluorescence de la protéine CHAC1.
Images de fluorescence de la eGFP (vert) et des noyaux (DAPI, bleu) dans des cellules HEK 293 (human
embryonic kidney cells 293) transfectées avec un plasmide CHAC1-eGFP ou eGFP contréle (eGFP Ctrl).
(D’aprés Mungrue et al. 2009).
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D’apres différentes bases de données, CHAC1 est retrouvé dans de nombreux tissus variés,
mais I'expression tissulaire de CHAC1 est plus importante dans le tractus gastro-intestinal et

le pancréas (Figure 20).

Expression Expression
ARNmM protéique
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Tractus gastro-intestinal -e
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Tissu adipeux

0 © 9
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Figure 20 : Localisation tissulaire de CHAC1 chez ’lhomme.
(D’apreés https://www.proteinatlas.org/ENSG00000128965-CHAC1/tissue).

2.1.3. Régulations de CHAC1

a) Régulation transcriptionnelle

Oh-Hashi et ses collaborateurs ont étudié, en 2013, I'activité du promoteur de ChaCl1 chez la
souris. lls ont tout d’abord montré que la séquence du promoteur de ChaC1 chez la souris est
trés similaire a la séquence du promoteur de CHACI1 chez 'homme. lls contiennent un

domaine fortement homologue autour des éléments de réponse CREB/ATF (cAMP response
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element binding protein/activating transcription factor) et AARE (amino acid response
element). Cette étude a montré que ces deux éléments de réponse sont essentiels a I'activité
du promoteur de ChaCl, la perte d’un des deux éléments entraine une réduction drastique de
I'activité du promoteur de ChaCl et la perte simultanée des deux régions entraine la perte

totale de I'activité du promoteur de ChaC1 (Oh-Hashi et al. 2013).

L’activité du promoteur de CHACI chez I'homme a été étudiée quelques années plus tard par
Crawford et ses collaborateurs. lls ont pu mettre en évidence deux séquences importantes sur
le promoteur de CHACI1, I'élément ATF/CRE (ATF/cAMP response element) et un élément
inconnu que les auteurs ont nommé ACM (ATF/CRE modifier element). Par des analyses de
mutations et de délétions des différents domaines, les auteurs ont pu mettre en évidence que
I’élément ATF/CRE est requis pour la transcription de CHACI basale et induite par un stress.
L’élément ACM posséde un réle plus secondaire pour potentialiser la transcription de CHAC1

(Crawford et al. 2015).
b)  Régulation de la traduction et post-traductionnelle

La régulation de la traduction de la protéine CHACL1 est initiée par la séquence Kozak située
dans la région 5 non traduite de '’ARNm de CHACI a partir de la premiere méthionine. En
I'absence de cette séquence, le second codon ATG de 'ARNm de CHACI1 devient le site

initiateur de la traduction d’'une forme plus courte de la protéine CHAC1 (Nomura et al. 2016).

L'étude de Oh-Hashi a également mis en évidence une régulation post-traductionnelle de Ia
protéine CHAC1. En effet, il a été montré que I'expression protéique de CHAC1 n’était
détectable qu’en présence de MG-132, un inhibiteur du protéasome, dans une lignée
cellulaire de neuroblastomes murins (Neuro2a), laissant suggérer une forte instabilité de la
protéine CHAC1 et une rapide dégradation de cette derniére par le protéasome (Oh-Hashi et
al. 2013). 1l a par la suite été montré que cette régulation de CHAC1 par le protéasome ne se
fait pas par une ubiquitination de la protéine CHAC1. En effet, la protéine CHACI1 est stabilisée
par une surexpression d’ubiquitines (Nomura et al. 2016). C'est donc une autre voie que
I'ubiquitination, non identifiée de nos jours, qui induit la dégradation de CHAC1 par le

protéasome.
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2.2. CHACI1 et stress du réticulum endoplasmique

2.2.1. Généralités sur le stress du réticulum endoplasmique

Les cellules sont constamment soumises a différents stress comme des carences en
nutriments, des radiations, un stress oxydant mais aussi des infections par des agents
microbiens pathogenes qui peuvent mener a des dommages et la mort cellulaire. Les cellules

ont donc évolué pour développer différents mécanismes pour contrer ces stress exogenes.

La synthése protéique est une fonction fondamentale des cellules. Le contrdle de la traduction

des ARNm en protéines joue donc un réle central dans la plupart des réponses au stress.

Chez les eucaryotes, la synthése protéique et les modifications post-traductionnelles ont lieu

dans un organelle appelé réticulum endoplasmique.
a) Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite des cellules eucaryotes, lié a la membrane
nucléaire. C’'est un vaste réseau tubulaire-réticulaire séparé du cytosol environnant par une

membrane en bicouche lipidique (Figure 21).

Enveloppe nucléaire

Figure 21 : Représentation schématique du réticulum endoplasmique.
(D’apres http://www.mabiologie.com/).
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La fonction principale du RE est la synthése et le repliement des protéines transmembranaires
et secrétées (ce qui représente un tiers des protéines d’une cellule). Une partie du RE est
recouverte de ribosomes qui assemblent les acides aminés en chaines protéiques suivant
I'information venue du noyau. Les ribosomes insérent la protéine synthétisée directement
dans la lumiére du RE, ou elles acquierent leurs configurations grace a des molécules
chaperonnes et des modifications protéiques complexes avant de gagner 'appareil de Golgi.
Le RE joue également un rdle crucial dans le maintien de ’lhoméostasie calcique dans la cellule.
Un repliement et des modifications post-traductionnelles adéquates sont essentielles pour
une fonction correcte des protéines. Une accumulation de protéines mal ou pas repliées ou
agrégées peuvent causer un stress cellulaire et la mort de la cellule. Le repliement des
protéines est donc soumis a des systémes stringents de contréle qualité. De nombreuses
conditions environnementales peuvent déréguler le repliement des protéines et donc générer
un stress du RE telles que certaines mutations génétiques, I’hypoxie, I’"hypoglycémie ou
d’autres anomalies métaboliques qui affectent la machinerie du RE (Marcinak et Ron 2010).
Lorsque les exigences de repliement des protéines dépassent les capacités de traitement du
RE, il y a une accumulation de protéines mal configurées dans la lumiere du RE ce qui

déclenche la voie UPR (unfolded protein response).
b) La voie UPR

La voie UPR a été découverte en 1988 grace a une observation, la forte expression forcée de
glycoprotéines virales mal repliées provoque la surexpression de la transcription du géne qui
code pour la protéine chaperonne BiP (binding immunoglobulin protein) (Kozutsumi et al.
1988). Cette voie a donc été nommeée quelques années plus tard UPR, la réponse cellulaire
aux protéines mal repliées (Gething et Sambrook 1992). Les premiers composants de la voie
UPR ont été identifiés par criblage génétique chez la levure au début des années 90 et, plus
tard dans la décennie, la voie UPR spécifique des métazoaires a été identifiée (Marcinak et

Ron 2010).

La voie UPR est activée par I'action coordonnée de trois protéines transmembranaires du RE

qui sont des senseurs du stress (Figure 22) :

- IREla (inositol-requiring enzyme 1o ou ERN1)
- ATF6a (activating transcription factor 6a)

- PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase ou EIF2AK3).
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En conditions d’homéostasie, le domaine luminal de ces trois senseurs est maintenu dans un
état inactif via I’association avec des protéines chaperonnes BiP (aussi connues sous le nom
de GRP78 pour glucose-regulated protein 78 ou HSPA5S pour heat shock protein A5). Mais les
protéines BiP ont une plus forte affinité pour les protéines mal repliées donc lorsqu’il y a une
accumulation de protéines mal conformées dans la lumiére du RE, BiP est dissocié des trois

senseurs ce qui entraine leur activation et des cascades de signalisation (Bertolotti et al. 2000).
IREla

IREla est une protéine transmembranaire dont la queue cytoplasmique posséde deux
activités enzymatiques : une activité sérine/thréonine kinase et une activité endoribonucléase
(RNase). Une fois libérée des protéines BiP, IREla va s’autophosphoryler et se dimériser
permettant le démasquage de sa deuxieme activité catalytique (Figure 22a). L’activité RNase
de IRE1a va cibler la séquence de I’ARNm qui code pour XBP1 (X-box binding protein 1). IRE1a
va cliver une boucle de 26 paires de bases de ’ARNm de XBP1 ce qui entraine un décalage du
cadre de lecture en enlevant un codon stop prématuré. La forme non clivée de XBP1 code
pour une courte protéine instable alors que sa forme clivée code pour une protéine plus
longue et fonctionnelle (Hetz 2012). XBP1 va pouvoir jouer son role de facteur de transcription
pour induire la biosynthése de lipides et la transcription de chaperonnes du RE permettant
d’augmenter la taille et la fonction du RE. XBP1 va également induire des composants
impliqués dans la voie ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation) qui dirige les
protéines mal repliées vers une dégradation par le systéme ubiquitine-protéasome (Grootjans
et al. 2016). L’activité RNase de IREla cible également d’autres ARNm pour les dégrader dans

un processus appelé RIDD (regulated IRE1-dependent decay).
ATF6a

ATF6a est une protéine transmembranaire qui, une fois libérée des protéines BiP, va
transférer a I'appareil de Golgi ou elle est clivée par deux enzymes S1P (site 1 protease) et S2P
(Figure 22c) pour produire un fragment cytosolique qui va migrer dans le noyau et activer
I’expression de genes codant pour des protéines capables d’augmenter la capacité du RE et le

repliement des protéines (XBP1, BiP) et d’activer la voie ERAD (Grootjans et al. 2016).
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PERK

De méme que pour IREla, la dissociation de BiP du domaine luminal de PERK permet
I’'homodimérisation de PERK et son autophosphorylation pour activer son domaine kinase
cytoplasmique (Figure 22b). Une fois activé, PERK va phosphoryler elF2a (eukaryotic
translation initiation factor 2a) sur la sérine 51. elF2a peut également étre activé par d’autres
kinases dans des conditions de stress autre que le stress du RE (Grootjans et al. 2016). elF2a
phosphorylé va permettre la traduction sélective de 'ARNm de ATF4 (activating transcription
factor 4) qui va activer des génes impliqués dans le métabolisme des acides aminés, la
résistance au stress oxydant et I'autophagie (Harding et al. 2000). elF2a va former un
complexe tertiaire au niveau de la petite sous unité du ribosome pour permettre l'initiation
de la traduction. Lorsque elF2a est phosphorylé par PERK, la fixation de elF2a au ribosome est
inhibée, il y a donc une réduction de la quantité d’ARNm traduits et donc de protéines qui
entrent dans le RE (Grootjans et al. 2016). Le blocage permanent de la traduction n’étant pas
compatible avec la survie cellulaire, il y a un rétrocontréle de la phosphorylation de elF2a.
ATF4 va induire GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible protein) qui va
déphosphoryler elF2a pour restaurer la traduction des protéines (Connor et al. 2001).
Cependant, ATF4 active aussi la transcription de CHOP (C/EBP homologous protein ou DDIT3)
qui est un facteur pro-apoptotique (Marciniak et al. 2004). ATF4 et CHOP fonctionnent
ensemble en hétérodimére pour induire I'apoptose en augmentant la synthése protéique ce
gui augmente le mauvais repliement des protéines, le stress oxydant et la mort cellulaire (Han

et al. 2013).
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entrainer le clivage de I’ARNm de XBP1 et la traduction d’une protéine XBP1c (XBP1c : XBP1 clivé)
fonctionnelle impliquée dans la biosynthése des lipides, la voie ERAD et la transcription de chaperonnes du
RE. IRE1la dégrade également d’autres ARNm via le processus RIDD. (b) Voie PERK : la dissociation de BiP de
PERK va entrainer la phosphorylation de eiF2a et I’activation du facteur ATF4 impliqué dans la transcription
du facteur pro-apoptotique CHOP, I’autophagie, le métabolisme des acides aminés et la réponse au stress
oxydant. Il y a également un rétrocontrdle négatif de cette voie via GADD34. (c). Voie ATF6a : une fois
libérée de BiP, ATF6a va transférer vers le Golgi ou elle sera clivée par deux enzymes pour libérer un
fragment cytosolique, ATF6af, actif permettant I'activation de la voie ERAD et la transcription de XBP1, de
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(D’apres Grootjans et al. 2016).
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Les programmes transcriptionnels engendrés par la voie UPR ont pour but premier de

restaurer la protéostasie (homéostasie protéique). Quand les mécanismes mis en jeu pour

rétablir la protéostasie échouent ou lors d’un stress du RE chronique, les voies UPR évoluent

vers un mode pro-apoptotique (Hetz 2012).

2.2.2. CHAC1 est un composant de la voie UPR

En 2006, Gargalovic et ses collaborateurs effectuent, dans le contexte de I'athérosclérose, un

transcriptome de cellules primaires humaines endothéliales aortiques (HAEC pour human

aortic endothelial cells) traitées par de I"ox-PAPC (oxidized 1-palmitoyl-2arachidonyl-sn-3-
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glycero-phosphorylcholine), un phospholipide oxydé pro-inflammatoire qui bloque la
signalisation du LPS en bloquant TLR4 (Gargalovic et al. 2006). Cette étude a permis de mettre
en évidence que les génes de la voie UPR sont surexprimés en réponse a la stimulation par
I’ox-PAPC. Un géne, en plus de ceux appartenant a la voie UPR, les a particulierement
intéressés, il s’agit de CHAC1 (noté MGC4504 dans leur étude). Leurs études de corrélation
ont montré une forte connectivité de CHAC1 avec les genes de la voie UPR. De plus, YER163c,
I’'homologue de CHAC1 chez la levure a déja été identifié comme induit par I'activation de la
voie UPR (Travers et al. 2000). Ills ont également montré que I'induction chimique de la voie
UPR par de la tunicamycine (TM, inhibe les N-glycosylations des protéines) ou du DTT
(dithiothréitol, réduit les ponts disulfure) entrainait une augmentation de I'expression de
I’ARNm de CHACI. lls ont aussi observé que ATF4, un membre de la voie UPR médiée par PERK,
était un médiateur nécessaire pour I'expression de CHAC1 par des approches de siRNA (small

interference RNA) et de surexpression a I'aide d’un plasmide.

C’est en 2009, que Mungrue et ses collaborateurs identifient réellement CHAC1 comme un
composant de la voie UPR initiée par PERK (Mungrue et al. 2009). En effet, ils ont montré que
différents inducteurs chimiques du stress du RE tels que la thapsigargine (Tg) ou la TM mais
pas d’autres inducteurs de stress cellulaire en général tels qu’'un choc thermique ou un
traitement par les UV sont capable d’induire une augmentation de I'expression de I’ARNm de
CHAC1. CHAC1 est donc bien un nouveau composant de la voie du stress du RE et de la voie
UPR. lls ont également montré que CHAC1 est dépendant de la voie PERK/ATF4 uniquement.
En effet, lorsque les voies IRE1a (modulation de XBP1) et ATF6a (modulation de BiP) sont
inhibées, il y a toujours une stimulation de CHAC1 par la TM alors que ce n’est pas le cas
lorsque c’est ATF4 qui est modulé. Ceci a été confirmé par une étude ultérieure de la méme
équipe (Romanoski et al. 2011). CHAC1 est donc induit en aval de ATF4 dans la voie PERK et
également en aval de CHOP. En effet, il a été montré que lorsque I'on bloque CHOP, il y a une
diminution de l'induction de CHAC1 par la TM. De plus, lorsque CHAC1 est inhibé par une
stratégie de siRNA, il n'y a pas de variation de I'expression des facteurs ATF4, CHOP et BiP,

CHAC1 est bien en aval de ces composants dans la voie PERK (Figure 23).
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Figure 23 : CHAC1 dans la voie UPR initiée par PERK.
CHAC1 est un composant de la voie PERK de I’'UPR en aval du facteur pro-apoptotique CHOP.
(D’aprés Mungrue et al. 2009, Grootjans et al. 2016).

2.2.3. Stress du réticulum endoplasmique et mucoviscidose

Dans le contexte de la mucoviscidose, beaucoup de facteurs peuvent avoir un impact sur la
protéostasie des cellules CF et induire un stress du RE, notamment I'accumulation de
protéines CFTR mutées mal conformées pour étre dégradées (Gilbert et al. 1998), I'infection

chronique ou encore le stress oxydant (Chen et al. 2008).

La littérature n’est cependant pas unanime et les données sont contradictoires concernant
I'induction du stress du RE et de la voie UPR dans les cellules CF. En 2006, Nanua et ses
collaborateurs montrent une différence d’induction de la voie UPR entre des cellules contréle
et des cellules CF. En effet, ils ont observé dans les cellules primaires pulmonaires humaines

CF, une induction (en réponse a un inducteur chimique du stress du RE) du facteur XBP1
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reflétant une induction de la voie IRE1la mais pas de phosphorylation de PERK et elF2a
suggérant une défaillance de la voie PERK, a l'inverse de cellules primaires pulmonaires
humaines saines qui présentent une induction classique de la voie UPR (Nanua et al. 2006).
De fagon contradictoire, en 2007, une autre équipe a montré une induction du stress du RE
par la Tg identique entre la lignée de cellules nasales humaines CF15 normales et infectées

par un adénovirus contenant le CFTR muté F508del (Hybiske et al. 2007).

En 2012, Blohmke et ses collaborateurs ont montré une activation atypique de la voie UPR
(Blohmke et al. 2012). En effet, ils ont étudié le profil d’expression des genes de deux lignées
de cellules épithéliales des voies aériennes CF et non-CF, les IB3-1 (cellules hétérozygotes pour
les mutations F508del et W1282X de CFTR) et les cellules C38 (IB3-1 transfectées avec CFTR
par adénovirus) stimulées ou non par de la flagelline de P. aeruginosa. lls ont montré que les
génes du stress du RE et de la réponse immunitaire innée sont significativement différents
entre les deux lignées. lls ont ensuite montré qu’il y a une induction de la voie IREla
(augmentation de XBP1) mais pas de la voie PERK (pas d’induction des facteurs ATF4, CHOP,
GADD34 et BiP) dans les cellules CF. Leurs résultats ont été validés dans trois modéles CF
(cellules épithéliales des voies aériennes CF et controle immortalisées, cellules mononuclées
du sang périphérique primaires de patients CF ou de donneurs sains et tissus pulmonaires
primaires CF et contréle). lls ont donc montré que la voie PERK est inactive dans les cellules
épithéliales CF. Il s’agit bien d’un défaut d’activation et non pas d’une déficience de la voie
PERK dans ces cellules, puisque I'induction du stress du RE par un agent chimique, la TM,

entraine I'induction de toutes les voies de I'UPR dans les cellules CF.

Blohmke et ses collaborateurs ont également fait I’hypothése que le stress du RE et les voies
de I'UPR dans les cellules CF contribuent a la réponse inflammatoire exacerbée observée chez
les patients atteints de mucoviscidose (Blohmke et al. 2012). En effet, le stress du RE est
impliqué dans de nombreuses pathologies inflammatoires comme par exemple les maladies
métaboliques, les maladies inflammatoires de [lintestin ou encore les maladies
neurodégénératives (Grootjans et al. 2016). Il existe une régulation réciproque entre le stress
du RE et I'inflammation. Le stress du RE peut initier directement des voies de I'inflammation
et des stimuli pro-inflammatoires (ROS, TLR, cytokines) peuvent activer le stress du RE, ainsi

la réponse UPR peut amplifier les réponses inflammatoires (Figure 24).
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Figure 24 : UPR et inflammation.

Le facteur XBP1c (XBP1 clivé) induit par la voie IRE1a lie les promoteurs de I'IL-6 et du TNF-a et ATF4 induit
par la voie PERK lie le promoteur de I'lIL-6. Le facteur de transcription NF-kB est activé par I'interaction de
IRE1la avec TRAF2 induisant un recrutement de IKK qui va phosphoryler IkB entrainant la libération de NF-kB.
L’arrét de la synthése protéique augmente le ratio NF-kB/IkB en faveur de NF-kB. ATF6af (fragment
cytosolique de ATF6a) induit la phosphorylation de AKT pour activer NF-kB. La cytokine anti-inflammatoire
IL-10 bloque la translocation de ATF6af vers le noyau.

(D’apres Grootjans et al. 2016).

Il a été montré que I'activation pharmacologique de la voie PERK par le salubrinal (inhibe
GADD34 ce qui augmente elF2a phosphorylé) atténue la réponse inflammatoire (sécrétion
d’IL-6) en réponse a la flagelline de P. aeruginosa impliquant la voie p38 MAPK. De plus,
I'induction du stress du RE par la TM potentialise la sécrétion d’IL-6 par rapport a la réponse
observée avec la flagelline de P. aeruginosa (Blohmke et al. 2012). Par ailleurs, les trois voies
de I'UPR impactent sur I'activation du facteur de transcription NF-kB (Grootjans et al. 2016,
Smith 2018) (Figure 24). NF-kB est activé par l'interaction de IRE1la avec la protéine TRAF2
(TNF receptor-associated factor 2) en réponse au stress du RE ce qui induit le recrutement de
IKK (IkB kinase) qui va phosphoryler et dégrader IkB permettant ainsi la libération de NF-kB
qui peut transloquer dans le noyau (Hu et al. 2006). La voie PERK bloque la synthése globale
des protéines ce qui va induire une augmentation du ratio NF-kB/IkB en faveur de NF-kB

(demie vie plus courte de IkB) permettant la transcription de NF-kB (Deng et al. 2004). En
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réponse a l'infection bactérienne, ATF6a induit la phosphorylation de AKT (ou PKB pour
protein kinase B) pour activer NF-kB (Yamazaki et al. 2009). L’activation de la réponse UPR va
entrainer l'induction et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et le
TNF-a (Grootjans et al. 2016). Dans les macrophages, il a été montré que XBP1 va se lier aux
promoteurs de I'IL-6 et du TNF-a (Martinon et al. 2010) et ATF4 lie le promoteur de I'IL-6
(lwasaki et al. 2014). Certaines cytokines sont également capables de réguler la voie UPR.
L’IL-10, par exemple, peut inhiber I'inflammation induite par le stress du RE en bloquant la

translocation de ATF6a clivé dans le noyau (Shkoda et al. 2007) (Figure 24).

Le lien entre stress du RE et inflammation dans le contexte de la mucoviscidose reste un sujet
relativement controversé mais de nombreuses études penchent tout de méme en faveur d’'un
role du stress du RE dans I'inflammation précoce et chronique retrouvée chez les patients

atteints de mucoviscidose.

2.3. CHAC1 et apoptose

2.3.1. Généralités sur |'apoptose

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus physiologique par lequel des
cellules déclenchent leur auto-destruction en réponse a un signal. C'est 'une des voies
possibles de la mort cellulaire qui est génétiquement programmée et nécessaire a la survie
des organismes multicellulaires. Apoptosis est un mot qui vient du grec signifiant la chute, les
cellules en apoptose se détachent de leurs voisines comme les feuilles qui tombent des

branches en automne.

L'apoptose, mort cellulaire ordonnée est opposée a la nécrose qui est un phénomene
désordonné, pathologique, inflammatoire et touchant le tissu dans son ensemble. C’est un
phénoméne rapide (quelques heures) qui ne laisse pas de traces dans les tissus. L'apoptose se
manifeste particulierement lors du développement d’un organisme, d’un remodelage

tissulaire, d’'une réaction inflammatoire ou lors de Iésions tissulaires.

L'apoptose est constituée de deux voies principales d’activation :

70



- une voie dite extrinseque, elle implique des récepteurs appartenant a la superfamille
des récepteurs TNF
- une voie dite intrinséque, mettant en jeu la mitochondrie, cette voie est gouvernée

par les protéines de la superfamille Bcl-2.

Ces deux voies vont conduire a I'activation de protéases a cystéines, les caspases. Celles-ci
jouent un réle essentiel en dégradant de nombreuses protéines nécessaires a la survie de la
cellule. Les caspases dites effectrices sont responsables du clivage de plusieurs protéines de
structure ce qui se traduit par des phénoménes morphologiques et biochimiques
caractéristiques tels que la rétractation de la cellule, le bourgeonnement de la membrane
cellulaire, une perte de polarisation de la cellule avec I'exposition de phosphatidylsérines au
niveau du feuillet externe de la bicouche lipidique de la membrane cellulaire, un arrét de la
réplication, une fragmentation du noyau et du cytosquelette, un clivage de I’ADN nucléaire
aboutissant a la fragmentation de la cellule en corps apoptotiques qui sont phagocytés par les

macrophages ou les cellules voisines (Figure 25).
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Figure 25 : Changements morphologiques et biochimiques lors de I’apoptose d’une cellule.

Une cellule qui entre en apoptose va se rétracter, sa chromatine se condense, sa membrane cellulaire
commence a bourgeonner, ses organites se désintégrent, le noyau et le cytosquelette se fragmentent pour
former des corps apoptotiques qui seront phagocytés par les macrophages.

(D’aprés Abou-Ghali et Stiban 2015).
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L’apoptose via ces deux voies, se déroule en trois phases :

- une phase d’induction : réception des signaux inducteurs de |I'apoptose

- une phase effectrice : intégration de ces signaux, franchissement d’'un point de
non-retour, activation des caspases

- une phase de destruction: dégradation de la cellule, élimination des corps

apoptotiques.
a)  Voie extrinseque

La voie extrinséque de I'apoptose est activée comme son nom I'indique par un signal extérieur
a la cellule. Elle est activée par les récepteurs de la famille TNF, notamment, le récepteur Fas
(ou APO-1 ou CD95) et les récepteurs TNF1 et TNF2 (Martin et al. 2005, Henson et Tuder 2008)
(Figure 26). Les récepteurs Fas et TNF possédent un domaine cytoplasmique appelé domaine
de la mort (death domain). Les récepteurs Fas sont activés par la liaison a leur ligand, FasL
présent a la surface des lymphocytes T cytotoxiques (LTc) ou soluble (clivé de la membrane
des LTc par des métalloprotéinases ou relargué par les monocytes sanguins). Le ligand FasL
peut étre reconnu par d’autres récepteurs tels que TNFRSF6B (tumor necrosis factor receptor
superfamily member 6B ou DcR3 pour decoy receptor 3) ce qui a pour effet d’inhiber la
signalisation par les récepteurs de I'apoptose. Lorsque Fas se lie a son ligand, la structure
biochimique de son domaine cytoplasmique est reconnue par des protéines d’association
appelées FADD (Fas associated death domain). Les protéines FADD vont alors recruter la
pro-caspase-8. La formation de ce complexe protéique entraine, le clivage autocatalytique de
la pro-caspase-8 en caspase-8 qui est relarguée dans le cytosol sous forme active. La caspase-8
va induire I'activation en cascade de caspases effectrices, notamment les caspases-3 et 7

entrainant le clivage de I’ADN nucléaire et la mort cellulaire.

Parmi les mécanismes engendrés par les caspases effectrices, il y a par exemple le clivage de
PARP (poly(ADP-ribose) polymérase). Cette enzyme, localisée dans le noyau cellulaire a pour
fonction de signaler TADN monocaténaire au systéeme enzymatique chargé de restaurer un
ADN bicaténaire. PARP se lie aux fragments d’ADN monocaténaires et commence la synthése
d’une chaine de poly(ADP-ribose) comme signal pour les enzymes de réparation de I’ADN. Le

clivage de PARP par les caspases-3 et 7 entraine son inactivation.
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b)  Voieintrinseque

Par opposition a la voie extrinséque, la voie intrinséque (ou voie mitochondriale) est induite
par des signaux internes a la cellule. Par exemple, cette voie peut étre activée par un effet
génotoxique (compromission de I'intégrité du génome), un stress oxydant, des rayons UV ou
encore des radiations gamma (Henson et Tuder 2008). L’activation de cette voie entraine une
interruption du métabolisme énergétique de la mitochondrie, il y a une rupture ou ouverture
de la mitochondrie, ce qui permet la libération dans le cytosol de molécules pro-apoptotiques
normalement mitochondriales, telles que le cytochrome c, le facteur AIF (apoptosis inducing
factor) ou les protéines Bax et Bak (Figure 26). Une fois cytosoliques, les facteurs
pro-apoptotiques mitochondriaux vont avoir des cibles et des effets spécifiques. Le
cytochrome c va permettre le recrutement de la pro-caspase-9 et APAF1 (apoptotic peptidase
activating factor 1) pour former un complexe appelé apoptosome (Martin et al. 2005). La
caspase-9 activée au sein de ce complexe va permettre 'activation de caspases effectrices
notamment la caspase-3. Le facteur AIF est redistribué vers le cytosol puis vers le noyau
cellulaire pour induire la mort par apoptose de facon indépendante des caspases. La voie
mitochondriale peut également étre activée par la caspase-8, responsable du clivage de la
protéine BID qui interagit et active directement Bax et Bak afin d’amplifier le signal

apoptotique.
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Figure 26 : Voies intrinséque et extrinséque de I'apoptose.

(1) Voie extrinséque : elle est initiée par les récepteurs Fas et de la famille TNF en réponse a un signal
extérieur a la cellule. Cette voie est gouvernée par I’action en cascades de caspases effectrices entrainant le
clivage de ’ADN nucléaire et la mort cellulaire. (2) Voie intrinséque (ou voie mitochondriale) : elle est initiée

par des signaux internes a la cellule et va permettre la libération de molécules pro-apoptotiques
normalement mitochondriales telles que le cytochrome c qui va induire des caspases effectrices et la mort
cellulaire ou le facteur AIF qui va induire la mort cellulaire par apoptose indépendamment des caspases.
(sFasL : FasL soluble, PARPc : PARP clivé, BIDc : BID clivé).
(D’apres Martin et al. 2005).

L’apoptose est un mécanisme finement régulé et controlé. Il existe des protéines appelées IAP
(inhibitor of apoptosis) qui lie les caspases-3, 7 et 9 en conditions anti-apoptotiques pour les
inhiber. Les protéines Bax et Bak pro-apoptotiques sont inhibées par liaison avec les protéines

mitochondriales anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 (Figure 26).

L’apoptose permet d’éliminer les cellules non désirées ou endommagées pour un maintien de

I’"homéostasie tissulaire.
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2.3.2. CHAC1, protéine pro-apoptotique

L’étude de Mungrue et ses collaborateurs de 2009 qui a identifié CHAC1 comme un membre
de la voie UPR du stress du RE, s’est également intéressée a la recherche des cibles de CHAC1
(Mungrue et al. 2009). lls ont effectué une analyse des génes modulés des cellules HAEC
transfectées avec un siRNA de CHAC1 et stimulées par de la TM. Les auteurs ont pu identifier
227 genes différentiellement exprimés entre les cellules HAEC traitées par le siRNA de CHAC1
et la TM et les cellules HAEC traitées avec un siRNA contréle et la TM. Parmi ces génes, les
auteurs se sont concentrés sur ceux probablement impliqués dans des voies déja connues. lls
ont pu de cette maniere identifier TNFRSF6B comme une cible de CHAC1. L'expression de
TNFRSF6B est augmentée lorsque CHAC1 est inhibé mais pas lorsque la voie UPR est induite
chimiquement. TNFRSF6B est donc inhibé par CHAC1 en conditions contrdle probablement
par une voie indépendante de la voie UPR du stress du RE. Les auteurs ont pu mettre en
évidence qu’une augmentation de I’expression de CHAC1 a l'aide d’'un plasmide de
surexpression entraine une augmentation du marquage TUNEL (terminal deoxynucleotidy!
transferase dUTP nick end labeling) qui détecte la fragmentation de I’ADN, une augmentation
de la forme clivée du facteur PARP et une augmentation de la translocation du facteur AlF
dans le noyau. De facon opposée, I'inhibition de CHAC1 par siRNA spécifique entraine une
diminution de ces marqueurs de I'apoptose (Mungrue et al. 2009). Cette étude a donc montré
gue CHAC1 est une protéine pro-apoptotique, nécessaire et suffisante pour induire de
I'apoptose. Différents mécanismes ont été proposés dans la littérature pour contribuer a
I’'apoptose induite en réponse a I'activation de la voie UPR du stress du RE. La caspase-12 a
été proposée comme activée en réponse a une induction de la voie UPR, entrainant
I’activation de la caspase-3 chez la souris (Morishima et al. 2002), mais cette protéine n’est
pas fonctionnelle chez ’lhumain (Fischer et al. 2002). CHOP est une protéine pro-apoptotique,
cependant les mécanismes en aval de CHOP ne sont pas compléetement caractérisés. Des
données de la littérature indiquent que CHOP pourrait agir en inhibant Bcl-2 (McCullough et
al. 2001) ou en activant Bax (Gotoh et al. 2004). Ces données sont consistantes avec I'étude
de Mungrue (Mungrue et al. 2009) et suggérent que le clivage de PARP et la translocation de
AIF sont des événements associés a I'induction de I'apoptose dépendante de CHOP. CHAC1

est donc une cible en aval de la voie PERK-ATF4-CHOP qui favorise I'apoptose.
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Différentes études ont confirmé le réle de CHAC1 comme protéine pro-apoptotique dans
différents contextes. Dans certains types de cancer, CHAC1 a été montré comme augmenté
en réponse a des drogues favorisant I'apoptose (Joo et al. 2012, Joo et al. 2015, Chen et al.
2017). L'étude de Joo et ses collaborateurs en 2015 a également suggéré que I'augmentation
de CHAC1 observée dans une lignée de cellules humaines de leucémie lymphoblastique T en
réponse au farnésol, une drogue anti-cancéreuse, induisait une réponse apoptotique
indépendamment du facteur Bcl-2 (Joo et al. 2015). CHAC1 a aussi été associé a une induction

de I'apoptose dans un modele cellulaire de cataracte (Zhou et al. 2016).

2.3.3. Apoptose et mucoviscidose

Dans le contexte de la mucoviscidose, différents phénoménes peuvent induire des
mécanismes d’apoptose. Les cycles d’infection et d’inflammation présents dans les cellules CF
entrainent un défaut d’éradication des pathogenes ce qui est associé a un défaut de clairance
des cellules apoptotiques et a une susceptibilité variable a la mort cellulaire programmée. Le
statut pro-inflammatoire chronique et pro-infectieux des cellules CF entraine une
accumulation des cellules apoptotiques dans les tissus. D’autre part, les voies aériennes des
patients CF présentent une augmentation de la production de ROS ce qui est responsable de
modifications de certaines réponses cellulaires entrainant I'apoptose (Soleti et al. 2013). De
plus, les mutations de CFTR vont entrainer une rétention des protéines CFTR mutées dans le
RE, ce qui représente un signal de stress pour les cellules (Bartoszewski et al. 2008) induisant
I'activation de la voie UPR du stress du RE (Kerbiriou et al. 2007). Les cycles chroniques
d’inflammation et d’infection présents chez les patients CF peuvent également induire
I'activation de cette voie UPR. Il a été proposé que l'activation de différentes voies de I’'UPR
dans le contexte de la mucoviscidose pourrait contribuer a I'induction de I'apoptose (Kerbiriou
et al. 2007). Les cellules épithéliales CF présentent donc une grande réactivité a I'apoptose et

simultanément un défaut de clairance des cellules apoptotiques.

Les cellules épithéliales CF présentent un stress du RE accentué et des changements dans leur
sécrétome, de ce fait, la relation exacte entre CFTR et apoptose est difficile a établir. La
littérature concernant la susceptibilité des cellules CF a entrer en apoptose présente des

données contradictoires selon le type cellulaire étudié (cellules épithéliales d’origine
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bronchique, trachéale ou pancréatique) ainsi que selon l'inducteur de I'apoptose utilisé
(apoptose basale ou apoptose induite par un agent chimique ou un agent infectieux). Une des
premieres études date de 1997 et a montré que des biopsies bronchiques et intestinales de
patients CF ont plus de cellules apoptotiques détectées par un marquage TUNEL par rapport
aux biopsies contréle et 'apoptose est particulierement prononcée dans les zones ou CFTR
est fortement exprimé comme dans les cellules sous muqueuses par rapport a des zones ou
CFTR est moins exprimé comme dans I’estomac (Maiuri et al. 1997). Les cellules CF montrant
une augmentation de la fragmentation de 'ADN par rapport aux cellules contréle ne
présentent pas de modifications morphologiques ce qui montre que le processus d’apoptose
est initié mais qu’il échoue par la suite. De plus, la fragmentation de I’ADN observée dans les
cellules CF n’est pas due a une inflammation locale absente des tissus évalués. Cette étude de
1997 a donc montré une perturbation des voies de la mort cellulaire programmée dans les
cellules épithéliales CF d’origine bronchiques et intestinales. Ces résultats sont cohérents avec
les travaux de Durieu et ses collaborateurs qui ont montré une intense fragmentation de I’ADN
associée a une surexpression de FasL dans des cellules épithéliales bronchiques CF issues de
biopsies (Durieu et al. 1999). Une autre étude des années 2000 a montré que les cellules
épithéliales CF trachéales et pancréatiques sont plus sensibles a I'apoptose induite par un
agent chimique (la staurosporine) mais pas a |'apoptose basale par rapport aux cellules
controle (Rottner et al. 2007). La susceptibilité des cellules CF a I'apoptose est directement
associée a l'incapacité du CFTR muté a étre recruté a la membrane plasmique. Le recrutement
de CFTR a la membrane permettrait I'abolition de I'apoptose (Soleti et al. 2013). Chez les
patients CF, des niveaux élevés d’apoptose ont également été observés dans les cellules
épithéliales infectées chroniquement par des pathogénes, ce qui suggere que l'apoptose
présente au niveau de I'épithélium alvéolaire pourrait étre due a la présence d’infections
chroniques plutot qu’a la déficience de CFTR (Yalcin et al. 2009). Il a de plus été proposé que
les différences des niveaux d’apoptose observés entre les cellules CF et les cellules contréles
pourraient étre dues aux conséquences de la dysfonction de CFTR et au manque
d’acidification des compartiments cytoplasmiques requise pour I'activité protéolytique et la

fonction des caspases (Gottlieb et Dosanjh 1996).

Les cellules épithéliales issues de patients atteints de mucoviscidose semblent étre plus

susceptibles a I'apoptose que des cellules saines exprimant CFTR. L’apoptose exagérée décrite
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dans les cellules épithéliales CF pourrait étre due aux mutations de CFTR elles-mémes, a son
accumulation dans le RE, au statut pro-inflammatoire et pro-infectieux des cellules CF et a une
dysfonction des cellules épithéliales responsable de divers événements pathologiques dans la

mucoviscidose.

2.4. CHACI1 et métabolisme du glutathion

2.4.1. Le métabolisme du glutathion

a) Le glutathion

Le glutathion a été découvert en 1888 (De Rey Pailhade 1888) mais c’est seulement en 1929
qgue la composition du glutathion comme tripeptide de glutamate, cystéine et glycine est
identifiée (Hopkins 1929) et sa structure finale comme 7y-glutamyl-cystéinylglycine a été
déterminée quelques années plus tard (Harington et Mead 1935) (Figure 27). Les différents
composants du glutathion sont reliés par des liaisons peptidiques y-glutamyl ce qui confére
au glutathion une stabilité exceptionnelle, une insensibilité a de nombreuses peptidases
cellulaires et une dégradation caractéristique par des enzymes spécifiques (Bachhawat et Kaur

2017).
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Figure 27 : Structure du glutathion.
Le glutathion est un tripeptide de glutamate, cystéine et glycine.
(D’apres Liu et al. 2014).

Le glutathion est le thiol de bas poids moléculaire prédominant dans les cellules animales. Le

glutathion est retrouvé le plus souvent sous sa forme réduite, le GSH qui peut étre oxydé en
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disulfure de glutathion ou GSSG. Presque 90 % du GSH intracellulaire est retrouvé dans le
cytosol, 10 % dans la mitochondrie et un faible pourcentage dans le RE. A I’exception de I'acide
biliaire qui peut contenir jusqu’a 10 mmol/L de GSH, les concentrations extracellulaires en

GSH sont relativement faibles (2-20 umol/L dans le plasma) (Wu et al. 2004).

Le glutathion est un métabolite essentiel chez les eucaryotes. En I'absence de biosynthése de
glutathion, il a été observé une létalité embryonnaire chez la souris. De la méme maniére,
chez la levure, en absence de glutathion, il y a un arrét de la croissance (Bachhawat et Yadav
2018). L’homéostasie du glutathion est maintenue par la régulation de sa biosynthese, son
transport, son efflux, sa consommation et sa dégradation. Le métabolisme du glutathion est

régulé par le cycle y-glutamyl.
b)  Lecycle y-glutamyl

Orlowski et Meister ont montré en 1970 que le glutathion participait au cycle j~glutamyl qui
permet I'entrée ATP-dépendante d’acides aminés dans les cellules grace a la synthése et a la

dégradation du GSH (Orlowski et Meister 1970).

Les deux premiéeres étapes du cycle y-glutamyl concernent la biosynthese de glutathion. Elle
est gouvernée par deux enzymes: la y-glutamyl-cystéine synthase (GCS) qui produit la
y-glutamyl-cystéine a partir de glutamate et de cystéine via une réaction dépendante de I’ATP
et la glutathion synthétase (GS) qui produit la y-glutamyl-cystéinyl-glycine ou glutathion dans
une seconde réaction ATP-dépendante impliquant la y-glutamyl-cystéine et la glycine. Le
glutathion formé peut étre dégradé par les enzymes de la famille y-glutamylcyclotransférase
(y-GCT) pour former l'acide pyroglutamique ou 5-oxoproline et la cystéinyl-glycine par
hydrolyse du glutathion. La 5-oxoproline formée est clivée par la 5-oxoprolinase pour produire
du glutamate, tandis que la cystéinyl-glycine est clivée par des cys-gly peptidases spécifiques
pour produire de la cystéine et de la glycine. Le glutamate, la cystéine et la glycine ainsi libérés
peuvent, si besoin, étre réinvestis dans la biosynthése de glutathion (Bachhawat et Yadav
2018) (Figure 28). Lorsque le cycle y~glutamyl est décrit en 1970, les enzymes de la famille
v-GCT ne sont pas encore connues. Orlowski et Meister propose alors une dégradation du
glutathion par l'unique enzyme connue a ce moment, la y-glutamyl-transpeptidase (GGT). La
GGT a une activité de transpeptidation, c’est 'unique enzyme localisée sur la surface externe

des cellules épithéliales qui permet le transfert d’un résidu y-glutamyl a partir de peptides
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y-glutamyl comme le glutathion vers des acides aminés. Cette activité de transpeptidation
entraine le transport d’acides aminés a travers la membrane vers la cellule (Orlowski et
Meister 1970) (Figure 28). Le rbéle des GGT dans le transport des acides aminés évoqué par
Orlowski et Meister s’est révélé au cours des années trés controversé de par les meilleures
connaissances sur le cycle y-glutamyl, les différentes enzymes impliquées et le transport des
acides aminés et le glutathion ainsi que la découverte de nouvelles enzymes dégradant le

glutathion (Bachhawat et Yadav 2018).
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Figure 28 : Cycle y-glutamyl.

A partir de glutamate et de cystéine, la GCS va produire la y-glutamyl-cystéine. Cette derniére associée a de
la glycine et sous I'action de la GS va produire le glutathion. Le glutathion est ensuite dégradé en
5-oxoproline et cystéinyl-glycine par les enzymes de la famille y-GCT. Le glutathion peut également étre
dégradé par les GGT via un mécanisme de transpeptidation permettant I’entrée d’acides aminés dans la
cellule. La cystéinyl-glycine produite par la dégradation du glutathion est clivée par des cys-gly peptidases en
glycine et cystéine. La 5-oxoproline est clivée par la 5-oxoprolinase en glutamate. Les acides aminés alors
libérés peuvent étre réinvestis dans un nouveau cycle.

(D’aprés Abdul-Rasheed et al. 2010).
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Les connaissances concernant la biosynthese du glutathion au sein du cycle y-glutamyl sont
limitées dii a la complexité de la compartimentalisation des substrats du glutathion et leurs

métabolismes au niveau cellulaire et de I'organe.
c) Fonctions et dérégulations du glutathion

Le glutathion a pour principale fonction le maintien de I’"homéostasie redox. Le glutathion
formé via le cycle y-glutamyl est la forme réduite, GSH, qui peut étre oxydée pour former le
GSSG. Le glutathion est maintenu dans son état réduit par I'action de la glutathion réductase
en utilisant un autre couple redox le NADPH/NADP* de la voie du pentose phosphate. Les
glutaredoxines aussi connues comme des transférases de thiol catalysent la glutathionylation
réversible des protéines avec des groupements thiol. Elles vont utiliser deux molécules de GSH
et générer une molécule de GSSG et permettre un échange thiol-disulfure des protéines. Ainsi

le glutathion joue un réle important dans le maintien de ’lhoméostasie redox (Liu et al. 2014)

(Figure 29).
NADPH GSSG Protéine-(SH),
Glutathion | Glutaredoxines ‘
reductase
NADP* 2 xGSH Protéine-S,

Figure 29 : Glutathion et homéostasie redox.

Le GSSG peut étre réduit en GSH par la glutathion reductase en utilisant le couple redox NADPH/NADP*. Le
GSH peut étre oxydé en GSSG par des glutaredoxines lors d’une réaction catalysant un échange
thiol-disulfure des protéines.

(D’apres Liu et al. 2014).

La biosynthése de glutathion via le cycle j-glutamyl permet le stockage de cystéine, le GSH
permet ainsi aux cellules de disposer d’une source continue de cystéine, acide aminé non
essentiel pour 'lhomme mais dont la présence est trés importante dans les protéines
puisqu’elle permet la formation de ponts disulfure. Le stockage de cystéine est une fonction
importante du glutathion puisque la cystéine extracellulaire est extrémement instable et est
rapidement auto-oxydée en cystine via un processus qui produit des radicaux libres

potentiellement toxiques (Lu 2009).
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Le glutathion possede également d’autres fonctions. Il permet notamment la détoxification
des xénobiotiques et de leurs métabolites ainsi que la neutralisation des ions superoxides en
oxydant le peroxyde d’hydrogene (Melo et al. 2017). Le glutathion est également un
régulateur de la croissance et de la mort cellulaire. En effet, une augmentation de GSH est
associée a une réponse proliférative précoce et est essentielle pour I'entrée des cellules en
phase S de réplication de I’ADN du cycle cellulaire (Lu 2009). De plus, une déplétion de
glutathion, entrainant un stress oxydant, est associée a la mise en place de I'apoptose (Franco
et Cidlowski 2009). Une surexpression des enzymes biosynthétiques du glutathion et donc une
augmentation des concentrations intracellulaires de glutathion ont été montrées comme
protectrices contre I'apoptose induite par différents stimuli (Botta et al. 2004). La déplétion
du glutathion et I’"hyperoxydation ont été montrées comme des conséquences du stress du RE

pouvant induire de I'apoptose (McCullough et al. 2001).

De nombreuses maladies aiglies et chroniques ont été associées avec un défaut de régulation
de la biosynthese du glutathion ainsi qu’avec une diminution d’expression de certaines

enzymes du cycle y~glutamyl (Tableau 2).

Enzyme potentiellement

Pathologie Effet sur le glutathion L,
associée
Vieillissement N GSH GCS et GS
Diabéte N GSH GCS
Maladies neurodégénératives N GSH 5-oxoprolinase et cys-gly
peptidase
Cancer A GSH GCS et GS
Maladies alcooliques du foie N GSH GCS et GS
Cholestase N GSH GCS et GS
Maladies cardiaques N GSH GGT
Maladies pulmonaires N GSH GS
Mucoviscidose N GSH Inconnu

Tableau 2 : Dérégulation de la biosynthése du glutathion et pathologies.
Tableau décrivant des pathologies associées a une dérégulation du glutathion et les enzymes
potentiellement impliquées dans cette dérégulation.
(D’apres Ballatori et al. 2009, Lu 2009).
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Cependant les mécanismes moléculaires impliqués dans ces dérégulations en lien avec

certaines pathologies restent inconnus comme c’est le cas dans la mucoviscidose.

2.4.2. CHAC1 dégrade le glutathion

En 2009, CHAC1, protéine pro-apoptotique, est identifiée comme appartenant a la voie UPR
du stress du RE (Mungrue et al. 2009) mais sa fonction reste inconnue. C’'est quelques années
plus tard que Kumar et ses collaborateurs identifient la fonction de CHAC1 comme y-GCT

dégradant le glutathion (Kumar et al. 2012).

Les auteurs ont pu identifier la fonction de CHAC1 par des analyses de prédiction de structure
de la protéine CHACL1 et de son homologue chez la levure YER163c grace au logiciel PHYRE. Ils
ont pu observer la présence d’un repliement BtrG/y-GCT caractéristique des protéines y-GCT

composé d’un unique feuillet B et entouré d’hélices a (Figure 30).

Figure 30 : Structure de la protéine CHACL.

(A) Superposition de la structure de CHAC1 modélisée par homologie (bleu) sur la structure des protéines
Y-GCT (jaune). (B) Résidus présumés du site actif de CHAC1 (E!6 et 39YGSL*? en bleu) superposés aux résidus
du site actif des protéines y-GCT (E*® et 22YGSN? en jaune).

(D’aprés Kumar et al. 2012).

Lorsque la structure de la protéine CHAC1 est superposée a celle des y-GCT, les auteurs ont

observé une forte similarité structurelle bien qu’il n’y ait pas d’homologie de séquence entre
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CHAC1 et les protéines y-GCT. Ils ont également observé une similarité entre les résidus E*°
et 39YGSL*? de CHACL1 et les résidus E% et 22YGSN?°> des protéines y-GCT qui sont impliqués
dans la fixation du substrat et la catalyse (Figure 30). L’alignement des séquences a été vérifié
chez les homologues de CHAC1 dans différents phylums et a révélé que toutes les protéines
CHAC contiennent un motif BtrG/y-GCT et un résidu glutamate catalytique qui sont la
signature des protéines de la famille CHAC qui appartiennent a la famille des y-GCT (Kumar et

al. 2012).

Les auteurs se sont ensuite intéressés a 'activité de CHAC1 pour identifier les substrats de son
activité y-GCT. Pour cela ils ont cloné les genes ChaC1 chez la souris, YER163c chez la levure et
chaCl1 chez Escherichia coli (E. coli) qu’ils ont exprimé chez la levure Saccharomyces cerevisiae.
lls ont ensuite regardé la croissance des levures en présence de différents substrats. Ils ont
observé que les protéines CHAC1 partagent avec les protéines y-GCT, une activité
cyclotransférase grace aux résidus catalytiques E'> chez la levure et E'*® chez la souris, malgré
des différences de substrats. En effet, le substrat préféré des protéines CHAC1 est le
glutathion, elles n’ont quasiment aucune activité envers les dipeptides y-glutamyl. Les
protéines CHAC1 vont dégrader le glutathion en 5-oxoproline et cystéinyl-glycine. Lorsque
CHAC1 est surexprimé, il a été observé une déplétion de glutathion associée a une
augmentation du nombre de cellules apoptotiques (Kumar et al. 2012). Cette étude a donc pu
mettre en évidence I'identification d’un nouveau groupe de protéines y-GCT, les protéines de

la famille CHAC qui agissent spécifiquement sur le glutathion.

Différentes études ont ensuite confirmé la fonction de CHAC1 comme y-GCT qui dégrade le
glutathion et plus particulierement sa forme réduite, le GSH (Tsunoda et al. 2014, Crawford et
al. 2015). Etant donné le réle du glutathion dans la régulation du cycle cellulaire et I’apoptose,
Crawford et ses collaborateurs ont proposé que l'induction de CHAC1 en conditions de stress
du RE pourrait induire un signal bi-phasique : dans un premier temps I'arrét du cycle cellulaire
permettant a la cellule de s’adapter au stress puis dans un second temps I'apoptose si le stress

est insurmontable (Crawford et al. 2015).

Deux études récentes ont identifié un autre membre de la famille des protéines CHAC. En
2016, Kaur et ses collaborateurs identifient CHAC2 qui posséde environ 50 % d’homologie de
séquence avec CHAC1 et une activité catalytique 10 a 20 fois plus faible. lls ont observé que

CHAC2, de la méme maniere que CHAC1, est capable de dégrader le glutathion réduit, méme
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si ce sont deux protéines distinctes au sein de la famille CHAC étant donné que CHAC2 est
exprimé constitutivement dans les cellules a I'inverse de CHAC1 qui est finement régulé (Kaur
et al. 2017). De facon contradictoire, I'’étude de Wang un an plus tard, a montré qu’une
diminution de CHAC2 entrainait une diminution du GSH. Selon leur étude, CHAC2 préviendrait
la dégradation du glutathion médiée par CHAC1. CHAC2 serait en compétition avec CHAC1

pour maintenir ’lhoméostasie du glutathion (Wang et al. 2017).

2.4.3. Mucoviscidose et glutathion

Il est connu dans la littérature depuis de nombreuses années que les patients atteints de
mucoviscidose ont des défenses anti-oxydantes insuffisantes pour faire face au stress oxydant
élevé gqu’ils subissent. Les lésions pulmonaires oxydatives récurrentes, contribuent au déclin

de la fonction pulmonaire chez ces patients (Brown et al. 1996).

Le liquide de surface des voies aériennes contient de grandes quantités de GSH, environ 50
fois ce qui est retrouvé dans le plasma (Cantin et al. 1987). Il a de plus été montré que le canal
CFTR est un transporteur de glutathion réduit ou oxydé (voir partie « Fonctions de CFTR » p31)
(Linsdell et Hanrahan 1998). En revanche, les concentrations en GSH dans le liquide de surface
des voies aériennes de patients atteints de mucoviscidose sont fortement réduites (Roum et
al. 1993) ce qui pourrait exacerber le sévére stress oxydant résultant de I'inflammation
chronique des poumons CF. L'infiltration de neutrophiles dans les poumons est une
caractéristique de l'infection a P. aeruginosa et de I'inflammation résultante et c’est une
source significative de stress oxydant. Les neutrophiles répondent aux stimuli inflammatoires
en relarguant des ROS telles que les superoxides et le peroxyde d’hydrogene (Suntres et al.
2002). Le GSH ainsi que I'ascorbate et l'urate présents dans le liquide de surface des voies
aériennes représentent la premiére ligne de défense des poumons contre ces ROS et le stress
oxydant. L'entretien du GSH dans le liquide de surface des voies aériennes est une réponse
adaptative importante au cours d’une infection et de I'inflammation qui en découle. Il a été
montré chez des souris sauvages, qu’une infection a P. aeruginosa entraine une forte réponse
inflammatoire au niveau des poumons des souris. De facon concomitante avec la réponse
inflammatoire, une réponse adaptée caractérisée par une augmentation des niveaux

d’antioxydants dans le liquide de surface des voies aériennes se met en place, avec une
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augmentation d’un facteur trois des niveaux de GSH. Le GSH a alors pour réle de minimiser
les dommages liés au stress oxydant induit par I'infection a P. aeruginosa. Cette réponse
adaptative est absente chez les souris CFTR déficientes (Day et al. 2004). Les poumons se
défendent face au stress oxydant induit par des stimuli inflammatoires en augmentant les
niveaux intracellulaires d’antioxydants, surtout en stimulant le transfert apical de molécules

antioxydantes comme le glutathion qui nécessite une protéine CFTR fonctionnelle.

Plusieurs stratégies antioxydantes pour les patients CF ont été suggérées, notamment
concernant le glutathion. En 1993, Roum et ses collaborateurs sont les premiers a proposer
I"utilisation du glutathion en inhalation chez 7 patients CF (Roum et al. 1993). Ce traitement
est bien toléré par les patients et produit une augmentation d’un facteur deux des niveaux de
glutathion dans le liquide de surface des voies aériennes ainsi qu’'une diminution de la
production de superoxide dans les lavages bronchoalvéolaires des patients CF. L’effet de cette
thérapie par aérosol de GSH semble étre spécifique des poumons étant donné qu’il n’y a pas
de variation des concentrations plasmatiques en GSH et GSSG apres la thérapie par le
glutathion. Une seconde étude en 2004, a montré que I'utilisation du glutathion inhalé chez
17 patients CF entrainait une augmentation d’un facteur trois a quatre des niveaux de
glutathion dans le liquide de surface des voies aériennes ainsi qu’une augmentation du VEMS
(volume expiratoire maximal par seconde) qui est I'un des parameétres cliniques majeurs
mesuré chez les patients CF. Cette étude n’a pas pu montrer de corrélation entre les niveaux
de glutathion et de lipides oxydés (Griese et al. 2004). Ce n’est qu’en 2005 que la premiére
étude double aveugle placebo-contréle a été effectuée chez 19 patients CF (Bishop et al.
2005). Cette étude utilisant un dosage plus important de glutathion a montré que I'inhalation
de glutathion est bien tolérée par les patients et entraine une augmentation de nombreux
indicateurs cliniques. Aucune étude clinique n’a abouti a la mise sur le marché de glutathion

inhalé.

2.5. CHAC1 et pathologies

CHAC1 est une protéine étudiée depuis le début des années 2000. Elle a été associée a des

pathologies ou des processus physiologies variés impliquant majoritairement ses fonctions
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dans la voie UPR du stress du RE, I'apoptose et le métabolisme du glutathion (Mungrue et al.

2009, Kumar et al. 2012).

2.5.1. CHAC1 et cancer

Une quinzaine de publications ces dernieres années ont étudié le réle de CHAC1 dans
différents cancers. La littérature n’est cependant pas unanime concernant le réle de CHAC1

comme protéine pro ou anti-oncogénique.

En 2012, Goebel et ses collaborateurs se sont intéressés au role pronostic de I'expression de
CHAC1 chez des patientes atteintes de cancer du sein et des ovaires (Goebel et al. 2012). En
effet, la voie UPR du stress du RE étant activée dans différentes tumeurs cancéreuses incluant
le cancer du sein (Scriven et al. 2009) et CHAC1 ayant été montré comme appartenant a la
voie UPR du stress du RE (Mungrue et al. 2009), de nouveaux axes de recherche concernant
CHAC1 et cancer ont été développés. Il a été montré que I'augmentation de I'expression de
CHAC1 est associée a la sévérité du grade et la taille des tumeurs du cancer du sein ainsi qu’a
un mauvais pronostic chez les patientes atteintes d’un cancer des ovaires. Le role de CHAC1
dans la biologie tumorale du cancer du sein et des ovaires peut s’expliquer par un réle de
CHAC1 dans l'induction de la migration et de la prolifération cellulaire (Goebel et al. 2012). En
2012 également, une autre équipe a pu montrer une corrélation positive entre I'expression
de CHACL1 et la taille des tumeurs dans une lignée de cellules de carcinomes épidermoides de
la téte et du cou (Joo et al. 2012). Quelques années plus tard, Jahn et ses collaborateurs ont
développé un nouveau score pronostic pour les patientes atteintes de cancer du sein
combinant les prédicteurs pronostiques classiques de survie globale et l'information
génétique sur I'expression en ARNm de CHACI (Jahn et al. 2017). Ce score a pour but d’aider
les décisions concernant le traitement par chimiothérapie chez les patientes souffrant d’un
cancer du sein. En effet, la voie UPR pourrait étre impliquée dans I’échec de la réponse a la

chimiothérapie dans certains cancers (Scriven et al. 2007).

Le r6le de CHAC1 comme protéine pro-apoptotique (Mungrue et al. 2009) a également suscité
un intérét dans la compréhension de la tumorigénese de différents cancers. Deux études ont
montré une expression plus faible de CHAC1 dans des lignées cellulaires issues de

neuroblastomes et de glioblastomes humains. Dans ces lignées CHAC1 serait inhibé par des
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facteurs de transcription pro-oncongéniques de facon a ce que les cellules cancéreuses
n’entrent pas en apoptose permettant leur survie et le développement des tumeurs (Qiu et
al. 2017, Sun et al. 2017, Dali et al. 2018). CHAC1 a aussi été montré comme augmenté en
réponse a une neurotoxine induisant la mort cellulaire dans une lignée de neuroblastomes

humains (Do 2014).

D’autres études se sont intéressées a CHAC1 et son implication dans la réponse a des
traitements anti-cancéreux tels que la chimiothérapie. Il a été montré dans le contexte de
glioblastomes humains que le temozolomide, drogue chimiothérapeutique utilisée dans le
traitement de gliomes malins, induit une augmentation de I’'expression de CHAC1 via la voie
Notch ce qui va induire la mort cellulaire des cellules du gliome par apoptose et autophagie
(Chen et al. 2017). Linhibition de la voie Notch par CHAC1 était déja connue dans la
neurogénése corticale chez la souris (CHAC1 est appelé Botch dans ce contexte) (Chi et al.
2012). CHAC1 a également été montré comme induit en réponse au farnésol, isoprénoide aux
propriétés anti-tumorales et potentielle drogue thérapeutique dans le traitement de certains
cancers, dans une lignée de lymphocytes T leucémiques induisant la mort par apoptose via la
voie UPR du stress du RE de ces cellules (Joo et al. 2015). De la méme maniére, il a été montré
un role clé de CHAC1 dans I'efficacité du terameprocol comme drogue anti-cancer dans des
lignées de cellules de cancer de la prostate (Kimura et Huang 2016). Il a également été indiqué
gue la voie UPR du stress du RE et CHAC1 sont induits en réponse a différentes molécules aux
propriétés anti-cancéreuses dans le contexte du cancer du sein (Galluzzi et al. 2012, Mazzio et

al. 2017).

Enfin le réle de CHAC1 dans le métabolisme du glutathion a également été exploité dans la
recherche contre le cancer. Deux études ont montré que la privation en cystine des lignées
cellulaires humaines de cancer du sein par modification du milieu de culture ou par inhibition
chimique de I'antiport Xc- (transporteur membranaire permettant I'entrée de cystine dans la
cellule en échange de glutamate intracellulaire) entraine une induction de la voie
elF2a-ATF4-CHAC1 menant a la dégradation du glutathion intracellulaire, une augmentation
du stress oxydant et la mort cellulaire par nécrose et ferroptose (Dixon et al. 2014, Chen et al.

2017).

Les trois fonctions connues de CHAC1 a savoir son role dans le stress du RE, I'apoptose et le

métabolisme du glutathion ont été montrées comme impliquées dans les mécanismes de
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tumorigénése de différents cancers ainsi que dans différentes stratégies thérapeutiques

anti-cancéreuses (Tableau 3).

Expression de

Références e Stratégie thérapeutique
Goebel et al. 2012 2 -
Galluzzi et al. 2012 - A CHAC1 par le CTet
Dixon et al. 2014 - A CHAC1 par l'erastine
Cancer du sein 71 CHAC1 par I'acide

Mazzio et al. 2017 - )
boswellique

Jahn et al. 2017 7 -

A CHAC1 par la privation de
Chen et al. 2017 -

cystine
Chen et al. 2017 - A CHAC1 par le TMZ
Glioblastome
Dali et al. 2018 N -
Qiu et al. 2017, Sun N
Neuroblastome etal. 2017
Do 2014 - A CHAC1 par le MPP*
Kimura et Huang
Cancer de la prostate - 71 CHAC1 par le MsN
2016
Carcinome
épidermoide de la téte Joo et al. 2012 A -
et du cou
Leucémie Joo et al. 2015 - A CHAC1 par le farnésol

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des différentes publications concernant CHAC1 et cancer.
CTet : dérivé tétramérique cyclique d’indole-3-carbinol, agent chimioprotecteur ; Erastine : inhibiteur
pharmacologique de Xc- ; TMZ : temozolomide ; MPP* : neurotoxine ; MsN : terameprocol.

2.5.2. CHAC1 et infection

De facon tres intéressante, I'expression de CHAC1 a été étudiée dans différents contextes

infectieux, notamment dans le cadre d’infection a des virus.

L'expression de CHAC1 a été montrée comme diminuée en réponse a l'infection par le virus
de la grippe aviaire dans les reins de poulet et a I'infection par le génotype C de I'hépatite A

dans les foies de canard (Zhang et al. 2008, Tang et al. 2013). De facon opposée, I'expression
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de CHACI1 est augmentée en réponse a l'infection par le virus de la maladie de Newcastle
(pseudopeste aviaire) dans des cellules rénales immortalisées de Pteropus vampyrus

(roussette de Malaisie) (Glennon et al. 2015).

D’autres études transcriptomiques dans différents contextes infectieux ont montré une

augmentation de I'expression de CHAC1 (Tableau 4).

Pathogénes Modeéles Techniques Références

Cellules épithéliales
P. aeruginosa primaires des voies Microarray Kassim et al. 2007
respiratoires de souris

Mycoplasma hominis Hela S3 Microarray Hopfe et al. 2013
. . CNDT-2 .

Chlamydia trachomatis Microarray Dlugosz et al. 2014
LCC-18

Coronavirus humain (229E) HuH7 Microarray  Poppe et al. 2017

Cytomégalovirus humain . .
HFF Microarray = Gurczynski et al. 2014

(AUS17)

Flavivirus transmis par les

) HEK 293T RNAseq Mlera et al. 2016
tiques
Virus Zika (MR766) hNPCs RNAseq Rolfe et al. 2016

Tableau 4 : CHACL1 et infection.
Tableau récapitulatif des données de la littérature concernant une augmentation de I’expression de CHAC1
en réponse a différents pathogénes (modéle d’étude, technique d’analyse).
Hela S3 : lignée cellulaire de carcinome cervical humain ; CNDT-2/LCC-18 : lignées cellulaires
entéro-endocrines humaines ; HuH7 : cellules d’hépatome humain ; HFF : fibroblastes humains ;
HEK 293T : cellules rénales embryonnaires humaines ; hNPCs : cellules progénitrices neurales humaines.

Enfin, CHAC1 a été étudié dans le contexte d’une infection a Helicobacter pylori (H. pylori),
une bactérie Gram négatif, flagellée, qui infecte la muqueuse gastrique (Wada et al. 2018).
L'infection par H. pylori est connue pour induire une augmentation de la production de ROS
et une diminution des niveaux intracellulaires de glutathion dans les cellules épithéliales
gastriques. Les mécanismes de déplétion du glutathion par H. pylori ne sont pas connus. Au
vu du role de CHAC1 dans le métabolisme du glutathion, les auteurs ont fait I’'hypothése que
les variations de glutathion observées au cours de l'infection par H. pylori résultent de

I'induction de CHAC1. Lorsque des cellules épithéliales gastriques humaines sont infectées par
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H. pylori, il y a bien une augmentation de I’expression de CHAC1 et une déplétion de GSH ainsi
gu’une accumulation de ROS résultantes de cette augmentation. lls ont également montré
gue les changements de la balance redox suite a une surexpression de CHAC1 entrainent des
mutations du gene suppresseur de tumeur TP53 (tumor protein 53) qui représentent une
contribution possible au développement de carcinomes gastriques (Wada et al. 2018). Les

mécanismes d’induction de CHACL1 par H. pylori ne sont pas connus.

2.5.3. Autres

CHAC1 a également été étudié dans d’autres contextes pathologiques (Figure 31). La plupart
des études citant CHAC1 sont des analyses de transcriptomes dans des contextes sains ou

pathologiques qui ont montré CHAC1 comme dérégulé. Ainsi CHAC1 est augmenté :

- chez le saumon d’Atlantique lors d’une expérience de réalimentation, protocole
expérimental perturbant la croissance musculaire du saumon (Bower et Johnston
2010).

- dans des cellules acineuses pancréatiques de rat en réponse a un traitement prolongé
par la gastrine (hormone normalement secrétée uniquement aprés un repas pour
stimuler la sécrétion d’acides gastriques) (Selvik et al. 2013).

- chez des souris ayant subi une lésion axonale par écrasement du nerf optique (Yasuda
et al. 2014).

- dansles rates de souris exposées aux nanoparticules de dioxide de titanium, molécules
toxiques induisant des phénomenes de stress du RE, d’apoptose et d’inflammation
(Sheng et al. 2014).

- dansles lentilles optiques de souris mutées pour une protéine clé dans I’établissement
de I'architecture des cellules a fibre optique (modéle de cataracte) (Zhou et al. 2016).

- dansles coeurs de souris invalidés génétiquement pour les récepteurs a I'adénosine 2A
impliqués dans la pathogenése des lésions myocardiques (Ashton et al. 2017).

- dans le plumage dorsal noir de poulets Muchuan aux os noirs par rapport au plumage

blanc indiquant un réle de CHAC1 dans la mélanogenése (Yu et al. 2018).
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Le role de CHAC1 dans la voie du stress du RE et plus précisément en aval de ATF4 a été étudié
dans différents contextes pathologiques. Tout d’abord dans le cadre de maladies alcooliques
du foie, il a été montré que CHAC1 et la voie ATF4 sont augmentés en réponse a |'éthanol et
au cytochrome P450 2E1 (molécule induite par I'éthanol dans le foie) dans une lignée
d’hépatocytes humains (Magne et al. 2011). De plus, dans le contexte d’'un empoisonnement
par I'arsenic, il a été montré que TRIB3 (tribbles homolog 3, molécule induite par ATF4)
augmente la résistance de fibroblastes embryonnaires de souris a I'arsenic en limitant

I’expression de CHAC1 (Ord et al. 2016).

Cataracte

Traitement par la NPs TiO, Myocardite

gastrine

Cancer
Myocardite

Lésion axonale

Maladies
alcooliques du foie

Empoisonnement a
I'arsenic

Stress du RE

Empoisonnement a
I’arsenic

NPs TiO,

Cancer

LSS (L Mélanogeneése plumage noir

Croissance musculaire
saumon d’Atlantique

Cancer

Figure 31 : CHACL1 : fonctions et pathologies.
Schéma récapitulatif des différentes fonctions de CHAC1 en relations avec différentes pathologies.
NPs TiO2: nanoparticules de dioxyde de titanium.

Depuis ces 20 dernieres années, CHAC1 a donc été décrit dans différents contextes
pathologiques généralement peu élucidés, impliquant le plus souvent ses roles dans le stress

du RE, le métabolisme du glutathion ou encore 'apoptose (Figure 31).
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L'atteinte pulmonaire représente la premiére cause de morbidité et de mortalité chez les
patients atteints de mucoviscidose. Les mutations de CFTR entrainent la mise en place d’un
terrain favorable a la colonisation bactérienne au niveau des voies aériennes des patients CF
ainsi que la mise en place de cycles chroniques d’infection et d’inflammation aboutissant a la
dégradation de I'épithélium pulmonaire et a terme au déclin de la fonction respiratoire chez
les patients CF. P. aeruginosa est I'un des pathogenes majoritaire retrouvé chez les patients
CF tout au long de leur vie sans éradication compléte. L’épithélium pulmonaire joue un role
essentiel dans la lutte contre les infections. Ainsi dans la mucoviscidose, I'installation d’une
infection chronique pulmonaire a P. aeruginosa pourrait étre liée a une altération de la

réponse des cellules épithéliales ne permettant pas la mise en place d’'une défense adéquate.

Il a été montré que cette réponse des cellules épithéliales a P. aeruginosa est effectivement
différente par une analyse comparative des transcriptomes de cellules épithéliales
bronchiques primaires issues de donneurs sains et de patients atteints de mucoviscidose
infectées par P. aeruginosa (Balloy et al. 2015). Le but de cette étude était de déterminer les
génes différentiellement exprimés en réponse a l'infection par P. aeruginosa dans les cellules
primaires CF par rapport aux cellules non-CF ce qui pourrait expliquer la réponse
inflammatoire et I'infection chronique a P. aeruginosa présente chez les patients atteints de
mucoviscidose. Cette étude a permis d’identifier CHACI1. CHAC1 est une protéine
pro-apoptotique induite par la voie PERK du stress du réticulum endoplasmique, capable de
dégrader la forme réduite du glutathion, dont I'implication dans la mucoviscidose ou dans

d’autres pathologies pulmonaires n’a jamais été suggérée.

L'objectif de ce travail était d’étudier le role de CHAC1 dans la réponse des cellules

épithéliales bronchiques infectées par P. aeruginosa dans le contexte de la mucoviscidose.

Nous nous sommes donc, dans un premier temps, intéressés au réle de CHAC1 dans la réponse
inflammatoire en réponse a des facteurs de virulence de P. aeruginosa (flagelline et LPS) par
une stratégie de siRNA. Puis nous avons cherché a déterminer par quelle voie de signalisation
CHAC1 est induit en réponse au LPS de P. aeruginosa en nous appuyant sur les données de la
littérature. Enfin nous nous sommes intéressés au réle de CHAC1 dans la mise en place de

I’'apoptose en réponse a l'infection par P. aeruginosa.

Les résultats de cette étude permettent une meilleure compréhension du role de CHAC1 dans

le contexte infectieux et inflammatoire de la mucoviscidose.
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1. Résumé de l'article

Cet article a été soumis au journal « Cellular and Molecular Immunology ».

1.1. Contexte de I'étude

La mucoviscidose est la maladie génétique rare a transmission autosomique récessive la plus
fréquente dans les populations d’origine caucasienne. La mucoviscidose affecte de nombreux
organes mais l'atteinte pulmonaire prédomine et est la principale cause de morbidité et
mortalité des patients CF. La déficience de CFTR entraine une altération de la clairance
mucociliaire et un défaut des défenses immunitaires innées des patients se traduisant par une
inflammation et des infections chroniques entrainant la dégradation de I'épithélium
pulmonaire et des lésions pulmonaires progressives. P. aeruginosa est le pathogéne
majoritaire chez les patients CF adultes. La colonisation a P. aeruginosa entraine une forte
réponse inflammatoire chez les patients CF. Dans la mucoviscidose, |'établissement d’une
infection pulmonaire chronique a P. aeruginosa est liée a une altération de la réponse des
cellules épithéliales qui ne permet pas la mise en place de défenses adéquates. Dans une
étude précédente, le laboratoire a montré que cette réponse était effectivement différente
par une analyse comparative des transcriptomes de cellules primaires épithéliales
bronchiques (hAECBs) issues de patients CF et de donneurs sains non-CF au cours de
I'infection a P. aeruginosa (Balloy et al. 2015). Cette étude a permis d’identifier CHAC1 (ChaC
glutathione-specific y-glutamylcyclotransferase 1) comme l'un des geénes les plus

différentiellement exprimés entre les cellules non-CF et CF.

CHAC1 est une protéine identifiée en 2009 chez les mammiferes comme un nouveau
composant de la voie UPR du stress du réticulum endoplasmique (RE) en aval de la voie PERK-
ATF4-CHOP. CHAC1 a également été décrit comme nécessaire et suffisant pour induire des
marqueurs de I'apoptose (Mungrue et al. 2009). De plus CHAC1 est une enzyme capable de
dégrader le glutathion (Kumar et al. 2012). De nombreuses études ont montré un lien entre
stress du RE et inflammation. Le role de CHAC1 dans cette interaction entre stress du RE et
inflammation dans le contexte de I'infection a P. aeruginosa n’a jamais été étudié. Ici, nous
émettons I’hypothése que CHAC1 pourrait jouer un réle dans la régulation de I'inflammation

induite par P. aeruginosa mais aussi dans l'apoptose.
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1.2. Résultats

Dans cette étude, nous avons tout d’abord montré qu’il y a une régulation défectueuse de
CHAC1 dans les cellules CF. Les résultats du transcriptome ont montré que I'expression en
ARNm de CHAC1 est plus importante dans les hAECBs non-CF par rapport aux CF a I’état basal
et est induite uniquement dans les hAECBs non-CF aprés 6 heures d’infection par
P. aeruginosa (Figure 1A). CHAC1 ayant été décrit comme appartenant a la voie UPR du stress
du RE, nous avons également extrait les données transcriptomiques concernant certains
génes précédemment décrits dans la réponse au stress du RE associée a CHAC1 qui sont
consistantes avec les variations d’expression de CHAC1 (Figure supplémentaire 1). Nous avons
également validé cette expression différentielle de CHAC1 par gPCR dans les mémes
échantillons utilisés pour I'analyse transcriptomique. CHACI est plus exprimé dans les cellules
non-CF que CF et surexprimé uniquement dans les cellules non-CF aprés 6 heures d’infection

a P. aeruginosa (Figure 1B).

Nous nous sommes ensuite intéressés a savoir quels étaient les facteurs de virulence de
P. aeruginosa impliqués dans I'induction de I'expression de CHAC1 dans les cellules non-CF.
Nous avons montré que deux facteurs de virulence, le LPS et la flagelline de P. aeruginosa sont
capables d’induire I'expression de CHAC1 dans des hAECBs primaires non-CF et dans la lignée
de cellules épithéliales bronchiques NCI-H292 (Figures 1C et 2A). Nous avons également validé
le role de la flagelline en utilisant une souche mutée de la souche PAK de P. aeruginosa, AFIiC,
délétée pour la flagelline (Figure 2B). De plus, nous avons montré que l'induction de CHAC1
par P. aeruginosa n’est pas restreinte a la souche de laboratoire PAK, des souches cliniques
fraichement isolées de différents patients CF sont également capables d’induire, a des niveaux
comparables, une augmentation de I’expression de CHAC1 (Figure 2C). Nous avons également
testé deux autres pathogénes connus pour coloniser les voies aériennes des patients CF,
S. aureus et S. maltophilia. En utilisant les mémes MOI (multiplicity of infection), S. aureus et
S. maltophilia induisent une réponse moins importante que P. aeruginosa, une augmentation

plus faible de CHAC1 et une induction moindre d’IL-8 (Figure 2D).

Concernant I'expression protéique de CHAC1, nous avons montré en accord avec la littérature
gue CHAC1 est instable et nous n’avons pas été capable de détecter CHAC1 endogene au

niveau protéique dans les cellules NCI-H292 en conditions basales (Figure supplémentaire 2B
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et 2C et Figure 2E) mais uniqguement en conditions de surexpression (Figure 2E) ou en

présence d’un inhibiteur du protéasome, le MG-132 (Figure 2F).

Etant donné le réle de CHAC1 dans la voie PERK du stress du RE, nous avons ensuite montré
gue l'augmentation de I'expression de CHAC1 par le LPS de P. aeruginosa est indépendante

de PERK mais dépendante de ATF4 dans les cellules NCI-H292 (Figure 3).

Nous nous sommes également intéressés au role de CHAC1 dans la mise en place de
I'apoptose. Nous avons observé dans les cellules NCI-H292 que P. aeruginosa n’induit pas le
clivage de PARP et de la caspase-3, deux marqueurs de I'apoptose (Figure 4A). Néanmoins la

surexpression de CHAC1 a l'aide d’un plasmide induit le clivage de PARP (Figure 4B).

Enfin nous nous sommes intéressés au réle de CHAC1 dans la réponse inflammatoire induite
par une stimulation par du LPS et de la flagelline de P. aeruginosa dans les cellules NCI-H292.
Nous avons pu montrer une augmentation de différents parameétres inflammatoires
(expression et sécrétion d’IL-8 et d’IL-6, sécrétion de PGE2 et expression de CCL2) en réponse
a une stimulation par le LPS et la flagelline. De plus, en conditions d’inhibition de CHAC1 par
une stratégie de siRNA, nous avons observé une augmentation encore plus importante de
I'expression et la sécrétion d’IL-8, de I'expression de CCL2 et de la sécrétion de PGE2 en
réponse a la stimulation par le LPS et la flagelline. Et de fagon opposée, nous avons observé
une inhibition de la sécrétion et de I'expression de I'lL-6 en présence du siRNA de CHACI en
réponse a la stimulation par le LPS et la flagelline (Figure 5 et Figure supplémentaire 4). Nous
avons également montré, dans les cellules NCI-H292 et dans une lignée de cellules alvéolaires,
les A549 exprimant de facon stable le gene NF-«kB-luciférase, que cette régulation des
parameétres inflammatoires en réponse au LPS et a la flagelline implique le facteur de

transcription NF-kB (Figure 6).

1.3. Conclusion

En conclusion, cette étude a permis d’identifier le transcrit CHAC1 comme l'un des plus
différentiellement exprimés entre les cellules épithéliales bronchiques de patients CF et de
donneurs sains infectés par P. aeruginosa. CHAC1 est plus exprimé dans les cellules non-CF

gue CF et est induit en réponse a l'infection par P. aeruginosa uniquement dans les cellules
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non-CF. L'expression protéique de CHAC1 n’a pas pu étre validée dans ce modeéle en raison

d’une forte instabilité et une dégradation rapide de la protéine CHAC1.

De plus, nous avons pu montrer une induction de CHAC1 par le LPS de P. aeruginosa
indépendante du facteur PERK mais dépendante du facteur ATF4. Cette étude a également
montré que CHAC1 n’est pas impliqué dans I’apoptose induite par P. aeruginosa mais est
impliqué dans la régulation de la réponse inflammatoire des cellules épithéliales bronchiques

induite par le LPS et la flagelline de P. aeruginosa via la voie de signalisation NF-kB.

Cette étude montre une régulation défective de CHAC1 dans les cellules CF et un réle de
CHAC1 dans la modulation des parameétres inflammatoires en réponse a deux facteurs de
virulence de P. aeruginosa. Ceci suggére que CHAC1 pourrait contribuer a la réponse
inflammatoire excessive des cellules épithéliales bronchiques envers I'infection chronique a

P. aeruginosa observée chez les patients atteints de mucoviscidose.
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Abstract

In cystic fibrosis (CF), Pseudomonas aeruginosa colonizes the lungs, leading to chronic
inflammation of the bronchial epithelium. ChaC glutathione-specific
v-glutamylcyclotransferase 1 (CHAC1) mRNA is differentially expressed in primary human
airway epithelial cells from bronchi (hAECBSs) from patients with CF and healthy patients at
baseline and upon infection with P. aeruginosa. CHAC1 degrades glutathione and is associated
with endoplasmic reticulum (ER) stress and apoptosis pathways. In this study, we examined
the roles of CHACL in the inflammatory response and apoptosis in lung epithelial cells. First,
we confirmed by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction that CHAC1
MRNA was overexpressed in hAECBs from patients without CF compared with the expression
in hAECBs from patients with CF upon P. aeruginosa (PAK strain) infection. Moreover, the
P. aeruginosa virulence factors lipopolysaccharide (LPS) and flagellin (F) were shown to
induce CHACL expression in cells from patients without CF. Using NCI-H292 lung epithelial
cells, we found that LPS-induced CHAC1 mRNA expression was PERK-independent and
involved ATF4. Additionally, using CHAC1 small interfering RNA, we showed that reduced
CHAC1 expression in the context of LPS and F stimulation was associated with modulation of
inflammatory markers and alteration of NF-kB signaling. Finally, we showed that
P. aeruginosa was not able to induce apoptosis in NCI-H292 cells. Our results suggest that
CHACI1 is involved in the regulation of inflammation in bronchial cells during P. aeruginosa
infection and may explain the excessive inflammation present in the respiratory tracts of

patients with CF.
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INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF), the most common severe autosomal recessive genetic disease in the
Caucasian population, is caused by mutations in the CF transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene, which encodes a chloride channel 13, CF affects multiple organs; however, lung
injury is predominant and is the leading cause of morbidity and mortality in patients with CF.
In airways, CFTR dysfunction leads to excessive secretion of abnormally thick and viscous
mucus and therefore to alterations in mucociliary clearance and impairment of innate immune
host defenses. This results in chronic bacterial infection and inflammation, leading to
degradation of the lung epithelium and progressive lung damage in patients with CF 4.
Pseudomonas aeruginosa is the leading cause of chronic pulmonary infection and a major
pathogen in the airways of adults with CF > 8. P. aeruginosa colonization induces a strong
inflammatory response in patients with CF, particularly neutrophil accumulation and

hypersecretion of inflammatory cytokines, such as interleukin-8 (1L-8) "8

The lung epithelium plays an essential role in the fight against infections by orchestrating the
innate immunity °. Lung epithelial cell activation has been shown to be sufficient to generate
an innate protective immune response in mice infected with P.aeruginosa °. In CF,
establishment of chronic pulmonary infection with P. aeruginosa is linked to alterations in
epithelial cell responses, which do not allow establishment of an adequate defense system “. In
a previous study, we showed that this response was indeed different by comparative analysis of
the transcriptomic signatures of primary CF and non-CF bronchial epithelial cells during
P. aeruginosa infection . We identified several up- and downregulated mRNAs in CF cells
compared with those in non-CF cells, suggesting that these genes may be involved in the
exacerbated inflammatory response to P. aeruginosa found in patients with CF. Among these

dysregulated mRNAs, ChaC glutathione-specific y-glutamylcyclotransferase 1 (CHACL1)
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showed dramatically differential expression between non-CF and CF cells both at baseline and

after P. aeruginosa infection.

CHAC1 was identified in mammalian cells for the first time in 2009 as a new component of the
unfolded protein response (UPR) pathway 2. This UPR pathway is induced in response to
endoplasmic reticulum (ER) stress due to the presence of misfolded proteins in the ER lumen.
The UPR consists of three pathways initiated by inositol-requiring enzyme 1o, eukaryotic
translation initiation factor 2-a kinase 3 (PERK), and activation transcription factor (ATF) 6 3.
These three pathways alleviate ER stress by decreasing protein synthesis, facilitating protein
folding, and increasing protein degradation. CHACL1 is induced by the PERK pathway
downstream of ATF4 and the pro-apoptotic factor DNA damage-inducible transcript 3 (also
called CHOP) and has been described as necessary and sufficient to induce markers of
apoptosis, particularly the cleavage of the apoptotic factor poly(ADP-ribose) polymerase 1
(PARP) 12, Moreover, CHAC1 can degrade glutathione in the cytosol of mammalian cells
through its y-glutamylcyclotransferase activity 4. Various studies have shown a link between
ER stress and inflammation ** > ¢ In the context of CF, atypical activation of the UPR
pathway has been observed; the resulting ER stress can potentiate the inflammatory response
13, Moreover, the UPR is implicated in the regulation of cytokine production for bacterial
infections 1’. The role of CHACL in this interplay between ER stress and inflammation in the

context of P. aeruginosa infection has never been investigated.

Accordingly, in this study, we hypothesized that CHAC1 may play a role in regulating the

inflammatory process induced by P. aeruginosa infection and apoptosis.
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RESULTS
Defective regulation of CHACL in CF cells

In a previous transcriptomic analysis, we identified CHAC1 as one of the differentially
expressed mMRNAs between human airway epithelial cells from bronchi (hAECBSs) of patients
with and without CF during P. aeruginosa infection %, Indeed, CHAC1 mRNA was only
induced in hAECBs from patients without CF (Figure 1A, log-2 Fold Change (FC) [0 versus 6
h] = 1.69, p = 2.57 x 10™) with a differential expression log-2FC (CF versus non-CF) of -4.49
after 6 h of infection by P. aeruginosa (Figure 1A, Supplementary Table 1). Because CHAC1
belongs to the UPR pathway of ER stress initiated by PERK 2, we analyzed the expression of
genes shown to be involved in CHAC1-associated ER stress responses in our previous study.
We observed that ATF4, PCK2, and HERPUD1 were significantly downregulated in hAECBs
from patients with CF versus in hAECBs from patients without CF (Supplementary Figure
1A-C and Supplementary Table 1). In contrast, ATF3 and TNFRSF6B were upregulated
(Supplementary Figure 1D, 1E and Supplementary Table 1) in hAECBs from patients with CF
during the course of infection by P. aeruginosa. These results indicated an altered expression
of mMRNAs involved in the CHAC1-associated ER stress response (Supplementary Figure 1F)

in CF cells.

We further validated the differential expression of CHAC1 by gPCR in the same samples used
for RNA-seq. Indeed, at baseline, we observed significantly higher expression of CHAC1 in
non-CF cells compared with that in CF cells. As expected from the transcriptomic data, we
observed upregulation of CHAC1 mRNA expression after 6 h of P. aeruginosa infection only

in non-CF cells (5.3-fold increase, p < 0.05; Figure 1B).
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Lipopolysaccharide (LPS) and flagellin (F) induced CHACL overexpression in primary

bronchial epithelial cells and NCI-H292 cells

Because P. aeruginosa induced CHACL1 expression in non-CF cells, we investigated which
P. aeruginosa virulence factors were involved. We studied the effects of two very well-known
virulence factors, LPS and F from P. aeruginosa, on hAECBs from patients with and without
CF and on NCI-H292 cells, which expressed CHAC1 mRNA at sufficient levels for further
knockdown experiments (inhibition by siRNA), in comparison to BEAS-2B cells
(Supplementary Figure 2A). Notably, 6 h of stimulation with LPS and F induced a 2-fold
increase in CHACL expression in hAECBs from patients without CF, similar to whole bacteria
at an MOI of 0.25 for 6 h. This induction by LPS and F and by living bacteria was not found in
hAECBs from patients with CF (Figure 1C). We observed similar effects of LPS and F on
CHAC1 expression in NCI-H292 cells. F alone induced a 1.5-fold increase in CHAC1
expression, and LPS alone or combined with F induced a 2.5-fold increase in CHAC1
expression (Figure 2A). To validate the role of F in CHACL expression, we used a mutant of
the P. aeruginosa PAK strain, AFIiC, in which F was deleted. We observed a significantly lower
increase in CHAC1 mRNA expression when NCI-H292 cells were stimulated with the AFIiC
strain than with the wild PAK strain (Figure 2B). We also tested a double mutant of the
P. aeruginosa PAK strain with both type Il and Il secretion systems deleted (ApscFAxcpQ).
This mutant induced CHAC1 mRNA expression, similar to the wild PAK strain (Figure 2B).
The difference in CHACL1 expression observed with the AFIIC strain was not due to different
concentrations of bacteria since equal numbers of P. aeruginosa colonies were found after
plating on LB agar (Supplementary Figure 3A). Subsequently, in order to determine whether
the observed CHAC1 upregulation was restricted to the laboratory PAK strain, we used
P. aeruginosa strains freshly isolated from different patients with CF (N = 4). We observed that

clinical isolates of P.aeruginosa were also able to induce CHAC1 mRNA expression in

106



NCI-H292 cells (Figure 2C) with an effect similar to the PAK laboratory strain. We also
observed that the induction of CHAC1 mRNA expression by PAK was higher in NCI-H292
cells than in primary cells (Figure 2B, 2C versus Figure 1C). Finally, we tested two other
bacterial species known to colonize the airways of patients with CF, i.e., Staphylococcus aureus
and Stenotrophomonas maltophilia. Using a similar MOI, we observed reduced CHAC1 mRNA
induction in NCI-H292 cells infected with S. aureus and S. maltophilia compared with that in
the cells infected with the PAK strain. Concomitantly, induction of IL-8 mMRNA expression was
reduced (Figure 2D). The differences in CHAC1 and IL-8 mRNA expression observed with
Staphylococcus aureus and Stenotrophomonas maltophilia were not caused by varying
concentrations of bacteria because equal numbers of colonies were found after plating on LB

agar (Supplementary Figure 3C).

Next, we examined CHAC1 protein expression in response to P. aeruginosa stimulation.
Consistent with previous reports indicating that CHAC1 protein is very unstable due to its rapid
degradation by the proteasome in Neuro2a cells 8, we were unable to detect endogenous
CHAC1 protein in NCI-H292 at baseline (Supplementary Figure 2B) or after P. aeruginosa
infection (data not shown). Additionally, we were unable to detect CHAC1 protein expression
after treating the cells with tunicamycin, a known inducer of CHAC1 mRNA expression *° (data
not shown). CHACL1 was only detected at the protein level when it was either overexpressed
with a plasmid in NCI-H292 cells (Figure 2E) or when the cells were treated with at least 1 uM

of the proteasome inhibitor MG-132 (Figure 2F).

CHACL1 upregulation was ATF4 dependent and PERK independent

Because CHAC1 has been shown to be associated with the PERK pathway 2, we hypothesized
that induction of CHAC1 by LPS from P. aeruginosa may be mediated by PERK. Therefore,

we used the PERK inhibitor and tunicamycin (TM) as a positive control for activation of the
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CHAC1 and PERK pathway 2. As expected, compared with untreated NCI-H292 cells, LPS
and TM induced 2.4- and 17.7-fold increases, respectively, in CHAC1 mRNA expression.
When cells were treated with TM and PERK inhibitor, there was a significant 90.3% decrease
in CHAC1 mRNA expression compared with that in cells treated with TM alone (Figure 3A).
However, when cells were treated with LPS and PERK inhibitor, CHAC1 mRNA expression
was not significantly different from that in cells treated with LPS only (Figure 3A). We then
hypothesized that this induction of CHAC1 by LPS would directly pass through ATF4. Indeed,
we observed that LPS was able to activate ATF4 and that SiRNA against ATF4 inhibited this
induction (Figure 3B). Concomitantly, we observed inhibition of CHACL1 induction by LPS

with sSiRNA ATF4 (Figure 3C).

CHACL1 overexpression induced by P. aeruginosa did not stimulate apoptosis

CHAC1 has been shown to play a role in apoptosis ?; therefore, we investigated the effects of
P. aeruginosa stimulation on apoptosis. We infected NCI-H292 cells with two different MOls
(0.5 and 1) for 5 or 8 h and examined the levels of cleaved PARP and cleaved caspase-3. As
expected, we observed that the positive control staurosporine induced cleavage of PARP and
caspase-3. In contrast, P.aeruginosa did not induce cleavage of PARP and caspase-3
(Figure 4A). PARP and caspase-3 cleavages were observed when CHAC1 was overexpressed

with a plasmid in NCI-H292 cells (Figure 4B).

CHACL regulated the inflammatory response of bronchial epithelial cells induced by LPS

orF

CHAC1 is a component of the ER stress pathway, and a link between ER stress and the

inflammatory response has already been described in the context of CF 2. Therefore, we
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investigated the role of CHACL1 in the inflammatory response induced by LPS or F. For this,
we used siRNA targeting CHAC1 in NCI-H292 cells. We first checked the efficiency of the
CHACL1 siRNA by measurement of CHAC1 mRNA levels. Transfection with CHAC1 siRNA
induced a 53% reduction in CHAC1 mRNA expression (Figure 5A). We then examined
different inflammatory parameters, particularly the secretion of IL-8, IL-6, and prostaglandin
E2 (PGE2), when CHAC1 was knocked down by siRNA and after stimulation with LPS and F
from P. aeruginosa. As expected, we observed that 1 pg/mL LPS, 50 ng/mL F, and the
combination of both (LPS+F) induced significant increases in both IL-8 (Ai-s: 5,369.19 pg/mL;
AiLs: 2,629.15 pg/mL; AiLs: 5,560.22 pg/mL, respectively, compared with unstimulated cells)
and IL-6 secretion (Ai-s: 1,828.94 pg/mL; Awe: 373.62 pg/mL; Awe: 2,149.61 pg/mL,
respectively, compared with unstimulated cells) and tended to increase PGE> secretion (Figure
5B-D). Under these stimulation conditions, CHAC1 mRNA expression was decreased using
SiRNA, and even greater significant increases in IL-8 secretion (Ai-s: 1,479.27 pg/mL;
Ai-g: 2,774.37 pg/mL; with LPS alone or combined with F, respectively, compared with cells
transfected with siRNA control under the same conditions of stimulation; Figure 5B) and PGE>
secretion (Apce2: 1,254.02 pg/mL; Apce2: 1,220.65 pg/mL; Apce2: 2,595.12 pg/mL; with LPS
and F alone or with the combination of both, respectively, compared with cells transfected with
siRNA control under the same conditions of stimulation; Figure 5D) were observed. In contrast,
in the presence of CHAC1 siRNA, we observed significant inhibition of IL-6 secretion (Figure
5C) in cells stimulated with LPS (80% inhibition), F (30% inhibition), or the combination of
both virulence factors (80% inhibition). We obtained similar results for the mMRNA expression
of IL-8 and IL-6 (Supplementary Figures 4A and 4C). CCL2 mRNA expression was also
modulated similar to IL-8 expression under these experimental conditions (not detectable by

enzyme-linked immunosorbent assay [ELISA]; Supplementary Figure 4B).
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CHACL regulated nuclear factor (NF)-xB activation

To determine whether regulation of these inflammatory parameters involved the NF-xB
transcription factor, we studied its phosphorylation by western blot analysis in NCI-H292 cells.
We observed that LPS induced a significant increase in NF-kB p65 phosphorylation in
CHAC1-knockdown cells after 1 h of stimulation (Figure 6A). To confirm these data, we also
used a human alveolar cell line, A549 cells, stably transfected with an NF-xB-luciferase
plasmid. As in NCI-H292 cells, 60% inhibition of CHAC1 mRNA expression was observed
after siRNA transfection (data not shown). Similar to NCI-H292 cells, we observed that
1 pg/mL LPS, 50 ng/mL F, and the combination of both (LPS+F) induced a significant increase
in IL-8 secretion when A549 cells were transfected with CHAC1 siRNA compared with that in
cells transfected with siRNA control (Figure 6B). Additionally, as expected, we observed that
1 pg/mL LPS, 50 ng/mL F, and the combination of both (LPS+F) induced significant increases
in NF-kB activity (1.3-, 1.7-, and 1.7-fold increases, respectively, compared with unstimulated
cells; Figure 6C). Under these experimental conditions, when we decreased CHAC1 mRNA
expression, we observed an even greater increase in NF-xB activity when cells were stimulated
with LPS (1.4-fold increase) and/or F (1.5- and 1.4-fold increases compared with cells
transfected with sSiRNA control under the same conditions of stimulation; Figure 6C). IL-6 and

CCL-2 were not detectable by ELISA (data not shown).

110



DISCUSSION

Independent of CFTR mutations, links between ER stress and CF-related inflammation have
been extensively studied, particularly with regard to inositol-requiring enzyme 1 (IRE1a), and
PERK 2 pathways. In our previous study, we identified the CHAC1 mRNA as one of the most
highly differentially expressed transcripts between primary bronchial cells from patients with
and without CF, infected with P. aeruginosa. We also found that CF cells exhibited an expected
excessive inflammatory response, including higher IL-8 production !. Because CHAC1 was
recently described as a new component of the UPR in the PERK pathway 2, we aimed to
evaluate whether CHAC1 was involved in the modulation of the inflammatory response
induced by P. aeruginosa in lung epithelial cells.

We confirmed our previous transcriptomic data showing that CHAC1 mRNA was
overexpressed in primary non-CF epithelial cells compared with its expression in CF cells at
baseline and upon P. aeruginosa infection. Additionally, P. aeruginosa and two of its virulence
factors, LPS and F, were able to induce CHACL1 at the transcriptional level in bronchial
epithelial NCI-H292 cells. As previously shown in Neuro2a '8 or HEK cells 2%, we were able to
detect CHACL protein expression only after MG-132 treatment, suggesting the involvement of
the proteasome pathway in the stability of the protein 2L, This induction of CHAC1 mRNA
expression was observed not only with the laboratory strain PAK but also with freshly isolated
clinical strains. Interestingly, other bacteria, such as Stenotrophomonas maltophilia, another
gram-negative bacterium, and Staphylococcus aureus, a gram-positive bacterium, which are
both known to chronically infect patients with CF, were not able to induce CHAC1 mRNA
expression to similar levels. Using cellular infection models, other transcriptomic studies have
consistently shown CHAC1 upregulation with microorganisms, including human
coronavirus 22, human cytomegalovirus 2, tick-borne flaviviruses 24, Zika virus 2, and the

bacterium Mycoplasma hominis 26, In these studies, the specific role of CHAC1 was not
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investigated. However, CHACL is essential as embryonic lethality was observed in mice with
deletion of the Chac1 gene %',

In our study, CHAC1 mRNA induction by LPS and P. aeruginosa was not related to PERK
activation, as is TM, but was dependent on ATF4. In contrast, LPS from E. coli has previously
been shown to activate both PERK and ATF4 in A549 cells ?8. Notably, ATF4 has been shown
to be directly recruited by Toll-like receptor 4 independent of ER stress in human monocytes
29 Consistent with our results, another ER stress-associated molecule, GADD34, was recently
shown to be upregulated by several virulence factors from P. aeruginosa, including pyocyanin
and AprA, independent of PERK but dependent on ATF4 . Taken together, these results were
consistent with emerging evidence showing that induction of the UPR pathway by
microorganisms did not reflect ER stress but was an integral part of the immune response L.
The fine tuning of immune responses by the UPR has been extensively studied 32, However, its
contribution to the regulation of cytokine production in bacterial infection is not well
understood ’. Here, we observed that inhibition of CHAC1 mRNA expression by siRNA
promoted 1L-8 and CCL2 expression and PGE> secretion, suggesting that CHAC1 prevents
excessive inflammatory responses dependent on the NF-xB p65 pathway. These results were
consistent with a recent study reporting that bronchial epithelial cells undergoing ER stress
showed reduced IL-8 and CXCL1 production in the presence of inflammatory stimuli *.
Indeed, pretreatment of bronchial epithelial cells with TM (shown here and by others 2 to be
able to increase CHACL expression) can prevent IL-8 and CXCL1 production. In contrast,
inhibition of CHAC1 mRNA expression by siRNA inhibits IL-6 production, suggesting that
CHACL1 may promote IL-6 expression. Our results were consistent with a previous study
showing that TM promotes IL-6 secretion in bronchial 1B3-1 (CF deficient) and C38 cells
stimulated with F 13, Previous works have demonstrated that IL-6 production in A375 skin cells

is dependent on CHOP **. However, CHOP is expected to be upstream in the CHAC1 pathway
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and does not explain our results; future studies are needed to determine how the IL-6 pathway
is affected specifically in lung epithelial cells.

In addition to its role in UPR, CHAC1, as a member of the y-glutamylcyclotransferase family,
is able to hydrolyze glutathione only in its reduced form (GSH) . Glutathione has been widely
studied owing to the function of CFTR as a glutathione transporter 3. GSH homeostasis is
defective in CF, and GSH promotes oxidative stress and related inflammation *’. The roles of
CHAC1 activity in relation to cellular glutathione homeostasis and the observed cytokine
regulation remain to be determined, although previous studies have demonstrated that the levels

of glutathione-related enzyme can regulate cytokine production .

In our experiments, PAK did not induce apoptosis in NCI-H292. However, these cells are not
completely resistant to apoptosis since staurosporine was able to induce caspase-3 and PARP
cleavage. Thus, although CHAC1 was induced by P. aeruginosa, it was not sufficient to induce
cell apoptosis. It is conceivable that the level of induction of CHAC1 may be too low to promote
apoptosis. In contrast, high induction of CHACL using an overexpression plasmid led to
induction of PARP cleavage, indicative of cell apoptosis. Apoptosis dysfunction is still highly
controversial in CF *°, and our results are partly consistent with some previous studies. Indeed,
even if P. aeruginosa has been previously shown to induce apoptosis in lung epithelial cells,
variable susceptibility between lung epithelial cells has been observed. Moreover, the PAO1
strain of P. aeruginosa has been shown to induce apoptosis in human tracheal 9HTEo cells but
not in primary nasal epithelial cells from polyps or in 16HBE140 bronchial cells, which are
both resistant “°. In contrast, other bronchial cell lines are permissive to apoptosis induced by
P. aeruginosa, such as IB3-1 (F508del/W1282X), C38, S9 (both IB3-1 corrected cells),
CFT1-LCFSN, and CFT1-LC3 (F508del) cells. More recently, using Calu-3 polarized lung
epithelial cells, researchers showed that PAO1 was able to induce apoptosis markers, such as

active caspase-3, within 6-8 h. Additionally, the effects of the CFTR genotype on apoptosis of
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lung epithelial cells at baseline 3 or after P. aeruginosa infection are still debated and may be
dependent on which specific marker of apoptosis is being evaluated 4% 4.

In conclusion, we showed that inhibition of CHACL in bronchial epithelial cells resulted in the
regulation of inflammatory mediators. Moreover, CHAC1 was induced preferentially in normal
hAECBs in comparison to CF hAECBs in response to P. aeruginosa and its virulence factors,
LPS and F. Thus, these results suggest that low CHACL1 expression may contribute to the
excessive inflammation observed in CF bronchial epithelial cells after P. aeruginosa infection
and thus may be associated with the exacerbation of inflammation characterizing the lungs from
patients with CF. Inflammation is complex and thought to have a critical impact during the
course of CF lung disease *2. A better understanding of the link between infection and

inflammation is thus required for the development of new therapeutics.

114



MATERIALS AND METHODS

Reagents

P. aeruginosa (serotype 10) LPS, MG-132, staurosporine solution from Streptomyces sp.,
tobramycine, and dimethyl sulfoxide (DMSO) were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). Purified P. aeruginosa F was from InvivoGen (San Diego, CA, USA), and
TM and GSK2656157/PERK inhibitor were from Calbiochem (Merck Millipore, Molsheim,

France).

Cell culture

Three cell lines, i.e., human bronchial epithelial cell lines NCI-H292 (ATCC-CRL-1848;
Rockville, MD, USA) and BEAS-2B (ATCC-CRL-9609) and the human alveolar epithelial cell
line A549, stably transfected with a plasmid containing the NF-xB promoter coupled with
luciferase (A549 NF-«B luciferase cells; Panomics, Fremont, CA, USA) and primary hAECBs
(Epithelix, Plan les Ouates, Switzerland) were used in this study. NCI-H292 cells were grown
in RPMI 1640 supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 1% antibiotics
(100 TU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin) at 37°C in an atmosphere containing
5% CO,. A549 NF-«B luciferase cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% (v/v) FBS, 1% antibiotics, and 100 pg/mL hygromycin B at
37°C in an atmosphere containing 5% CO>. Primary hAECBs from patients with CF or healthy
donors (Table 1) were cultured with hAECB culture medium (Epithelix), which was changed
every 3 days. The cells were seeded in different plates and after reaching confluence and were
incubated overnight in DMEM containing 10% FBS and 1% antibiotics before being stimulated

in the same medium free of antibiotics.
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Bacterial strains, growth conditions, and infection protocols

The P. aeruginosa PAK strain used previously *® expresses the full complement of virulence
factors, including pili; flagella; the type Il secreted exoenzymes S, T, and Y; and a smooth
LPS belonging to serotype 6. Two mutants of P. aeruginosa PAK strain were also used as
described previously %4, i.e., the mutant AFIiC with deletion of F and the double mutant ApscF
AxcpQ with deletion of type 11 and 111 secretion systems. The different strains of P. aeruginosa
were grown for 12 h in Luria-Bertani (LB) medium with stirring at 110 rpm, diluted up to
5 x 10*-fold, transferred to fresh medium, and grown overnight to the midlog phase with
stirring at 110 rpm. The culture was centrifuged at 3,000 x g for 15 min, and the bacterial pellet
was washed twice with cold phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in 500 pL PBS.
The optical density measured at 600 nm was adjusted to give the desired concentration (MOI).
Concentrations were verified by serial 10-fold dilutions of the bacterial suspensions and plating
on LB agar (Supplementary Figure 3). Cells were infected with P. aeruginosa in their culture
medium without antibiotics. After each stimulation, supernatants were collected and
centrifuged at 3,000 x g for 15 min to remove the bacteria. Clinical strains of P. aeruginosa
were isolated according to the standards procedures of the microbiological department of
St-Antoine Hospital, Paris, France. Sputum from patients was diluted (v/v) with Digest-Eur
(Eurobio, Courtaboeuf, France; prediluted at 1/10 with sterile distillated water), vortexed, and
incubated for 15 min at room temperature. A 10-pL aliquot was plated on different selective
media for 5 days at 37°C under aerobic conditions. P. aeruginosa was isolated from Drigalski’s
agar plates, and identification was confirmed by mass spectrometry (Maldi-Biotyper, Brucker,
France). Stenotrophomonas maltophilia was freshly isolated from a patient with CF, and its
identification was confirmed by mass spectrometry. Stenotrophomonas maltophilia and

Staphylococcus aureus (Newman strain %) were cultured similar to P. aeruginosa.
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CHAC1 and ATF4 inhibition

To induce transient CHAC1 mRNA inhibition, we performed reverse transfection in NCI-H292
and/or A549 cells with either Silencer Select siRNA for CHAC1 (siRNA CHAC1, s35570) or
negative control (SIRNA Ctrl) from Ambion (Austin, TX, USA) using HiPerFect transfection
reagent (Qiagen, Hilden, Germany). In reverse transfection protocols, cells were seeded either
in 96- or 12-well plates and transfected the same day with siRNA (5 nM), which was added to
the wells along with HiPerFect. After 48 h of reverse transfection, cells were treated as

described in the Figure Legends.

To induce transient ATF4 mRNA inhibition, we performed transfections in NCI-H292 cells
with Silencer Select siRNA for ATF4 (siRNA ATF4, s1702, 5 nM) from Sigma-Aldrich or
negative control sSiRNA (siRNA Ctrl, 5 nM) using Lipofectamine 3000 transfection reagent

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 48 h.

Reverse transcription (RT) quantitative polymerase chain reaction (QPCR)

RNA was isolated using a NucleoSpin RNA/Protein kit (Macherey Nagel, Duren, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. RT was performed using an ABI high-capacity
cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Real-time PCR was performed using
an ABI StepOnePlus. Each reaction contained 5 pulL of 2x TagMan Fast Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems); 3.5 uLL water; 0.5 uLL TagMan probes for CHAC1 (Hs_00225520),
IL-8 (Hs_174103), IL-6 (Hs_985639), CCL2 (Hs_00234140), and GAPDH (Hs_2786624); and
cDNA as a template in a final volume of 10 uL. For relative quantification of the mRNA levels,
the amount of each target gene was normalized to the expression of GAPDH in control cells as
a calibrator and was calculated using the 224t method. Each point corresponded to the mean

+ standard error of the mean (SEM) of n experiments, as indicated in the Figure Legends.
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Western blotting

Total proteins were extracted using a NucleoSpin RNA/Protein kit (Macherey Nagel) according
to the manufacturer’s instructions. An equal amount of proteins was reduced, size-separated on
10% or 13.5% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels, and transferred to nitrocellulose
membranes (Invitrogen). The membranes were then blocked in 5% milk in TBS-T (10 mM Tris
[pH 7.5], 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20) and incubated with specific primary antibodies
against CHAC1 (1:500, 1 h at room temperature; AV42623; Sigma-Aldrich), PARP (cleaved
and uncleaved forms, 1:1,000, overnight at 4°C; 9542; Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA), ATF4 (1:1,000, overnight at 4°C; 11815; Cell Signaling Technology), cleaved
caspase-3 (1:1,000, overnight at 4°C; 9661; Cell Signaling Technology), phospho- and total
NF-kB-p65 (1:1,000, overnight at 4°C; S536 and D14E12; Cell Signaling Technology), and
B-actin (1:5,000, 1 h at room temperature; A2228; Sigma-Aldrich). For anti-CHACL1 antibody
validation, CHAC1 overexpression was performed with a CHAC1-V5eGFP plasmid
(CHAC1-GFP), as previously shown 2, Plasmid DNA was purified using a NucleoBond Xtra
Midi/Maxi kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instructions. The
CHAC1-GFP plasmid was transfected into NCI-H292 cells using Lipofectamine 3000

transfection reagent (Invitrogen) for 24 h.

Secondary antibodies were purchased from Cell Signaling Technology. Bound antibodies were
detected using SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity chemiluminescent substrate
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Between successive primary antibodies, membranes were treated with Restore PLUS Western
Blot Stripping Buffer (Thermo Fisher Scientific). Images were recorded with a Fujifilm
LAS-3000 bioimaging system (Fujifilm, Stamford, CT, USA). Quantification was performed

with ImageJ 10.2 (https://imagej.nih.gov/ij/index.html).
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ELISA

Concentrations of human IL-8, IL-6, and CCL2/MCP-1 were measured in cell supernatants
using ELISA kits (DuoSet ELISA kits; Minneapolis, MN, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The concentration of PGE2 was measured using ELISA (Cayman,
Ann Harbor, MI, USA) following the manufacturer’s recommendations. The

3,3",5,5'-tetramethylbenzidine substrate was from Cell Signaling Technology.

Fluorescence microscopy

CHAC1-GFP expression was monitored in live NCI-H292 cells using an EVOS cell imaging

system (Thermo Fisher Scientific).

NF-kB luciferase activity

NF-«xB luciferase activity in A549 cells was assayed with a Luciferase kit (Promega, Madison,
WI, USA) according to the manufacturer’s protocol with a FLUOstar OPTIMA luminometer

(BMG LABTECH, Champigny sur Marne, France).

Statistical analysis

Differences among groups were assessed for statistical significance using Prism 7.00 software
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) as indicated in the Figure Legends. Differences with

p values of less than 0.05 were considered statistically significant.
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Table 1. Characteristics of patients whose hAECBSs were used in this study.

Patient Commercial  Age CFTR
number  reference  (years) Sex Smoker  Pathology mutation
P1 AB60001 56 F No No No
P2 AB037201 78 M No No No
P3 AB39401 95 M No No No
P4 AB68201 66 F No No No
P7 CF56701 39 F No CF F508del
P8 CF60701 21 F No CF F508del
P9 CF45202 32 M No CF F508del
P10 CF60901 21 F No CF F508del
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Figure 1. (A) Kinetics of CHACL1 expression measured by RNAseq in hAECBs from patients
without CF (N = 4, open triangles) and with CF (N = 4, black squares) infected with
P. aeruginosa (PAK strain, MOI 0.25) for 0, 2, 4, or 6 h (data were extracted from ref. 11).
(B) CHAC1 mRNA expression measured by gPCR in hAECBs from patients without CF
(N =4, black) and with CF (N = 4, grey) infected with P. aeruginosa (PAK strain, MOI 0.25)
for 0 or 6 h. Statistical analysis was conducted using Mann-Whitney tests (without versus with
CF groups, * p < 0.05). (C) CHAC1 mRNA expression measured by qgPCR in hAECBs from
patients without CF (black) and with CF (gray) stimulated with 1 pg/mL LPS (LPS1) and
50 ng/mL flagellin (F50) or infected with PAK (MOI 0.25) for 6 h. Data are expressed as means
+ SEMs of four independent experiments. Statistical analysis was carried out using analysis of

variance followed by Dunnett’s multiple comparison test (* p < 0.05, NS used as the control

group).
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Figure 2. (A) CHAC1 mRNA expression was measured by gPCR in NCI-H292 cells stimulated
with 1 pg/mL LPS (LPS1) and/or 50 ng/mL flagellin (F50) for 6 h. Data are expressed as the
means = SEMs of five independent experiments. Statistical analysis was performed using
analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison test (control group: NS,
*p <0.05; *** p <0.001; **** p <0.0001). (B) CHAC1 mRNA expression was measured by
gPCR in NCI-H292 cells infected with PAK WT, PAK AFIiC, or PAK ApscFAxcpQ
(MOI 0.25) for 6 h. Data are expressed as means + SEMs of four independent experiments.
Statistical analysis was carried out using analysis of variance followed by Bonferroni’s multiple
comparison test (control group: NS, * p < 0.05; **** p < 0.0001). (C) CHAC1 mRNA
expression was measured by gPCR in NCI-H292 cells infected with PAK strain (MOI 0.25) or
different clinical strains of P. aeruginosa (MOI 0.25) for 6 h. Data are expressed as means +
SEMs of four independent experiments (NS: diamonds; PAK: squares; clinical strains:
triangles). Statistical analysis was carried out using analysis of variance followed by
Bonferroni’s multiple comparison test (control group: NS, ** p < 0.01). (D) CHAC1 (black)
and IL-8 (gray) mRNA expression was measured by qPCR in NCI-H292 cells infected with
PAK, Staphylococcus aureus (S. aureus), or Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia,
MOI 0.25) for 6 h. Data are expressed as means + SEMs of three independent experiments.
Statistical analysis was carried out using analysis of variance followed by Dunnett’s multiple
comparison test (control group: NS, # # p < 0.01 [IL-8]; **** p < 0.0001 [CHAC1)).
(E) Western blot analysis of CHAC1 and B-actin protein expression and CHAC1-GFP
fluorescence in NCI-H292 cells transfected with increasing amounts of CHAC1-GFP plasmid.
(F) Western blot analysis of CHAC1 and (-actin protein expression in NCI-H292 cells treated

with increasing concentrations of MG-132 for 6 h.

131



Figure 3.
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Figure 3. (A) CHAC1 mRNA expression was measured by gPCR in NCI-H292 cells stimulated
with 1 pg/mL LPS in DMSO (vehicle) or 1 uM PERK inhibitor (Inh PERK) or stimulated with
0.5 ng/mL tunicamycin (TM) with or without PERK inhibitor for 6 h. Data are expressed as
means + SEMs of five independent experiments. Statistical analysis was performed with
analysis of variance followed by Bonferroni’s multiple comparison test (** p < 0.01;
**** n <0.0001). (B) Western blot analysis of ATF4 expression in NCI-H292 cells treated 48
h with siRNA Ctrl or siRNA ATF4 and stimulated with (+) or without (-) 1 pg/mL LPS (LPS1)
for 1 h (images are representative of six independent experiments). (C) CHAC1 mRNA
expression was measured by gPCR in NCI-H292 cells treated for 48 h with siRNA Ctrl or
SIRNA ATF4 and stimulated with or without (NS) 1 pg/mL LPS (LPS1) for 1 h. Data are means
+ SEMs of six independent experiments. Statistical analysis was performed using

Mann-Whitney tests (* p < 0.05).
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Figure 4.
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Figure 4. (A) Western blot analysis of PARP (uncleaved form), c-PARP (cleaved form),
c-caspase 3 (cleaved form), and B-actin protein expression in NCI-H292 cells infected with
PAK (MOI 0.5 or 1) or stimulated with 1 uM staurosporine (St) for 5 or 8 h. (B) Western blot
analysis of PARP (uncleaved form), c-PARP (cleaved form), c-caspase 3 (cleaved forms) and
[-actin protein expression in NCI-H292 cells transfected with p-CHAC1-GFP (same blot as

shown in Figure 2E).
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Figure 5.
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Figure 5. (A) CHAC1 mRNA expression was measured by gqPCR in NCI-H292 cells
transfected with siRNA control (siRNA Citrl, black) or siRNA CHAC1 (gray) for 48 h. Data
are expressed as means + SEMs of 10 independent experiments. Statistical analysis was
performed using Mann-Whitney tests (**** p < 0.0001). (B) IL-8, (C) IL-6, and (D) PGE>
productions was measured by ELISA in supernatants from cells transfected with siRNA control
(SIRNA Ctrl, black) or siRNA CHACL1 (gray) for 48 h and stimulated with 1 pg/mL LPS (LPS1)
and/or 50 ng/mL flagellin (F50) for 6 h. Data are expressed as means = SEMs of 10 independent
experiments. Statistical analysis was performed using analysis of variance followed by
Dunnett’s multiple comparison tests (control group: NS, * p < 0.05; **** p < 0.0001) and
Wilcoxon tests (SIRNA Ctrl versus sSiRNA CHACL groups, # p < 0.05; ## p < 0.01; # # #

p<0.001; # ### p < 0.0001).
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Figure 6.
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Figure 6. (A) Western blot analysis of phospho-NF-xB (p-NF-xB), total NF-kB (NF-xB), and
B-actin expression in NCI-H292 cells transfected with siRNA control (siRNA Ctrl) or siRNA
CHACI1 for 48 h and then stimulated for 30 min or 1 h with (+) or without (-) 1 pg/mL LPS
(images are representative of four independent experiments; left panel). Results are shown as
p-NF-«B/NF-kB ratios (right panel). Data are expressed as means + SEMs of four experiments.
Statistical analysis was carried out using Mann-Whitney tests (* p < 0.05, siCtrl-LPS 1 h versus
SICHAC1-LPS 1 h). (B) IL-8 production and (C) NF-xB luciferase activity in A549-NF-kB
luciferase cells transfected with siRNA control (siRNA Ctrl, black) or siRNA CHACL1 (gray)
for 48 h and stimulated with 1 pg/mL LPS (LPS1) and/or 50 ng/mL flagellin (F50) for 24 h.
Data are expressed as means + SEMs of four independent experiments. Statistical analysis was

performed using analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison tests (control
group: NS, **** p < 0.0001) and Wilcoxon test (siRNA Ctrl versus siRNA CHAC1 groups,

#p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001).
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Supplementary Figure 1.
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Supplementary Figure 1. Kinetics of (A) ATF4, (B) PCK2, (C) HERPUDL1, (D) ATF3, and
(E) TNFRSF6B expression in hAECBs from patients without CF (N = 4, open triangles) and
patients with CF (N = 4, black squares) infected with P. aeruginosa (PAK strain, MOI 0.25)
for 0, 2, 4, or 6 h (data were extracted from ref. 11). (F) CHAC1 was associated with the ER
stress pathway. Differential expression of mMRNAs between cells from patients with or without

CF, represented as dotted arrows for upregulated and downregulated mRNAs, respectively.
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Supplementary Figure 2.
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Supplementary Figure 2. (A) CHAC1 mRNA expression was measured by qPCR, (B) and
CHAC1 protein (left panel) was measured by western blotting in NCI-H292, BEAS-2B, and
A549 cells. B-Actin (right panel) was measured as a control. Data are expressed as means +
SEMs of three independent experiments. Statistical analysis was carried out using analysis of

variance followed by Dunnett’s multiple comparison tests (control: NCI-H292, ** p < 0.01).
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Supplementary Figure 3.
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Supplementary Figure 3. (A) Inoculum count of PAK WT, PAK AFIiC, or PAK ApscFAxcpQ
(MOI 0.25) used to stimulate NCI-H292 cells in Figure 2B. Data are expressed as means +
SEMs of four independent experiments. Statistical analysis was performed using analysis of
variance followed by Dunnett’s multiple comparison tests (control group: PAK WT). (B)
Inoculum count of PAK strain (MOI 0.25, squares) or different clinical strains of P. aeruginosa
(MOI 0.25, triangles) used to stimulate NCI-H292 cells in Figure 2C. Data are expressed as
means * SEMs of four independent experiments. Statistical analysis was performed
using Mann-Whitney tests. (C) Inoculum counts of PAK, Staphylococcus aureus, and
Stenotrophomonas maltophilia (MOI 0.25) used to stimulate NCI-H292 cells in Figure 2D.
Data are expressed as means £ SEMs of three independent experiments. Statistical analysis was
carried out using analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison tests (control

group: PAK).
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Supplementary Figure 4.
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Supplementary Figure 4. (A) IL-8, (B) CCL2, and (C) IL-6 mRNA expression was measured
by gPCR in NCI-H292 cells transfected with siRNA control (SiRNA Ctrl, black) or siRNA
CHAC1 (gray) for 48 h and stimulated with 1 pg/mL LPS (LPS1) and/or 50 ng/mL flagellin
(F50) for 6 h. Data are expressed as means + SEMs of 10 independent experiments. Statistical
analysis was performed using analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison
tests (control group: NS, * p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001) and Wilcoxon

tests (SIRNA Citrl versus SIRNA CHAC1 groups, # p < 0.05; ## p <0.01; # # # p < 0.001).
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Supplementary Table 1.

0 h (CF/non-CF)

2 h (CF/non-CF)

4 h (CF/non-CF)

6 h (CF/non-CF)

Log2FC | p (adjBH) [ Log2FC | p (adjBH) | Log2FC | p (adjBH) | Log2FC | p (adjBH)
DDIT3, ENSG00000175197
IATF4, ENSG00000128272 -0.55 |3.03 E-02 -0.70 |6.15E-03( -0.87 |1.47 E-04
IATF3, ENSG00000162772 0.84 |2.98 E-02 0.99 |[5.64 E-03
HSPAS, ENSG00000044574
TNFRSF6B, ENSG00000243509 1.24 [(4.47E-03
EIF2A, ENSG00000144895
EIF2AK3, ENSG00000172071
CCND1, ENSG00000110092
PCK2, ENSG00000100889 -1.04 |1.70E-02( -1.24 |1.35E-03
FBP1, ENSG0O0000165140
CHAC1, ENSG00000128965 -3.24 |6.02 E-18( -2.70 (3.71E-08| -4.29 |1.82E-22( -4.49 [9.27 E-25
PPP1R15A, ENSGO0000087074
NFE2L2, ENSG00000116044
HERPUD1, ENSG00000051108 -0.60 |2.05E-02| -0.69 |3.04 E-03
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Supplementary Table 1. Expression of ER stress response mMRNAs was measured by RNA-seq
analysis in primary hAECBs from patients with CF (N = 4) and without CF (N = 4) during
infection by P. aeruginosa from 0 to 6 h (PAK strain, MOI 0.25; log2FC: CF versus non-CF
cells; data were extracted from ref. 11). The shaded lines are those for which the results were

statistically significant.
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Discussion
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Chez les patients atteints de mucoviscidose, la mise en place de cycles d’inflammation et
d’infection chroniques au niveau des voies aériennes entraine a long terme la destruction de
I’épithélium pulmonaire et une insuffisance respiratoire. L'infection a P. aeruginosa est
particulierement précoce et virulente, les traitements par antibiothérapie ne permettant pas
une éradication totale du pathogene chez les patients CF. Une étude transcriptomique
précédente du laboratoire a permis d’identifier CHAC1 comme |'un des transcrits les plus
différentiellement exprimés entre les cellules bronchiques primaires de patients CF et de
donneurs sains infectées par P. aeruginosa (données extraites a partir de Balloy et al. 2015).
Nous avons également observé dans ces conditions une réponse inflammatoire excessive des
cellules CF, notamment une forte production d’IL-8. CHAC1 a été récemment identifié comme
un nouveau composant de la voie UPR du stress du RE dans la voie PERK (Mungrue et al. 2009).
De facon indépendante des mutations de CFTR, les liens entre le stress du RE et I'inflammation
chez les patients atteints de mucoviscidose ont déja été étudiés, en particulier les voies IRE1la

et PERK (Ribeiro et Boucher 2010).

Dans cette étude nous nous sommes donc focalisés sur le réle de CHAC1 et son implication
éventuelle dans la modulation de la réponse inflammatoire induite par linfection a

P. aeruginosa dans les cellules épithéliales des poumons.
Expression de CHAC1

Nous avons tout d’abord confirmé les données transcriptomiques qui montrent que CHACI
est surexprimé dans les cellules primaires épithéliales bronchiques non-CF par rapport aux
cellules CF. De plus nous avons montré que P. geruginosa ainsi que deux de ses facteurs de
virulence, le LPS et la flagelline, sont capables d’induire CHAC1 au niveau transcriptionnel dans
les cellules primaires épithéliales bronchiques non-CF ainsi que dans la lignée NCI-H292. Le
role de la flagelline sur I'induction de CHAC1 a été vérifié grace a I'utilisation d’une souche
PAK de P. aeruginosa mutée pour la flagelline AFIiC. Deux autres facteurs de virulence ont été
testés, les systéemes de sécrétion de type Il et lll de P. aeruginosa qui ne semblent pas étre
impliqués dans I'induction de CHAC1 par P. aeruginosa observée dans notre modele. Cette
induction de CHAC1 en ARNm par P. aeruginosa n’est pas restreinte a la souche de laboratoire
PAK. En effet, nous avons pu observer une induction similaire de CHAC1 avec des souches
cliniques fraichement isolées. De facon intéressante, nous avons montré qu’une autre

bactérie Gram négatif S. maltophilia et une bactérie Gram positif S. aureus, connues pour
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infecter chroniguement les voies aériennes des patients CF, ne sont pas capables d’induire
I’expression de CHAC1 a un niveau semblable a ce qui est observé avec P. aeruginosa. De plus,
lorsque nous utilisons les mémes MOI, nous avons observé une production d’IL-8 plus faible
des cellules NCI-H292 en réponse a S. maltophilia et S. aureus en comparaison a P. aeruginosa.
En utilisant des modéles cellulaires d’infection, d’autres études de transcriptomique ont
montré, de facon cohérente avec notre étude, une surexpression de CHAC1 en réponse a
différents micro-organismes notamment le coronavirus humain (Poppe et al. 2017), le
cytomégalovirus humain (Gurczynski et al. 2014), les flavivirus transmis par les tiques (Mlera
et al. 2016), le virus Zika (Rolfe et al. 2016) ainsi que les bactéries Mycoplasma hominis (Hopfe
et al. 2013) et Chlamydia trachomatis (Dlugosz et al. 2014). De fagon tres intéressante, une
étude de 2007 chez la souris a montré une surexpression de CHACI par une analyse
transcriptomique en réponse a l'infection par la souche PAK de P. ageruginosa dans des
cultures primaires de cellules épithéliales de trachées de souris cultivées en interface
air-liquide (Kassim et al. 2007). Dans ces études, le role spécifique de CHAC1 n’a pas été
investigué. D’autre part, le role in vivo de CHAC1l est essentiel puisqu’une létalité
embryonnaire est observée chez des souris déficientes pour le gene Chacl (Mungrue et al.
2015). Une étude trés récente a montré une surexpression de CHAC1 en réponse a l'infection
par H. pylori, une bactérie Gram négatif flagellée, mettant en jeu le role de CHAC1 comme

enzyme dégradant le glutathion (Kumar et al. 2012, Wada et al. 2018).

Nous avons observé plus de difficultés quant a la validation de I'expression de CHAC1 au
niveau protéique. Des données de la littérature ont montré que CHAC1 est tres instable et
rapidement dégradé par le protéasome dans les cellules Neuro2a (Oh-Hashi et al. 2013) et
HEK 293 (Nomura et al. 2016). Dans notre modele NCI-H292, nous ne sommes pas capables
de détecter CHAC1 au niveau protéique de facon endogene mais seulement en conditions de
surexpression grace a un plasmide de surexpression ou en présence d’un inhibiteur du
protéasome, le MG-132, suggérant une implication de la voie de dégradation par le
protéasome dans la stabilité de la protéine CHAC1 par des mécanismes inconnus de nos jours

(Nomura et al. 2016).
La surexpression de CHAC1 est dépendante de ATF4 et indépendante de PERK

Nous nous sommes ensuite intéressés a la voie d’activation de CHAC1 par le LPS. CHAC1 est

un nouveau composant de la voie UPR et plus précisément de la voie PERK/ATF4/CHOP
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(Mungrue et al. 2009). L’étude transcriptomique du laboratoire (Balloy et al. 2015) a montré
une induction de CHAC1 mais également une modulation de différents genes impliqués dans
la voie PERK de I"UPR notamment ATF4, PCK2, HERPUD1, ATF3 et TNFRSF6B. Nous nous
sommes donc intéressés a I'implication de PERK et ATF4 dans la voie d’induction de CHAC1
par le LPS. Nous avons montré que l'induction de CHACI en ARNm par le LPS n’est pas
dépendante de PERK comme c’est le cas par la tunicamycine, mais est dépendante de ATF4.
Nos résultats sont en accord avec les données de la littérature. En effet, il a été montré que le
LPS de E. coli est capable d’activer PERK et ATF4 en absence de stress du RE dans les cellules
alvéolaires A549 (Li et al. 2015) ainsi que chez des souris traitées par voie intrapéritonéale
avec du LPS de E. coli (Endo et al. 2005). De plus, ATF4 a été décrit comme directement recruté
par TLR4 indépendamment du stress du RE dans une lignée de monocytes humains (Zhang et
al. 2013). Certaines données de la littérature montrent cependant un autre lien entre la voie
de signalisation initiée par TLR4 et ATF4. Woo et ses collaborateurs ont montré qu’une
pré-exposition de monocytes de souris a du LPS entraine une activation de la voie TLR4 et
inhibe sélectivement |'expression de ATF4 et CHOP afin de contréler le stress du RE prolongé
(Woo et al. 2009). Cette voie impliquant TLR4 et ATF4 serait cruciale pour enrayer un stress
du RE chronique induit par lI'infection par des micro-organismes et I'échec de cette voie
adaptative pourrait expliquer certaines pathologies caractérisées par une surexpression de
CHOP. Une autre molécule associée au stress du RE, GADD34 (molécule en aval de ATF4 dans
la voie PERK de I"'UPR), a récemment été décrite comme induite par différents facteurs de
virulence de P. aeruginosa, notamment la pyocyanine et AprA (protéase alcaline),
indépendamment de PERK mais dépendamment de ATF4 dans les cellules épithéliales
bronchiques 16HBE140- (van 't Wout et al. 2015). Ces résultats sont donc en accord avec les
données émergeantes montrant que I'induction de la voie UPR par des micro-organismes ne
reflete pas un stress du RE mais une partie intégrante de la réponse immunitaire (Claudio et

al. 2013).
CHAC1 n’est pas impliqué dans I'apoptose induite par P. aeruginosa

Il a été décrit dans la littérature que CHAC1 joue un réle dans I'apoptose médiée par le stress
du RE et la voie UPR (Mungrue et al. 2009). Dans notre étude, nous n’avons pas observé
d’induction de I'apoptose par P. aeruginosa dans les cellules NCI-H292. Cependant ces cellules

ne sont pas compléetement résistantes a I'apoptose puisque la staurosporine, un inducteur
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chimique de I'apoptose, est capable d’induire le clivage de la caspase-3 et de PARP. Ainsi, bien
gue CHAC1 soit induit en réponse a l'infection par P. aeruginosa, il n’est pas suffisant pour
induire I'apoptose des cellules. Il est concevable que le niveau d’induction de CHAC1 soit trop
faible pour favoriser I'apoptose. En revanche, une trés forte surexpression de CHAC1 a 'aide
d’un plasmide conduit a une induction du clivage de PARP reflétant la mise en place de
I’'apoptose. L'induction de I'apoptose impliquant la voie PERK-CHOP du stress du RE a déja été
étudiée. Il a été montré en 2005, une induction de différents marqueurs de I'apoptose chez
des souris traitées par voie intrapéritonéale avec du LPS de E. coli (Endo et al. 2005). En
revanche, I'apoptose induite par une surexpression de CHAC1 n’a été que tres peu étudiée.
Quelques études existent dans le cadre de différents cancers et drogues
chimiothérapeutiques (Joo et al. 2012, Joo et al. 2015, Chen et al. 2017) ainsi que dans un
modéle de cataracte chez la souris (Zhou et al. 2016). De plus, comme discuté précédemment,
la protéine CHAC1 est tres instable et rapidement dégradée par le protéasome, ceci pourrait
également expliquer nos résultats concernant l'induction de I'apoptose par CHACI.
L’apoptose est toujours tres controversée chez les patients atteints de mucoviscidose (Soleti
et al. 2013) et nos résultats sont en accord avec certaines études. En effet, méme s’il a déja
été montré que P. aeruginosa est capable d’induire de I'apoptose dans les cellules épithéliales
des voies aériennes, une susceptibilité trés variable a été décrite entre les différents types de
cellules épithéliales pulmonaires. Il a été montré que la souche PAO1 (souche de laboratoire)
de P. aeruginosa induit 'apoptose dans la lignée cellulaire trachéale humaine 9HTEo- mais pas
dans les cellules épithéliales nasales primaires de polype ou la lignée de cellules épithéliales
bronchique 16HBE140- qui sont résistantes a I'apoptose (Rajan et al. 2000). Au contraire,
d’autres lignées de cellules épithéliales bronchiques sont permissives a I'apoptose induite par
P. aeruginosa comme les cellules IB3 (F508del/W1282X) et S9 (cellules IB3 corrigées) (Yu et al.
2009) ou les cellules CFT1-LCFSN et CFT1-LC3 (F508del/F508del) (Cannon et al. 2003). Plus
récemment, il a été montré dans les cellules épithéliales pulmonaires polarisées Calu-3, que
la souche PAQ1 de P. ageruginosa est capable d’induire des marqueurs de I'apoptose tels que
la caspase-3 active et le marquage fluorescent de I'annexine V aprées 6 a 8 heures d’infection
(Losa et al. 2014). Il est également a noter que I'influence du génotype de CFTR sur I'apoptose
des cellules épithéliales pulmonaires reste largement controversée et pourrait dépendre du
type d’inducteur de I'apoptose (apoptose basale ou induite) ainsi que des marqueurs de

I’apoptose observés (Rajan et al. 2000, Cannon et al. 2003, Soleti et al. 2013).
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Il a également été décrit dans la littérature, dans une étude sur le gliobastome, que I'induction
de CHAC1 entraine la mise en place d’autophagie, un autre processus de mort cellulaire (Chen
et al. 2017). Récemment, il a été montré que deux facteurs de virulence de P. aeruginosa, le
LPS (Li et al. 2015) et la pyocyanine (Yang et al. 2016), sont capables d’induire la mort cellulaire
par autophagie via la voie PERK-ATF4 du stress du RE des cellules épithéliales alvéolaires A549
et bronchiques BEAS-2B. Il serait intéressant de vérifier le role de CHAC1 dans la mise en place
de l'autophagie dans notre modele d’étude. De plus, une étude de 2010 a montré que les
cellules épithéliales humaines des voies aériennes IB3 et CFBE4lo- (F508del/F508del)

présentent un défaut d’autophagie (Luciani et al. 2010).

L'apoptose et 'autophagie sont deux processus qui peuvent étre induits par un stress oxydant,
notamment le stress du RE médié par une déplétion en glutathion (McCullough et al. 2001).
En plus de son role dans la voie UPR du stress du RE, CHAC1 est un membre de la famille
y-glutamylcyclotransférase capable de dégrader le glutathion réduit (GSH) (Kumar et al. 2012).
Le glutathion a été largement étudié dans le contexte de la mucoviscidose en raison du role
de CFTR comme transporteur du glutathion (Linsdell et Hanrahan 1998). L’homéostasie du
glutathion est altérée chez les patients CF et pourrait promouvoir un stress oxydant et une
inflammation associée (Galli et al. 2012). De plus, des travaux antérieurs ont montré que les
niveaux d’enzymes liées a la biosynthese du glutathion et donc les variations de niveaux
intracellulaires de GSH peuvent réguler la production de cytokines médiée par le LPS en
impliquant la production de ROS et la voie de signalisation NF-kB (Haddad et al. 2002). Le réle
de l'activité de CHAC1 sur I’'homéostasie du glutathion cellulaire et sur la production de
cytokines dans le contexte de la mucoviscidose reste a déterminer. Différentes techniques de
dosage du glutathion intracellulaire existent. Il serait néanmoins intéressant de développer
un test permettant de mesurer l'activité catalytique de CHAC1, en utilisant son résidu

catalytique E** ou bien en mesurant son produit de catalyse la 5-oxoproline.
CHAC1 régule la réponse inflammatoire induite par le LPS et la flagelline

Enfin au vu du lien qui existe dans la littérature entre stress du RE et inflammation (Grootjans
et al. 2016) et de la pertinence d’étudier la réponse inflammatoire des cellules épithéliales
bronchiques dans le contexte infectieux de la mucoviscidose, nous nous sommes focalisés sur
I’étude du role de CHAC1 dans la réponse inflammatoire. La contribution de la réponse UPR

dans la régulation de la production de cytokines dans les infections bactériennes n’est pas
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aussi bien étudiée que pour les infections virales (Smith 2018). Dans notre étude, nous
observons que I'inhibition de CHAC1 par siRNA dans les cellules NCI-H292 favorise I’expression
et la sécrétion de I'IL-8 et I'expression de CCL2 (la sécrétion de CCL2 n’était pas mesurable) en
réponse au LPS et a la flagelline de P. aeruginosa, suggérant que CHAC1 empéche une
inflammation excessive. Ces résultats sont en accord avec une étude récente qui montre que
les cellules épithéliales bronchiques CF IB3 et CuFi-1 (F508del/F508del) qui subissent un stress
du RE (inducteur chimique), présentent une diminution des sécrétions en IL-8 et CXCL1 au
cours d’un stimulus inflammatoire (Tang et al. 2017). Une étude de 2013 a également montré
chez des souris déficientes pour CHOP (facteur en amont de CHAC1 dans la voie UPR), une
inflammation exagérée en réponse au LPS avec notamment une augmentation des niveaux du
TNF-a dans le sérum, une augmentation de l'infiltration des neutrophiles, de I'activation de
NF-kB et une augmentation de certains génes pro-inflammatoires dans les reins des souris
(Esposito et al. 2013). En revanche, dans notre étude, I'inhibition de CHAC1 par siRNA dans les
cellules NCI-H292 inhibe I'expression et la sécrétion de I'IL-6 en réponse au LPS et a la flagelline
de P. aeruginosa, ce qui suggere que CHAC1 pourrait favoriser la production d’IL-6. Il a déja
été décrit dans la littérature que I'activation de la voie UPR du stress du RE pouvait entrainer
la production de cytokines telles que I'lL-6 (Grootjans et al. 2016). Il a notamment été montré
dans les macrophages que le facteur de transcription ATF4 lie le promoteur de I'/L-6 pour
induire son expression (lwasaki et al. 2014). Des travaux antérieurs ont également montré une
surexpression d’IL-6 dans les cellules de peau A375 dépendante de CHOP (Hattori et al. 2001)
qui lie des protéines qui lorsqu’elles sont libres inhibent la transcription de I'lL-6 (Hattori et al.
2003). Il a aussi été montré qu’une activation pharmacologique de la voie PERK de I'UPR par
la tunicamycine accentue la sécrétion d’IL-6 en réponse a la flagelline de P. aeruginosa dans
les cellules épithéliales bronchiques IB3 et C38 (Blohmke et al. 2012). De plus, une étude
récente a montré que la surexpression d’IL-6 dans les cellules épithéliales pulmonaires
favoriserait la résistance a l'infection par P. aeruginosa (Saint-Criq et al. 2018). Cependant, les
facteurs CHOP et ATF4 impliqués dans la production d’IL-6 sont en amont de CHAC1 dans la
voie UPR, ainsi cela n’explique pas nos résultats et des travaux futurs sont a prévoir pour
déterminer comment la voie de I'IL-6 est affectée spécifiqguement dans les cellules épithéliales

des voies aériennes.
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CHAC1 régule I'activation de la voie NF-xkB

L'infection exagérée et chronique présente chez les patients CF est associée a une
augmentation de I'activation du facteur NF-kB (Tirouvanziam et al. 2000, Eidelman et al.
2001). Nous avons montré que l'inhibition de CHAC1 par siRNA dans les cellules NCI-H292
induit une augmentation de la phosphorylation de NF-kB p65 en réponse au LPS. Nous avons
confirmé ces résultats dans les cellules A549 exprimant de facon stable le géne
NF-kB-luciférase. L'inhibition de CHAC1 par siRNA dans ces cellules favorise I'activité luciférase
de NF-kB et la sécrétion d’IL-8 en réponse au LPS et a la flagelline de P. aeruginosa. Dans ce
modeéle, les sécrétions d’IL-6 et de CCL2 n’étaient pas détectables. Ces résultats suggerent que
CHAC1 régule I'activation de la voie NF-kB et la production de cytokines pro-inflammatoires

associées.

Pour valider ces résultats concernant la réponse inflammatoire des cellules épithéliales
bronchiques a l'infection a P. aeruginosa, il serait intéressant de regarder les conséquences
d’une surexpression de CHAC1 sur 'activation de la voie NF-kB et la production de cytokines

pro-inflammatoires dans ce contexte.

Pour induire une surexpression de CHACI, il serait intéressant d’utiliser le farnésol. Une étude
de 2015, a montré que le farnésol, un isoprénoide retrouvé dans les fruits et les huiles
essentielles de nombreuses plantes et drogue anti-cancéreuse utilisée dans le traitement de
certains cancers, permettrait d’activer la voie ATF4-ATF3-CHOP-CHAC1 de I'UPR et une
apoptose associée (Joo et al. 2015). Il serait donc intéressant de tester cette molécule
naturelle dans notre modeéle pour permettre d’approfondir nos résultats concernant le role
de CHACI1 et éventuellement imaginer une visée thérapeutique de I'utilisation du farnésol

chez les patients atteints de mucoviscidose.

L’épithélium pulmonaire des patients CF subit des agressions répétées d’origine bactérienne
et inflammatoire entrainant la mise en place de lésions et donc de mécanismes de réparation
qui, dans le cas de la mucoviscidose, sont mal contr6lés et induisent I'apparition de zones de
remaniement épithélial (Schiller et al. 2010). Etant donné le role de CHAC1 dans différents
cancers et dans des mécanismes impliquant la migration et la prolifération cellulaire (Goebel
etal. 2012, Joo et al. 2015, Mazzio et al. 2017, Qiu et al. 2017, Sun et al. 2017), notamment la

voie Notch critique pour le maintien de la prolifération cellulaire (Chen et al. 2017) et les
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défauts de réparation de I'épithélium pulmonaire observés chez les patients CF, il serait

intéressant d’étudier le réle de CHAC1 dans la prolifération et la migration cellulaire.

Enfin, apres I'étude du role de CHAC1 au sein des cellules épithéliales des voies aériennes, il
serait intéressant de comprendre I'origine de la dérégulation de CHAC1 dans les cellules CF.
Une des hypothéses est que cette dérégulation serait due a I'expression différentielle de
microARNs dans les cellules CF. En paralléle de I'étude du transcritpome qui a permis
d’identifier CHAC1, le laboratoire a également effectué une étude du miRNome (étude de tous
les microARNs) de cellules épithéliales bronchiques primaires CF et non-CF infectées par
P. aeruginosa. |l serait donc intéressant d’analyser ces données afin de pouvoir identifier des
microARNs dérégulés dans ces conditions expérimentales. L’analyse du miRNome combinée
a des analyse bio-informatiques nous permettrait de sélectionner des microARNs qui
cibleraient potentiellement CHAC1 et seraient responsable de sa dérégulation au sein des
cellules CF. Le microARN-370 a été décrit dans la littérature comme ciblant CHAC1 (Stelzer et

al. 2011), I'étudier serait donc pertinent dans comme perspective de ce travail.

La dérégulation de CHAC1 au sein des cellules CF pourrait également étre due a la déficience
de CFTR qui ne permettrait pas aux cellules épithéliales des voies aériennes de mettre en place
une réponse adéquate pour lutter contre les cycles d’infection et d’inflammation chroniques
caractéristiques de la mucoviscidose. Il serait intéressant de pouvoir moduler I'expression de
CFTR dans des cellules épithéliales bronchiques CF afin d’observer les éventuelles

conséquences sur I'expression de CHAC1.

En conclusion, ce travail a permis d’identifier une régulation de CHAC1 au sein des cellules
épithéliales bronchiques des voies aériennes en réponse a l'infection par P. aeruginosa altérée
chez les patients atteints de mucoviscidose. Nous avons montré que CHAC1 est induit dans les
cellules épithéliales bronchiques non-CF en réponse a l'infection par P. aeruginosa et ses
facteurs de virulence, le LPS et la flagelline. Cette induction est indépendante de PERK mais
dépendante de ATF4. Nous avons pu montrer, au niveau protéique, que CHAC1 est
rapidement instable et rapidement dégradé par le protéasome dans ces cellules. Nous n’avons
pas pu mettre en évidence un role de CHAC1 dans la mise en place de I'apoptose dans les

cellules épithéliales bronchiques. Enfin, nous avons mis en évidence que I'inhibition de CHAC1
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dans les cellules épithéliales bronchiques non-CF résulte en une régulation de la

réponse
inflammatoire impliquant la voie de signalisation NF-kB (Figure 32).
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Figure 32 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus, des perspectives et hypothéses du projet.
Cellules non-CF : Nous avons montré que CHAC1 est induit par P. aeruginosa ainsi que par le LPS et la
flagelline. Cette induction est dépendante de ATF4 et va entrainer une réponse inflammatoire des cellules
impliquant la voie de signalisation de NF-kB. Cellules CF : CHAC1 est sous-exprimé a I’état basal par rapport
aux cellules non-CF et n’est pas induit en réponse a I'infection par P. aeruginosa. Cette diminution de
I'expression de CHAC1 serait a I’origine d’'une augmentation plus importante de la sécrétion d’IL-8, de CCL2
et de PGE2 et d’une inhibition de la sécrétion d’IL-6.

Le role de CHAC1 dans la mise en place de I’'apoptose n’a pas été démontré. L'implication de CHAC1 dans le
métabolisme du glutathion et la migration cellulaire reste a déterminer.

Ces résultats suggerent que CHAC1 pourrait contribuer a la réponse inflammatoire excessive
des cellules épithéliales bronchiques des patients atteints de mucoviscidose vis-a-vis de

I'infection a P. aeruginosa et serait donc une cible thérapeutique potentielle dans Ia

mucoviscidose.
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Pseudomonas aeruginosa (Pa) is the leading cause of chronic lung infection in Cystic
Fibrosis (CF) patients. It is well recognized that CF epithelial cells fail to develop
an appropriate response to infection, allowing bacterial colonization and a chronic
inflammatory response. Since long non-coding RNAs (IncBNAs), are known to play
a key role in regulating mammalian innate immune response, we hypothesized that
CF cells exposed to Pa could express a specific INcRNA signature responsible of
the maladaptative CF response. We analyzed transcriptomic datasets to compare the
expression profiles of INcRNAs in primary CF and non-CF epithelial cells infected with Pa
at 0, 2, 4, and 6 h of infection. Our analysis identified temporal expression signatures
of 25, 73, 15, and 26 IncRNA transcripts differentially expressed at 0, 2, 4, and 6
h post-infection respectively, between CF and non-CF cells. In addition, we identified
profiles specific to CF and non-CF cells. The differential expression of two candidate
IncRNAs were independently validated using real-time PCR. We identified a specific CF
signature of INcCRNA expression in a context of Pa infection that could potentially play a
role in the maladaptive immune response of CF patients.

Keywords: cystic fibrosis, lung, epithelium, Pseudomonas aeruginosa, IncRNA

INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disorder affecting one in 3,500 live births,
in Caucasian populations. This disease is due to mutations in the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) gene encoding the transporter channel for chloride and bicarbonate
ions in epithelial cells. In airways, a deficient CFTR results in excessive secretion of abnormally
thick and viscous mucus with impairment of innate immune host defenses. This results in chronic
infection and inflammation, which together acts to further deteriorate the lung function (Palmer
and Whiteley, 2015). Pseudomonas aeruginosa (Pa) is the leading cause of chronic lung infections
and is responsible for significant morbidity and mortality in CF patients. Chronic Pa infection
is characterized by repeated episodes of pulmonary exacerbations, during which lung function
declines abruptly (Elborn, 2016).
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Innate immunity system provides immediate defense against
microbial invasion by recruiting immune cells and driving
inflammation signals to sites of infection. Response of pulmonary
epithelial cells to external stimuli requires tight regulation of
genes involved in the innate immune response. This fine-tuned
regulation, at the transcriptional and post-transcriptional levels,
is necessary to prevent detrimental effects of uncontrolled cell
activation. In a previous study, we compared transcriptomes of
CF and non-CF bronchial epithelial cells during Pa infection
(Balloy et al., 2015). We observed different profiles with genes
up- and down-regulated in CF compared to non-CF cells that
could illuminate the inflammatory response or be involved in the
fighting of pathogens as well as in the decreased protection of
tissue integrity.

Non-coding RNAs (ncRNAs) have recently emerged as
important regulators of gene expression. Long ncRNAs
(IncRNAs) larger than 200 nucleotides, represent the largest
class of the ncRNA molecules. Although the current strongest
evidence supports their role in cancer (Tsai et al, 2011),
IncRNAs play key roles in regulating mammalian innate immune
responses as well (Sigdel et al., 2015). Depending on their
localization, they act on gene expression through interactions
with DNA, RNA or proteins (Rinn and Chang, 2012) through
various mechanisms including chromatin remodeling, epigenetic
regulation, transcription, mRNA splicing, RNA decay and
enhancer functions (Li et al., 2016).

It has been previously shown that IncRNA expression profile is
altered in inflammatory lung diseases such as chronic obstructive
pulmonary diseases (COPD), asthma and acute lung injury
(ALI) (Xie and Liu, 2015). In CF, the description and the
role of IncRNAs is beginning to be unraveled. However, CFTR
expression and chloride ion function was recently shown to be
regulated by IncRNA (McKiernan et al., 2014). A total of 1,063
IncRNAs with differential expression were identified from CF
bronchial brush sampling compared to non-CF (Saayman et al.,
2016). In particular, XIST and TLR8-AS1 were confirmed to be
respectively up- and down-regulated in CF compared to non-
CF samples. However, in this study, the influence of infection
was not addressed, although there are increased evidences of
IncRNA involvement in infectious diseases (Scaria and Pasha,
2012). Reports have revealed roles for IncRNAs as regulators
of antimicrobial functions such as the IncRNA NEAT1 which
directly regulates HIV replication (Zhang et al., 2013) or the
IncRNA NRAV that functions as a negative regulator of the
host antiviral immunity by repressing the expression of IFN-
stimulated genes through strict control of the transcription rate
(Ouyang et al., 2014).

We therefore investigated the differential expression of
IncRNAs in CF and non-CF epithelial cells during infection by
Pa that may partly mimic and possibly explain the differential
mRNA profiles between the two cell types observed previously
(Balloy et al,, 2015). In the present study, we re-analyzed
the RNA-seq data with this perspective and evaluated the
expression profiles of IncRNAs in infected CF and non-
CF epithelial cells at the aim of identifying a specific CF
signature for IncRNA expression in the presence of Pa
infection.

METHODS

Dataset

Raw datasets publicly available (European Nucleotide Archive
(ENA), primary accession number PRJEB9292) were from a
transcriptional analysis designed to compare the molecular
determinants of CF and non-CF epithelial cells to Pa infection.
The PAK strain of Pa (given by Stephen Lowry) is relevant
for pulmonary infections in the context of CF Like most of
clinical strains responsible for CF infection, it expresses a full
complement of virulence factors, including pili, flagella, type II
secreted enzymes, type III secreted exo-enzymes S, T, and Y,
exotoxin A, elastase and phospholipase. The data were generated
from human bronchial epithelial cells from four CF patients
homozygous for the p.F508del mutation and four healthy donors
(non-CF), each infected with Pa at 0.25 Multiplicity of Infection
(MOI) for 0, 2, 4, and 6 h. The data with an average of over 150
million reads with each data set were previously published (Balloy
etal., 2015).

Reads Alignment, Mapping, and Assembly
Read quality was checked with FastQC program, a quality
control tool for high throughput sequence data (http://www.
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) and reads were
further aligned to the hg38 build of the human genome
(UCSC Genome Browser). The splice-aware aligner Tophat
(Mortazavi et al., 2008) (v2.0.11) which is integrated with
Bowtie2, a fast and sensitive gapped read aligner, was used
for aligning the sequence reads. One dataset was excluded
from further analysis after observing only less than 85% of
read alignment. Datasets, raw reads and the proportion of
aligned reads are summarized in Supplementary Table 1. The
expression levels across the transcripts and genes were based
on GENCODE v23 (http://www.GENCODEgenes.org/). Briefly,
this annotation set comprised of a total of 198,619 transcripts
in the human genome, including 79,795 protein-coding and
118,824 non-coding transcripts, among which 27,817 IncRNAs.
The expression levels were computed as fragments per kilobase
of exon per million (FPKM) units and the differential expression
between the different sets were computed using cuffdiff.

Identifying Potential Differentially

Expressed IncRNA Transcripts

We used a nominal cutoff of 1 FPKM to filter genes and
transcripts. The Supplementary Table 2 lists out the number of
genes and transcripts covered by each sample within the range
of FPKM > 1, 5, and 10. The differentially expressed genes and
transcripts were filtered using stringent cutoffs. We considered
IncRNAs with FPKM > 1 with a log2-fold change < —1 or >1
and p < 0.05 as differentially expressed.

We performed two orthologous analyses across datasets. We
first determined genes and transcripts which were differentially
up- or down-regulated at each infection time points between
CF and non-CF epithelial cells. Then, we examined the IncRNA
transcripts differentially expressed between the 0 h time point
and 2, 4, and 6 h post-infection in both CF and non-CF groups
analyzed separately. From this, we sorted out the differentially
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expressed IncRNA transcripts which were found only in CF
or in non-CF cells. The overlapped transcripts of the first set
comprising the differentially expressed IncRNA transcripts of
CF/non-CF analysis and second set comprising the differentially
expressed transcripts at 2, 4, and 6 h post-infection, identified
only in CF cells, and gave us the potential IncRNA transcripts
with potential for association with Pa infection in CF epithelial
cells.

Validation of Expression Level Using
gRT-PCR

Quantitative PCR was performed using an ABI StepOnePlus™
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) and TaqMan
technology. TaqMan probes used (Applied Biosystems)
were XIST (Hs01079824), MEGY9 (Hs01593046), BLACATI
(Hs03839366), and GAPDH  (Hs02758991).  Relative
quantifications of the IncRNA level were carried out using
the 272ACt method, and normalized with respect to GAPDH
and for the expression levels to respective non-infected cells (T0).
Each sample was assessed in triplicates to ensure experiment

quality.

Statistical Analysis

Data were described as mean 4= SEM. Between-group differences
were tested using the paired t-test. Values of p lower than 0.05
were considered significant; in the figures, statistically significant
differences with p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), and p < 0.001 (***)
are indicated.

Correlation Analysis of Gene Expression
Data

Correlation analysis was carried out using Pearson’s algorithm
with the help of R package; rcorr. We observed the mRNA
transcripts positively or negatively correlated with the overlapped
IncRNAs from two analyses. Transcripts with an empirical
r-score greater than 0.85 were considered to be positively
regulated whereas transcripts with r-score less than —0.85
were considered to be negatively regulated and p-value less
than 0.01 was considered as significant. We additionally
performed enrichment analysis for the protein coding genes co-
regulated with the IncRNAs using DAVID functional annotation
tool.

RESULTS

Identification of Temporal Infection
Signatures from RNA-Seq Data

For identifying differentially expressed genes and transcripts in
CF compared to non-CF epithelial cells, we used cuffdiff and the
reference gene and transcript annotations from the GENCODE
version 23 for guiding the assembly. The cuffdiff output provided
FPKM values, log2-fold change value of CF upon non-CF for
every time points studied. The numbers of genes differentially
expressed at 0, 2, 4, and 6 h are found to be 297, 958, 281,
and 439 respectively and a total of 336, 958, 336, and 518
transcripts respectively (Table 1). Their FPKM values and fold
changes are summarized in Supplementary Table 3. The IncRNA
annotation files were separately retrieved from the GENCODE
database to extract all the significantly differentially expressed
IncRNA transcripts. We identified a total of 25, 73, 15, and 26
differentially expressed IncRNAs, corresponding to the 0, 2, 4,
and 6 h time points. The unique number of IncRNA transcripts
differentially expressed throughout the dataset was found to be
108. These latter are shown in a Venn diagram (Figure 1) to
visualize shared IncRNAs differentially expressed between CF

FIGURE 1 | Venn Diagram of differentially expressed IncRNA
transcripts in CF vs. non-CF cells at each time point of infection.

TABLE 1 | Summary of genes and transcripts differentially expressed in CF vs. non-CF cells at each time point of infection.

Differentially expressed genes/transcripts 0 h (CF/non-CF)

2 h (CF/non-CF) 4 h (CF/non-CF) 6 h (CF/non-CF)

Genes 297
Transcripts 336
INcRNA transcripts 25
IncRNA genes 21

Unique IncRNA transcripts
Unique IncRNA genes

958 281 439
958 336 518
73 15 26
73 15 22
108
104
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and non-CF infected cells. Out of the 108 IncRNA transcripts,
a total of 12 IncRNAs are differentially expressed in at least 2 time
points. Table 2 lists these IncRNAs, their cognate gene locus and
functions as annotated from literature. Three of the 12 IncRNAs
have been previously shown to be expressed in the human
lung. The IncRNA RP11-44F21.5 has been previously suggested
to be down-regulated in squamous cell carcinoma of the lung
in the following analysis: https://genevisible.com/perturbations/
HS/Gene%20Symbol/RP11-44F21.5. The two other IncRNAs,

LINC00704 and LINC00992, have been shown to be expressed
in lungs, kidneys and salivary glands (Stelzer et al., 2016).

Highlighting Distinct Specific Infection
Signatures in Non-CF and CF Cells

To identify the IncRNA transcripts specific of Pa infection,
we used cuffdiff to compare the expression values for each
time point against 0 h for CF and non-CF datasets separately.
We retrieved the differentially expressed transcripts using

TABLE 2 | Summary of IncRNA genes differentially expressed in CF vs. non-CF cells for at least 2 of the time points of infection.

Conditions differentially IncRNA Ensembl ID Function
expressed
0 2 4 6
CTD-2619J13.13  ENST00000596379.1 CTD-2619J13.13 is a processed transcript type of long coding RNA. It belongs
ENSG00000268307.1 to chromosome 19 on the forward strand comprising 459 bp.
LINC00862 ENST00000367356. 1 LINC00862 is a long Intergenic Non-Protein Coding RNA 862. It is also known

ENSG00000203721.5

CMB9-56F22.1 ENST00000623846.1

ENSG00000279672.1
POLR2J4 ENST00000427076.5
ENSG00000214783.9
WFDC21P ENST00000566140.5
ENSG00000261040.6
RP11-442H21.2 ENST00000491934.2
ENSG00000269926.1
RP11-890B15.2 ENST00000533812.6
ENSG00000254842.6
RP11-445P17.8 ENST00000449457.1
ENSG00000224034.1

RP11-44F21.5 ENST00000561705.1

ENSG00000260265.1
RP11-495P10.8 ENST00000434245.2

ENSG00000231196.3
LINC00704 ENST00000430998.6

ENSG00000231298.6
LINC00992 ENST00000504107.1

ENSG00000248663.6

as Small Integral Membrane Protein 16 or C10rf98. It belongs to chromosome
12, comprising 31,811 bp on reverse strand.

CMB9-55F22.1 is a known pseudogene which is annotated as long coding
RNA. It is found to have expressed in acute monoblastic/monocytic leukemia cell
lines. It belongs to chromosome 11, encompassing 1,139 bp on forward strand
POLR2J4 is expanded as Polymerase (RNA) Il (DNA Directed) Polypeptide J4. It
is a pseudogene, which is annotated as long coding RNA. It is also known as
RPB11-Phi. It is found to be on chromosome 12 carrying 78,300 bps on reverse
strand. It is studied to be expressed in majorly all tissue types.

WFDC21P is expanded as WAP Four-Disulfide Core Domain 21 which is a
pseudogene type of long coding RNA. It is also known as IncDC. The
STAT3-Binding Long Non-coding RNA Inc-DC Controls Human Dendritic Cell
Differentiation. It belongs to chromosome 17 containing 8,320 bp on reverse
strand

RP11-442H21.2 is a known antisense long non-coding RNA. It is found to be
expressed in bone marrow and cord blood. It belongs ro chromosome 10
comprising 1,066 bp on reverse strand.

RP11-890B15.2 is a known long intergenic non-coding RNA. It has found to
have some regulatory activities like CTCF binding, promoter seq binding. It
belongs to chromosome 11 comprising 2,203 bps on reverse strand.

RP11-445P17.8 is a known lincRNA. It has found to be expressed in gallbladder
and acting as an enhancer. It belongs to chromosome 10, 5,204 bp long on
reverse strand.

RP11-44F21.5 is a known lincRNA. It has found to be expressed in bladder and
brain. The IncRNA is studied to be downregulated in pancreatic cancer studies
and lung squamous carcinoma with normal non-cancerous tissues while found
upregulated between allergic house dust mite and non-allergic dust mite. This
belongs to chromosome 4 comprising 3,016 bps.

RP11-495P10.8 is a long intergenic non coding RNA which has shown role in
epigenetic modifications in liver and brain cells. The overall mean expression of
RP11-495P10.8 from different datasets is 0.20 RPM, ranging from as low as
0.00 RPM to 7.29 RPM. It is studied to be expressed more in erythrocytic
leukemia. It belongs to chromosome 1 spanning 4,971 bp on reverse strand.

LINC00704 is an RNA Gene, and is affiliated with the non-coding RNA class. It is
found to have expressed in internal organs like lungs and kidneys and secretory
tissue like salivary and pituitary gland. It belongs to chromosome 10 comprising
27,970 bps.

LINC00992 expanded as Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 992 is an
RNA Gene, and is affiliated with the non-coding RNA class. It is also known as
CTC-504A5.1. It is studied to have expressed in internal organs like lungs and
kidneys and secretory tissue like salivary and pituitary gland. It belongs to
chromosome 5 spanning the size 164,236 bps on forward strand.

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org

May 2017 | Volume 7 | Article 218



Balloy et al.

LncRNA Signature upon Pseudomonas aeruginosa Infection

TABLE 3 | Genes and IncRNAs differentially expressed in CF and non-CF
cells at different time points of infection compared to the non-infected
status (0 h).

Differentially expressed 2hvs.0h 4hvs.0h 6hvs.0h
genes/transcripts

CF Non-CF CF Non-CF CF Non-CF
Genes 72 587 99 75 272 140
Transcripts 72 603 102 76 305 146
IncRNA transcripts 2 53 1 T 17 5
IncRNA Genes 2 53 1 7 17 5
Unique IncRNA transcripts 80
Unique IncRNA genes 79

the same filters as mentioned previously. The total number
of genes or transcripts, differentially expressed were found
comparatively less in CF than in non-CF samples at 2 h vs. 0 h
(Table 3). We further analyzed the common IncRNA transcripts
differentially expressed at each time point in CF and non-
CF datasets. Except for 2 up-regulated IncRNAs at 6 h vs. 0
h, we obtained two distinct profiles of IncRNAs as none of
IncRNAs differentially expressed during infection in non-CF are
common to those differentially expressed in CF cells (Figure 2).
The FPKM values and fold changes of the up- and down-
regulated transcripts are summarized in Supplementary Tables 4,
5, respectively.

For finding out the IncRNA signature specific to infected
CF cells in the one hand and to non-CF cells in the other
hand, we summarized overlaps between differentially expressed
(both up and down) transcripts in the CF sets (Figure 3A)
and in the non-CF sets (Figure3B) respectively for each of
the respective time points against non-infected time point (0
h). We found that 62 IncRNA transcripts (62 up-regulated)
are specifically regulated in Pa infected non-CF epithelial
cells, whereas 17 IncRNA transcripts (2 up- and 15 down-
regulated) are specific of the CF epithelial cell response to
the infection. The FPKM values and fold changes of the up-
regulated transcripts in non-CF cells and the up- and down-
regulated in CF cells are summarized in Supplementary Tables
6-8, respectively.

Among the IncRNA transcripts specific signature of infected
CF cells, we selected two of them already studied in the literature,
MEGY and BLACAT1, for validation of their expression by
gPCR. Thus, the pattern of expression found by in silico analysis
for MEG9 and BLACAT1 was confirmed with a significant
down regulation at 2 and 6 h post-infection, respectively
(Figure4). One IncRNA transcript, XIST, identified in the
infected non-CF signature and already described by Greene's
team comparing CF and non-CF samples, was measured by
gPCR. Validation of its expression was not as clear as for
MEGY and BLACATI. Indeed, we observed varying levels
of expression between epithelial cells derived from male and
female, independently of CFTR genotype, i.e., very low or no
expression in male cells (Ct around 36 or undetermined) whereas
high expression in female cells (Ct around 18.5) (data not
shown).

Proteins Coding Transcripts Correlated
with BLACAT1 and MEGS9 Expression

The Gene Ontology analysis did not reveal protein-coding
genes significantly correlated with BLACAT1 expression, but it
identified protein coding transcripts positively and negatively
correlated with IncRNA MEGY. Among the genes positively
correlated, we observed 62.3% of proteins engaged in protein
binding, 18.5% in positive regulation of cellular process and
around 10% in extracellular matrix. The genes negatively
correlated (17.4%) with IncRNA MEGY9 were involved in
structural components of ribosome (Table 4).

DISCUSSION

The airway epithelium is the first site in contact with inhaled
pathogens. Its response to bacterial invasions activates innate
immune mechanisms through the involvement of various
receptors. In CF patients, this normal process is disturbed leading
to a decrease of the bacterial clearance resulting in chronic
infection in lungs.

Over the years, IncRNAs have been recognized as major
regulators of multiple cellular processes among which the
regulation of immune effectors. They can interact with
transcription factors which is the case of the IncRNA NRON that
inhibits the translocation of NFAT in the nucleus by sequestering
it in the cytosol and so negatively regulating T-cell activation
(Willingham et al., 2005). Three IncRNAs (murine NeST, human
THRIL, and NEAT1) have been previously shown to regulate
the innate immune response by modulating the transcription
of cytokines such as IFN-y, TNF-a, and IL-8 (Cullen, 2013;
Gomez et al., 2013; Imamura et al., 2014; Li et al., 2014). It is
also known that toll-like receptor (TLR) signaling can activate
endogenous feedback-regulation networks to limit the potentially
damaging effects of an excessive inflammation. This is the case
with the IncRNA THRIL which helps in down-regulation to
restrain TLR-induced gene activation (Li et al., 2014).

LncRNA expression is tissue-specific indicating a tight
regulation that could be affected by Pa infection in CF patients.
For this reason, we decided to explore the expression of IncRNAs
in the infectious context of respiratory epithelial cells that are key
cells involved in CF. CF vs. non-CF infected cells study brought
108 unique IncRNAs as differentially up- or down-regulated with
12 IncRNAs which are expressed in at least two time points.
Among them, the IncRNAs, LINC00862, and CTD-2619]13, are
differentially expressed at all four time points in spite of bacterial
invasion. As such, they could be two potential signatures for CF.
Most of the 108 unique IncRNAs was differentially expressed
at 2 h, almost immediately after bacterial attack. According to
Ensembl and IncRNAdb, some of these differentially expressed
IncRNAs are involved in regulatory activities namely CTCF
binding, promoter sequence binding transcripts and few were
found differentially expressed in different tissues such as in lungs
and in erythrocytes.

To pinpoint a specific signature related to infection in the
CF vs. non-CF context, we took in account IncRNA transcripts
specific to Pa infection expressed only in CF in one hand and in
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2h vs Oh

4h vs Oh

6h vs Oh

(C) 6 h in comparison with O h time point.

FIGURE 2 | Overlaps between IncRNA transcripts differentially expressed at different time points in CF and non-CF datasets. Red circles represent
down-regulated transcripts and green circles represent up-regulated transcripts. (A) 2 h in comparison with 0 h time point, (B) 4 h in comparison with 0 h time point,

found down-regulated exclusively in non-CF set.

FIGURE 3 | Summary of overlaps between differentially expressed transcripts only in the CF set (A) and only in non-CF set (B) at each of the respective time
points against non-infected time point (0 h). Red circles represent down-regulated transcripts and green circles represent up-regulated transcripts. No transcripts were

non-CF cells in other hand from each time point (i.e., 2, 4, and 6
h) and compared with their expression in uninfected cells.
Numbers of IncRNAs differentially expressed for CF and non-
CF cells are totally different with 17 and 62 IncRNAs, respectively.
Among the IncRNAs belonging to the specific signature of Pa
infected non-CF cells; we observed a well annotated IncRNA,
XIST. As described by Greene's team ?, we detected the IncRNA
XIST more expressed in CF than in non-CF cells at the non-
infected status (Fold change >4). Moreover, we observed that
XIST expression is up-regulated in non-CF cells during infection
at 4 and 6 h (FC > 2). Nonetheless, the validation of XIST
by qPCR does not fit with the in silico analysis. Indeed, we
observed differences of expression between cells from male and
female donors but no differences of expression between CF
and non-CF epithelial cells. This result is consistent with the
literature as XIST is a IncRNA required for the establishment of

X-chromosome silencing in placental mammals. X inactivation
is an early developmental process in mammalian females that
transcriptionally silences one of the pair of X chromosomes,
thus providing dosage equivalence between males and females
(Furlan and Rougeulle, 2016). Due to the differences in the
gender of donors, taken individually, values did not show
the variations averaged in silico analysis. Other transcripts,
ENST00000452120.6 and ENST00000398461.5 were found in the
CF cells specific signatures. These transcripts are annotated as
MEG3 (Maternally Expressed 3) which is a maternally imprinted
gene with all spliced transcripts annotated as IncRNAs and
is a well-known IncRNA tumor suppressor. MEG3 has been
previously reported to regulate the TGF-p pathway genes by
forming RNA-DNA triplex structures (Mondal et al., 2015). This
pathway is frequently regulated during tissue injury and repair
and the up-regulation of TGF-f is involved in lung fibrogenic
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FIGURE 4 | Validation by qRT-PCR of BLACAT1 and MEG9 expressions in bronchial primary epithelial CF cells infected with Pa. RNA were purified in CF
cells collected from 4 different patients and infected with Pa. LncRNA levels were measured at O (white bar) and 2 h (black bar) post-infection for MEGS and 0 (white
bar) and 6 h (black bar) post-infection for BLACAT1. The statistical analysis consisted in a paired t-test. ‘P <0.05and P < 0.001.
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TABLE 4 | DAVID’s GO terms for protein coding transcripts positively and negatively correlated with the IncRNA MEG9.

Category GO term Count Percentage P-value Benjamini corrected p-value

GENES POSITIVELY CORRELATED IN EXPRESSION

Biological process Regulation of localization 19 9.2 3.0E-4 4.6E-2
Positive regulation of cellular process 38 18.5 7.0E-4 5.30E-02

Cellular components Extracellular matrix part 10 4.8 1.3E-5 4.4E-4
Extracellular matrix 14 6.8 3.1E-4 5.3E-3

Molecular function Protein binding 129 62.3 1.60E-4 7.80E-3

GENES NEGATIVELY CORRELATED IN EXPRESSION

Molecular function Structural constituent of ribosome 4 17.4 1.9E-3 3.10E-2

diseases. The expression of the IncRNA MEG3 in signature could
be associated with the absence of injury after invasion of Pa in
non-CF. A recent study in mice characterized MEG3 as a novel
pulmonary inflammatory regulator of bacterial infection through
miR-138 (Li and Wu, 2016).

The highlighting of a specific signature in CF epithelial cells
in response to Pa infection revealed 17 IncRNA transcripts.
Among them, 4 IncRNA transcripts MEG9, BLACAT1, RP11-
47714.4, and RP11-1334A24.5 overlapped with the 108 unique
IncRNAs which are differentially expressed between CF and
non-CF cells. RT-PCR gave a similar pattern of expression
of MEGY9 and BLACATI1 as from in silico analysis and
validate the different signatures obtained with the computational
analysis. ENST00000626538.1, otherwise known as IncRNA
BLACATT1 (Bladder Cancer Associated Transcript 1), was found
down-regulated in CF patients. Until now, BLACATI, firstly
characterized in bladder cancer, was also described to be involved
in the development of gastric cancer. It has been shown that
its depletion decreased the gastric cancer cell proliferation,
motility and invasion (Hu et al, 2015). Since shedding and
abnormal repair are characteristics of CF epithelial cells, it
would be interesting to study whether their altered expression
of BLACAT influences their repair, proliferation and migration.
In our study, analysis did not reveal protein-coding gene
significantly correlated with BLACAT1 expression. However,

as shown previously BLACAT1 could interact directly with
other molecular partners than transcripts such as the proteins
of the polycomb repressive complex 2 (PRC2) (He et al,
2013).

Concerning MEGY (Maternally Expressed 9), a IncRNA
belonging to the MEG family, it has been described to be
up-regulated upon hypoxia in human endothelial cells and in
a model of mouse ischemia (Voellenkle et al,, 2016). In our
study, MEG9 was found dramatically down-regulated 2 h post-
infection compared to the non-infected status (0 h) in CF
cells (Supplementary Table 8). From our correlation analysis
of gene expression, MEG9 was found co-regulated positively
with 226 and negatively with 25 protein coding genes. Gene
ontology analysis showed that MEG9 was found positively co-
regulated mostly with proteins engaged in protein binding
(62.3%), in positive regulation of cellular process (18.5%) and few
of them in extracellular matrix (Table 4), all processes involved
in inflammation of the lung in CF (Cohen-Cymberknoh et al,,
2013).

Our study showed that Pa infection altered the expression
of IncRNAs in CF respiratory epithelial cells which could have
a potential role in the innate immune system and thus could
contribute to the maladaptive immune response observed in
patients. We have experimentally validated the two potential
transcripts namely MEG9 and BLACAT1 expression, which
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were found differentially expressed in both CF/non-CF and
infected/non-infected analyses. Further investigations either in
vitro (respiratory epithelial cells in culture) or in vivo (study
of conserved LncRNA (MEGs) in mice model of pulmonary
infection) are necessary to understand the role of these IncRNAs
in the innate immune response. The present study may
contribute to provide further insight into the biological functions
and molecular mechanisms of IncRNAs regulation in CF in which
Pa infection plays a crucial role.
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Résumé these — Léa Perra

Etude du réle de CHAC1 dans la modulation de la réponse des cellules épithéliales
bronchiques infectées par Pseudomonas aeruginosa dans le contexte de la
mucoviscidose

Dans la mucoviscidose (CF pour Cystic Fibrosis), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
colonise les voies respiratoires, conduisant a une inflammation chronique de I'épithélium
bronchique. Une analyse transcriptomique antérieure nous a permis d’identifier CHACI
comme un gene différentiellement exprimé entre les cellules épithéliales bronchiques
primaires de patients CF et de donneurs sains non-CF, au niveau basal et au cours de I'infection
a P. aeruginosa. CHAC1 est une protéine dégradant le glutathion et associée au stress du

réticulum endoplasmique et a I'apoptose.

L’objectif principal de ce travail était de comprendre la contribution de CHAC1, en particulier

dans la réponse inflammatoire et 'apoptose des cellules épithéliales pulmonaires.

Nous avons donc, dans un premier temps, confirmé que CHAC1 est surexprimé au niveau
ARNm dans les cellules épithéliales bronchiques primaires non-CF par rapport aux cellules CF.
Nous avons observé que P. ageruginosa et deux de ses facteurs de virulence, le LPS et la
flagelline, induisent I'expression de CHAC1 dans les cellules non-CF. L’expression de CHAC1
induite par le LPS est indépendante de PERK mais implique ATF4. De plus, nous avons observé
gu’une réduction de I'expression de CHAC1 est associée, apres stimulation par du LPS et de la
flagelline, a une modulation des marqueurs inflammatoires notamment I'lL-8, I'lL-6, CCL2 et
PGE2. Enfin, nous avons montré que P. aeruginosa n’est pas capable d’induire de I'apoptose

dans la lignée de cellules épithéliales bronchiques NCI-H292.

Ces résultats suggerent que CHAC1 est impliqué dans la régulation de I'inflammation des
cellules bronchiques au cours de l'infection a P. aeruginosa et la régulation de I'expression de
CHAC1 dans les cellules CF pourrait contribuer a la réponse inflammatoire excessive et

chronique observée chez les patients atteints de mucoviscidose.

Mots clés : Mucoviscidose — CHAC1 — Pseudomonas aeruginosa - Inflammation



