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. LA MUCOVISCIDOSE

1. EPIDEMIOLOGIE

La mucoviscidose ou cystic fibrosis (CF) est une maladie rare a transmission autosomique
récessive. Il s’agit de la maladie génétique létale la plus répandue dans les populations caucasiennes.
Elle touche plus de 75000 patients dans le monde (Cystic Fibrosis Canada 2017, Cystic Fibrosis
Foundation 2017, European Cystic Fibrosis Society 2017) dont 6 757 ont été recensés en 2016 en

France (Vaincre la mucoviscidose et Ined 2017).

L'incidence de la maladie est cependant hétérogene puisqu’on observe une variabilité selon
les populations considérées (en termes de pays ou d’origine ethnique) : 1 enfant sur 3 000 nait avec
la mucoviscidose dans les populations issues de I'Europe du Nord, tandis que l'incidence de la

maladie est d’1 naissance sur 350 000 au Japon (O'Sullivan et Freedman 2009) (Figure 1).

A
A

-

Figure 1 | Prévalence estimée de la mucoviscidose dans le monde, pour 100 000 habitants (d’aprés Lopes-
Pacheco 2016).

Au sein d’'un méme pays, des disparités au niveau de l'incidence de la maladie ont également
été observées. Ainsi, en France, la mucoviscidose touche 1 nouveau-né sur 2 500 dans le Nord-Ouest

et 1 sur 10 000 dans le Sud-Est (Girodon-Boulandet et Costa 2005).

La fréquence de la maladie reste la méme entre les hommes et les femmes, mais la maladie
est plus sévére chez les femmes, qui en ont une espérance de vie réduite de 2,7 ans (Harness-

Brumley et al. 2014).
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2. HISTORIQUE

Des recherches historiques semblent indiquer que la mucoviscidose ait déja été reconnue et
associée a certaines morts dans des sociétés primitives de I'Europe de I'Est avant méme le Moyen
Age (Busch 1990). Un vieil adage médiéval a ensuite associé un baiser salé sur le front de I'enfant
atteint a sa mort : « Malheur a I'’enfant chez qui un baiser sur le front a un go(t salé. Il est ensorcelé
et doit bientot mourir » (Welsh et Smith 1995). En 1606, Alonso de Fontecha note également le go(t
salé qui se dépose sur ses doigts aprés avoir frotté le front d’un enfant malade (Alonso y de los

Ruices de Fontecha 1606).

La premiére description médicale des lésions pancréatiques date de 1595 et a été effectuée
apres l'autopsie d’une fillette de 11 ans par le Néerlandais Pieter Pauw. Il y décrit un pancréas

blanchatre, gonflé et durci (Busch 1990).

Au XIX® et au début du XX¢ siecle, on commence a associer a une méme maladie la présence
de selles graisseuses, des complications méconiales et des lésions pancréatiques. Landsteiner sera
ainsi le premier a décrire en 1905 l'iléus méconial chez des patients présentant un pancréas
défectueux, associant par-la deux atteintes présentes chez les patients atteints de

mucoviscidose (Landsteiner 1905).

Dans les années 1930, les descriptions de la maladie se précisent mais se focalisent surtout
sur les atteintes pancréatiques et les diarrhées graisseuses. En 1936, Fanconi et ses collaborateurs
désignent la maladie sous le terme de « fibromatose kystique et bronchectasie » (Fanconi et al.
1936). Andersen introduit ensuite en 1938 le terme de « fibrose kystique du pancréas », terme
encore couramment préféré de nos jours dans les pays anglophones (Andersen 1938). Mais ce n’est
gu’en 1945 que Farber nomme la maladie sous le nom de mucoviscidose, envisageant déja que la

maladie soit due a un épaississement généralisé du mucus (Farber 1945).

En 1946, Andersen et Hodges montrent que la maladie est génétique et résulte d’une
mutation autosomale récessive, alors que le géne n’est pas encore identifié (Andersen et Hodges

1946).

Di Sant’Agnese constate ensuite, en 1953, dans la sueur des enfants atteints de
mucoviscidose, un déséquilibre électrolytique avec notamment une élévation des ions chlorures,
expliquant ainsi le go(t salé retrouvé par Alonso de Fontecha trois siecles plus tét (Di Sant'Agnese et
al. 1953). Ces observations permettront la mise en place des tests diagnostiques de la sueur, toujours

utilisés actuellement.
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Le géne CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) est finalement identifié
en 1989 comme étant le gene muté chez les patients atteints de mucoviscidose (Kerem et al. 1989,
Riordan et al. 1989, Rommens et al. 1989). Peu de temps apres, en 1991, la fonction de la protéine

CFTR est déterminée comme étant celle d’un canal chlorure (Anderson et al. 1991).

3. LE GENE ET LA PROTEINE CFTR

a. LeEGENECFTR

Le gene CFTR se situe au niveau du bras long du chromosome 7, en position 7931.2. Il est
constitué d’environ 250 kb et contient 27 exons. Sa traduction conduit a un ARNm (acide

ribonucléique messager) de 6 132 nucléotides (Figure 2).
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20kb 1 H HIHH—A—H— |
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Transcription

5 3

Figure 2 | Du chromosome 7 a 'ARNm CFTR. Représentation de bas en haut du chromosome 7 humain, du
géne CFTR et de 'ARNm CFTR ou le gris foncé représente la séquence codante (schéma du géne adapté a partir
de Zielenski et al. 1991).

b. STRUCTURE DE CFTR

La protéine CFTR appartient a la famille des transporteurs ABC (transporteurs a ATP-binding
cassette) et en est le 7° membre de la sous-famille C. CFTR peut donc également étre désignée par

ABCC7 (ATP-binding cassette sub-family C member 7).
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Les transporteurs ABC forment une large famille de protéines membranaires représentée
dans les différents régnes du vivant. Ces protéines utilisent I'hydrolyse de [I'ATP
(adénosine-5’-triphosphate) afin de réaliser le transport d’un substrat (ion, acide aminé, protéine...)
contre son gradient de concentration. Elles partagent une structure commune constituée de deux
domaines transmembranaires (ou TMB, transmembrane domain) et deux domaines de liaison a I’ATP

(ou NBD, nucleotide-binding domain).

CFTR est une protéine transmembranaire constituée de 1 480 acides aminés pour un poids
moléculaire de 168 kDa (Dalton). Elle est composée des quatre domaines caractéristiques de la
famille ABC : deux domaines transmembranaires (TMB1 et TMB2) et deux domaines de liaison a I'ATP
(NBD1 et NBD2). Elle contient également un domaine régulateur (R) qui lui est unique, et qui est le

lieu de phosphorylations permettant I'activation du canal (Figure 3).
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Figure 3 | Structure de la protéine CFTR. A) Schéma de I'organisation transmembranaire des différents
domaines de la protéine CFTR (adapté a partir de Kim et Skach 2012). B) Structure de la protéine CFTR humaine
obtenue par cryo-microscopie électronique (adaptée a partir de Liu et al. 2017).

c. Foncrions be CFTR

La protéine CFTR est principalement connue pour son role de canal chlorure, faisant sortir les
ions chlorures (Cl) au niveau du poéle apical de la cellule. Cette fonction, supposée a partir de la
caractérisation du géne CFTR (Riordan et al. 1989) et des modéles structuraux de la protéine (Hyde et
al. 1990), a ensuite été rapidement mise en évidence par plusieurs équipes. La réexpression de
protéines CFTR sauvages et fonctionnelles dans des cellules CF ou n’exprimant par CFTR de maniere
endogene montre une perméabilité corrigée aux ions ClI° et sensible a 'AMPc (adénosine
monophosphate cyclique) (Rich et al. 1990, Kartner et al. 1991). Cela est confirmé par Anderson et

ses collegues par des altérations de la sélectivité du canal (Anderson et al. 1991). lls montrent
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également que sa séquence de perméabilité anionique (Br > ClI" > I' > F) se distingue de celles des

autres canaux Cl" épithéliaux qui sont plus perméables aux ions I qu’aux ions CI" (Figure 4).
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NaC CFTR
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L 4

Figure 4 | Fonctions de la protéine CFTR. 1) CFTR est un canal CI" 2) qui peut également laisser passer les ions
HCOs et SCN™ et le GSH. 3) CFTR régule d’autres canaux négativement (ENaC) ou positivement (ANO1, SLC26A9,
SLC26A3 et SLC26A6).

En plus des ions CI, le canal CFTR est capable de laisser passer d’autres ions polyatomiques
tels que le nitrate (NOj3), le bicarbonate (HCOs’), le méthanoate (HCOO') et I'éthanoate (CHsCOO)
(Linsdell et al. 1997). CFTR est également un transporteur de glutathion réduit (GSH) (Linsdell et
Hanrahan 1998) et d’ions thiocyanates (SCN’) (Tabcharani et al. 1993), ce qui confére au canal un réle

protecteur dans la réponse inflammatoire contre le stress oxydatif et la lutte microbienne (Figure 4).

Le canal CFTR participe également a la régulation de I'activité d’autres canaux ioniques. CFTR
est en effet un inhibiteur du canal ENaC (epithelial Na* channel), qui lui-méme permet la
réabsorption du sodium (Na*) (Briel et al. 1998, Mall et al. 1998). De plus, il a été montré que CFTR
pouvait activer des canaux potassiques ROMK (renal outer medullary potassium), d’autres canaux CI°
tels que ANO1 (anoctamine 1) (Ruffin et al. 2013) et SLC26A9 (solute carrier 26A9) (Bertrand et al.
2009), ainsi que des échangeurs HCO3"/Cl comme SLC26A3 et SLC26A6 (Figure 4).

La perméabilité du canal CFTR aux ions HCOs5 et sa capacité a activer des échangeurs HCOs5’
/CI" confére au canal un réle important dans la régulation du pH, paramétre garantissant la bonne
homéostasie au niveau des voies aériennes et la neutralisation des acides gastriques (Saint-Criq et

Gray 2017).

La fonction de canal chlorure de la protéine CFTR, ainsi que sa fonction de régulation de
I'activité d’autres canaux ioniques, contribuent a I'équilibre hydro-osmotique des épithéliums
sécréteurs et a la fluidité des liquides sécrétés. Son absence ou son dysfonctionnement induit une
déshydratation de ces sécrétions qui deviennent visqueuses, et ce, dans la plupart des organes ol la

protéine CFTR est normalement exprimée.
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d. LocauisaTioN DE CFTR

La protéine CFTR est exprimée dans de nombreux organes : glandes sudoripares, reins,
intestin, foie, pancréas, appareils génitaux et poumons (Crawford et al. 1991, Hihnala et al. 2006).
Dans ces organes, on la retrouve au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales (Figure

5).

Figure 5 | Immunomarquage de la protéine CFTR. CFTR est exprimée a la membrane apicale de cellules ciliées
obtenues par culture primaire (CFTR en vert et noyau [DAPI] en bleu) (d’aprés Cholon et al. 2010).

Il est intéressant de noter que la protéine CFTR ne s’exprime pas au méme degré selon les
tissus considérés : elle est par exemple fortement exprimée dans le pancréas et le tractus gastro-
intestinal alors que son expression est faible au niveau pulmonaire (Crawford et al. 1991). De méme,
au sein d’'un méme tissu, CFTR n’est exprimée que par certaines cellules : ainsi, au niveau du foie,
seuls les cholangiocytes expriment CFTR et, au niveau pulmonaire, seules les cellules ciliées, les
cellules tapissant les glandes sous-muqueuses et les cellules alvéolaires expriment la protéine (Cohn

et al. 1993, Kreda et al. 2005, Regnier et al. 2008).
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e. MUTATIONS DE CFTR

A ce jour, 2 028 mutations du géne CFTR ont été recensées par la base de données Cystic
Fibrosis Mutation Database (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app). Bien que ces mutations
aient des conséquences différentes sur la protéine, elles ont pu étre regroupées selon des classes
afin de faciliter la compréhension de la pathologie. Cinq classes de mutations reposant sur les
conséquences fonctionnelles sur la protéine CFTR ont été créées : des mutations interférant sur la
production, la maturation, la régulation, la conductance ou la synthése de la protéine (Welsh et
Smith 1993, Zielenski et Tsui 1995). Une sixiéme classe caractérisée par la présence d’une protéine

CFTR instable a la membrane a ensuite été proposée (Haardt et al. 1999) (Figure 6).
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Figure 6 | Classification des mutations du gene CFTR selon leurs conséquences fonctionnelles (adaptée a partir
de Boyle et De Boeck 2013) et fréquence des mutations en fonction des classes (pourcentage de patients
francais présentant une ou deux mutations de la classe, d’apres Vaincre la mucoviscidose et Ined 2017).

La classe | se caractérise par une trées faible production ou une absence totale de la protéine
a la membrane, conséquence de I'apparition d’'un codon STOP prématuré dans le geéne CFTR. Les
mutations de classe Il provoquent un défaut dans la maturation de la protéine, par un repliement
anormal. Cette anomalie conformationnelle conduit a I'accumulation de la protéine mutante dans le
réticulum endoplasmique. On retrouve dans cette classe la mutation la plus fréquente chez les
patients CF, la mutation Phe508Del. La troisieme classe de mutation permet |'expression de la
protéine CFTR a la membrane mais qui ne peut cependant pas étre activée. Les mutations de classe |
a lll sont généralement associées a des phénotypes séveres de la maladie, en raison de I'absence ou

de la tres faible expression de CFTR fonctionnelle a la membrane.

Une fonction résiduelle de CFTR, exprimée a la membrane, est préservée en partie pour les

mutations de classes IV a VI. Les patients porteurs de ces mutations présentent ainsi un phénotype
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moins sévere, dit léger. Les mutations de classe IV correspondent a une altération de la conductance
du canal CFTR. Les mutations de classes V et VI provoquent une diminution du nombre de canaux a la
membrane, due a une diminution de la synthése de la protéine (classe V) ou a une instabilité du

canal a la membrane (classe VI).

Bien que la mucoviscidose soit une maladie monogénique, une hétérogénéité phénotypique
a été observée pour des patients porteurs d’'une méme mutation (Bronsveld et al. 2001). Cette
observation a conduit a I'identification de génes dits modificateurs dont les variations génétiques (ou
polymorphismes) ont été associées a une expression phénotypique différente chez les patients CF.
Ces genes modificateurs, situés en dehors du locus de CFTR, peuvent étre associés a une sévérité
accrue ou moindre de la maladie. Il a par exemple été montré que certains polymorphismes du gene
FAM13A (family with sequence similarity 13 member A) étaient associés a une atteinte pulmonaire
plus sévere chez les patients CF (Corvol et al. 2017). De la méme facon, le géne SERPINA1 (serine
protease inhibitor A1) a été mis en évidence comme un gene modificateur de I'atteinte hépatique, et
plus particulierement son allele Z, qui provoque un repliement anormal de la protéine

d’al-antitrypsine (AAT) codée par cet allele (Bartlett et al. 2009).

4. MANIFESTATIONS CLINIQUES

Du fait de la large distribution d’expression de CFTR dans I'organisme, la mucoviscidose est
une maladie multi organe ayant des manifestations gastro-intestinales, pancréatiques,
hépatobiliaires, génitales, osseuses et pulmonaires. Certaines de ces atteintes sont présentes dés la
naissance, tandis que d’autres vont se mettre en place progressivement au cours de la vie du patient

(Tableau 1).
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0-10ans

10-20 ans

20-35 ans

> 35 ans

Voies
aériennes

Infection
prédominante

Obstructions
précoces et
bronchectasie
Haemophilus
influenza et
Staphylococcus
aureus

Bronchectasie

S. aureus et
Pseudomonas
aeruginosa
intermittents

Bronchectasie et

hémoptysie

P. aeruginosa

Insuffisance
respiratoire et
transplantation

Surélévation des

Cystic fibrosis liver Hypertension

Foie enzymes hépatiques . Transplantation
, L disease portale
et hépatomégalie
Intestin Iléus méconial Obstruction distale
Insuffisance Cystic fibrosis-
Pancréas pancréatique related diabetes
exocrine mellitus
Systéme Absence de canaux
reproductif déférents
Cystic fibrosis-
Os related bone
disease

Tableau 1 | Développement des différentes atteintes des patients atteints de mucoviscidose en fonction de
leur dge (adapté a partir d’Elborn 2016).

a. MANIFESTATIONS GASTRO-INTESTINALES

Le registre frangais de la mucoviscidose estime que 14,2 % des enfants CF nés en 2016
présentaient un iléus méconial, c’est-a-dire une obstruction intestinale provoquée par un défaut
d’évacuation des premieres selles (le méconium) (Vaincre la mucoviscidose et Ined 2017). Cette
obstruction est provoquée par la présence d’un mucus intestinal trop visqueux et par la présence de
selles graisseuses n’ayant pas pu étre digérées par les enzymes pancréatiques. Elle est traitée par

chirurgie mais de nouvelles obstructions distales peuvent apparaitre a I’dge adulte (Figure 7).

Les patients adultes peuvent également régulierement étre traités pour des reflux gastro-
cesophagiens qui seraient dus a un défaut de clairance des acides gastriques dans |'cesophage. |
s’agirait de la conséquence d’un retard de vidange de I'estomac et d’une faible pression du sphincter
cesophagien inférieur (Magbool et Pauwels 2017). Une étude a de plus suggéré que I'apparition de
ces reflux serait la conséquence de I'atteinte pulmonaire, provoquant un effort accru a l'inspiration

et une diminution de la pression intra-thoracique (Pauwels et al. 2012).
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Figure 7 | Principales manifestations digestives chez le patient atteint de mucoviscidose.

b. MANIFESTATIONS PANCREATIQUES

Une insuffisance pancréatique exocrine est observée chez une majorité de patients CF
(81,1 % des patients CF, Vaincre la mucoviscidose et Ined 2017) et se développe dés la naissance. Elle
est causée par une obstruction des canaux intra-pancréatiques due a des sécrétions trop épaisses et
provoque un défaut de sécrétion des enzymes pancréatiques. Ces dysfonctionnements vont induire
une malabsorption des graisses, des protéines et des vitamines entrainant une stéatorrhée et un

retard de croissance staturo-pondéral (Ledder et al. 2014).

Avec le temps, le pancréas va commencer une autolyse due aux enzymes retenues dans ses
canaux et va ainsi détruire progressivement les cellules de ses flots de Langerhans. Les patients
présentent alors une insuffisance pancréatique endocrine avec la mise en place d’un diabete, appelé
cystic fibrosis-related diabetes mellitus (CFRD). Ce diabéte est di a une insuffisance de sécrétion en

insuline ainsi qu’a une résistance périphérique a l'insuline (Kelly et Moran 2013) (Figure 7).

€. IMANIFESTATIONS HEPATOBILIAIRES

Entre 30 % et 40 % des enfants développent une atteinte hépatobiliaire que I'on nomme
cystic fibrosis-related liver disease (CFLD) (Nahrlich et al. 2016). Il s’agit de la troisieme cause de
mortalité chez les patients CF, aprés I'atteinte pulmonaire et les complications liées a la
transplantation. Elle est responsable de 2,7 % des morts de patients atteints de mucoviscidose

(European Cystic Fibrosis Society 2017).
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La CFLD est la conséquence de l'obstruction des canaux biliaires intra-hépatiques du fait
d’une bile trop épaisse pour s’écouler correctement. On observe alors fréquemment chez les
patients une hépatomégalie et une surélévation des enzymes hépatiques qui reste cependant tres
variable d’un individu a I'autre. La diminution du flux biliaire et la rétention des acides biliaires
cytotoxiques peuvent étre a I'origine de lésions cellulaires. Cela provoque une inflammation et un
dépot de collageéne au niveau des canaux hépatiques, ce qui conduit a une fibrose avec
développement d’une cirrhose focale (Debray et al. 2017). Seuls 3,9 % des patients vont ensuite
développer une cirrhose multilobulaire avec une hypertension portale (Vaincre la mucoviscidose et
Ined 2017). Ce dernier stade peut mener a une insuffisance hépatique nécessitant une

transplantation (Figure 7).

d. MANIFESTATIONS GENITALES

Les femmes atteintes de la mucoviscidose sont fertiles mais souffrent d’une hypofertilité
causée par une hyperviscosité de la glaire cervicale (Kopito et al. 1973). Les hommes, quant a eux,
sont infertiles a plus de 95 % en raison d’une azoospermie, conséquence d’une absence bilatérale de

canaux déférents (Anguiano et al. 1992).

e. IMANIFESTATIONS OSSEUSES

Avec I'augmentation de I'espérance de vie des patients, de nouvelles manifestations de la
maladie sont apparues telles que les manifestations osseuses regroupées sous le nom de cystic
fibrosis-related bone disease (CFBD). La CFBD regroupe des cas d’ostéopénie et d’ostéoporose dont la

prévalence augmente avec I’dge des patients (Jacquot et al. 2016).

Les mécanismes physiopathologiques de la CFBD semblent étre multiples. Il a été montré que
CFTR était exprimée au niveau des ostéoblastes et des ostéoclastes et que la protéine pourrait avoir
un effet direct sur la CFBD (Shead et al. 2007, Le Heron et al. 2010). Il semble également que la
malabsorption puisse jouer un réle en provoquant un déficit en vitamine D et K et que I'inflammation
chronique soit a I'origine de fragilisations osseuses (Shead et al. 2010, Ferguson et Chang 2014). Il est
a noter que les corticothérapies regues par les patients, en cas d’exacerbation ou de greffe, peuvent

également aggraver I'ostéoporose.
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f. MANIFESTATIONS PULMONAIRES

L'atteinte pulmonaire reste la principale cause de morbidité et de mortalité chez les patients
atteints de mucoviscidose. Les manifestations pulmonaires sont nombreuses et comptent
notamment une bronchectasie et des obstructions des voies respiratoires qui se mettent en place
des la naissance. Les patients souffrent également d’une toux chronique, de la présence de polypes
nasaux, d’asthme et d’infections récurrentes par des pathogénes comme Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa.

i.  PHYSIOLOGIE PULMONAIRE
Afin de mieux comprendre le développement de ces atteintes, je décrirai dans un premier

temps I'organisation et I'histologie du poumon.

L'appareil respiratoire est composé de deux parties : les voies aériennes supérieures, qui
comprennent les cavités nasales et buccales, le pharynx et le larynx; et les voies aériennes
inférieures constituées de la trachée, des bronches et des bronchioles qui se terminent par les
alvéoles (Figure 8). Les voies aériennes permettent de conduire l'air tout en le conditionnant
jusgqu’aux alvéoles ol s’effectuent des échanges gazeux au niveau de la barriére alvéolo-capillaire

entre I'air et le sang.

Trachée
Bronches
: 4
Bronchiole ﬁ‘—,\; )
Alvéoles

Figure 8 | Représentation des voies aériennes basses (A) et des alvéoles (B).

27



L'épithélium des voies aériennes basses est un épithélium complexe dont la composition et
I’organisation évoluent en fonction de son emplacement. L'épithélium qui tapisse la trachée et les
bronches est un épithélium pseudo-stratifié tandis qu’il devient cuboide simple au niveau des
bronchioles terminales pour finalement s’organiser sous forme d’épithélium simple au niveau des

alvéoles (Figure 9).

Trachée et bronches Bronchioles Alvéoles

Macrophage
alvéolaire

[ cellule basale
D Cellule ciliée
() cellule a mucus

@ cellule intermédiaire
D Cellule séreuse

[ cellule club
D Cellule ciliée

Glande
sécrétrice £

D Pneumocyte de type Il
D Pneumocyte de type |

Figure 9 | Représentation de I'organisation des différentes populations cellulaires de I'épithélium des voies
aériennes basses (adaptée a partir d’Antunes et al. 2013).

L’épithélium des voies aériennes a pour principal role d’assurer la protection de la muqueuse
respiratoire. Cet épithélium est constitué de différents types cellulaires qui assurent chacun une

fonction différente (Figure 9).

Les cellules ciliées représentent environ 50 % des cellules de I'épithélium bronchique et

en constituent ainsi le principal type cellulaire (Serafini et Michaelson 1977). Elles

possédent au niveau du pole apical de 200 a 300 cils qui battent de facon réguliére et

synchrone (Rhodin 1966).

- Les cellules basales sont présentes au niveau de la lame basale et interviennent dans les
processus de régénération et de réparation de I'épithélium (Wansleeben et al. 2013).

- Les cellules a mucus, ou caliciformes, sont responsables de la production du mucus et
plus particulierement des protéines qui le constituent, les mucines (MUC), telles que
MUCS5AC (Hovenberg et al. 1996).

- Les cellules séreuses sont présentes au sein des glandes sécrétrices. Elles contribuent a la

production de mucus et sécrétent des protéines de défense comme des anti-protéases et

des anti-bactériens (Basbaum et al. 1990).
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- Les cellules club sont principalement retrouvées au niveau de I'épithélium bronchiolaire.
Elles peuvent sécréter des protéines du surfactant mais sécretent également des
protéines qui leur sont spécifiques comme la protéine CC10 (club cell 10 kDa protein) qui
joue un réle anti-inflammatoire (Wong et al. 2009).

- Des cellules neuroendocrines peuvent étre retrouvées en tres faible quantité au niveau
de la lame basale et produisent différents peptides et neuropeptides. Elles sont capables
de détecter I'hypoxie et de réguler le tonus musculaire et la sécrétion de mucus (Cutz et
al. 2013).

- Les pneumocytes sont des cellules retrouvées uniquement au niveau des alvéoles. Il en
existe deux types: les pneumocytes de type I, qui sont trés aplatis, permettent
d’optimiser les échanges gazeux, tandis que les pneumocytes de type Il, qui sont
cuboides et présentent des microvillosités apicales, synthétisent le surfactant

pulmonaire.

L’épithélium alvéolaire est recouvert d’un surfactant dont le principal réle est d’éviter le
collapsus des alvéoles en réduisant la tension de surface. De la trachée aux bronchioles, I’épithélium
est recouvert d’un liquide de surface qui se compose de deux couches, le liquide périciliaire et le
mucus au-dessus. Ce liquide de surface permet de protéger I'épithélium d’une déshydratation et d’y
piéger des particules organiques et inorganiques inhalées. Ces éléments vont ensuite étre évacués
grace aux battements synchronisés des cils des cellules ciliées qui les font remonter vers I'appareil

digestif. C'est ce qu’on appelle la clairance mucociliaire (Figure 10A).
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Figure 10 | Schéma comparant I'épithélium pulmonaire non-CF et CF. A) Epithélium pulmonaire non-CF : CFTR
assure la sortie des ions CI. L’hydratation du liquide de surface est optimale pour permettre la clairance
mucociliaire. B) Epithélium pulmonaire CF : la déficience de CFTR entraine une diminution de sortie des ions CI’,
une augmentation de I'entrée d’ions Na* et une déshydratation du liquide de surface des voies aériennes
conduisant a un épaississement du mucus. C) Des cycles d’infection et d’inflammation se mettent en place avec
une hypersécrétion d’IL-8 et de protéases. Ces cycles induisent, a long terme, une dégradation de I'épithélium
pulmonaire (adaptée a partir de Sonneville et al. 2015).

ii.  PHYSIOPATHOLOGIE PULMONAIRE DE LA MUCOVISCIDOSE

Au niveau de I'épithélium CF, I'absence ou la dysfonction de CFTR entraine un déséquilibre
ionique du liquide de surface des voies aériennes : les ions ClI" sont anormalement retenus dans la
cellule et les ions Na* sont hyperabsorbés. Cela conduit a la déshydratation du liquide de surface des
voies aériennes. Le mucus devient visqueux et trop épais pour étre évacué, ce qui provoque des
obstructions des voies aériennes (Figure 10B). La clairance mucociliaire est diminuée et le mucus
stagnant devient alors le lieu propice de colonisations par des pathogénes qui ne sont plus évacués.
Les patients sont généralement infectés dans un premier temps par Haemophilus influenza puis
Staphyloccocus aureus, pour étre finalement colonisés par Pseudomonas aeruginosa. L’'épithélium
pulmonaire tente de résoudre I'infection en induisant une réponse inflammatoire. L'inflammation

chez les patients atteints de mucoviscidose est caractérisée par un recrutement important de
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polynucléaires neutrophiles et une surproduction d’IL-8 (interleukine 8), marqueur de I'inflammation
pulmonaire dans le contexte de la mucoviscidose et chémoattractant des neutrophiles. Les
neutrophiles recrutés présentent cependant un défaut d’élimination des pathogénes présents au
niveau des voies aériennes et ne permettent pas de combattre I'infection efficacement. Se mettent
alors en place des cycles d’inflammation et d’infection, dus aux infections répétées des voies

aériennes des patients ainsi qu’a I'incapacité de la réponse inflammatoire a y remédier.

Les neutrophiles liberent de plus des taux élevés de protéases, dont I'élastase, qui vont
progressivement dégrader I'épithélium pulmonaire. Les anti-protéases, sensées pallier cet effet
délétére, ne sont pas sécrétées en quantité suffisante et se retrouvent submergées par les protéases,
produites de maniére excessive (McElvaney 2016). Ces protéases vont également induire une
surproduction d’IL-8, par les cellules épithéliales bronchiques, qui surexprimaient déja de maniere
constitutive I'IL-8 dans le contexte de la mucoviscidose (Tabary et al. 1998) (Figure 10C). L’épithélium
pulmonaire est ainsi progressivement dégradé par les pathogénes stagnants ainsi que I'inflammation,
peu controlée dans ce contexte, et elle-méme renforcée par l'infection. Ces cycles d’infection et
d’inflammation conduisent ensuite a une insuffisance respiratoire terminale nécessitant une

transplantation pulmonaire.

5. DIAGNOSTIC ET DEPISTAGE

Un premier consensus établit en 1998 les critéres de diagnostic des patients atteints de
mucoviscidose (Rosenstein et Cutting 1998). On considére aujourd’hui que le diagnostic nécessite la
présence d’une ou de plusieurs manifestations cliniques, un test de la sueur positif a deux reprises et

I'identification de deux mutations du géne CFTR (De Boeck et al. 2017).

Le test de Guthrie, dépistage néonatal systématique déja mis en place en France depuis
plusieurs décennies dans le cadre d’autres pathologies, est utilisé pour le dépistage de la
mucoviscidose a partir de 2002. Ce test repose sur un dosage de la trypsine immunoréactive (TIR)
dans le sang du nouveau-né quelques jours aprés sa naissance. Du fait de I'obstruction des voies
pancréatiques chez le patient atteint de mucoviscidose, le trypsinogene, précurseur de la trypsine,
n’atteint plus I'intestin. La TIR est clivée dans le sang et son dosage anormalement élevé (> 60 pg/L).
Cette surélévation n’étant pas spécifique de la mucoviscidose, il est nécessaire de coupler ce dosage
a une analyse moléculaire par la recherche de mutations du géne CFTR et I'établissement de tests de

la sueur (Figure 11).
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Figure 11 | Dépistage néonatal de la mucoviscidose en France (adaptée a partir de Munck et al. 2005).

Le test de la sueur, déja proposé en 1953 par Di Sant’Agnese comme test diagnostic pour la
mucoviscidose, repose sur la mesure de la concentration des ions ClI" dans la sueur des patients (Di
Sant'Agnese et al. 1953). La dysfonction de CFTR provoque une diminution ou une absence de
réabsorption des ions ClI" au niveau des glandes sudoripares. Une concentration supérieure a

60 mmol/L est considérée comme pathologique.

Les conditions de diagnostic peuvent cependant s’avérer plus compliquées. En effet, la
recherche de mutations du gene CFTR, ne s’effectuant que sur les 29 principales mutations, peut ne
révéler qu’une mutation voire aucune malgré un dosage de la TIR anormal. Lorsque seule une
mutation est détectée, un test de la sueur doit confirmer le diagnostic pressenti. Si aucune mutation
n’a été mise en évidence, un deuxieme dosage de TIR est réalisé au 21° jour. S’il est positif, un test de
la sueur sera également réalisé. Pour certaines formes atypiques de la maladie, le test de la sueur est

non conclusif avec des valeurs intermédiaires. On réalise alors une mesure de la différence de
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potentiel transépithéliale intranasale (Figure 11). Ce test mesure la différence de potentiel
transépithéliale entre la peau et la muqueuse nasale. Chez les patients sains, cette différence est
de - 20 mV, alors qu’elle est de - 40 mV chez les patients atteints de mucoviscidose (Tridello et al.

2016).

6. LES TRAITEMENTS

L'espérance de vie des patients atteints de mucoviscidose a rapidement augmenté a partir
des années 1950, ou elle n’était que de 3 ans, pour atteindre 40 ans de nos jours (MacKenzie et al.
2014). De multiples facteurs sont impliqués, tels que la mise en place d’un diagnostic précoce,

I’établissement de centres spécialistes de la maladie et le développement de nouveaux traitements

(Figure 12).
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Figure 12 | Effet des nouvelles thérapies sur I'espérance de vie des patients atteints de mucoviscidose. Tobi :
Tobramycine en solution inhalée ; Kaly: Kalydeco®; Ork: Orkambi®; * Enzymes: enzymes pancréatiques
enrobées (adaptée a partir de Lopes-Pacheco 2016).
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a. PRISE EN CHARGE DES ATTEINTES NUTRITIONNELLES ET METABOLIQUES

Le statut nutritionnel du patient est corrélé positivement avec sa fonction pulmonaire et sa
survie (Kerem et al. 2014). Il est donc important pour les médecins de prendre en charge les atteintes

pancréatiques, hépatobiliaires et gastro-intestinales.

Du fait de la malabsorption et des carences alimentaires, les patients ont une alimentation
hypercalorique et équilibrée, supplémentée par des enzymes pancréatiques pour les aider a digérer
leurs aliments. Des vitamines sont également apportées en complément. La CFRD étant caractérisée
par une insulino-insuffisance, les patients peuvent recevoir un traitement a base d’insuline (Schindler
et al. 2015). L'atteinte hépatique, la CFLD, peut elle, étre traitée par I'administration d’acide
ursodésoxycholique pouvant améliorer la fonction hépatique, bien que son effet reste encore a

démontrer (Cheng et al. 2017).

b. PRISE EN CHARGE DE L’ATTEINTE PULMONAIRE

Malgré I'amélioration de I|'espérance de vie, la majorité des patients atteints de
mucoviscidose meurent toujours d’insuffisance pulmonaire. Ralentir la progression de l'atteinte
pulmonaire est donc un axe majeur de la prise en charge de la mucoviscidose. Les traitements regus
dans ce cadre sont nombreux et visent les différentes composantes de I'atteinte. On peut les classer

en deux catégories : les traitements curatifs et les traitements symptomatiques (Figure 13).
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Figure 13 | Prise en charge de I'atteinte pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose.

i. TRAITEMENTS CURATIFS

L'apparition de la maladie pourrait étre prévenue par 'insertion du géne CFTR sain dans les
cellules des patients en remplacement du géne muté. C'est ce qu’on appelle la thérapie génique
(Figure 13). Deux types de vecteurs peuvent étre utilisés: les vecteurs viraux, ou le géne est
incorporé dans le systéme de réplication d’un virus incompétent, et les vecteurs non viraux, le plus
souvent des liposomes. Les vecteurs viraux provoquent des problemes d’inflammation tandis que les
non viraux, moins immunogénes, semblent étre moins efficaces pour transfecter le gene sain (Lee et
al. 2016). Une étude menée sur des patients ayant recu le plasmide d’ADNc CFTR couplé a un
liposome pendant un an n’a en effet montré qu’une amélioration modérée de leur fonction
respiratoire (Alton et al. 2016). Les études actuelles visent a développer de nouveaux agents de

transfection afin d’atteindre un niveau d’expression de CFTR suffisant pour observer des effets

cliniques bénéfiques.

35



De nouveaux traitements ciblant la protéine CFTR ont été développés au cours des derniéres
années : il s’agit des thérapies dites protéiques (Figure 13). Parmi ces thérapies, des molécules
appelées translecteurs ont été développées afin de permettre la transcription entiére du gene pour
les mutations de classe |, malgré I'apparition d’'un codon stop prématuré. L'ataluren (ou PTC124) a
été identifié comme translecteur en 2007 (Welch et al. 2007). Les études cliniques réalisées ensuite
n‘ont montré que des effets modérés sur une catégorie réduite de patients: seuls les patients
n‘ayant pas recu de traitement a base d’aminosides (molécules possédant déja une activité de
translecture) avaient une fonction respiratoire mieux préservée comparée aux contréles (Aslam et al.

2017).

De nouvelles thérapies protéiques ont également émergé ces dernieres années afin de
corriger I'adressage de la protéine CFTR a la membrane et de potentialiser sa conductance. Le
Kalydeco® (ivacaftor ou VX-770) est le premier potentiateur a avoir eu une autorisation de mise sur le
marché pour les porteurs de la mutation Gly551Asp (mutation de classe Ill portée par 1,7 % des
patients). Ses résultats encourageants ont ensuite permis une extension d’autorisation de mise sur le
marché pour d’autres mutations (Patel et al. 2015). Les mutations de classe Ill sont aussi
caractérisées par une absence de la protéine a la membrane apicale et/ou une augmentation de sa
dégradation. Des correcteurs comme le lumacaftor (ou VX-809) ou le tezacaftor (VX-661) permettent
de pallier ce probleme et stabilisent la protéine CFTR a la membrane. Une association du lumacaftor
et de l'ivacaftor (Orkambi®) bénéficie actuellement d’une autorisation de mise sur le marché pour les
porteurs de la mutation Phe508Del agés de plus de 12 ans. Malgré une amélioration modeste de la
fonction respiratoire (3 %), cette nouvelle association a permis d’ouvrir un nouveau pan dans la

recherche de traitements curatifs (Wainwright et al. 2015).

ii.  TRAITEMENTS AMELIORANT LA CLAIRANCE MUCOCILIAIRE
L'amélioration de la clairance mucociliaire peut se faire de facon mécanique ou
pharmaceutique. Les traitements mécaniques correspondent a des séances de kinésithérapie

guotidiennes ou biquotidiennes ayant pour but d’évacuer le mucus stagnant.

Concernant les traitements pharmaceutiques, deux grands types de produits inhalés sont
proposés aux patients : la DNase recombinante humaine (dornase alpha ou Pulmozyme®) et une
solution saline hypertonique. Le premier type, la dornase alpha, est un mucolytique qui dégrade
I’ADN libéré au niveau des voies aériennes par les cellules apoptotiques comme les neutrophiles. La
solution saline permet d’augmenter I’hydratation des voies aériennes et la clairance mucociliaire

(Figure 13).
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iii.  TRAITEMENTS ANTI-INFECTIEUX
Les patients atteints de mucoviscidose sont régulierement infectés par des pathogénes. Des
examens cytobactériologiques des crachats sont réalisés afin de déterminer les types de pathogénes

présents et leur sensibilité aux antibiotiques.

Infectés d’abord trés jeunes par la bactérie Pseudomonas aeruginosa, les patients finissent,
en grandissant, par étre colonisés sur le long terme par ce pathogéne. La présence de cette bactérie
est associée avec un moins bon pronostic vital et un déclin plus rapide de la fonction respiratoire
(Emerson et al. 2002). Différents traitements, en inhalé ou par voie intraveineuse, sont disponibles
afin de combattre la bactérie et de retarder sa colonisation. La tobramycine, la colistine et
I'aztréonam font partie des antibiotiques les plus utilisés en cas d’infection chronique a
Pseudomonas aeruginosa (Castellani et al. 2018). L'azithromycine est également recommandée
puisqu’une amélioration de la fonction respiratoire et une diminution des exacerbations pulmonaires

ont été observées chez les patients traités par cet antibiotique (Southern et al. 2012) (Figure 13).

iv.  TRAITEMENTS ANTI-INFLAMMATOIRES
L'inflammation chez les patients atteints de mucoviscidose est précoce, persistante et
excessive en réponse a la charge bactérienne et est responsable d’une dégradation progressive de
I’épithélium pulmonaire. Les traitements anti-inflammatoires sont donc une partie importante du
traitement des patients. Ils peuvent étre séparés en deux sous-groupes, les traitements non

stéroidiens et les traitements stéroidiens.

Parmi les traitements non stéroidiens, on trouve I'ibuproféne, dont le spectre d’action est
large. Konstan et ses collaborateurs réalisent en 1995 une étude randomisée en double aveugle
d’administration de deux doses par jour d’ibuproféne ou d’un placebo pendant quatre ans chez des
patients atteints de mucoviscidose. lls sont les premiers a montrer un ralentissement du déclin de la
fonction respiratoire, dont le plus important a été observé chez les jeunes sujets (Konstan et al.
1995). Une étude réalisée en 2007 sur une cohorte plus nombreuse confirme ces résultats (Lands et
al. 2007). Ces études soulignent pourtant I'apparition d’effets secondaires comme des douleurs
abdominales, des saignements nasaux ou des cas de conjonctivite. Il semblerait également que
I'ibuproféne puisse avoir des effets pro-inflammatoires a faible dose en favorisant la migration des
neutrophiles (Konstan et al. 2003). Une étude multicentrique récente conclut finalement que
I'utilisation d’ibuproféne peut étre recommandée mais nécessite un suivi pharmacocinétique de la

molécule dans I'organisme, afin d’en diminuer les effets secondaires et d’en favoriser les effets
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anti-inflammatoires (Lands et Stanojevic 2016). Ce suivi rigoureux étant difficile a mettre en place en

pratique, la prescription d’ibuproféne reste rare.

D’autres molécules non stéroidiennes utilisées a d’autres fins ont montré de maniere
inattendue des effets anti-inflammatoires. C'est le cas de la dornase alpha, qui, en plus de son action
mucolytique, permet de réduire la sécrétion de marqueurs de lI'inflammation comme I'IL-8 et la
métalloprotéinase 9 dans les lavages broncho-alvéolaires (Konstan et Ratjen 2012). Certains
antibiotiques ont également des effets anti-inflammatoires. La tobramycine est par exemple capable
de réduire le nombre de neutrophiles dans le sang et dans les lavages broncho-alvéolaires, prise en
inhalé ou par voie systémique (Ramsey et al. 1993, Noah et al. 2010). L’azithromycine est également
régulierement évoquée bien que ses propriétés anti-inflammatoires semblent étre dues a une
modulation des efflux chlorures plutot qu’a une action directe sur la réponse inflammatoire (Saint-
Crig et al. 2011, Saint-Criq et al. 2012). Ces antibiotiques ne pouvant cependant étre utilisés en
continu, d’autres traitements anti-inflammatoires ont été développés. Une liste exhaustive de ces

traitements est disponible ci-dessous dans le Tableau 2.

Molécules

Références

Anti-inflammatoires a large spectre

Mucolytique

Antibiotiques aux propriétés

anti-inflammatoires

Modulateurs de la signalisation

intracellulaire
Anti-oxydants

Inhibiteurs de I'influx de neutrophiles

Anti-protéases

Corticostéroides
Ibuproféene*
Dornase alpha*
Tobramycine
Azythromycine*
Anticorps anti-PcrV
IL-10
Interféron-y
N-acétyl cystéine
Anti-IL-8
Anti-IL-17
Ibuprofene*
AAT recombinante

Inhibiteur d’élastase des

neutrophiles

Eigen et al. 1995
Konstan et al. 1995
Konstan et Ratjen 2012
Noah et al. 2010
Ratjen et al. 2012
Milla et al. 2014
Mueller et al. 2009
Moss et al. 2005
Tam et al. 2013
Mackerness et al. 2008
Hsu et al. 2016
Konstan et al. 2003
Griese et al. 2007

Cooley et al. 2011

Tableau 2 | Traitements anti-inflammatoires évalués ou utilisés chez les patients atteints de mucoviscidose
(adapté a partir de Cantin et al. 2015). * Médicaments recommandés par la CFF (Cystic Fibrosis Foundation)

Les corticostéroides sont des molécules anti-inflammatoires puissantes mais non spécifiques.
Elles présentent des effets différents en fonction du mode d’administration (par inhalation ou par
voie orale ou systémique). L’inhalation a été rapidement proposée aux patients atteints de

mucoviscidose afin de maximiser I'efficacité du traitement au niveau pulmonaire et d’en diminuer les
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effets secondaires. Une étude néerlandaise menée en 1995 montre pour la premiere fois que la
corticothérapie en inhalée n"améliore cependant pas la fonction pulmonaire. Les patients sont traités
par budesonide, un glucocorticoide de synthése, deux fois par jour pendant six semaines. lls ne
présentent aucune différence avec les controles (placebo) du volume expiratoire maximal en une
seconde (VEMS) ou de la capacité vitale forcée (CVF), deux parametres reflétant le statut de la
fonction pulmonaire (van Haren et al. 1995). Une étude anglaise publiée peu de temps aprés montre
les mémes résultats chez des patients traités pendant six mois par propionate de fluticasone
(Balfour-Lynn et al. 1997). Aucune étude suivante ne réussit a montrer un effet des corticostéroides
inhalés sur le VEMS ou la CVF (Balfour-Lynn et al. 2006, De Boeck et al. 2007). Certaines études
mesurent également des parameétres inflammatoires sans montrer d’effet du traitement dessus. La
concentration en IL-8 ou en TNF-a (tumor necrosis factor a) ainsi que le nombre de neutrophiles dans
les sputums semblent inchangés par le traitement (Balfour-Lynn et al. 1997, Dauletbaev et al. 1999).
Malgré I'absence d’effet sur la fonction respiratoire et les parameétres inflammatoires, des effets
secondaires peuvent apparaitre comme un retard de croissance ou une dysphonie (Bisgaard et al.
1997, De Boeck et al. 2007). Une revue publiée dans The Cochrane Library explique que les données
actuelles ne permettent pas de recommander I'utilisation en routine des corticostéroides inhalés

chez les patients atteints de mucoviscidose (Balfour-Lynn et Welch 2016).

Les corticostéroides pris par voie orale ou systémique semblent étre plus efficaces. Auerbach
et ses collegues montrent en 1985 une augmentation du VEMS chez les patients traités avec de la
prednisone a 2 mg/kg par voie orale un jour sur deux pendant quatre ans, comparés aux contréles
(placebo) (103 % versus 87 %) (Auerbach et al. 1985). Eigen et ses collaborateurs réalisent la méme
étude en ajoutant un troisiéme groupe constitué de patients traités avec 1 mg/kg de prednisone. Au
bout des quatre ans d’étude, seuls les patients issus de ce groupe montrent une augmentation du
pourcentage de VEMS prédit par rapport aux placebos (Eigen et al. 1995). Ces deux études montrent
également une stabilisation de la concentration des immunoglobulines G chez les patients traités,
comparés aux placebos. Elles se sont de plus intéressées a la mesure du poids et de la taille des
patients traités. L’étude d’Auerbach montre que la taille des patients traités est plus élevée que celle
des non-traités. Le suivi a 10 ans de 30 des 34 patients de cette étude a cependant révélé un retard
de croissance chez les patients ayant été traités au cours de I'étude d’Auerbach (Donati 1990). Ce
retard de croissance a également été mis en évidence par Eigen, qui rapporte I'apparition d’autres
effets secondaires tels que des cas de diabéte, d’hyperglycémie et de cataracte. La derniére parution
d’une étude multicentrique sur l'utilisation des corticostéroides oraux conclut qu’ils peuvent étre

prescrits a une dose maximale de 1 mg/kg un jour sur deux pendant deux ans. Une attention
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particuliére devra étre portée a 'apparition d’effets secondaires sur le métabolisme du glucose et la

croissance osseuse (Cheng et al. 2015).

Capables d’agir sur de nombreuses cellules du corps, les glucocorticoides sont des molécules
aux actions pléiotropes, agissant notamment sur le métabolisme, I'immunité et le développement.
Les effets secondaires provoqués par lI'administration de ces molécules semblent étre liés a ces
actions non spécifiques et non ciblées par un traitement a visée anti-inflammatoire. Ces effets
secondaires pourraient étre diminués par un contréle plus fin de leurs actions, notamment par

I'utilisation de leur protéine de transport, la corticosteroid-binding globulin (CBG).

40



Il. LA CORTICOSTEROID-BINDING GLOBULIN (CBG)

La corticosteroid-binding globulin (CBG) a été découverte entre 1956 et 1959 par trois
groupes de chercheurs de maniere indépendante. Bush découvre apres des études de dialyse a
I’équilibre sur des plasmas qu’il existe deux protéines liant le cortisol dans le plasma : une premiére
de haute capacité mais de faible affinité (I’albumine) et une deuxiéme de faible capacité mais de
haute affinité pour le cortisol (la CBG) (Bush 1957). Daughaday retrouve les mémes résultats et
propose d’appeler la protéine de haute affinité, corticosteroid-binding globulin (Daughaday 1958).
Slaunwhite et Sandberg décrivent également cette protéine et I'identifient comme une a-globuline
(Slaunwhite et Sandberg 1959). Ils proposent d’appeler cette protéine transcortine. Ce nom lui a été
préféré pendant de nombreuses années ensuite pour finalement étre délaissé au profit de

corticosteroid-binding globulin, toujours employé de nos jours.

1. LA FAamiLLE DES SERPINES

La CBG est une protéine appartenant a la famille des SERPIN (serpines ou serine protease
inhibitors). Cette famille constitue le plus large regroupement de protéines distribuées sur
I’ensemble du vivant. Ainsi, plus de 1500 serpines ont été découvertes chez les animaux, les virus,

les plantes, les bactéries et les archées (Law et al. 2006).

D’abord nommeées par leur fonction ou leur localisation tissulaire, ces protéines sont ensuite
regroupées sous le nom de serpines par un comité en 2001 (Silverman et al. 2001). Ce terme est déja
employé avant la mise en place officielle de cette nomenclature et avait été choisi pour désigner la
fonction inhibitrice de protéases a sérine de ces protéines. Des études phylogénétiques ont permis
de regrouper les serpines selon des clades désignés par des lettres (Irving et al. 2000, Heit et al.
2013). On découvre rapidement que certaines serpines sont des inhibiteurs de caspases ou n’ont pas
de fonction inhibitrice. C'est le cas de la CBG qui n’a qu’un réle de transport et d’adressage. La
nomenclature est cependant conservée pour faciliter les recherches. 36 membres ont été identifiés
chez 'Homme et ont été répartis du clade A au clade I. La CBG appartient au clade A et en est le

sixietme membre : on peut donc également la désigner par SERPINA6.
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2. LE GENE SERPINA6

La CBG est codée par le géne SERPINA6 qui se situe au niveau du bras long du chromosome
14, en position 14932.1. Il est constitué d’environ 19 kb et contient 5 exons (Figure 14). Il sera a
I’origine de la synthese d’'un ARNm d’environ 1 400 nucléotides qui sera ensuite traduit en protéine

CBG.
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Figure 14 | Du chromosome 14 au gene SERPINA6. Représentation du chromosome 14 humain (en haut) et du
géne SERPINAG6 (en bas): en noir, les régions non traduites des exons (schéma du géne adapté a partir
d’Underhill et Hammond 1989).

Le gene SERPINAG6 partage environ 40 % d’homologie de sa séquence avec le géne SERPINA1
(al-antitrypsine ou AAT) et le géne SERPINA3 (al-antichymotrypsine). Cette relation étroite s’étend
méme jusqu’a leur organisation. Le gene SERPINA6 est en effet compris dans un cluster d’environ
370 kb de 10 genes et un pseudogene de serpines du clade A. Plus précisément, il est inclus au sein
d’un locus de 90 kb contenant le géne SERPINA1L, le pseudogéne SERPINA2 et le géne SERPINA10O
(protein Z dependent proteinase inhibitor) (Namciu et al. 2004). On suppose ainsi que ces genes ont

évolué récemment a partir d’'une duplication d’un géne ancestral commun (Seralini et al. 1990).

3. LA PROTEINE CBG

a. STRUCTURE DE LA CBG

La CBG contient 3 feuillets B (A, B et C) et 10 hélices a (hnommées de A a J). Comme les autres
membres de la famille des serpines, la CBG possede une boucle appelée reactive center loop (RCL),
qui se situe au-dessus de la protéine. Cette région peut étre coupée par différentes protéases du fait
de son exposition. La coupure permet alors de faire passer la protéine d’un état dit stressé (S) a un

état relaché (R) plus thermostable (Pemberton et al. 1988) (Figure 15).
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Etat stressé (S) Etat relaché (R)

Figure 15 | Structure de la protéine CBG. Représentation de la CBG liant le cortisol sous sa forme S (A) et sous
sa forme R aprés clivage du RCL (B). Le RCL est représenté en jaune et le feuillet B A en rouge (adaptée a partir
d’Henley et al. 2016).

La CBG est une protéine constituée de 405 acides aminés pour un poids moléculaire de
45 kDa. Avant sa sécrétion dans le plasma, ses 22 premiers acides aminés, qui représentent le signal
peptidique d’exportation cellulaire, sont excisés. Ainsi, la CBG circulante est composée de 383 acides
aminés pour un poids théorique de 42 kDa (Hammond et al. 1987). La CBG étant cependant
glycosylée, elle est généralement détectée avec un poids moléculaire compris entre 60 et 70 kDa.
L’étude des glucides liés a la CBG révele une variation des types de glucides en fonction des sites,
contribuant ainsi a I’hétérogénéité du poids moléculaire apparent de la protéine (Sumer-Bayraktar et

al. 2011).

La CBG comporte 6 asparagines correspondant a 6 sites de N-glycosylation : Asn®, Asn’4,
Asn®*, Asn?38, Asn3%® et Asn3¥ (la position des asparagines est indiquée sans le peptide signal). Ces
glycosylations semblent avoir un réle important sur la fonction de la protéine. La glycosylation en
position 238 a par exemple été montrée comme nécessaire a la CBG pour assurer sa liaison aux
corticostéroides (Avvakumov et al. 1993, Avvakumov et Hammond 1994). La glycosylation sur ce site
n’interagit pas avec le ligand de la CBG mais permet un repliement adéquat de cette derniere afin de
permettre cette liaison (Avvakumov et Hammond 1994). Des variations de glycosylation de la
protéine sont également a I'origine de variations d’affinité de liaison aux corticostéroides et peuvent

la protéger contre des protéolyses (Simard et al. 2018).
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b. EXPRESSION ET LOCALISATION DE LA CBG

Apres avoir démontré I'existence de la CBG dans les années 1950 a partir de plasmas, la
recherche autour de la CBG s’est poursuivie par une purification de la protéine et une étude de sa
distribution dans la population générale. La CBG sera retrouvée dans tous les plasmas des sujets
examinés parmi une cohorte de 10 124 patients (Rosner et al. 1973). La CBG semble donc étre une
protéine présente chez tous les individus de facon constitutive au niveau plasmatique. Notons que le
renouvellement plasmatique de la protéine est lent puisque sa demi-vie est de 5 a 6 jours (Sandberg

et al. 1964).

L'origine de sa synthése chez I'homme n’a été déterminée que bien plus tard, en 1984. La
CBG étant glycosylée et sécrétée dans le plasma, on supposait déja qu’elle puisse étre synthétisée
par le foie. Des études réalisées sur des rats montrent que la protéine est retrouvée au niveau du
foie et qu’elle est sécrétée ensuite dans le plasma (Weiser et al. 1979). La traduction en présence de
méthionine radiomarquée des ARNm issus de foies de rats dans des modeles in vitro permet
également de retrouver la CBG dans les milieux, confirmant sa synthese hépatique (Wolf et al. 1981).
Ce sont Kahn et ses collaborateurs qui démontreront qu’elle est synthétisée par les hépatocytes dans
un modele in vitro humain. Les chercheurs ont purifié la protéine a partir de milieux de culture d’'une
lignée issue d’un cancer hépatocellulaire, les HepG2, et ont réalisé des études de liaison de cortisol

radiomarqué afin d’appuyer leur conclusion (Khan et al. 1984).

Des sites secondaires de synthese ont également été trouvés mais la production de CBG
semble y étre plus faible (Figure 16). Elle est ainsi produite au niveau des reins, des poumons, du
muscle cardiaque, du cerveau, de 'endomeétre et des testicules (Hammond et al. 1987, Misao et al.
1994, Caldwell et Jirikowski 2014, Schafer et al. 2015). Des études sur des animaux (hamster, rat ou
souris) ont montré la synthése de CBG au niveau du pancréas, du tube digestif et du tissu adipeux,
sans que ces résultats aient été confirmés chez I’homme (Lin et al. 1990, Scrocchi et al. 1993, del Mar

Grasa et al. 2001) (Figure 16).
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Figure 16 | Niveaux d’expression de la CBG en ARN et en protéine dans différents tissus (adaptée a partir de
Proteinatlas.org).

Il est a noter que la CBG a également été retrouvée dans certains fluides corporels humains
tels que la salive, le lait et I'urine (Murphy 1967, Rosner et al. 1976, Hammond et Langley 1986).
Enfin, et de fagon intéressante, la CBG a été détectée dans des lavages broncho-alvéolaires en tres
faible quantité, sans que I'on sache s'il s’agissait de la CBG pulmonaire libérée au niveau apical ou

celle circulante qui aurait diffusé a travers I'épithélium (Loric et al. 1989).

4. FONCTIONS DE LA CBG

a. LA CBG REGULE LA BIODISPONIBILITE DE SES LIGANDS

La CBG étant un transporteur d’hormones, elle a longtemps été considérée sous le prisme de

I’hypothése de I'hormone libre. Cette hypothese affirme que la seule part biologiquement active de
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I’'hormone est celle qui est libre, a savoir non liée a une protéine dans le plasma (Mendel 1989). Ainsi,
la concentration d’une hormone dans un tissu est déterminée uniquement par sa concentration
plasmatique libre plutot que liée a sa protéine de transport. Cette hypothése permet notamment
d’expliquer au mieux les manifestations cliniques constatées chez les patients souffrant d’un déficit

ou d’un exces d’hormones.

Selon cette hypothése, la principale fonction de la CBG serait de réguler la biodisponibilité et
la clairance métabolique des glucocorticoides. Une étude clinique a montré que les patients
présentant un taux élevé de CBG plasmatique éliminaient plus lentement le cortisol radiomarqué
injecté que ceux présentant un taux plus faible (Bright 1995). La CBG permet donc d’augmenter la
demi-vie du cortisol plasmatique. Cela a été confirmé chez des patients présentant une mutation de
la CBG la rendant incapable de lier ses ligands. Ces patients avaient une clairance métabolique
augmentée et une demi-vie du cortisol diminuée (Perogamvros et al. 2011). La CBG peut donc étre

également considérée comme un réservoir a glucocorticoides.

L’hypothése de I'hormone libre reste cependant trop simpliste. Différents parameétres
peuvent jouer sur la distribution de I’'hormone au niveau tissulaire. Ainsi, la localisation de la cellule
ciblée, la perméabilité endothéliale, la composition de la matrice extracellulaire et la juxtaposition de
différents types cellulaires au sein d’'un méme tissu peuvent influencer I'accessibilité d’une cellule a
une hormone donnée (Hammond 2016). Le taux de cortisol libre n’est donc pas le seul parametre
déterminant sa concentration tissulaire. La CBG pourrait avoir un réle actif dans la détermination de

cette concentration, notamment par le biais de sa fonction d’adressage.

b. LA CBG TRANSPORTE ET ADRESSE SES LIGANDS

La CBG est la protéine qui lie les glucocorticoides, principalement le cortisol, dans le plasma
avec une haute affinité. La CBG circule en faible quantité (30 a 52 pg/mL) dans le plasma comparé a
I’albumine (40 g/L). Sa forte affinité pour le cortisol lui permet pourtant de jouer un réle important
dans la détermination de la concentration plasmatique de cortisol. La CBG lie ainsi de 80 % a 90 % du
cortisol circulant, tandis que de 7 % a 15 % se lient a I'albumine et les moins de 5 % restants sont
libres (Lewis et al. 2005). Il a également été montré que la CBG était capable de lier la progestérone
lorsque la concentration de cette derniére était tres élevée, comme en cas de grossesse (Benassayag
et al. 2001). Dans cet unique contexte, I'équilibre de liaison avec le cortisol est déplacé vers la

progestérone.
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La CBG lie le cortisol au niveau d’une poche superficielle située entre le feuillet B B et I'hélice
A et H. Comme les autres serpines, la CBG établit une liaison covalente avec son ligand, ce qui
stabilise la CBG dans sa conformation S et permet d’exposer son RCL. Lorsqu’il est clivé par |'élastase

345 un changement de conformation de la CBG se produit. Le

des neutrophiles entre la Val*** et la Thr
segment coupé de RCL est alors inséré dans le feuillet f A (Figure 15), la protéine est stabilisée dans
sa conformation R et perd son affinité pour le cortisol (Pemberton et al. 1988). 10 fois moins affine
pour le cortisol (passage de Ko=1,4 x 10° M? 4 K, = 1,6 x 102 M), la CBG libére le cortisol. Plus
récemment, il a été montré que I'élastase de P. aeruginosa (LasB) pouvait également cliver la CBG
sur un site distant de quelques acides aminés du site de I’élastase des neutrophiles (Simard et al.
2014). LasB est libérée par la bactérie sur les sites qu’elle infecte, tandis que les neutrophiles libérent
de I'élastase au niveau de zones inflammatoires. On considére donc que, en plus de son rdle de

transporteur, la CBG est capable d’adresser spécifiguement les glucocorticoides sur le site de

I'inflammation et de I'infection (Figure 17).
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Figure 17 | La CBG transporte et adresse les glucocorticoides sur le site de I'inflammation et de I'infection. Le
cortisol produit au niveau des glandes surrénales est libéré dans le plasma. La CBG produite par le foie est
sécrétée dans le plasma ou elle lie le cortisol. Elle le transporte ensuite jusqu’a un site inflammé ou infecté par
P. aeruginosa. A ce niveau, la CBG est clivée par I'élastase des neutrophiles ou LasB, ce qui permet la libération
du cortisol et lui permet d’agir.

La liaison de la CBG avec le cortisol est également dépendante de la température. Plusieurs
études ont montré une diminution d’affinité entre ces deux molécules lorsque la température passe
de 37 °C a 42 °C (Cameron et al. 2010, Henley et al. 2016). Cela est concordant avec le rdle
d’adressage de la CBG. Les patients présentant une inflammation ou de la fievre vont avoir une

augmentation de leur température corporelle, ce qui leur permettra de libérer plus de cortisol et de

résoudre I'inflammation au mieux.
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Il est a noter qu’il a été montré que la chymotrypsine, une protéase sécrétée par le pancréas,
est capable de cliver le RCL de la CBG (Lewis et Elder 2014). La découverte de ce site de coupure est a

ce jour toujours incomprise et sa signification physiologique reste a élucider.

c. LES CBG EXTRAHEPATIQUES CONTROLERAIENT L’ ACCESSIBILITE DES LIGANDS A LEURS

RECEPTEURS

En plus du foie, la CBG est exprimée par différents organes comme le rein, le poumon ou les
testicules (Hammond et al. 1987). Peu d’études se sont intéressées au rble de ces CBG
extrahépatiques. Il est communément supposé que ces CBG ne participent pas au taux de CBG
plasmatique car elles seraient intracellulaires. Malgré leur faible niveau d’expression, ces CBG
pourraient étre régulées finement au niveau de la cellule et jouer un réle local important. Le
glucocorticoide libéré a partir du plasma rentrerait dans la cellule et, a ce niveau, lierait la CBG
intracellulaire. Le glucocorticoide ainsi bloqué ne pourrait plus lier son récepteur, médiateur principal

de ses actions intracellulaires, et ne pourrait plus agir (Figure 18).
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Figure 18 | La CBG intracellulaire bloque I'action des glucocorticoides. Le glucocorticoide (GC) entre dans la
cellule et se lie a la CBG intracellulaire. Cette liaison I'empéche de se lier a son récepteur (GR : récepteur des
glucocorticoides) et I'empéche ainsi d’agir dans la cellule.

Ce role hypothétique des CBG extrahépatiques est soutenu par la régulation, mieux connue,
d’autres hormones par leur protéine de liaison. C’est le cas de I'|GF (insulin-like growth factor) qui est

transportée dans les fluides biologiques par des protéines appelées IGFBP (IGF binding proteins).

Elles sont capables de réguler la biodisponibilité de I'|GF mais également de moduler son activité en
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la liant localement, au niveau des tissus cibles (Duan et Xu 2005). La CBG pourrait permettre une

régulation tout aussi fine des glucocorticoides.

En fonction des tissus exprimant ces CBG, la limitation des actions intracellulaires des
glucocorticoides peut avoir de plus larges conséquences. Au niveau du cerveau, la CBG est exprimée
par de nombreux types cellulaires dont les astrocytes (Pusch et al. 2009). Les glucocorticoides sont
capables d’induire un remodelage de ces cellules et éventuellement leur mort. La CBG produite
localement pourrait donc servir de tampon afin de protéger la cellule des effets déléteres de ces
molécules. La CBG semble également avoir un réle sur le comportement et la mémoire, notamment
en réponse au stress (Minni et al. 2012). L'implication de la CBG au niveau cérébral sur cette réaction
émotionnelle reste a déterminer, mais elle pourrait moduler et contrdler cette réponse au stress. Au
niveau des poumons, la CBG pourrait influencer la maturation feetale de ces organes, notamment au
niveau alvéolaire. La différentiation des cellules épithéliales alvéolaires et le controle de la
prolifération cellulaire sont en effet dépendants de I'action des glucocorticoides (Bird et al. 2015). La
CBG pulmonaire pourrait donc également jouer un réle dans le développement et la maturation
pulmonaire. Les roles supposés de ces productions locales restent cependant encore a confirmer afin

d’en comprendre pleinement la relevance biologique.

d. LA CBG DECLENCHERAIT DES CASCADES DE SIGNALISATIONS INTRACELLULAIRES

Au début des années 1980, le lieu de synthese principal de la CBG est établi au niveau du
foie. Plusieurs groupes montrent ensuite que la protéine est détectée dans d’autres tissus, au sein
méme des cellules, sans que I'on sache s’il s’agit d’'une production locale ou non. Une hypothese est
alors émise quant a une potentielle internalisation de la CBG circulante par des cellules cibles. Cette
hypothese repose sur I'existence d’'un récepteur capable de lier la CBG afin de permettre son

endocytose (Figure 19).
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Figure 19 | Conséquences de la liaison de la CBG a son récepteur membranaire. La CBG seule ou liée a son
ligand (GC: glucocorticoide) se lie a son récepteur (R-CBG: récepteur de la CBG). Cette liaison entraine
Iinternalisation de la CBG et/ou I'augmentation d’AMPc.

En 1983, Strel’chyonok et Avvakumov sont les premiers a montrer la présence de ce
récepteur au niveau de la membrane plasmique de cellules hépatiques humaines (Strel'chyonok et
Avvakumov 1983). Hryb et ses collaborateurs confirment ce résultat sur des membranes de cellules
issues de prostate humaine. Leur étude souligne la spécificité de la liaison du récepteur a la CBG
puisque l'alboumine ou la transferrine sont incapables de déplacer I'équilibre de liaison. lls
démontrent également que cette liaison varie en fonction du temps et de la température (Hryb et al.
1986). La présence de ce récepteur a également été mise en évidence au niveau de I'endomeétre
(Avvakumov et al. 1989). Il est a noter que les études in vitro montrent que seulementde 2% a5 %

de la CBG se lierait a son récepteur (Hryb et al. 1986, Maitra et al. 1993).

La liaison de la CBG a son récepteur semble également étre dépendante d'une liaison
préalable de la CBG avec l'un de ses ligands (Figure 19). Les données de la littérature sont
contradictoires a ce sujet. Strel’chyonok et Avvakumov montrent que la CBG ne se lie a son récepteur
que si elle est déja liée a un glucocorticoide, tandis que Maitra et ses collegues observent que la
liaison de la CBG a un glucocorticoide I'empéche de se lier a son récepteur (Strel'chyonok et
Avvakumov 1991, Maitra et al. 1993). La CBG étant thermosensible, ces différences peuvent
s’expliquer par des différences de protocole, la premiere étude ayant été réalisée a 4 °C tandis que la

seconde |'a été a 37 °C.
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A ce jour, le récepteur de la CBG n’a toujours pas été caractérisé ou cloné chez 'homme.
Seules des études in vitro ont montré son existence de maniere indirecte et une caractérisation
partielle a été réalisée chez le rat (Maitra et al. 1993). Les quelques études de ce récepteur ont
pourtant mené a I'’émergence de deux hypothéses sur son role. La premiére indique que la CBG, liée
a son ligand, serait internalisée dans la cellule et permettrait ainsi un contréle plus fin de la
distribution de ses ligands dans ses tissus cibles. Cette hypothese confere ainsi a la CBG un role actif
dans 'adressage de ses ligands. La seconde hypothése considére la CBG comme une pro-hormone
avec une activité intrinseque, la liaison a son récepteur permettant d’activer un second messager.
Nakhla et ses collaborateurs démontrent, en effet, que la liaison de la CBG a la membrane plasmique
entraine une activation de I'adénylate cyclase et une augmentation d’AMPc dans la cellule (Nakhla et
al. 1988). La CBG induirait ainsi des cascades de signalisations intracellulaires rapides et permettrait

aux glucocorticoides d’agir rapidement de fagon non transcriptionnelle (Figure 19).

5. VARIATIONS PHYSIOLOGIQUES DES NIVEAUX DE CBG

Comme nous l'avons vu précédemment, la CBG peut étre considérée comme un réservoir a
glucocorticoides, étant capable de réguler leur biodisponibilité et de faire augmenter leur demi-vie.
Des variations du taux de CBG peuvent ainsi avoir des conséquences sur le taux plasmatique de
glucocorticoides libres et donc sur I'efficacité de leurs actions, selon I’hypothése de I’hormone libre.
Ces variations peuvent étre physiologiques, c’est ce que je décrirai dans cette partie, ou étre la

conséquence d’une altération pathologique, sujet que je développerai dans les parties suivantes.

a. DIMORPHISME SEXUEL

Divers facteurs peuvent moduler le taux de CBG plasmatique, comme le sexe. Peu d’études
se sont intéressées a |'effet de ce facteur sur le taux plasmatique de CBG. Certaines études ne
montrent aucune différence du taux plasmatique de CBG entre hommes et femmes (Moore et al.
1978, Dunn et al. 1981). Moore et ses collaborateurs démontrent en particulier que ce taux ne varie
pas en fonction du sexe, et ce, quel que soit I'dge des patients considérés (Moore et al. 1978)
(Tableau 3). D’autres études ont cependant montré, sur leur cohorte, une différence de
concentration plasmatique de CBG entre hommes et femmes (Lewis et al. 2004, Fernandez-Real et
al. 2005). Ces études montrent, par utilisation d’un ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ou
d’un RIA (radioimmunoassay), que la concentration en CBG est significativement plus élevée dans les

plasmas issus des femmes que dans ceux des hommes (Tableau 3). Cette méme différence a été
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observée sur des modeéles animaux, comme le rat ou la souris, chez lesquels le taux plasmatique ainsi
qgue I'expression au niveau hépatique sont en moyenne deux fois plus élevées chez les femelles que
chez les males (Jansson et al. 1989, Minni et al. 2014, Adams et al. 2015, Gulfo et al. 2016).

Femmes sans Femmes avec

Hommes . . Méthode de mesure Références
contraception contraception

Liaison avec un
15,5 ug/100 mL 16,0 ug/100 mL - . . , Moore et al. 1978
ligand radiomarqué

Liaison avec un
700 nM 700 nM - . . i Dunn et al. 1981
ligand radiomarqué

Fernandez-Real et al.

40,8 mg/dL 43,8 mg/dL - RIA G
594 nM 659 nM 726 nM ELISA Lewis et al. 2004
- 37 ug/mL 90 ug/mL RIA Dibbelt et al. 1991
- 49,0 mg/L 110,9 mg/L RIA Qureshi et al. 2007

Tableau 3 | Mesure de la CBG plasmatique moyenne chez les hommes et les femmes avec ou sans
contraception.

Les cestrogénes semblent étre responsables de cette différence. Moore et ses collaborateurs,
qui ne voyaient aucune différence dans leur cohorte, expliquent, dans un deuxiéme article, qu’il
existe un seuil d’cestrogenes de 0,3 mg au-dela duquel I'expression de CBG est augmentée de
maniére dose dépendante (Moore et al. 1978). Quatre groupes de femmes ménopausées ont regu
des cestrogenes a quatre doses différentes (de 0,3 mg a 2,5 mg). Le dernier groupe a présenté une
augmentation significative de CBG de 63 %. Cette augmentation a également été constatée chez les
femmes prenant un contraceptif a base d’cestrogenes (Dibbelt et al. 1991, Wiegratz et al. 2003, Lewis
et al. 2004, Qureshi et al. 2007) (Tableau 3). Cette différence est telle qu’elle pourrait permettre de
mettre en évidence des différences de prise de contraceptif. Une étude a en effet réussi a montrer,
par mesure de la CBG plasmatique, une différence entre les femmes qui prenaient leur contraceptif

de maniére réguliére et celles qui ne le prenaient pas de fagon irréguliere (Westhoff et al. 2013).

Les études in vitro des effets des cestrogenes sur I'expression de CBG sont pourtant
contradictoires. Nader et ses collegues montrent que I'cestradiol n’a pas d’effet sur la sécrétion de
CBG a partir de HepG2, une lignée de cellules hépatocytaires, mais que la réexpression du récepteur
o aux oestrogénes permet de stimuler la libération de CBG (Nader et al. 2006). L'effet des
cestrogénes serait donc médié par un mécanisme dépendant de ce récepteur. La méme année, une
étude montre au contraire que |'cestradiol fait diminuer la sécrétion de CBG dans des cellules HepG2
(Mihrshahi et al. 2006). Ces expériences, réalisées uniqguement en duplicata, montrent une grande
variabilité de réponses et une augmentation de la sécrétion totale des protéines. L'effet des

cestrogénes in vitro reste donc a démontrer.
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b. CAS DE LA GROSSESSE

La grossesse est un événement qui implique de nombreux changements dans |'organisme,
notamment au niveau endocrinien. Une augmentation de glucocorticoides libres est observée au
niveau plasmatique pour la majorité des mammiféres (Edwards et Boonstra 2018). C’est le cas de
'espece humaine olU cette augmentation est également accompagnée d’une augmentation
plasmatique de CBG, chez la meére, dés la neuvieme semaine d’aménorrhée (Rosenthal et al. 1969,
Moore et al. 1978, Abou-Samra et al. 1984, Benassayag et al. 2001). Cette augmentation de CBG peut
provenir d’'une augmentation de sa synthése hépatique, en réponse a I'augmentation d’cestrogenes,
et/ou d’une synthése de CBG par le placenta (Misao et al. 1999). L’augmentation de CBG, de cortisol
total et libre se fait de maniére progressive tout au long de la grossesse (Jung et al. 2011) (Figure
20A). Les taux de CBG et de cortisol chutent ensuite pour revenir a un niveau normal, environ deux a

trois semaines aprés I'accouchement (Scott et al. 1990).
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Contréle T1 T2 T3 (3¢ trimestre)

Figure 20 | Influence de la grossesse sur la CBG, le cortisol et la progestérone. A) Mesure du cortisol total et de
la CBG plasmatique au cours de la grossesse (T1 : premier trimestre, T2 : deuxiéme trimestre et T3 : troisieme
trimestre) (adaptée a partir d’Edwards et Boonstra 2018). B) Occupation proportionnelle estimée de la CBG par
le cortisol et la progestérone avant et pendant la grossesse (adaptée a partir dHammond 2016).
L'augmentation des niveaux de cortisol est impliquée dans divers processus dont
I’accouchement, la réponse aux besoins énergétiques de la mere et le développement fecetal. La
hausse de CBG semble étre la conséquence de I'augmentation de cortisol libre. La CBG permettrait

ainsi de réguler la hausse de cortisol et protégerait le foetus d’une trop forte exposition aux

glucocorticoides pendant la grossesse.

La grossesse s’accompagne également d’une augmentation de progestérone, un ligand de
faible affinité pour la CBG. La hausse de son taux plasmatique est telle que la progestérone peut

déplacer une partie des glucocorticoides de la CBG (Dunn et al. 1981) (Figure 20B). La CBG devient
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alors un régulateur du niveau de progestérone et I'un de ses potentiels transporteurs au niveau de

I'interface mére-foetus (Benassayag et al. 2001).

Par ailleurs, des études ont montré qu’'une forme de CBG circulante, retrouvée dans le
plasma de femmes enceintes, possédait un motif de glycosylation différent (Mitchell et al. 2004).
Cette forme spécifique, représentant 10 % de la CBG circulante, ne serait composée que
d’oligosaccharides tri-antennaires, tandis que les autres formes sont un mélange d’oligosaccharides
bi et tri-antennaires (Strel'chyonok et al. 1984). Cette CBG posséde une forte affinité pour les
membranes plasmiques du syncytiotrophoblaste, un tissu placentaire (Strel'chyonok et Avvakumov
1991). Cela indique un potentiel réle d’adressage spécifique de la CBG afin de faciliter le transport

mere-foetus du cortisol lors de la grossesse.

C. VARIATIONS AU COURS DE LA VIE

Chez le feetus, des variations de I'expression de la CBG ont été observées. Des études
réalisées sur des rats ont permis de montrer que les niveaux de CBG chutent au niveau plasmatique
et hépatique, avant et aprés la naissance, pour ensuite ré-augmenter progressivement pendant un
mois (Smith et Hammond 1991, Elfahime et al. 1992). Ce taux faible a également été constaté au
cours des premiéeres semaines de vie de nouveau-nés (Scott et Wells 1995). Cette baisse de CBG a la
fin de la grossesse permet une augmentation, chez le foetus, des taux de glucocorticoides libres qui
peuvent étre nécessaires a la maturation d’organes, comme les poumons. La concentration
plasmatique de CBG augmente ensuite progressivement pour atteindre la concentration d’un adulte
au bout de 6 semaines (Scott et Wells 1995, Kari et al. 1996). Le taux de CBG plasmatique apparait
ensuite comme étant stable, sans qu’aucune variation n’ait été notée chez des sujets agés (Wilkinson

et al. 2001).

La CBG pourrait cependant subir des variations diurnes, mais les données de la littérature a
ce sujet sont discordantes. Certaines études montrent que le taux de CBG ne varie pas au cours de la
journée (De Moor et al. 1962), tandis que d’autres montrent que la capacité de liaison de la CBG pour
le cortisol subit un rythme circadien, avec un taux plus faible la nuit (Figure 21). La chute de ce taux a
cependant été mesurée a différents temps : entre 3 h et 9 h du matin (Doe et al. 1964), a 4 h du
matin (Angeli et al. 1978, Frairia et al. 1988) ou a minuit (Deuschle et al. 1996). La raison de ces
variations s’explique principalement par des différences de protocoles: la fréquence des
prélevements n’a pas toujours permis de déterminer I’'heure exacte de la diminution du taux de CBG

plasmatique, avec certaines études qui n"ont méme pas pu réaliser des prélévements sur la nuit.
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Figure 21 | Variations diurnes de la concentration plasmatique de CBG et de cortisol total (adaptée a partir de
Frairia et al. 1988). Mesures réalisées sur des plasmas prélevés toutes les 4 h sur 20 sujets sains (moyenne +
erreur-type).

Les glucocorticoides peuvent avoir un réle dans ce cycle circadien, le taux de cortisol
plasmatique étant lui-méme sujet a des variations diurnes (Figure 21). La concentration plasmatique
de cortisol libre est en effet faible la nuit puis augmente progressivement pour atteindre un pic le
matin, vers 8 h, et diminue lentement au cours de la journée. Une étude réalisée sur des rats
surrénalectomisés montre une perte des variations cycliques des taux de CBG plasmatique. Les rats
ont ensuite regu en continu pendant 24 h de la corticostérone, aucune variation du taux de CBG n’a
été observée. L'administration discontinue de corticostéroides rétablit les variations de CBG ou le
taux de CBG diminue lorsque le taux de glucocorticoides diminue (Hsu et Kuhn 1988). L'effet des
glucocorticoides sur la régulation plasmatique de la CBG reste cependant controversé, comme

montré en cas de stress.

d. STRESS

Le stress est une réaction physiologique qui regroupe lI'ensemble des réponses d’un
organisme soumis a une pression extérieure. Un stress aigu induit, par exemple, une élévation des

niveaux de glucocorticoides et pourrait donc provoquer également une variation du taux de CBG.

Différentes études sur des modéles animaux se sont intéressées a I'effet d’un stress sur la
production de CBG ainsi qu’a la libération de corticostérone, principal glucocorticoide retrouvé chez
les rongeurs. Qian et ses collaborateurs montrent qu’en cas de stress intense (limitation physique ou

nage forcée) la CBG est rapidement libérée au niveau plasmatique a partir des foies de rats dans les
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15 premiéres minutes suivant |’action stressante (Qian et al. 2011). Les chercheurs ont ainsi observé
un délai temporel entre 'augmentation de corticostérone totale et celle de corticostérone libre. La
libération de CBG permet donc d’introduire un retard de réponse et de constituer ainsi une réserve
de glucocorticoides. Les études menées sur un plus long terme indiquent que le taux de CBG est
ensuite diminué, et ce, méme au niveau hépatique (Verhoog et al. 2014). L'évenement stressant doit
cependant étre long, intense, et la diminution de CBG plasmatique ne sera observée que 6 h apres le
stress induit et jusqu’a 72 h aprés (Fleshner et al. 1995, Marti et al. 1997, Tannenbaum et al. 1997).
Divers types d’évenements stressants sont également capables d’induire cette diminution. Tinnikov a
exposé ses rats a des stress dits classiques (nage forcée ou anesthésie a I'éther) et a des stress
métaboliques (jelines ou bains de glace) et a constaté une diminution de la CBG plasmatique quel

gue soit le type de stress, chez les femelles (Tinnikov 1999).

Cette chute de CBG a été imputée a I'action des glucocorticoides, molécules étant connues
pour étre augmentées dans les situations de stress. Bien que la régulation de la CBG par les
glucocorticoides ait été largement étudiée dans la littérature, aucun consensus a ce sujet n’a émergé.
L’administration de glucocorticoides synthétiques chez des patients adultes fait diminuer les niveaux
plasmatiques de CBG, en particulier lorsqu’ils sont administrés a des doses pharmacologiques
(Schlechte et Hamilton 1987). Cette diminution a également été constatée par injection d’un
glucocorticoide de synthése (dexaméthasone) réalisée sur des rats, ainsi que par stimulation sur des
lignées hépatocytaires humaines (HepG2) et murines (BWTG3) (Feldman et al. 1979, Smith et
Hammond 1992, Verhoog et al. 2014). Pourtant une autre étude, réalisée également sur les HepG2,
ne montre aucun effet de la dexaméthasone sur la synthése hépatique de CBG, quelle que soit la
dose utilisée (Emptoz-Bonneton et al. 1997). Jung et ses collaborateurs rapportent également que
I"administration d’hydrocortisone sur des sujets sains, par voie orale ou en intraveineuse, ne fait pas
varier les niveaux de CBG plasmatiques (Jung et al. 2014). De maniére intéressante, une étude a
montré que la dexaméthasone faisait augmenter la production de CBG pendant la vie foetale, tandis
gu’elle I'inhibe a I’'dge adulte (Berdusco et al. 1993). Les études sur I'effet des glucocorticoides sur
I’'expression de CBG sont donc dépendantes du modele, de I'dge, de la dose et du type de

glucocorticoide utilisé, les synthétiques étant plus efficaces a réguler la CBG.

La CBG semble de plus avoir un réle clé dans la réponse de |'organisme au stress. L'utilisation
de souris KO (knock-out) pour la Cbg en condition de stress a montré que la CBG est importante pour
réguler I'accés du cerveau aux glucocorticoides libres. L’absence de CBG, induisant une diminution de
corticostérone libre, permet de meilleures performances dans des exercices de mémoire en situation
stressante et une réponse émotionnelle diminuée chez les femelles (Minni et al. 2012, Minni et al.

2014). La CBG influence donc les fonctions cérébrales qui pilotent les réponses au stress.
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e. INFLAMMATION

Les études réalisées sur la régulation de la CBG en conditions inflammatoires tendent a
montrer un effet inhibiteur de I'inflammation sur I'expression de CBG. En 1993, Bartalena et ses
collaborateurs montrent en premier que I'lL-6, cytokine centrale dans l'inflammation, faisait
diminuer la synthése de CBG par les HepG2 (Bartalena et al. 1993). Les auteurs ont constaté une
diminution de la sécrétion de CBG dans les milieux ainsi qu’une baisse en ARNm, de facon dose et
temps dépendants. lls n'observent cependant pas de variations dans la vitesse de transcription et
émettent alors I’hypothése que I'lL-6 ferait diminuer la stabilité de I’ARNm CBG. L'effet in vitro de
I'IL-6 sur I'expression de CBG a été confirmé quelques années plus tard par une autre équipe qui
montre une diminution de CBG pouvant aller de 30 % a 40 % (Emptoz-Bonneton et al. 1997) (Figure

22A).
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Figure 22 | Effet de I'lL-6 sur la synthése et la sécrétion de CBG in vitro et in vivo. A) Mesure de ’ARNm de la
CBG, comparée a celui du 28S, a partir de culture de cellules HepG2 stimulées pendant 48 h. Moyenne de 3
expériences indépendantes + erreur-type; * p < 0,05 vs. controle (d’aprés Emptoz-Bonneton et al. 1997).
B) Mesure au cours du temps de la concentration de CBG plasmatique aprés une injection de 3,0 ug/kg d’IL-6
recombinante humaine, chez 15 hommes sains. Moyenne * erreur-type ; * p < 0,02 vs. controle (d’apres Tsigos
et al. 1998).

De maniére intéressante, cette diminution est d’autant plus importante que les cellules sont
traitées avec une combinaison d’IL-6 et de dexaméthasone. La combinaison de ces deux molécules
fait augmenter I'expression d’une sous-unité du récepteur a I'lL-6 et potentialise ainsi les effets de
I'IL-6. Ces deux articles sont a I'origine du classement de la CBG en tant que protéine de phase aigué
négative chez ’homme, classement déja effectué chez le rat en 1980 (Savu et al. 1980). Cela permet
ainsi de mesurer la sévérité de I'inflammation par I'importance de la diminution de la CBG : la CBG
pourrait donc étre un biomarqueur de I'inflammation (Hill et al. 2016) (pour plus de détails, lire la

partie sur les pathologies a composante inflammatoire 11.7.b., p.63). L'effet de I'lL-6 a également été

étudié in vivo sur des patients sains. Une injection d’une forte dose d’IL-6 (3,0 pg/kg) fait diminuer le
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taux de CBG plasmatique, qui ne revient a son niveau normal qu’au bout de 7 jours (Tsigos et al.

1998) (Figure 22B).

Pourtant, Emptoz-Bonneton et ses collaborateurs montrent également dans leur article
gu’une autre molécule pro-inflammatoire, I'IL-1B, provoque une augmentation de la sécrétion de
CBG en méme temps que sa diminution en ARNm (Emptoz-Bonneton et al. 1997). L’IL-1p agirait ainsi
de maniére post-transcriptionnelle et/ou directement sur le mécanisme de sécrétion de la CBG.

L'inflammation pourrait donc agir sur la CBG selon différents mécanismes qu’il reste a élucider.

6. MUTATIONS ET POLYMORPHISMES DU GENE SERPINA6

L'idée que la CBG jouerait un réle important dans la réaction inflammatoire est soutenue par
les différentes études sur les modéles animaux déficients pour la CBG. Les variations de ses niveaux
et de son affinité pour ses ligands, observées chez des patients possédant une mutation du géne

SERPINAG, ont également permis de mieux comprendre les fonctions de la CBG.

a. APPORT DES MODELES ANIMAUX

L'étude du premier modele de souris KO Serpina6 date de 2006 (Petersen et al. 2006). Ces
souris sont viables, fertiles, ne présentent pas d’anomalies phénotypiques ou de différences
architecturales décelables au niveau du foie, des reins, du thymus et des glandes surrénales. La CBG
ne semble donc pas étre nécessaire a la survie. Aucune différence au niveau du poids, des
électrolytes ou des métabolites n’a été notée. La clairance de la corticostérone est cependant plus
élevée, et le taux plasmatique de corticostérone total abaissé, tandis que celui de sa fraction libre est
augmenté. Cela indique un réle important de la CBG dans le maintien d'une réserve de
glucocorticoides circulants. Une baisse d’activité a pu étre observée chez ces souris KO. Un autre
modele de souris, généré quelques années plus tard, ne montre cependant aucune différence
d’activité (Richard et al. 2010). Cette différence est expliquée par le fait que les souris de la deuxieme
étude ont bénéficié d’une phase d’habituation afin de ne pas favoriser de stress. La premiére étude
démontre que les souris déficientes pour la Cbg sont également plus susceptibles au choc septique :
I'injection de LPS (lipopolysaccharide) de Salmonella enterica est responsable d’une diminution de la
survie de ces souris, comparée aux souris hétérozygotes. Cela s’"accompagne d’une augmentation des

taux de cytokines au niveau plasmatique et au niveau pulmonaire, ou l'infiltration du nombre de
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monocytes est anormalement élevée. Ces résultats suggerent un controle insuffisant et inapproprié

de la réponse inflammatoire en absence de Chg.

Des différences existent également entre les souches de rongeurs. Une étude génétique a en
effet révélé que les souris C57BL/6 étaient plus sensibles a un challenge pro-inflammatoire avec du
TNF-a que les souris DBA/2, et que ce trait était lié au locus Serpina6 (Libert et al. 1999). Il a de plus
été montré récemment que les rats Sprague Dawley Harlan présentaient un taux plus faible de CBG
plasmatique comparé aux rats de chez Charles River (Bodnar et al. 2015). Les rats Harlan sont
également plus sensibles a un challenge pro-inflammatoire dans un modeéle induit d’arthrite ou apres
traitement avec du LPS (Turnbull et Rivier 1999, Bodnar et al. 2015). Un taux plus faible de
corticostérone chez les rats Harlan pourrait ainsi étre a la base d’une plus grande susceptibilité a
I'inflammation. L'ensemble de ces études tend a montrer le réle clé de la CBG dans le contréle de la

réponse inflammatoire.

L’étude chez des rats a également permis de révéler la présence de polymorphismes sur le
géne Serpina6 qui influencent I'affinité de la Cbg pour la corticostérone. Smith et Hammond réveélent
que les rats BioBreeding, dérivés des rats Wistar, ont une affinité pour la corticostérone diminuée de
50 % comparée a celle des Wistar (Smith et Hommond 1991). La comparaison des ADNc de la CBG
leur montre qu’il existe chez les rats BioBreeding un polymorphisme provoquant la substitution de la
méthionine 276 en isoleucine, a l'origine de la baisse d’affinité. Les mémes types de variants

génétiques ont été retrouvés chez I’homme, ou les conséquences sur la protéine sont diverses.

b. ETUDES CHEZ L’HOMME

De tres rares cas de mutations du géne SERPINA6 ont été retrouvés chez des patients qui
présentent un taux plasmatique de cortisol total faible, en association avec différentes
manifestations cliniques dont de la fatigue et une douleur chronique. A ce jour, la littérature
rapporte I'existence de 19 mutations ayant des conséquences sur I'affinité de la protéine pour ses

ligands ou sur son taux plasmatique (Tableau 4).
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Nomenclature

Nomenclature

Nom . Conséquences sur la CBG Références
ADNc protéine
Louvain c.344T>A p.Leul15His Affinité diminuée Van Baelen et al. 1982
Affinité et quantité Emptoz-Bonneton et al.
Lyon c.1165G>A p.Asp389Asn L,
diminuées 2000
Athénes c.1178G>C p.Trp393Ser Perte totale d’affinité Hill et al. 2012
c.108C>A p.His36GIn Affinité diminuée Simard et al. 2015
c.331C>T p.His111Tyr Affinité diminuée Simard et al. 2015
c.776G>T p.Gly259Val Perte totale d’affinité Perogamvros et al. 2010
c.845G>T p.Arg282Leu Perte totale d’affinité Simard et al. 2015
Affinité diminuée, activité
c.901A>T p.lle301Phe résiduelle apres clivage Simard et al. 2015
du RCL
Null c.32G>A p.Trpl1X Absence de la protéine Torpy et al. 2001
Santiago c.13delC p.Leu5CysfsX26  Absence de la protéine Torpy et al. 2012
c.107A>G p.His36Arg Capacité diminuée Simard et al. 2015
Production/sécrétion .
c.209T>A p.lle70Asn oL, Simard et al. 2015
diminuée
Production/sécrétion )
c.218C>T p.Ala73Val o Lin et al. 2012
diminuée
c.371A>G p.Glul24Gly Capacité diminuée Lin et al. 2012
Activité résiduelle apres )
c.601A>G p.lle201Val . Simard et al. 2015
clivage du RCL
Production/sécrétion
c.736G>T p.Ala246Ser ) Torpy et al. 2004
augmentée
c.804C>A p.Pro268GIin Pas de sécrétion Simard et al. 2015
Reconnaissance par .
c.832G>A p.Ala278Thr ] . Simard et al. 2015
anticorps différente
Reconnaissance par .
c.1114A>G p.Thr371Ala Simard et al. 2015

anticorps différente

Tableau 4 | Mutations identifiées du géne SERPINA6 (adapté a partir de Simard et al. 2015).

La premiére mutation de la CBG a été identifiée en 1982 chez 3 individus issus de 3 familles

différentes et a été nommeée Louvain (Van Baelen et al. 1982). Bien que les niveaux plasmatiques de

CBG soient normaux, la CBG produite a une affinité pour le cortisol 3 fois moindre que la CBG

normale. Cette perte d’affinité est causée par une mutation provoquant la substitution d’une leucine

en histidine (Van Baelen et al. 1993). Le phénotype associé a cette mutation n’a cependant pas été

étudié et ne permet pas d’en connaitre les implications cliniques. La mutation de Lyon, une autre

mutation caractérisée par une perte d’affinité de la CBG pour le cortisol, a quant a elle été plus

étudiée. Emptoz-Bonneton et ses collaborateurs rapportent le cas d’une femme touchée par cette

mutation et qui présente une asthénie chronique et de I'hypotension, et qui a développé une
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dépression (Emptoz-Bonneton et al. 2000). Le taux de CBG plasmatique est abaissé, et I'affinité de
cette CBG pour le cortisol est diminuée de 4 fois comparée aux valeurs normales. Les auteurs
constatent également une diminution du taux plasmatique de cortisol total, tandis que sa fraction
libre est augmentée. Ces mémes résultats ont été retrouvés chez une femme possédant également
cette mutation et qui présentait une asthénie et une somnolence chronique (Brunner et al. 2003).
Depuis, de nombreuses autres mutations provoquant une perte d’affinité et les mémes symptomes

ont été découvertes chez divers individus (Tableau 4).

D’autres types de mutation sont capables d’altérer la quantité de CBG au niveau plasmatique
(Tableau 4). La mutation Null provoque une absence totale de la protéine dans les plasmas de
patients homozygotes pour cette mutation (Torpy et al. 2001). Les patients souffrent d’hypotension
et de fatigue et ont un taux plasmatique de cortisol total et libre diminué. D’autres mutations
agissant sur le taux de CBG plasmatique détecté ont été mises en évidence dont la mutation Santiago
(Torpy et al. 2012). Les patients hétérozygotes pour cette mutation ont une concentration
plasmatique de CBG réduite de 50 %, a I'exception d’une personne prenant une contraception orale
a base d’cestrogénes. Les patients se plaignent également de douleurs idiopathiques et d’une fatigue,
en particulier apres I'exercice. Il est a noter que I'administration exogéne de glucocorticoides ne

permet pas de pallier ces symptdmes, soulignant ainsi le réle important d’adressage de la CBG.

De maniére intéressante, une étude d’association pangénomique (genome wide association)
réalisée sur 12 597 sujets a montré que certains variants alléliques du gene SERPINA6 sont associés a
des taux plus faibles de cortisol plasmatique le matin (Bolton et al. 2014). Certains de ces
polymorphismes ont également été associés a des altérations du taux plasmatique de CBG.
L'ensemble de ces résultats ont été répliqués sur une cohorte de 1 077 adolescents (Anderson et al.
2014). La CBG possede donc un réle central dans la variabilité du taux plasmatique de cortisol. La
CBG semble de plus avoir un réle dans la distribution de la masse grasse. Des études ont en effet
corrélé négativement le taux de CBG plasmatique avec l'indice de masse corporelle, le rapport
taille/hanches et la résistance a l'insuline (Fernandez-Real et al. 2002). Un alléle du géne SERPINA6
semble notamment impliqué dans la corrélation avec le rapport taille/hanches chez les femmes
obéses (Barat et al. 2005). Ce méme variant allélique a été retrouvé comme étant augmenté chez des
hommes présentant une obésité morbide comparé au reste de la population (30 % versus 18 %,
p = 0,02) (Richard et al. 2009). Ce polymorphisme influence également I'indice de masse corporelle
ainsi que le tour de taille. Les patients présentant cet alléle ont de plus une tendance a la diminution

du taux plasmatique de CBG.
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7. ALTERATIONS PATHOLOGIQUES DES NIVEAUX DE CBG

a. MALADIES ENDOCRINIENNES

Les maladies thyroidiennes peuvent influencer le métabolisme des corticostéroides,
I’hyperthyroidisme étant associé a une augmentation de leur catabolisme (Linquette et al. 1976). Des
conséquences ont également été observées sur la CBG dont le taux plasmatique diminue chez des
patients présentant de I'hyperthyroidisme (Caron et al. 1989) (Figure 23). L'inverse a également été
constaté chez des patients souffrant d’hypothyroidisme (Dumoulin et al. 1995) (Figure 23). Aprées un
traitement permettant un retour a I'euthyroidie chez ces deux types de patients, la concentration en
CBG se normalise (Caron et al. 1989, Dumoulin et al. 1995, Agbaht et Gullu 2014). Les hormones
semblent ainsi réguler négativement I'expression de la CBG puisque les études in vitro montrent
gu’une longue exposition de cellules HepG2 a la triiodothyronine la fait diminuer (Barlow et al. 1994).

Hyperthyroidisme
Maladie de Cushing

Obésité
Chirurgie cardiaque _ Hypothyroidisme
Choc septique Maladie .O~
Brilure d’Addison mentdtL

Pancréatite nécrosante
Cirrhose

Figure 23 | Variations des niveaux plasmatiques de CBG en fonction du contexte pathologique.

Des modifications des taux plasmatiques de CBG ont également été observées pour des
pathologies liées a une altération du taux de cortisol. Ainsi, chez les patients souffrant de la maladie
de Cushing, maladie définie par un hypercortisolisme chronique, on observe une diminution des taux
plasmatiques de CBG accompagnée d’une augmentation des taux de cortisol libre (De Moor et al.
1966, Frairia et al. 1988) (Figure 23). La diminution de la concentration en CBG est associée a une
diminution de la capacité de liaison pouvant aller jusqu’a 40 % (Schlechte et Hamilton 1987). La
diminution de la CBG pourrait étre la conséquence de la régulation de I'expression de son gene par le
cortisol. Pourtant, les niveaux de CBG semblent étre normaux chez les patients atteints de la maladie
d’Addison, maladie caractérisée notamment par un défaut de sécrétion de cortisol (De Moor et al.
1966, Racadot et al. 1976) (Figure 23). Notons que cette maladie est également associée a un défaut
de sécrétion des minéralocorticoides. La régulation de la CBG dans ce contexte ne peut donc pas étre

expliquée seulement sous le prisme du taux de cortisol.
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Les niveaux de CBG semblent également diminués au cours de I'obésité (Fernandez-Real et
al. 2001) (Figure 23). Comme nous l'avons vu précédemment, certains polymorphismes du gene
SERPINA6 ont été associés a une diminution de la concentration plasmatique de CBG et a certains
parametres liés a I'obésité, telle la résistance a l'insuline (Fernandez-Real et al. 2002). Pourtant,
plusieurs études ont produit des résultats contradictoires sur le taux de CBG plasmatique et la
sensibilité a I'insuline (Fernandez-Real et al. 2001, Lewis et al. 2004, Holt et al. 2007). In vitro, sur les
HepG2, linsuline est capable de faire diminuer la sécrétion et la production en ARNm de la CBG
(Crave et al. 1995). In vivo, chez des sujets minces, l'injection d’insuline provoque une bréve
diminution de la CBG plasmatique, mais pas chez les sujets obéses (Fernandez-Real et al. 2001). La
régulation de la CBG plasmatique dans un contexte d’obésité semble donc plus complexe que cela.
Cette régulation est d’autant plus complexe que |'obésité est également une pathologie

inflammatoire chronique, type de pathologie faisant également varier le taux de CBG.

b. PATHOLOGIES A COMPOSANTE INFLAMMATOIRE

Etant donné le réle de la CBG dans I'inflammation, plusieurs études se sont intéressées a sa
régulation dans un contexte pathologique et inflammatoire. Savu et son équipe montrent une
déplétion de l'activité de liaison du cortisol par la CBG, chez des patients en choc septique, reflet
d’une diminution du taux plasmatique (Savu et al. 1981) (Figure 23). Pugeat et ses collaborateurs
démontrent ensuite directement la diminution de la concentration plasmatique de la CBG chez les
patients en choc septique (22,9 £ 5,9 mg/L versus contrdle : 39,9 * 6,5 mg/L) (Pugeat et al. 1989). Le
suivi d’'un patient 9 jours apres le choc révele un retour progressif a la normale du taux de CBG. La
diminution de CBG n’a cependant pas été observée pour les chocs toxiques, hémorragiques ou
cardiogéniques. La diminution de la CBG au cours du choc septique a été imputée a la régulation de
la CBG par l'inflammation, I'lL-6 étant capable d’inhiber son expression et sa sécrétion. Le taux
plasmatique d’IL-6 a en effet été corrélé avec le taux de CBG plasmatique chez ces patients : plus le
taux d’IL-6 est élevé et plus celui de la CBG est faible (Beishuizen et al. 2001). Le taux de CBG a été
récemment corrélé directement avec la sévérité du choc : les patients n’ayant pas survécu au choc

présentaient le taux plasmatique de CBG le plus faible (Nenke et al. 2015).

Cette méme diminution de CBG a été retrouvée chez des patients ayant subi des brllures ou
souffrant d’'une pancréatite nécrosante (Bernier et al. 1998, Muller et al. 2007) (Figure 23). Dans le
cas des patients brilés, cette diminution a également été corrélée a une augmentation d’IL-6.
L’'ensemble des données de la littérature sur les maladies possédant une composante inflammatoire

suggere que la CBG pourrait étre utilisée comme un biomarqueur du degré de l'inflammation.
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Soulignons que, dans le cas de la pancréatite, la diminution de CBG dans les 48 premiéres heures a
méme été proposée comme un marqueur prédictif d’'une future infection, avec une valeur prédictive

positive de 100 % et une valeur prédictive négative de 87,5 % (Muller et al. 2007).

C. PROCEDURES CHIRURGICALES

Tinnikov et ses collaborateurs sont les premiers a montrer, chez des enfants subissant une
opération cardiaque, que le taux de CBG plasmatique diminuait de moitié au cours de la procédure,
tandis que celui du cortisol augmentait (Tinnikov et al. 1993) (Figure 23). Le taux de CBG restait
également abaissé le jour suivant I'opération. Cette diminution a été confirmée sur d’autres cohortes
(Vogeser et al. 1999, Wald et al. 2011). Roth-Isigkeit et ses collegues notent cependant une baisse du
pourcentage de ’hématocrite pendant I'opération et pendant les deux jours suivants (Roth-Isigkeit et
al. 2000). La correction par I’hémaodilution montre que le taux de CBG n’est que légérement diminué,
et ce, uniqguement le jour de I'opération. La concentration de cortisol corrigée, totale et libre, est
guant a elle toujours augmentée pendant plusieurs jours post-opératoires. Leur étude montre ainsi
que, dans ce contexte, la sécrétion du cortisol semble étre le principal déterminant du taux de

cortisol libre, le niveau de CBG n’étant pas altéré.

d. MALADIES HEPATIQUES

La CBG étant principalement produite par le foie, les études se sont intéressées a son niveau
plasmatique dans un contexte de pathologies hépatiques. Peu de temps aprés sa découverte, Doe et
ses collaborateurs montrent que les patients souffrant de cirrhose avaient une concentration
plasmatique de CBG abaissée (Doe et al. 1964). Plusieurs études valident ensuite ce résultat sur
différents types de cirrhose dont des cirrhoses provoquées par une atrésie des voies biliaires, le virus
de I’hépatite B ou C, et une maladie autoimmune (Coolens et al. 1987, McDonald et al. 1993) (Figure
23). La diminution de la concentration plasmatique de CBG semble étre corrélée a la sévérité de la
cirrhose : plus I'atteinte hépatique est prononcée et plus le taux de CBG chute (Wiest et al. 2008). De
maniere intéressante, une autre étude s’intéressant a la recherche de nouveaux marqueurs de
fibrose hépatique a détecté la CBG comme un potentiel biomarqueur, son taux plasmatique
diminuant également avec I'augmentation de la sévérité de la pathologie (Gangadharan et al. 2012).
La diminution de la CBG plasmatique a été expliquée par une baisse probable de la synthese au

niveau hépatique, sans qu’aucune étude n’ait pu le démontrer a ce jour.
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La mucoviscidose est une maladie qui touche de nombreux organes, dont les poumons, le
pancréas et le foie. L'atteinte pulmonaire reste aujourd’hui la premiéere cause de mortalité et de
morbidité chez les patients touchés par la maladie. L'inflammation chronique, peu contrélée et
renforcée par les colonisations bactériennes, contribue a la dégradation progressive de I'épithélium

des voies aériennes des patients et aboutit a une insuffisance respiratoire.

Plusieurs traitements anti-inflammatoires peuvent étre utilisés afin de contrbler cette
inflammation et d’en limiter les dommages sur I'épithélium pulmonaire. Les glucocorticoides (GC) de
synthése représentent actuellement le principal outil du médecin avec 37,3 % des patients traités par
GC inhalés et plus de 16 % par GC oraux (Vaincre la mucoviscidose et Ined 2016). Leur administration
est cependant associée a des effets secondaires tels qu’un retard de croissance ou I'apparition d’un
diabete. Des alternatives non stéroidiennes ont été proposées, comme I'azithromycine ou
I'ibuproféne, mais du fait qu’elles ne puissent étre utilisées régulierement ou qu’elles nécessitent un
controle minutieux du dosage, les glucocorticoides restent toujours préférés des praticiens pour

traiter I'inflammation.

Des études précédentes dans notre laboratoire ont de plus montré que ces molécules étaient
efficaces in vitro, puisqu’elles permettaient de faire diminuer I'inflammation dans des cellules
bronchiques issues de patients CF (Rebeyrol et al. 2012). Les effets secondaires provoqués par
I"administration des GC semblent étre liés a leurs actions pléiotropes sur le métabolisme et le
développement par exemple. Ces effets secondaires pourraient étre diminués en ciblant
spécifiquement leurs actions anti-inflammatoires par I'utilisation de leur protéine de transport, la

corticosteroid-binding globulin (CBG).

L'objectif de ce travail était d’étudier la CBG dans le contexte de la mucoviscidose afin

d’optimiser le traitement anti-inflammatoire par GC des patients.

Nous avons donc, dans un premier temps, étudié son expression au niveau hépatique puis sa
libération au niveau plasmatique chez les patients afin de déterminer la régulation de son expression
dans ce contexte pathologique. La CBG étant également exprimée au niveau pulmonaire et
I'inflammation chez les patients étant principalement pulmonaire, nous nous sommes intéressés
dans un second temps a son expression au niveau pulmonaire. L’expression locale de CBG pourrait
en effet moduler I'efficacité d’un traitement anti-inflammatoire en recaptant le GC. L'ensemble de
nos résultats permet de proposer la CBG comme nouvel outil thérapeutique dans le contexte de la

mucoviscidose, afin d’optimiser le traitement par GC.
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l. ARTICLE

Cet article a été publié en juin 2018 dans le journal Frontiers in Pharmacology (Tchoukaev et

al. 2018).

1. CONTEXTE DE L’ETUDE

La mucoviscidose est une maladie génétique causée par des mutations du géne CFTR. La
large distribution d’expression du canal CFTR fait de la mucoviscidose une maladie multi organe

touchant les poumons, le foie, les intestins, le pancréas, I'appareil génital et les glandes sudoripares.

Au niveau hépatique, I'absence ou le dysfonctionnement de CFTR conduit a une obstruction
des canaux biliaires ou s’accumule une bile contenant des acides biliaires cytotoxiques. Cela peut
mener a une fibrose focale pouvant évoluer en cirrhose multilobaire. L’atteinte pulmonaire reste
pourtant la principale cause de morbidité et de mortalité des patients. A ce niveau, on constate une
déshydratation du liquide de surface des voies aériennes et une altération de la clairance
mucociliaire. Des cycles d’infection et d’inflammation se mettent en place et induisent une
dégradation progressive de [I'épithélium, menant a terme, a une insuffisance respiratoire.
L'inflammation chronique, peu contrélée et renforcée par la colonisation bactérienne importante,

contribue a la dégradation de cet épithélium.

Les traitements anti-inflammatoires, au premier rang desquels on trouve les glucocorticoides
(GC), représentent un outil essentiel pour limiter les lésions pulmonaires. En France, 37,3 % des
patients ont été traités, en 2015, par GC inhalés et plus de 16 % par GC oraux (Vaincre la
mucoviscidose et Ined 2016). Pourtant, leur efficacité ainsi que leur rapport bénéfice/risque sont
souvent discutés dans le contexte de la mucoviscidose, ce qui rend leur utilisation encore
controversée. De maniere intéressante, des études précédentes de notre laboratoire ont montré,
qgu’in vitro, les GC étaient efficaces pour réduire l'inflammation dans des cellules épithéliales
bronchiques CF (Rebeyrol et al. 2012). Une meilleure compréhension de leur mode d’action dans le
contexte CF est donc nécessaire. Nous nous sommes en particulier intéressés a la CBG, encore peu
étudiée, et représentant un mode de régulation extracellulaire des GC permettant de cibler leurs

actions anti-inflammatoires.
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2. RESULTATS

La CBG étant principalement produite par le foie, nous avons dans un premier temps étudié
I’expression de la CBG hépatique a partir de foies issus de patients CF cirrhotiques (cir) et non-CF cir.
Nous avons observé une augmentation significative de la CBG, chez les patients CF comparés aux
non-CF, au niveau transcriptionnel et protéique (Figure 1 de I'article). Nous nous sommes ensuite
intéressés a son taux plasmatique afin de déterminer si cette augmentation hépatique était
également suivie d’'une augmentation de la libération de la protéine dans le plasma. Notre étude
montre que la concentration en CBG est identique entre les patients CF et non-CF
(CF:270,3+64,4nM; non-CF:260,2 + 98,1 nM) (Figure 2A de [larticle). Cette absence
d’augmentation nous a amenés a mesurer la concentration plasmatique de I'élastase chez ces deux
groupes. L’élastase est en effet capable de couper la CBG et pourrait ainsi induire sa dégradation.
Nos résultats montrent une augmentation d’un facteur 2 du taux de complexe élastase/AAT chez les

patients CF (186,83 ng/mL) par rapport a celui des controles (85,92 ng/mL) (Figure 2B de I'article).

Le site principal de I'inflammation chez les patients CF étant le poumon, nous avons voulu,
dans un second temps, évaluer I'expression de la CBG au niveau pulmonaire. Aucune donnée de la
littérature n’indiquait ou s’exprimait la CBG pulmonaire. Nous avons donc tout d’abord déterminé le
patron d’expression pulmonaire de la CBG. Nous avons trouvé que la CBG était exprimée au niveau
bronchique et bronchiolaire, tandis qu’elle était indétectable au niveau alvéolaire (Figure 3 de
I'article). Enfin, nous avons comparé I'expression de la CBG pulmonaire entre les patients CF et
non-CF. Son expression était diminuée au niveau bronchique de 52 % et au niveau bronchiolaire de

45 % chez les patients CF (Figure 4 de I'article).

3. CONCLUSION

L’étude réalisée montre une augmentation de la CBG au niveau hépatique chez les patients
CF, indépendamment du statut cirrhotique du patient. Au niveau plasmatique, le taux de CBG chez
les patients est identique au groupe contréle, tandis que le complexe élastase/AAT est augmenté.
Notre étude suggére ainsi que la CBG serait libérée en quantité plus importante chez les patients CF,

mais qu’elle serait ensuite partiellement coupée au niveau plasmatique par I’élastase.

Au niveau pulmonaire, la CBG, exprimée au niveau bronchique et bronchiolaire, est diminuée
chez les patients CF. Cette diminution pourrait permettre de potentialiser les effets des GC

localement. En effet, selon I'hypothése retrouvée dans la littérature, les CBG extrahépatiques
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auraient un réle antagoniste de la CBG hépatique. Lorsque le GC entrerait dans la cellule au niveau
pulmonaire, la CBG locale le recapterait et le bloquerait, I'empéchant ainsi d’exercer ses effets
anti-inflammatoires. La diminution de la CBG pulmonaire chez les patients CF implique donc une
diminution du blocage des GC. Cela suggere une optimisation des effets des GC au sein méme des

cellules des voies aériennes CF.

Nous avons montré que la concentration plasmatique de CBG était conservée, tandis que la
CBG pulmonaire était diminuée chez les patients CF. Un GC de synthese liant la CBG pourrait donc
étre utilisé, afin d’étre transporté sur le site de I'inflammation, le poumon dans le contexte de la
mucoviscidose. A ce niveau, la CBG locale étant diminuée, le GC pourrait agir plus facilement. Cette
étude permet, de cette facon, de proposer la CBG comme un nouvel outil thérapeutique afin

d’optimiser le traitement par GC chez les patients CF.
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Cystic fibrosis (CF) is characterized by a chronic pulmonary inflammation. In CF,
glucocorticoids (GC) are widely used, but their efficacy and benefit/risk ratio are still
debated. In plasma, corticosteroid-binding globulin (CBG) binds 90% of GC and
delivers them to the inflammatory site. The main goal of this work was to study
CBG expression in CF patients in order to determine whether CBG could be used to
optimize GC treatment. The expression of CBG was measured in liver samples from
CF cirrhotic and non-CF cirrhotic patients by gPCR and Western blot and in lung
samples from non-CF and CF patients by gPCR. CBG binding assays with 3H-cortisol
and the measurement of the elastase/a1-antitrypsin complex were performed using the
plasmas. CBG expression increased in the liver at the transcript and protein level but not
in the plasma of CF patients. This is possibly due to an increase of plasmatic elastase.
We demonstrated that pulmonary CBG was expressed in the bronchi and bronchioles
and its expression decreased in the CF lungs, at both levels studied. Despite the
opposite expression of hepatic and pulmonary CBG in CF patients, the concentration
of CBG in the plasma was normal. Thus, CBG might be useful to deliver an optimized
synthetic GC displaying high affinity for CBG to the main inflammatory site in the context
of CF, e.g., the lung.

Keywords: corticosteroid-binding globulin, cystic fibrosis, glucocorticoids, liver, lung

INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is the most frequent autosomal recessive genetic disorder among the Caucasian
population. This disease is caused by mutations in the CFTR gene (Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator) which encodes a chloride channel (Riordan et al., 1989). Due to the wide
expression of CFTR, CF is a multi-organ disease, affecting the lungs, the liver, the digestive tract,
the pancreas, the reproductive tract and the sweat glands.

In the liver, CFTR is expressed at the apical membrane of the cholangiocytes (Cohn et al,
1993). Its absence or dysfunction leads to a decrease in bile flow, and the retention of endogenous
hydrophobic bile acids that may be responsible for cell membrane injury (Debray et al,
2017). This, in turn, causes inflammation and collagen deposition around the bile ducts and
portal tracts, leading to focal biliary and periportal fibrosis, which can progress to multilobular
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cirrhosis with portal hypertension (Feranchak and Sokol, 2001).
The German registry reports that up to 32% of CF patients
develop liver disease (Nahrlich et al., 2016). Lung disease still
remains the main cause of morbidity and mortality in CF
patients. In CF airways, the lack of functional CFTR indeed
leads to the stagnation of an abnormally thick mucus, which is
favorable to pathogens colonization. Characteristic inflammation
and infection cycles appear, inducing a progressive pulmonary
degradation, and, eventually, lead to lung failure (Jacquot et al.,
2008; Pittman and Ferkol, 2015). Chronic and poorly controlled
inflammation, reinforced by an important bacterial colonization,
contributes to the deterioration of the epithelium in CF airways.

Anti-inflammatory treatments, primarily glucocorticoids
(GC), represent one of the main tools for the practitioner to
delay lung injury. In France, 37.3% of CF patients were treated
with inhaled GC in 2015 and more than 16% with oral GC
(Vaincre la Mucoviscidose and Ined, 2017). Nevertheless, the use
of GC is still controversial in the CF context. Indeed, a multi-
centric study failed to show any beneficial effects, whatsoever,
of inhaled GC in CF patients and highlighted the fact that
at high doses, they can cause adverse effects (Balfour-Lynn
and Welch, 2016). In 1985, a pioneer study showed that oral
GC could help in preventing the decrease of the pulmonary
function in CF patients (Auerbach et al., 1985), but these results
were quickly contradicted by other studies showing major side
effects associated with a long-term use (Eigen et al., 1995; Lai
et al., 1999). More recently, a multi-centric study on the use
of oral GC confirmed those side effects (Cheng et al., 2015).
Controversially, previous works from our laboratory showed
that, in vitro, GC are efficient to reduce the inflammation in
bronchial epithelial CF cells (Rebeyrol et al., 2012). A better
understanding of the mode of action of GC is therefore needed
in the context of CF. We were interested in particular on
their extracellular regulation through their specific binding
globulin, corticosteroid-binding globulin (CBG), which is poorly
studied.

Corticosteroid-binding  globulin, or SERPINA6, is a
glycoprotein that is mainly produced by the liver, and more
specifically by the hepatocyte (Khan et al., 1984). It is released
in the plasma where it binds approximately 90% of GC. At
the inflammatory site, CBG is cleaved by activated neutrophils
elastase, leading to a conformational change of CBG and
resulting in the local release of bound GC (Pemberton et al.,
1988; Hammond, 1990). Recent studies show that CBG is
also cleaved specifically by elastase (LasB) from Pseudomonas
aeruginosa, which represents the main bacteria found in CF
airways (Simard et al., 2014). CBG is therefore the protein that
addresses the GC to the inflammatory and infection site and,
in particular, to the lung in the context of CF. Furthermore,
some studies show that CBG is also produced by other organs,
including the lung (Hammond et al., 1987). This local expression
could modulate the efficiency of GC in the lung, the main site
of inflammation in CF patients, but its function and pattern of
expression are still unknown.

The goal of this study was to investigate the expression of
hepatic and pulmonary CBG in CF patients in order to determine
if CBG could be used to optimize GC treatment.

MATERIALS AND METHODS

Subjects and Samples

Liver and lung specimens as well as blood samples were collected
and processed in compliance with the standard guidelines for
human research (Declaration of Helsinki) and the current French
public health legislation (articles L.1235-2 and L.1245-2, code
de la santé publique'). Written consent for using the liver or
lung tissue samples for research purposes was obtained from the
patients or parents.

The liver samples were obtained during liver transplantation
from 9 CF cirrhotic (cir) patients (18 £ 2 years old, seven men
and two women) and 5 non-CF cir patients (22 &£ 2 years old,
three men and two women), who developed cirrhosis due to
biliary atresia (BA).

The lung lobes were obtained from 10 non-CF patients who
underwent surgery (61 & 6 years old, 10 men) and from 19 CF
patients (30 £ 7 years old, 10 men and 9 women) who underwent
lung transplantation. The samples from the non-CF patients were
obtained from a non-pathologic area without any inflammation.
After dissection of the tissue, the samples were directly frozen in
liquid nitrogen before extraction.

The blood samples were collected after obtaining an informed
consent from each patient included in the study, including: 32
non-CF patients (22 £ 7 years old, 13 men and 19 women) with
22 young healthy adults and 10 non-CF cir patients (8 BA and
2 autoimmune cirrhosis); and 31 CF patients (13 £ 3 years old,
21 men and 10 women) with 10 cir patients, 8 patients without
liver involvement, 12 with focal fibrosis and 1 with liver steatosis.
The blood samples were immediately centrifuged for 15 min at
4,000 rpm at 4°C. The plasma was aliquoted and kept at —80°C
until use.

RNA Extraction

The hepatic (500 mg) or lung samples (100 mg) were grinded
using the Polytron device (PT 3,100 Kinematica, Luzern,
Switzerland) at high speed in 1 mL of TRIzol™ (Thermo Fisher
Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France). After that, we followed
the modified Chomczynski and Sacchi protocol (Chomczynski
and Sacchi, 1987). The RNA pellets were finally dissolved in 50
to 100 L of sterile water.

Reverse Transcription (RT) and

Quantitative PCR (qPCR)

The total RNA (1 pg) was heated at 65°C for 5 min and was
then cooled down on ice. After that, we followed Promega’s
recommendations for the RT (Charbonniéres-les-Bains, France).
Then, the mix was incubated for 1 h at 37°C.

The transcripts levels were assessed by qPCR using CBG
(Hs00156318_m1), GAPDH (Hs02786624_gl), and 18S
(Hs03928992_g1) TagMan™ probes obtained from Applied
Biosystems (Thermo Fisher Scientific). The CBG transcripts were
normalized to the I8S transcripts levels in the hepatic samples
and to the GAPDH transcripts levels in the pulmonary samples.
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The experiments were performed in duplicate for each qPCR
point. A total of 1 WL of RT product was mixed with TagqMan™
Fast Universal PCR Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific) for
a final volume of 10 pL. The qPCR experiments were done using
Thermo fisher’s thermocycler StepOnePlus and were analyzed
with StepOne Software v2.2.2.

Protein Extraction and Western Blot

Cubes of livers (3 mm) were grinded in lysis buffer (Tris-
HCI pH 7.5 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, NP-40 1%,
deoxycholate 0.5%, and SDS 0.1%). The samples were agitated at
1,300 rpm at 4°C for 30 min and then centrifuged at 15,000 g
for 10 min at 4°C. The upper phase was collected, and the protein
concentrations were assessed by a BCA protein assay kit (Thermo
Fisher Scientific).

The livers proteins (30 pg) were reduced in lysis buffer
with Laemmli 1x and P-mercaptoethanol (1/5) by heating
for 5 min at 100°C and were separated on 10% SDS-
polyacrylamide gels. Then, the proteins were transferred to
nitrocellulose membranes (iBlot™ transfer system, Thermo
Fisher Scientific). Non-specific sites were blocked for 1 h in
5% milk in Tris buffer saline tween (TBS-T). The membranes
were incubated overnight at 4°C with a rabbit polyclonal
anti-human CBG antibody (1/2,500), kindly provided by Dr.
John G. Lewis (Christchurch, New Zealand) or a mouse anti-
human B-actin antibody (A2228, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France; 1/20,000) for 1 h. The membranes were
then incubated for 1 h with an anti-rabbit IgG HRP-linked
antibody (1/5,000) from Cell Signaling (Leiden, Netherlands;
reference: 7074) or an anti-mouse IgG HRP-linked antibody
(1/5,000; reference: 7076). The chemiluminescent images were
captured using the Chemidoc Touch (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France) following exposure to the SuperSignal West
Femto kit (Thermo Fisher Scientific). The quantifications were
made using Image] software.

CBG Binding Assay

The binding capacity of CBG for cortisol was measured
at 4°C by a solid phase binding assay using concanavalin
A-sepharose (modified from Pugeat et al., 1984) (reference: 17-
0440-01, Dutscher, Brumath, France). Briefly, the endogenous
glucocorticoid from plasma free of fibrin was first absorbed
onto activated charcoal (plasma/charcoal vol/vol) by agitation
for 30 min at room temperature followed by a centrifugation at
10,000 rpm at 4°C for 15 min. CBG was then adsorbed onto a
solid phase matrix of con A-sepharose by incubating it for 30 min
in 50 wL of stripped plasma with 250 WL of conA-sepharose.
Each tube was then washed, and after centrifugation for 15 min
at 4,000 rpm at 4°C, the aqueous phase containing the non-
adsorbed proteins, such as albumin, was removed. 3H-cortisol
(30,000 cpm, Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France, ref:
NET-396) and increasing concentrations of unlabelled cortisol (0,
1.25, 2.5, 5, 10, 20, and 500 ng/tube, reference: H-4001, Sigma-
Aldrich) were added. The mixture was agitated and incubated
for 45 min at 4°C with mixing before being centrifuged at
4,000 rpm for 15 min at 4°C. The upper phase was removed
and 2.5 mL of scintillate liquid was added [Ecolite(+)™, MP

Biomedicals, Illkirch-Graffenstaden, France]. Every tube was
counted for 3 min by a Hidex 300 SL detector (Hidex, Turku,
Finland).

The binding capacity of CBG for cortisol was calculated by
a Scatchard analysis using “bound” as the quantity of cortisol
specifically bound to the glycoproteins adsorbed to the gel and
“free” as the concentration of cortisol in the aqueous phase.

Elastase/a1-Antitrypsin Complex

Measurements

The concentration of the elastase/al-antitrypsin (AAT) complex
in the plasmas was measured according to the manufacturer’s
recommendations (QIA96, Sigma-Aldrich).

Statistical Analysis

The horizontal bar on each graph represents the mean. The
outliers were identified by Grubbs’ test’. The data were compared
using a Student’s ¢-test for comparing two groups and a one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post-test for comparing more
than two groups. All the analyses were performed on GraphPad
Prism version 7 software: p < 0.05 was considered significant. For
each graph, the significant difference is represented as: *p < 0.05,
**p < 0.01,and ***p < 0.001.

RESULTS

Expression of CBG in the Livers of CF
Patients

Since the main CBG production site is in the liver, we first studied
the expression of hepatic CBG in liver tissue from CF cirrhotic
(cir) and non-CF cir patients. A significant eightfold increase in
CBG transcripts was found in the CF cir livers compared to the
non-CF cir livers with a significant p-value < 0.0001 (Figure 1A).
The variation between these groups was confirmed at the protein
level by a Western blot (80% of increase; p < 0.01) (Figure 1B).

CBG and Elastase/a1-Antitrypsin
Complex Measurements in the Plasma of
CF Patients

To assess if the increase in CBG in the liver of CF patients
resulted in an increase in the protein release into the plasma, we
measured the concentration of CBG in the plasma of CF and non-
CF patients using a binding assay with concanavalin A-sepharose.
For all the subjects, the mean concentration of CBG was similar
without any significant differences (non-CF: 260.2 £ 98.1 nM;
CF: 270.3 + 64.4 nM) (Figure 2A).

Because neutrophils elastase cleaves CBG and is thus
responsible for the release of GC, we therefore measured the
plasmatic concentration of elastase in the two groups. We found a
significant twofold increase of the mean of elastase/ AAT complex
in the plasma of the CF patients compared to the non-CF,
186.83 ng/mL vs. 85.92 ng/mL (p < 0.0001) (Figure 2B).
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FIGURE 1 | Corticosteroid-binding globulin (CBG) expression in the liver of CF and non-CF cirrhotic patients. (A) The transcriptional expression of CBG was
normalized to 78S in the non-CF cirrhotic (non-CF cir, n = 4) and CF cirrhotic (CF cir, n = 8) livers. Each point represents the relative quantity of CBG transcripts
normalized to the mean of the non-CF cir patients. (B) CBG protein expression was measured by a Western blot and was normalized to B-actin expression in the
non-CF cirrhotic (non-CF cir, n = 4) and CF cirrhotic (CF cir, n = 8) livers. Each point represents the quantity of CBG normalized to p-actin for each patient. The
horizontal bar represents the mean for each group. The data were compared using an unpaired Student’s t-test (**p < 0.01 and ***p < 0.001).
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FIGURE 2 | Measurements of CBG and elastase/AAT complex in plasma of non-CF and CF patients. (A) CBG concentrations measurements by a binding assay
with SH-cortisol in the plasmas of non-CF patients (healthy or cirrhotic subjects, n = 32) and CF patients (with a liver involvement or not, n = 31). Each point
represents the concentration of CBG for each patient. (B) Elastase/AAT complex measurements in the plasmas of non-CF patients (healthy or cirrhotic subjects,

n = 29) and CF patients (with a liver involvement or not, n = 18). Each point represents the concentration of the elastase/AAT complex for each patient. The mean for
each group is represented by a horizontal bar. The data were analyzed by a one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test (***p < 0.001).
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Pattern of Expression of Pulmonary CBG
Because the main site of inflammation in CF is the lung, we
evaluated the expression of CBG in the lung tissue. We first
studied the pattern of CBG expression in the lung of the non-
CF patients. Due to the possible contamination by the hepatic
CBG protein that could circulate and be found in the lung,
especially considering the low pulmonary expression compared
to the hepatic one, we only measured the local expression of
CBG by real-time quantitative PCR. CBG mRNA expression was
measured in the bronchial, bronchiolar, and alveolar biopsies.
We found the expression of CBG in the bronchi and bronchioles
(mean expression in arbitrary unit: 1.14 and 2.25, respectively)
while barely any CBG mRNA was detectable in the alveoli (mean
expression in arbitrary unit: 0.09 with a p < 0.0001) (Figure 3).

Expression of CBG in the Lungs of CF

Patients

Finally, we compared the CBG expression between the non-CF
and CF patients in the bronchial and bronchiolar biopsies, since
CBG was not expressed in the alveolus. The CBG transcripts

expression was decreased in the bronchi (by 52%, p < 0.001) and
bronchioles (by 45%, p < 0.01) of the CF patients compared to
the non-CF patients (Figure 4).

DISCUSSION

Despite serious side effects, GC represent one of the main anti-
inflammatory therapies for CF patients. Given that CBG could
be used to deliver GC specifically to the inflammatory site
(e.g., the lung in CF), the aim of this work was to study the
hepatic and pulmonary CBG expression in CF patients. CBG
was never studied in this context, even though it could lead to
the optimization of GC treatment for CF patients. In this study,
we demonstrated that the CBG expression in CF patients was
upregulated in the liver and downregulated in the lung, while
the plasmatic level remained unchanged compared to the non-CF
patients.

We showed an increase in the CBG transcripts and protein
in the liver of the CF patients (Figure 1). A pioneer study
suggested a slight decrease in plasmatic CBG capacity in
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FIGURE 3 | The pattern of expression of puimonary CBG. CBG mRNA
expression was analyzed by RT-PCR and was normalized to GAPDH mRNA
expression in the bronchial, bronchiolar, and alveolar biopsies from 9 non-CF
patients (healthy parts of lung from patients with non-CF pulmonary
pathologies). Each point represents the relative quantity of the CBG
transcripts normalized to the bronchial mean. The linked points represent the
data collected for the same patient. The histogram represents the mean for
each group. The data were analyzed by a one-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test (***p < 0.001). NS, not significant.

CF patients who had low liver function, presumably due to
disturbed protein synthesis by the liver (Nowaczynski et al,
1987). Our findings do not support this assessment. To our
knowledge, no increase in CBG expression in the liver was
ever described in a pathological context. Cirrhotic livers from
CF and non-CF patients were chosen to compare, at best, the
results, and it seems that this increase is therefore specific of
the context of CF. However, because CBG is expressed and
secreted by hepatocytes (Khan et al, 1984), whereas CFTR
is exclusively expressed by another cell type, cholangiocytes
(Cohn et al., 1993), this increase does not seem to be the
direct consequence of a dysfunction of the CFTR channel within
the cell. We hypothesize that it would rather be the specific
microenvironment of the CF liver that would be responsible for
this regulation. Indeed, the cholangiocyte abnormalities caused
by CE leading to toxic bile acids accumulation in the liver, are

responsible for inflammation with the release of proinflammatory
cytokines, growth factors and the activation of hepatic stellate
cells to synthesize collagen (Leeuwen et al., 2014). The particular
environment and architectural reshaping of the liver in CF
patients is unique, not resembling any other liver pathologies
(Staufer et al,, 2014). The pathogenesis of CF liver disease
has still largely been unknown. Further investigation about the
physiopathology of CF liver disease would be fundamental to
better understand the new regulation we observed here.

We then focused our work on the level of plasmatic CBG,
which, if it is enough, could be used to deliver GC in CF patients.
Some studies show a decreased in CBG concentration in the
plasma in a pathological context, such as in burned patients
(Bernier et al., 1998), during a septic shock (Pugeat et al., 1989)
or in the plasma of patients with metabolic disorders (Fernandez-
Real et al., 2001). A decreased in CBG concentrations was also
described in the plasma of cirrhotic patients, but these studies
included heterogeneous groups of patients with various causes of
cirrhosis other than BA (Coolens et al., 1987; McDonald et al.,
1993; Wiest et al., 2008). This could explain why we did not see
this decrease in our cohort (data not shown). We showed that the
mean concentration of CBG in CF patients was the same as the
control group (Figure 2A). This specific and interesting result,
considering the increase of CBG in the liver of CF patients, lead
us to two hypotheses, including that the absence of an increase in
plasmatic CBG could be explained by hepatic retention and/or
the increased cleavage of CBG in the plasma. The plasmatic
concentration of other proteins produced and secreted by the
liver, such as AAT, were, however, not shown to be disrupted in
CF patients (Birrer et al., 1994). Hepatic retention is thus unlikely
to be the mechanism explaining the normal plasmatic CBG
concentrations observed in the CF patients. CBG is therefore
possibly released but is then partially cleaved in the plasma.
In CF, exacerbated neutrophilic activity with sustained elastase
release could be responsible for this cleavage. It is well known
that this protease targets CBG, which leads to the release of GC
and the irreversible inactivation of CBG (Pemberton et al., 1988).
In physiological conditions, neutrophil elastase is inhibited by
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FIGURE 4 | Expression of pulmonary CBG in the lungs of CF patients. (A) The transcriptional analysis of CBG was normalized to GAPDH in the bronchi of CF

(n = 17) and non-CF patients (n = 9). (B) The transcriptional analysis of CBG was normalized to GAPDH expressions in the bronchioles of CF (n = 19) and non-CF
patients (n = 10). Each point represents the relative quantity of the CBG transcripts normalized to the non-CF mean. The mean for each group is represented by a
horizontal bar. The data were compared using an unpaired Student’s t-test (**p < 0.01 and ***p < 0.001).
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anti-proteases, mainly AAT. These inhibitors can, however, be
briefly overwhelmed by bursts of elastase, which are frequent
in CF patients who have several pulmonary exacerbations per
year (Stenbit and Flume, 2011). Interestingly, we showed an
increase of elastase/ AAT complex in our CF plasmas (Figure 2B),
confirming previous work and supporting the hypothesis that
the absence of an increase of plasmatic CBG is explained by an
increase in the cleavage of CBG (Meyer et al., 1991). This result
is in contrast with the work of Nenke et al. (2016) who showed a
decrease of CBG cleavage in AAT deficient patients. The authors,
however, postulated that others antiproteases than AAT could
inhibit elastase in plasma. Considering that, the bursts of elastase
in CF patients are significantly high enough to damage the
pulmonary epithelium, elastase does not seem to be counteracted
in CF context as it could be in AAT deficiency. The elastase
secreted by P. aeruginosa cleaves CBG, as recently shown (Simard
et al., 2014). Given that CF patients are colonized early, and it
is predominantly by this bacteria (Vaincre la Mucoviscidose and
Ined, 2017), this protease could also explain the absence of the
increase in plasmatic CBG observed.

In CFE the main site of inflammation is the lung: thus, we
decided to study the expression of the pulmonary form of CBG.
We showed the similarity of the two CBG forms, and the lung
and the hepatic CBG had a 100% identity (GenBank: MG652288),
confirming the preliminary results from Hammond et al. (1987).
No data, however, exists on its expression along the airways. We
showed, for the first time, that the pulmonary CBG is expressed in
the bronchi and bronchioles but not in the alveoli (Figure 3). The
role of extrahepatic CBG is discussed in the literature (Sivukhina
and Jirikowski, 2014; Meyer et al., 2016). A local and intracellular
production of CBG is suggested to work as an inhibitor of
GC intracellular actions. Indeed, when GC enter the airway
cells, pulmonary CBG would bind these GC, resulting in their
containment and the blockade of their anti-inflammatory effects.
The hypothesis of an opposite role of hepatic and pulmonary
CBG is supported by the fact that, in CF they are regulated
in an opposite manner. The pulmonary CBG level is decreased
(Figure 4) while the hepatic CBG level is increased (Figure 1).
This opposite pattern of regulation is also observed in a model
of acute pancreatitis in mice (Gulfo et al., 2016). Following the
hypothesis on the role of the pulmonary CBG, the decrease
observed in the lung of CF patients would mean a decrease in
GC blockade. This suggests that the optimization of GC occurs
locally, in the CF airway cells.
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. RESULTATS COMPLEMENTAIRES

1. MATERIEL ET METHODES

a. BIOPSIES ET PLASMAS

Les biopsies de foies et de poumons et les échantillons de sang ont été collectés et traités en
accord avec la législation francaise de la santé publique (articles L.1235-2 et L.1245-2, code de la
santé publique) et en accord avec la déclaration d’Helsinki. Un consentement écrit pour I'utilisation

des tissus hépatiques et pulmonaires pour la recherche a été obtenu pour chaque patient ou parent.

Les biopsies hépatiques ont été collectées au cours d’une transplantation hépatique de 8
patients CF cir (19 ans + 2, 6 hommes et 2 femmes) et 4 patients non-CF cir (23 ans * 3, 2 hommes et

2 femmes) ayant développé une cirrhose par atrésie des voies biliaires.

Les lobes pulmonaires ont été obtenus a partir de 8 patients non-CF (61 ans + 7, 8 hommes)
au cours d’une intervention chirurgicale et de 19 patients CF (30 ans + 7 ans, 10 hommes et 9
femmes) au cours d’une transplantation pulmonaire. Les échantillons issus des patients non-CF ont
été prélevés dans les parties saines ne présentant pas d’inflammation. Aprés dissection des tissus, les

échantillons ont été directement congelés dans de I'azote liquide avant extraction.

Les échantillons de sang ont été recueillis, entre 09h00 et 11h00 du matin, aprées obtention
d’un consentement éclairé pour chaque patient. Le Tableau 5 résume les caractéristiques de notre
cohorte de patients inclus dans I'étude plasmatique. Les échantillons ont été immédiatement

centrifugés pendant 15 min a 4 000 tours par minute a 4 °C. Les plasmas ont été aliquotés et stockés

a-80°C.
Age (moyenne
Nombre & i (moy Hommes Femmes
+ écart-type)

Sujets sains 23 265 8 15

Non-CF - - 34
Cirrhose (cir) 11 12+5 5 6
Sans atteinte hépatique 9 12+4 4 5
Cirrhose (cir) 12 13+4 9 3

CF - 34
Fibrose focale 12 12+3 9 3
Stéatose 1 16 1 0

Tableau 5 | Age, sexe et nombre de patients inclus dans I'étude plasmatique en fonction de leur atteinte
hépatique.
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b. CULTURE CELLULAIRE

La lignée hépatocytaire HepG2, dérivée d'un hépatoblastome (ATCC, LGC Standards,
Molsheim, France), a été utilisée pour I'étude hépatique. Les cellules de cette lignée ont été cultivées
dans un milieu MEM (minimum essential media), avec 10 % de sérum de veau fcetal (SVF), HEPES
(20 mM), pénicilline et streptomycine (100 U/mL) et pyruvate de sodium (1 mM). Afin d’étudier les
interactions entre les hépatocytes et les cholangiocytes, nous avons utilisé les HepG2 et la lignée de
cholangiocytes Mz-ChA-1, issue d’un adénocarcinome de la vésicule biliaire. Ces derniéres ont été
cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco's modified eagle medium), 10 % SVF, HEPES (10 mM) et
pénicilline et streptomycine (100 U/mL). Ces cellules nous ont été fournies par la D™ Laura Fouassier.
Plusieurs modéles ont été utilisés pour I'étude au niveau pulmonaire. Les lignées épithéliales
bronchiques 16HBE140- (non-CF) et CFBE410- (CF, F508del/F508del) ont été fournies par le Dr Dieter
C. Gruenert (Institute for Human Genetics, San Francisco, Etats-Unis) et ont été cultivées dans un
milieu MEM avec 10 % de SVF et pénicilline et streptomycine (100 U/mL). Les lignées glandulaires
MM39 (non-CF) et CFKM4 (CF) ont été fournies par le D" Olivier Tabary et ont été cultivées dans un
milieu DMEM/F12 avec 10 % Ultroser G™ et pénicilline et streptomycine (100 U/mL). Les lignées
épithéliales bronchiques S9 (non-CF) et I1B3-1 (CF, F508del/W1282X), achetées chez ATCC, ont été
cultivées dans un milieu MEM avec 10 % de SVF et pénicilline et streptomycine (100 U/mL). Les
cultures primaires d’épithélium bronchique ont été obtenues a partir de patients CF
(F508del/F508del) (Epithelix SARL, Genéve, Suisse). Les cellules ont été différenciées en interface air-
liquide (MucilAir™) et ont été cultivées suivant les recommandations du fournisseur. Tous les milieux
et les suppléments ont été fournis par Thermo Fisher Scientific sauf mention contraire (lllkirch-

Graffenstaden, France).

Afin d’étudier les niveaux d’inflammation en cas de surexpression de CBG, nous avons mis au
point un modele cellulaire de surexpression stable de CBG. Les cellules HepG2 ont été transfectées
pendant 48 h avec un plasmide de surexpression de la CBG, pCMV6-CBG-myc-ddk a 1 pg (OriGene,
Herford, Allemagne), avec de la Lipofectamine® 3000 (Thermo Fisher Scientific). Les cellules
transfectées sont ensuite repiquées dans des boites de Pétri et I'agent de sélection, la généticine a
800 pg/mL, est ajouté 24 h plus tard afin d’éliminer les cellules HepG2 n’ayant pas intégré le géne de
résistance issu du plasmide. Les colonies résistantes se forment ensuite en 2 a 3 semaines. Aprés
mise en culture isolée de chaque clone, les surnageants ont été collectés et utilisés pour réaliser un
ELISA permettant de vérifier que les clones exprimaient bien la CBG recombinante marquée en myc.
L'anticorps de capture monoclonal de souris anti-myc (05-419, Millipore, Burlington, Etats-Unis),
dilué a 5 pg/mL dans 100 pL de PBS 1X, est fixé la nuit a 4 °C ou 1 h a température ambiante sur une

plaque 96 puits. Apres 3 lavages au PBS-Tween 20, 0,05 % (PBS-T), la plaque est saturée dans du
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PBS-T et lait 5 % pendant 1 h. Les surnageants, dilués au 1/2 dans du PBS-T et lait 2 %, sont incubés
pendant 2 h. L’anticorps de détection, I'anticorps polyclonal de lapin anti-CBG humaine fourni par le
D" John G. Lewis, est dilué au 1/1 000¢° dans du PBS-T et lait 2 % et laissé 1 h. Un anticorps anti-IgG de
lapin couplé a la peroxydase (7074, Cell Signaling, Leyde, Pays-Bas), dilué au 1/1 000¢, est déposé et
laissé 1 h. La révélation se fait par dép6ét de TMB (3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine) laissé pendant
20 min a I'obscurité. La réaction est arrétée par de I'acide sulfurique 2N. La lecture se fait a 450 nm
(fluostar OPTIMA, BMG Labtech, France). Quatre clones ont été ainsi sélectionnés pour la suite des

études, les clones HepG2-C1, HepG2-C5, HepG2-C8 et HepG2-C16.

Afin d’étudier la régulation de la CBG, les cellules HepG2, 16HBE et CFBE ont été stimulées
avec différentes molécules: des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-1B, IL-6 ou IL-8
recombinantes humaines, des molécules anti-inflammatoires dexaméthasone (dex) et
hydrocortisone, des facteurs de virulence LPS et flagelline de Pseudomonas aeruginosa, ou une
molécule pro-fibrosante TGF-B1 (transforming growth factor 81). Les cytokines pro-inflammatoires
ont été fournies par ImmunoTools GmbH (Friesoythe, Allemagne), le TGF-B1 par PeproTech (Rocky
Hill, Etats-Unis), la flagelline par InvivoGen (San Diego, Etats-Unis) et la dexaméthasone,
I’hydrocortisone et le LPS par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Les cellules ont été
lavées au PBS 1X (phosphate buffered saline) puis placées 24 h avant la stimulation dans un milieu de
culture sans SVF (déprivation) et ont été stimulées dans un milieu déprivé. Les temps et les

concentrations des molécules utilisées sont indiqués sur chaque figure.

Afin d’étudier une potentielle communication entre cholangiocytes et hépatocytes, nous

avons stimulé les cellules HepG2 avec un milieu conditionné de cellules Mz-ChA-1 (Figure 24).

24 h 24 h
Mz-ChA-1 | i %
Déprivation Stimulation Arrét N
Milieux de culture
CFTRiy-172 des cellules Mz-ChA-1
+ [L-1B, TNF-a, IL-6
24 h 6 h
HepG2 ! i % IT
Déprivation Stimulation Arrét

Figure 24 | Protocole de stimulation des cellules HepG2 par le milieu conditionné des cellules Mz-ChA-1.

80



Les cellules Mz-ChA-1 ont été stimulées pendant 24 h avec un inhibiteur fonctionnel de CFTR
(CFTRinn-172, VWR International, Pessac, France) a 5 et 10 uM, avec ou sans cytokines pro-
inflammatoires IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (10 ng/mL) ou IL-6 (10 ng/mL). Le milieu de culture a ensuite

été prélevé pour étre déposé sur les cellules HepG2 qui ont été ainsi stimulées pendant 6 h.

Afin de déterminer l'influence de I'expression de I’AAT sur celle de la CBG hépatique, nous
avons transfecté les cellules HepG2 pendant I'ensemencement avec un siRNA (small interferin RNA)
dirigé contre le gene de I'AAT (SERPINA1) a la concentration de 10 nM pendant 48 h (s10457,

Ambion, Thermo Fisher Scientific).

Afin d’inhiber I'expression de CFTR, les cellules 16HBE ont été transfectées avec un siRNA
CFTR (s2946, Ambion, Thermo Fisher Scientific) a une concentration de 10 nM avec l'agent de

transfection HiPerfect (Qiagen, Courtaboeuf, France) pendant 48 h.

c. EXTrRAcTION DES ARN TOTAUX

L'extraction des ARN totaux a partir des biopsies pulmonaires a suivi le protocole

précédemment décrit (Tchoukaev et al. 2018).

A partir des expériences sur les lignées cellulaires, les ARN totaux ont été extraits a I'aide du
kit NucleoSpin® Il (Macherey Nagel, Duren, Allemagne), en suivant les recommandations du
fournisseur, pour un volume final de 40 pL. La concentration en ARN des échantillons a été

déterminée a I'aide d’'un NanoDrop.

d. TRANSCRIPTION INVERSE ET PCR SEMI-QUANTITATIVE

La transcription inverse (RT) a été réalisée en utilisant I'enzyme rétrotranscriptase MMLV
(moloney murine leukemia virus, 8 U/ulL), en présence de random primers pour les études hépatiques
ou d’oligo(dT) pour les études pulmonaires (20 pg/uL), dNTP (0,5 mM), inhibiteur de RNAse (1,6
U/uL) et tampon 1X (tous les réactifs sont fournis par Promega, Lyon, France). Le volume réactionnel

de 25 pl est incubé pendant 1 h a 37 °C.

Les niveaux de transcrits ont été évalués par gPCR (quantitative polymerase chain reaction)
en utilisant des sondes TagMan™ CBG (Hs01547823 m1), IL-8 (Hs00174103_m1) AAT
(Hs01097800_m1), GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, Hs02786624 g1) et HPRT

(hypoxanthine phosphoribosyltransférase, Hs02800695 m1) (Applied Biosystems). Les niveaux
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transcriptionnels de CBG, d’AAT et d’IL-8 ont été normalisés a ceux de I’"HPRT au niveau hépatique et
a ceux de la GAPDH au niveau pulmonaire. Pour chaque gene et chaque condition, la qPCR est
réalisée en duplicat. 1 pl d’ADNc est mis en présence de TagMan™ Fast Universal PCR Master Mix 2X
(Thermo Fisher Scientific) dans un volume réactionnel final de 10 pl. Les qPCR sont effectuées avec le

thermocycler StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific) et analysées avec le logiciel StepOnePlus v2.2.2.

e. EXPERIENCE DE LIAISON DE LA CBG

La capacité de liaison de la CBG pour le cortisol a été mesurée a 4 °C par des expériences de
liaison de cortisol radiomarqué sur une phase solide constituée de concanavaline A-sépharose
(Tchoukaev et al. 2018). Brievement, aprés absorption des glucocorticoides endogénes sur du
charbon, la CBG a été adsorbée sur une phase solide de concanavaline A-sépharose. L'albumine,
protéine non glycosylée, n’est pas retenue et est éliminée avec la phase aqueuse. Une compétition
entre du 3H-cortisol & une concentration donnée, et du cortisol non marqué, a différentes
concentrations, a lieu sur la phase solide. La capacité de liaison de la CBG pour le cortisol est calculée
par une analyse de Scatchard ou le « lié » correspond a la quantité de cortisol liée aux glycoprotéines

adsorbées sur le gel et le « libre » a la concentration de cortisol dans la phase aqueuse.

f. ELISA

Les dosages d’'IL-6 et de cortisol plasmatiques ont été réalisés par ELISA selon les
recommandations des fournisseurs a partir des kits HS600B (R&D Systems bio-techne, Minneapolis,

Etats-Unis) et EIAHCOR (Thermo Fisher Scientific) respectivement.

g. WESTERN BLOT

Les protéines de foies ont été extraites, réduites et séparées sur gel comme décrit
précédemment (Tchoukaev et al. 2018). Le Western blot réalisé ensuite suit le protocole établi dans
Iarticle. L’anticorps de souris anti-AAT humain a été utilisé au 1/2 000¢ (référence : sc-166018, Santa

Cruz Biotechnology, Heidelberg, Allemagne).
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h. ANALYSES STATISTIQUES

Sur les graphiques en nuage de points, la barre horizontale représente la moyenne. Sur les
histogrammes, les valeurs sont représentées par la moyenne + écart-type. Les valeurs
statistiquement aberrantes ont été enlevées aprés un test de Grubb, réalisé en ligne sur le site
https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm. Les données sont comparées par un test t de
Student pour comparer deux groupes et par un test ANOVA suivi d’un test de Bonferroni lorsque plus
de deux groupes sont comparés. Un test non paramétrique de Mann-Whitney a été réalisé pour
comparer les moyennes de cortisol plasmatique. La corrélation réalisée a été faite selon la
corrélation de Pearson. Toutes les analyses ont été réalisées sur le logiciel GraphPad Prism version 7
ou p < 0,05 était considéré comme significatif. Pour chaque figure, la différence significative est

représentée de la facon suivante : * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001.

2. REGULATION DE LA CBG HEPATIQUE

Afin de comprendre I'augmentation de la CBG hépatique, observée dans nos biopsies issues
de patients CF, nous avons étudié la régulation de cette CBG dans des modeles in vitro stimulés par

différentes molécules.

a. REGULATION EN CONDITIONS PRO-INFLAMMATOIRES

Notre premiere hypothese était que Iinflammation pouvait étre responsable de
I"augmentation de CBG, constatée dans les foies de patients CF. Des données de la littérature datant
des années 1990 semblent indiquer que l'inflammation pourrait réguler I'expression de la CBG
(Bartalena et al. 1993, Emptoz-Bonneton et al. 1997). Mais cette régulation dépendrait de la dose et
de la molécule considérée et repose sur une mesure des transcrits par Northern blot. Nous avons
réévalué I'impact de l'inflammation avec une technique plus précise, la PCR quantitative, et en

stimulant la méme lignée hépatocytaire, les HepG2, avec différentes molécules pro-inflammatoires.
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Figure 25 | Régulation de la CBG hépatique par I'IL-1B et I'lL-6. A) Mesure des transcrits de CBG normalisés a
ceux de I'HPRT, apreés stimulation de la lignée hépatocytaire HepG2 pendant 6 h par I'IL-1B a 10 ng/mL (n = 5).
*p < 0,05 B) Mesure des transcrits de CBG normalisés a ceux de I'HPRT, aprés stimulation de la lignée
hépatocytaire HepG2 pendant 6 h par I'IL-6 (de 0,1 a 100 ng/mL) (n = 5).

Nous avons d’abord testé les molécules utilisées dans la littérature : I'lL-1B et I'lL-6. Des
études de dose-réponse réalisées au laboratoire avec I'lL-1B indiquent que la dose de 10 ng/mL est la
plus efficace (données non montrées). Il s’agit également d’'une des doses les plus efficaces de
I'article d’Emptoz-Bonneton et de ses collaborateurs (Emptoz-Bonneton et al. 1997). A cette dose, on

observe une augmentation des transcrits de CBG de 78 % (Figure 25A). En revanche, I'lL-6 ne semble

pas avoir d’effet sur la transcription de CBG, quelle que soit la dose utilisée (Figure 25B).

Nous avons souhaité stimuler les HepG2 avec d’autres molécules pro-inflammatoires dont le

TNF-a et I'IL-8, ce dernier étant un marqueur de I'inflammation dans le contexte de la mucoviscidose.
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Figure 26 | Régulation de la CBG hépatique par le TNF-a et I'IL-8. A) Mesure des transcrits de CBG normalisés a
ceux de I'HPRT, aprés stimulation de la lignée hépatocytaire HepG2 pendant 6 h avec du TNF-a a 10 ng/mL
(n =5). B) Mesure par gPCR des transcrits de CBG normalisés a ceux de I’"HPRT, apres stimulation de la lignée
hépatocytaire HepG2 pendant 6 h par I'lL-8 (de 0,1 a 100 ng/mL) (n = 4).
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Nos données montrent que le TNF-a, a sa dose la plus efficace, et I'lL-8, quelle que soit la

dose utilisée, n’ont pas d’effet sur I'expression de la CBG (Figure 26).

Malgré la confirmation de la régulation de la CBG par I'lL-1B, I'ensemble de nos données
semble montrer que I'inflammation n’ait pas d’effet significatif sur I'expression de la CBG au niveau

hépatique.

b. REGULATION EN CONDITIONS ANTI-INFLAMMATOIRES

A l'inverse, nous avons voulu étudier la régulation de la CBG en conditions anti-
inflammatoires. Les patients CF sont en effet régulierement traités par des anti-inflammatoires qui

pourraient avoir un impact sur I'expression de la CBG au niveau hépatique.
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Figure 27 | Régulation de la CBG hépatique en conditions anti-inflammatoires. A) Mesure des transcrits de CBG
normalisés a ceux de I'HPRT, aprés stimulation de la lignée hépatocytaire HepG2 pendant 6 h avec de la
dexaméthasone (dex a 10° M) % IL-1B (10 ng/mL) (n = 5). B) Mesure des transcrits de CBG normalisés a ceux de
I’'HPRT, aprés stimulation de la lignée hépatocytaire HepG2 pendant 6 h avec de I'hydrocortisone (10° &
107° mol/L) (n = 4).

La dexaméthasone, un GC de synthese, et I'hydrocortisone n’ont pas d’effet sur la synthese
de CBG, quelle que soit la dose utilisée (Figure 27). Nous avons également stimulé nos cellules avec
une cytokine anti-inflammatoire, I'lL-4, sans voir d’effet sur la transcription de CBG (données non
montrées). Nos résultats montrent de maniere intéressante que la co-stimulation des HepG2 par la
dexaméthasone et I'lL-1B abroge I'effet inducteur de I'lL-1B sur I'expression de CBG (Figure 27A). Il

semblerait donc que la réponse anti-inflammatoire seule n’ait pas d’effet sur la régulation de la CBG,

mais qu’elle puisse atténuer celui de la réponse pro-inflammatoire.
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C. REGULATION EN CONDITIONS PRO-INFECTIEUSES

Les patients CF étant régulierement infectés par des pathogenes, nous avons voulu ensuite
déterminer si l'infection pouvait étre a l'origine de I'augmentation de la CBG observée chez ces
patients. Nous avons donc stimulé nos cellules HepG2 avec du LPS et de la flagelline de

P. aeruginosa, principal pathogéne retrouvé dans les voies aériennes des patients CF.
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Figure 28 | Effet du LPS et de la flagelline de P. aeruginosa sur I'expression de CBG. Mesure des transcrits de
CBG normalisés a ceux de I’'HPRT, apres stimulation de la lignée hépatocytaire HepG2 pendant 24 h avec du LPS
et/ou de la flagelline de P. aeruginosa (n = 2).

Nos résultats montrent que les deux facteurs de virulence testés pendant 24 h, seuls ou en
combinaison, n"ont aucun effet sur la transcription de la CBG au niveau hépatique (Figure 28). Nous

avons obtenu les mémes résultats pour des stimulations sur 6 h (données non montrées). L'infection

par P. aeruginosa ne semble donc pas influencer I'expression de la CBG hépatique.

d. REGULATION EN CONDITION PRO-FIBROSANTE

L'augmentation de CBG observée chez les patients CF a été mesurée dans des foies qui
étaient cirrhotiques. Ces foies avaient donc subi une profonde réorganisation architecturale par
développement d’une fibrose ayant évolué ensuite en cirrhose. Le TGF-B1, molécule pro-fibrosante,
a été associé a la fibrose hépatique et a été directement impliqué dans la mise en place de la CFLD
(Lewindon et al. 2002). Nous avons donc décidé de regarder si ce facteur était responsable de

I"augmentation de CBG, en stimulant nos cellules HepG2 avec cette molécule.
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Figure 29 | Effet du TGF-B1 sur I'expression de CBG. Mesure des transcrits de CBG normalisés a ceux de I’'HPRT,
aprés stimulation de la lignée hépatocytaire HepG2 pendant 20 h avec du TGF-B1 (de 1 a 10 ng/mL) (n = 1).

De maniere surprenante, le TGF-B1 fait diminuer les niveaux de transcrits de CBG de 44 % a
64 % (Figure 29). Une tendance a la diminution avait également été observée pour des stimulations
de 6 h (données non montrées). Cet effet a été accentué par une stimulation sur 20 h (Figure 29). La
mise en place de la CFLD chez les patients CF ne semble donc pas étre responsable de I'augmentation

de CBG.

e. EFFeT DE L'INHIBITION DE CFTR DANS LES CHOLANGIOCYTES

Au niveau hépatique, la CBG est exprimée et sécrétée par les hépatocytes (Khan et al. 1984),
tandis que le canal CFTR est uniquement exprimé par les cholangiocytes (Cohn et al. 1993).
L'augmentation de CBG dans les foies de patients CF ne semblent donc pas étre une conséquence
directe du dysfonctionnement de CFTR, au sein d’une méme cellule. Nous avons émis |’hypothése
qgue le dysfonctionnement de CFTR au niveau des cholangiocytes puisse induire I'expression d’un
messager induisant, a son tour, 'augmentation de CBG au niveau des hépatocytes. Nous avons
inhibé I'activité de CFTR dans les cholangiocytes par un inhibiteur spécifique, le CFTRinn-172 (Melis et
al. 2014). Le milieu de culture de ces cellules a ensuite été déposé sur les HepG2 pour y étudier la

variation d’expression de la CBG.
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Figure 30 | Effet de linhibition de CFTR dans les cholangiocytes sur I'expression de CBG au niveau
hépatocytaire. Mesure des transcrits de CBG normalisés a ceux de I'HPRT, apres stimulation de la lignée
hépatocytaire HepG2 pendant 6 h avec un milieu conditionné, déposé pendant 24 h sur la lignée de
cholangiocytes Mz-ChA-1, contenant CFTRinh-172 (5 ou 10 uM) £ IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (10 ng/mL) ou IL-6
(10 ng/mL) (n=1).

L'inhibition de l'activité de CFTR au niveau des cholangiocytes par le CFTRinn-172 n’a pas
d’effet sur I'expression de la CBG au niveau des hépatocytes (Figure 30). La co-stimulation du
CFTRinn-172 avec des molécules pro-inflammatoires montre les mémes résultats sur I'expression de
CBG, que lorsque les cellules sont stimulées avec ces molécules pro-inflammatoires seules (Figure
30). Les mémes résultats ont été obtenus pour une stimulation de 24 h des cellules HepG2 (données

non montrées). Le défaut d’activité de CFTR au niveau des cholangiocytes ne serait donc pas a

I’origine de I'augmentation de CBG observée chez les patients CF.

f. EFFET DE LA SUREXPRESSION DE CBG SUR L'INFLAMMATION

Enfin, nous nous sommes intéressés a la conséquence de l'augmentation de CBG sur
I'inflammation dans nos cellules hépatocytaires. Nous avons donc comparé les niveaux d’expression
d’IL-8 entre la lignée HepG2 et des clones transfectés de maniere stable avec un plasmide de

surexpression de la CBG.
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Figure 31 | Effet de la surexpression de la CBG sur les niveaux d’IL-8. A) Mesure des transcrits de CBG
normalisés a ceux de I'HPRT dans les cellules HepG2 et HepG2-C5 (n = 2). B) Mesure des transcrits d’IL-8
normalisés a ceux de I'HPRT dans les cellules HepG2 et HepG2-C5 (n = 2). C) Mesure des transcrits d’IL-8
normalisés a ceux de I’'HPRT dans les cellules HepG2, HepG2-C1, HepG2-C8 et HepG2-C16 (n = 2).

Dans les cellules HepG2-C5, on mesure une surexpression de 52 fois de la CBG en transcrits
(Figure 31A). Cette surexpression est associée a une diminution de 63 % des transcrits d’IL-8 (Figure
31B). Pourtant, la méme mesure, réalisée sur d’autres clones de surexpression, montre que les

transcrits d’'IL-8 peuvent étre stables ou augmentés selon le clone considéré (Figure 31C). L’étude de

I’effet de la surexpression de CBG sur I'inflammation semble donc difficile par ce modéle.

3. RESULTATS COMPLEMENTAIRES SUR LE PLASMA

a. EFFET DE L’ATTEINTE HEPATIQUE SUR LE TAUX DE CBG PLASMATIQUE

Nous n’avons pas trouvé de différences de concentration plasmatique de CBG entre les
patients CF et non-CF (Tchoukaev et al. 2018). Les données de la littérature indiquent que I'atteinte
hépatique, et en particulier la cirrhose, pourrait faire chuter cette concentration (McDonald et al.
1993). Nous avons séparé nos patients en fonction de leur atteinte hépatique afin de déterminer

I'impact de cette manifestation dans notre cohorte.
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Figure 32 | Mesure de la CBG dans les plasmas de patients CF et non-CF en fonction de leur atteinte hépatique.
Mesure de la concentration de CBG dans les plasmas de patients non-CF (sujets sains, n = 22 ; cirrhose ou cir,
n = 10) et CF (sans atteinte hépatique ou sans att hep, n = 8 ; cirrhose ou cir, n = 10 ; fibrose hépatique, n =12 ;
stéatose, n = 1).

Les résultats de la Figure 32 montrent qu’avec ou sans atteinte hépatique, quelle qu’elle soit,
la moyenne du taux de CBG plasmatique ne varie pas chez les patients CF et non-CF. Le statut

hépatique de nos sujets ne semble donc pas influencer le taux de CBG plasmatique dans notre

cohorte.

b. EFFET DU DIMORPHISME SEXUEL SUR LE TAUX DE CBG PLASMATIQUE

Des études indiquent que le taux plasmatique de CBG est inchangé entre hommes et femmes
(Moore et al. 1978), tandis que d’autres affirment que ce taux est plus élevé chez les femmes
(Fernandez-Real et al. 2005). Nous nous sommes donc intéressés a cette potentielle différence au

sein de notre cohorte.
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Figure 33 | Mesure de la CBG dans les plasmas des hommes (n = 34) et des femmes (n = 29). * p < 0,05

Nous avons mesuré une concentration plasmatique moyenne de CBG chez les hommes de
245,4nM £ 69,0 et chez les femmes de 288,3nM 92,6 (Figure 33). Dans notre cohorte, la

concentration de CBG plasmatique est donc plus élevée chez les femmes que chez les hommes.

c. MESURE DE L’IL-6

Les patients atteints de mucoviscidose sont régulierement en état d’exacerbation
pulmonaire, état définissant un épisode aigu de détérioration clinique. Ces périodes sont notamment
marquées par une élévation de cytokines pro-inflammatoires au niveau plasmatique, telles que I'lL-6
et la CRP (protéine C réactive) (Shoki et al. 2013). Nous étions en particulier intéressés par la mesure
de I'lL-6 dans nos plasmas, cette cytokine ayant été montrée comme un inhibiteur de la synthese et

de la sécrétion de CBG (Emptoz-Bonneton et al. 1997).
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Figure 34 | Mesure de la concentration plasmatique d’IL-6 chez les patients non-CF et CF, en fonction de
I'atteinte hépatique ou non. A) Mesure de I'IL-6 plasmatique chez des patients non-CF (n = 28) et CF (n = 29).
B) Mesure de I'lL-6 plasmatique en fonction de I'atteinte hépatique chez des patients non-CF (sujets sains,
n =18 ; cirrhotiques ou cir, n = 10) et CF (sans atteinte hépatique ou sans att hep, n = 6 ; cirrhose ou cir, n =10 ;
avec une fibrose ou une stéatose, n =11). * p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001

Sur notre cohorte, I'lL-6 plasmatique est augmentée chez les patients CF comparée aux
non-CF (non-CF: 0,6 pg/mL £ 0,6 ; CF: 2,2 pg/mL % 2,0) (Figure 34A). La grande hétérogénéité de la
mesure de ce taux chez les patients CF nous a poussés a déterminer quel sous-groupe de patients CF
présentait le taux d’IL-6 plasmatique le plus élevé. En séparant nos patients CF en fonction de leur
atteinte hépatique, nous avons trouvé que les patients CF cirrhotiques avaient le taux le plus élevé

d’IL-6 avec une moyenne de 3,10 pg/mL * 1,99, tandis que la moyenne n’est que de 0,49 pg/mL

+ 0,65 chez les sujets sains (Figure 34B).

Des études ont de plus montré une corrélation entre le taux plasmatique de CBG et celui de
I'IL-6 en cas de choc septique : plus le taux d’IL-6 est élevé et plus celui de la CBG est faible
(Beishuizen et al. 2001). Jamais étudié dans le cadre de la mucoviscidose, nous nous sommes

intéressés a I'analyse de cette corrélation dans notre cohorte.
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Figure 35 | Corrélation entre le taux d’IL-6 et le taux de CBG dans les plasmas de patients CF (n = 28).

La corrélation effectuée au sein de notre cohorte montre que les taux plasmatiques d’IL-6 et

de CBG ne sont pas corrélés dans le contexte de la mucoviscidose (p = 0,4517) (Figure 35).

d. MESURE DU CORTISOL TOTAL

La CBG est la protéine d’adressage et de transport du cortisol. Ayant montré que le taux de
CBG plasmatique chez nos patients CF était conservé, nous avons voulu vérifier que le taux de

cortisol était lui aussi bien conservé dans notre cohorte.
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Figure 36 | Mesure du cortisol total plasmatique chez les patients non-CF (n = 30) et CF (n = 31). * p < 0,05

La Figure 36 montre que le taux plasmatique de cortisol total est abaissé chez les patients CF,

passant de 311,4 nmol/L + 160,8 a 231,3 nmol/L + 107,2 (Figure 36).
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4. REGULATION DE LA CBG PULMONAIRE

Afin de mieux comprendre la diminution de CBG pulmonaire observée chez les patients CF, il

nous a fallu étudier sa régulation, jusqu’alors inconnue.

a. EXPRESSION DE LA CBG DANS DIFFERENTS MODELES CELLULAIRES

Plusieurs modeles cellulaires étaient disponibles au laboratoire afin d’étudier la CBG

pulmonaire. Nous avons mesuré I'expression de la CBG dans ces modéles.
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Figure 37 | Expression de la CBG pulmonaire dans différents modeéles cellulaires non-CF et CF. A) Mesure des
transcrits de CBG normalisés a ceux de la GAPDH, dans des lignées épithéliales bronchiques non-CF (16HBE et
S9) et CF (CFBE et IB3) et une lignée glandulaire non-CF (MM39) et CF (CFKM4) (n = 1). B) Mesure des transcrits
de CBG normalisés a ceux de la GAPDH dans des cultures primaires d’épithélium bronchique non-CF (n = 5) et
CF(n=4).

L’étude des lignées non-CF et CF réveéle que, seul chez le couple 16HBE/CFBE, I'expression de
CBG est diminuée chez le modele CF (Figure 37A). La méme mesure effectuée dans des cultures
primaires issues d’épithélium bronchique de patients non-CF et CF ne montre aucune différence des
transcrits moyens de CBG (Figure 37B). Le modeéle des 16HBE et CFBE nous est apparu comme étant

le meilleur modele cellulaire afin d’étudier la CBG pulmonaire, les variations de CBG a I'état basal

reproduisant la diminution de CBG observée dans les biopsies pulmonaires des patients CF.

%94



b. REGULATION EN CONDITIONS PRO- ET/OU ANTI-INFLAMMATOIRES

L'inflammation pourrait étre responsable de la diminution de CBG au niveau pulmonaire.
Nous avons donc étudié I'expression de CBG dans une lignée bronchique non-CF (16HBE) et CF (CFBE)

stimulé par des molécules pro- et/ou anti-inflammatoires.

>
wo)

— 1,8 - = 20 -
L < »
S 16+ 3 12
T A4 x T 1,6
= =
a 1,2 - a 14 4
< < 1 2 -
O 1,0 - (G} ’
> S 10 -
9 038 - )
=3} @ 0,8 -
O 06 - LE) Be -
g 0,4 - 2 04
€ 02 | o 2 -
0,0 T T T 1 0,0 T T T 1
Controle Dex IL-1B Dex +IL-1B Controdle Dex IL-1B  Dex +IL-1B

Figure 38 | Régulation de la CBG pulmonaire en conditions pro- et/ou anti-inflammatoires. A) Mesure des
transcrits de CBG normalisés a ceux de la GAPDH, apreés stimulation de la lignée bronchique non-CF 16HBE
pendant 6 h avec de la dexaméthasone (dex, 10 uM) + IL-1B (10 ng/mL) (n = 2). B) Mesure des transcrits de
CBG normalisés a ceux de la GAPDH, aprés stimulation de la lignée bronchique CF CFBE pendant 6 h avec de la
dexaméthasone (dex, 10° uM) = IL-1B (10 ng/mL) (n = 2).

Nous avons observé une tendance a I'augmentation de I'expression de CBG en condition
pro-inflammatoire dans les cellules non-CF (d’un facteur 1,64) et CF (d’un facteur 2) (Figure 38) . La
méme tendance a été obtenue avec une stimulation par du TNF-a (données non montrées). La
dexaméthasone semble faire diminuer les transcrits de CBG dans les cellules CF, mais pas dans les

cellules non-CF (Figure 38). L'inflammation semble donc stimuler la synthese de CBG pulmonaire

tandis qu’un contexte anti-inflammatoire la ferait diminuer dans un modeéle CF.

c. EFrreT DE L'INHIBITION DE CFTR

La diminution de la CBG au niveau pulmonaire chez les patients CF pourrait étre la
conséquence de l'absence d’un canal CFTR fonctionnel a la membrane apicale des cellules
épithéliales pulmonaires. Pour tester cette hypothese, nous avons mesuré |'expression de la CBG

dans les cellules 16HBE transfectées avec un siRNA dirigé contre CFTR.
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Figure 39 | Effet de I'inhibition de I'expression de CFTR par siRNA sur I'expression de CBG pulmonaire. Mesure
des transcrits de CBG normalisés a ceux de la GAPDH, apres transfection de la lignée bronchique non-CF 16HBE
avec un siRNA dirigé contre CFTR (10 nM pendant 48 h) (n = 1).

La Figure 39 montre que l'inhibition de I'expression de CFTR par un siRNA ne semble pas

modifier I'expression de la CBG pulmonaire. La diminution de CBG observée chez les patients CF ne

serait donc pas la conséquence d’un défaut d’expression du canal CFTR a la membrane apicale.

5. ETUDE DE L’AAT AU NIVEAU HEPATIQUE ET PULMONAIRE

L'AAT a pour premiere fonction d’inhiber I'élastase des neutrophiles. Elle est produite
majoritairement par le foie mais également par le poumon. L’AAT est une serpine de 52 kDa et est le
membre le plus étudié de la famille des serpines. Elle a été intensément caractérisée dans le
contexte de la mucoviscidose, ol un déséquilibre AAT et élastase au niveau du poumon a été
constaté chez les patients CF (McElvaney 2016). A ce niveau, les taux trés élevés d’élastase
submergent I’AAT qui est alors incapable d’inhiber totalement I’élastase. De maniéere intéressante, le
géne de I"AAT (SERPINA1) a été décrit comme un géne modificateur de I'atteinte hépatique chez les
patients CF (Bartlett et al. 2009). Cela suggére un réle majeur de I’AAT a la fois dans la lutte contre
I'inflammation pulmonaire mais également dans la gravité de I'atteinte hépatique. Il nous a ainsi
paru intéressant de compléter nos données par I'étude de son expression dans le contexte de la

mucoviscidose.
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a. EXPRESSION DE L’AAT DANS LES FOIES DE PATIENTS CF

Aucune étude de la littérature ne s’est intéressée a I'expression de I’AAT au niveau hépatique

chez les patients CF. Nous avons donc décidé de mesurer I'expression de cette serpine dans nos

biopsies.
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Figure 40 | Expression de I’AAT dans les foies de patients non-CF et CF. Expression de la protéine AAT mesurée
par Western blot et normalisée a celle de la B-actine chez des patients non-CF cir (n = 4) et des patients CF cir
(n =8). Un point représente la quantité d’AAT normalisée a celle de la f-actine pour chaque patient.

La quantification de nos membranes montre des moyennes identiques de I'expression d’AAT
entre les patients CF et non-CF (Figure 40). Il ne semble donc pas y avoir de variations de |'expression

hépatique de I’AAT dans le contexte de la mucoviscidose.

b. PATRON D’EXPRESSION DE L’AAT PULMONAIRE

L'inflammation et le déséquilibre protéases/anti-protéases au niveau pulmonaire nous ont
conduits a étudier également I'expression de I’AAT pulmonaire. Afin de déterminer, dans un premier
temps, dans quelle partie du poumon s’exprimait I’AAT, nous avons étudié son expression dans nos
trois niveaux de biopsies. Nous ne I'avons mesurée que par qPCR afin d’éviter une potentielle

contamination par I’AAT hépatique qui circule et pourrait étre retrouvée au niveau pulmonaire.
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Figure 41 | Patron d’expression de I’AAT pulmonaire. Mesure des transcrits d’AAT normalisés a ceux de la
GAPDH, dans des biopsies bronchiques, bronchiolaires et alvéolaires issues de 8 patients non-CF. Un point
représente la quantité relative des transcrits de I’AAT normalisés a la moyenne bronchique. Les points reliés
représentent les données collectées pour un méme patient. *** p < 0,001

Nous avons mesuré une expression moyenne d’AAT au niveau bronchique de 1,07, au niveau

bronchiolaire de 3,60 et au niveau alvéolaire de 16,71 en unité arbitraire. L'AAT pulmonaire semble

donc étre majoritairement exprimée au niveau alvéolaire (Figure 41).

c. EXPRESSION DE L’AAT DANS LES POUMONS DE PATIENTS CF

Nous nous sommes ensuite intéressés a |'expression de I’AAT pulmonaire chez les patients
CF. La littérature semble indiquer que son expression est augmentée afin de pallier 'augmentation

d’élastase au niveau pulmonaire, mais aucune étude ne I'a démontrée.
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Figure 42 | Mesure de I’AAT pulmonaire dans les poumons de patients CF. A) Mesure des transcrits I'AAT
normalisés a ceux de la GAPDH, au niveau bronchique, a partir de biopsies de patients non-CF (n = 8) et CF
(n =17). B) Mesure des transcrits de I’AAT normalisés a ceux de la GAPDH, au niveau bronchiolaire, a partir de
biopsies de patients non-CF (n = 8) et CF (n = 18). C) Mesure des transcrits de I’AAT normalisés a ceux de la
GAPDH, au niveau alvéolaire, a partir de biopsies de patients non-CF (n = 8) et CF (n = 19). * p<0,05 et
** < 0,01

Chez les patients CF, nous avons trouvé que les transcrits d’AAT étaient augmentés d’un
facteur 2 au niveau bronchique, d’un facteur 2,4 au niveau bronchiolaire et d’un facteur 1,4 au

niveau alvéolaire, par rapport aux patients non-CF (Figure 42).

d. ETUDE DE LINFLUENCE DE L’EXPRESSION DE L’AAT SUR CELLE DE LA CBG

Les genes SERPINA1 et SERPINA6 ont une homologie de séquence de 40 % et sont tous les
deux compris dans un méme locus de 90 kb (Namciu et al. 2004). Cette étroite relation a amené a
poser I’hypothése selon laquelle ces deux génes auraient évolué a partir d’'une duplication d’un géne
ancestral commun (Seralini et al. 1990). L’expression d’un géne pourrait réguler celle de I'autre. Pour
tester cette hypothese, nous avons transfecté des cellules HepG2 avec un siRNA dirigé contre le gene

de 'AAT (SERPINA1) et nous avons mesuré I'expression de la CBG par qPCR.
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Figure 43 | Effet de I'inhibition d’expression de I’AAT par siRNA sur I'expression de la CBG. A) Mesure des
transcrits de ’AAT normalisés a ceux de I'HPRT, aprés transfection des cellules hépatocytaires HepG2 avec un
siRNA dirigé contre la SERPINA1 ou un contrdle négatif a 10 nM pendant 48 h (n = 2). B) Mesure des transcrits
de la CBG normalisés a ceux de I"HPRT, aprés transfection des cellules hépatocytaires HepG2 avec un siRNA
dirigé contre la SERPINA1 ou un contréle négatif a 10 nM pendant 48 h (n = 2).

Les résultats de la Figure 43 montrent que la transfection du siRNA dirigé contre la SERPINA1
(AAT) a été efficace et a fait diminuer de 58 % les niveaux de transcrits de I’AAT (Figure 43A).
L'expression de la CBG ne semble cependant pas modifiée, avec seulement une trés légére

augmentation de 27 % (Figure 43B). Les variations d’expression d’AAT ne semblent donc pas faire

varier 'expression de la CBG au niveau hépatique.

6. PROBLEMES RENCONTRES

Plusieurs problemes techniques se sont présentés a nous et ont empéché des études plus

poussées, notamment au niveau protéique et au niveau pulmonaire.

a. ANTICORPS ANTI-CBG NON SPECIFIQUES

Le principal probléeme rencontré durant le développement du projet a été I'absence
d’anticorps spécifiques de la CBG sur le marché. Nous avons testé trois anticorps produits par Abnova
(Paris, France) (HO0000866-M04, HO0000866-B01P, HO0000866-M01), un par RayBiotech (Norcross,
Etats-Unis) (119-13848) et un par Thermo Fisher Scientific (PA5-24229).
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Figure 44 | Western blots représentatifs des anticorps anti-CBG disponibles sur le marché. Western blots
révélés par les anticorps H00000866-M04, H00000866-BO1P et PA5-24229, aprés dépdt de protéines
recombinantes humaines AAT ou CBG (possédant un tag polyhistidine, HIS ou glutathione S-transferase, GST)
ou LEF1 (lymphoid enhancer-binding factor 1 possédant un tag GST) ou dépdt d’extrait cellulaire ou de
surnageant de culture cellulaire HepG2.

Certains des anticorps vendus et commercialisés pour la détection de CBG humaine par
Western blot n’ont pas reconnu les CBG recombinantes. C’est le cas de I'anticorps HO0000866-M04
(Figure 44). D’autres les reconnaissent tres faiblement, mais sont également capables de reconnaitre
fortement notre controle négatif, la protéine LEF1 (anticorps HO00000866-BO1P) (Figure 44).
L'anticorps PA5-24229 a été capable de reconnaitre nos protéines recombinantes, mais a révélé une
bande d’environ 30 kDa dans les extraits cellulaires issus des HepG2 (Figure 44). Pourtant, selon ses
glycosylations, la CBG a un poids moléculaire compris entre 42 et 70 kDa. Nos données montrent de

plus que cet anticorps reconnait également I’AAT recombinante humaine (Figure 44). Les anticorps

testés et issus du marché ne semblaient donc pas étre assez spécifiques afin d’étudier la CBG.

Il est intéressant de noter que I'anticorps HO0000866-B0O1P a également été vendu par Tebu-
bio (Le Perray-en-Yvelines, France) comme anticorps de détection pour un kit ELISA de dosage de la
CBG (SERPINA6 Human Matched Antibody Pair). Des tests de dilutions de notre protéine CBG
recombinante, réalisés avec ce kit, montraient déja un défaut de spécificité (données non montrées).

Ce kit ELISA a depuis été retiré de la vente sur nos recommandations.

Nous avons ensuite contacté le D" John G. Lewis qui a mis au point en 2011 des anticorps non
commercialisés anti-CBG humaine (Lewis et Elder 2011). Ces anticorps sont des outils largement

exploités dans la littérature puisque de nombreuses publications les utilisent actuellement, et ce,
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principalement pour des expériences d’ELISA. Le D" Lewis nous a fait parvenir quatre anticorps dont

les caractéristiques sont présentées dans le Tableau 6.

Nom Type Hote Epitope reconnu
9G12 Monoclonal IgG2a Souris RCL non clivé de la CBG
6B10 Monoclonal IgM Souris RCL non clivé de la CBG

. Epitope conformationnel de la CBG en
12G2 Monoclonal IgG1 Souris

dehors du RCL
. Epitope en dehors du RCL (reconnait la
Polyclonal Lapin

CBG clivée et non clivée)

Tableau 6 | Caractéristiques des anticorps fournis par le D" John G. Lewis.

Les anticorps nous ont été recommandés par le D" John G. Lewis pour des expériences

d’ELISA ou de Western blot, sauf pour I'anticorps conformationnel 12G2 inutilisable en Western blot.

kDa i 2 3 4 kDa 1l 2 3 4 kDa L. 2 3 4
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Figure 45 | Western blots réalisés avec les anticorps anti-CBG fournis par le D" John G. Lewis. Western blots
révélés par les anticorps monoclonaux 6B10 et 9G12 et I'anticorps polyclonal du D" John G. Lewis. 1 : GST-CBG ;
2 : GST-LEF1; 3 : HIS-CBG; 4 : AAT.

Les anticorps monoclonaux 6B10 et 9G12 reconnaissent tous les deux le contrdle négatif et a
des tailles différentes (puits 2, Figure 45). Les protéines recombinantes humaines CBG sont
reconnues par I'anticorps 9G12 (trés faiblement) et par I'anticorps polyclonal (fortement) (puits 1 et
3, Figure 45). La suite de nos études par Western blot s’est poursuivie avec l'utilisation de cet
anticorps polyclonal, étant le seul anticorps a reconnaitre les CBG recombinantes sans reconnaitre la

protéine LEF1.

La Figure 45 montre également que cet anticorps polyclonal peut reconnaitre, assez
faiblement, I’AAT (puits 4, Figure 45). Afin de tester la reconnaissance de cette protéine, nous avons

transfecté les cellules HepG2 avec un siRNA contréle ou un siRNA dirigé contre la SERPINA1 (AAT).
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Les extraits cellulaires et les surnageants ont été déposés sur gel et le Western blot a été révélé par

I"anticorps polyclonal.

Extrait
cellulaire Surnageant

1 2 1 4 kDa
| ' A 250
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s 100
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Figure 46 | Western blot réalisé avec I'anticorps polyclonal aprés transfection d’un siRNA dirigé contre la
SERPINAI. Les cellules HepG2 ont été transfectées avec un siRNA contréle (1) ou un siRNA dirigé contre la
SERPINA1 (AAT) (2). Les extraits cellulaires et les surnageants ont été révélés par I'anticorps polyclonal de lapin
fourni par le D" John G. Lewis.

La transfection du siRNA dirigé contre la SERPINAI ne fait pas varier la bande révélée par
I"anticorps polyclonal, dans les extraits cellulaires et dans les surnageants de nos cellules (Figure 46).

L'anticorps polyclonal ne reconnait qu’avec une tres faible affinité I’AAT et aurait donc une

préférence pour la CBG.

Ces anticorps ont également été testés en ELISA. La littérature actuelle autour de la CBG
propose, en effet, un ELISA utilisant I'anticorps polyclonal en tant qu’anticorps de capture et
I'anticorps 12G2 ou 9G12 en tant qu’anticorps de détection (Lewis et Elder 2011). Dans nos
conditions de laboratoire, I'anticorps 9G12 a été incapable de reconnaitre notre protéine
recombinante HIS-CBG par ELISA (données non montrées). Le dosage de la CBG dans nos plasmas de
patients par ELISA, en utilisant I'anticorps 12G2 ou le 6B10, a nécessité une dilution de ces
échantillons au 1/50 000¢ et au 1/1 000¢ respectivement, afin d’obtenir un signal dosable. La dilution
de plasma recommandée était de 1/20°. Les valeurs de CBG plasmatiques que nous avons mesurées
étaient ainsi comprises entre 8 000 et 15000 nM (données non montrées). Ces valeurs étant
aberrantes, nous n’avons pas pu utiliser cette technique pour mesurer la CBG dans les plasmas de

notre cohorte.
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b. EXPRESSION FAIBLE DE LA CBG PULMONAIRE

La CBG est principalement synthétisée par le foie mais des sites secondaires ont également
été trouvés, ou I'expression de la CBG semble y étre faible. Aucune étude ne s’était intéressée a la
régulation de la CBG pulmonaire dans des modeles in vitro. Nos premiers résultats sur les modeles
pulmonaires ont montré une expression tres faible de la CBG pulmonaire avec des Ct, obtenus par
gPCR, compris entre 33 et 36 cycles (données non montrées). Nous avons réalisé plusieurs mises au

point dans le but d’améliorer ce signal.
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Figure 47 | Amélioration du protocole de RT sur les lignées pulmonaires. A) Mesure des transcrits de CBG
normalisés a ceux de I"HPRT sur des cellules bronchiques non-CF (16HBE) et CF (CFBE), apres une RT du kit
Promega ou une RT du kit Applied Biosystems (ABI high-capacity cDNA kit) (n = 1). B) Mesure des transcrits de
CBG normalisés a ceux de la GAPDH sur des cellules bronchiques non-CF (16HBE), aprés une RT Promega avec
comme enzyme, la MMLV ou la GoScript™ (n =2).

Nos résultats montrent que sur les cellules 16HBE et CFBE, le kit de RT Promega amplifie
mieux les transcrits de CBG que le kit de RT d’Applied Biosystems (Figure 47A). Promega proposait
également une réverse transcriptase plus sensible que I'enzyme MMLV, I'enzyme GoScript™.
L’enzyme GoScript™ est pourtant moins efficace dans nos cellules 16HBE pour amplifier les transcrits
de CBG, avec 68 % de transcrits moins amplifiés (Figure 47B). Les mémes résultats ont été obtenus
pour les cellules CFBE (données non montrées). Nous avons de plus décidé de réaliser nos RT avec
des sondes oligo(dT) plutot que des sondes random primer afin de cibler plus spécifiqguement les
ARNm. Le meilleur protocole de RT pour étudier I'expression de la CBG est donc I'utilisation de
produits de RT de Promega, avec une réverse transcriptase MMLV et des oligo(dT). Malgré ces

améliorations, le signal détecté en qPCR dans nos études est resté faible avec des Ct toujours

compris entre 33 et 36.

La faible expression de CBG au niveau pulmonaire a rendu également les études protéiques

difficiles. Les Western blots réalisés avec I'anticorps polyclonal du D' John G. Lewis n’ont en effet
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révélé aucune bande sur les extraits cellulaires ou sur les surnageants de cellules 16HBE et CFBE

(données non montrées).

C. LE MODELE souRls CF

Afin d’établir le patron d’expression de la CBG, nous avons prélevé différents organes chez

des souris WT (wild type) et CF (F508del/F508del) et avons mesuré par qPCR I'expression de CBG.
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Figure 48 | Patron d’expression de la CBG dans 9 organes chez les souris WT et CF. Mesure des transcrits de
CBG normalisés a ceux de I'HPRT dans la rate, le foie, I’'hypothalamus, le cortex, le coeur, le rein, le tissu
adipeux, les testicules et le poumon de souris WT (n = 3) et CF (n = 3).

La CBG est principalement exprimée dans le foie des souris (Figure 48). Elle est ensuite
retrouvée environ 300 fois moins exprimée au niveau de la rate, et elle est également exprimée plus
faiblement au niveau des testicules, du tissu adipeux et des poumons (Figure 48). Les transcrits de
CBG ont été détectés au niveau de I’hypothalamus, du cceur et des reins (Figure 48). Le patron
d’expression de I'’AAT a également été établi et est identique a celui de la CBG (données non

montrées).

Ayant montré une différence d’expression de CBG entre les patients CF et non-CF, au niveau
hépatique et pulmonaire, nous étions intéressés par I'étude de son expression dans les foies et les

poumons de souris CF.
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Figure 49 | Mesure de la CBG dans les foies et les poumons de souris WT et CF. A) Mesure des transcrits de
CBG normalisés a ceux de I'HPRT dans les foies de souris WT (n = 9) et CF (n = 12). B) Mesure des transcrits de
CBG normalisés a ceux de 'HPRT dans les poumons de souris WT (n = 9) et CF (n = 14).

Les transcrits de CBG ne varient pas entre les souris WT et CF, au niveau hépatique (Figure
49A) ainsi qu’au niveau pulmonaire (Figure 49B). Les mémes résultats ont été obtenus pour des
mesures de transcrits d’AAT dans ces deux organes (données non montrées). L’absence de différence
d’expression de CBG entre les souris WT et CF montre que le modeéle souris CF ne reproduit pas les
résultats retrouvés chez les patients. Ces résultats soulignent ainsi la limite d’utilisation de ce modeéle

pour notre projet.
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DISCUSSION
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La déficience de CFTR au niveau pulmonaire, chez les patients atteints de mucoviscidose,
entraine une altération de I’équilibre hydro-sodé du liquide de surface des voies aériennes
conduisant a une altération de la clairance mucociliaire. Des cycles d’infection et d’inflammation se
mettent en place, induisant la destruction progressive de I'épithélium des voies aériennes qui aboutit
a une insuffisance respiratoire. Des traitements anti-inflammatoires sont proposés aux patients afin
de limiter cette dégradation. Les principales molécules utilisées chez les patients atteints de
mucoviscidose sont les glucocorticoides. Pourtant, leur administration est accompagnée d’effets
secondaires importants. Ces derniers pourraient étre diminués par I'utilisation de la protéine de

transport et d’adressage spécifique des glucocorticoides, la CBG.

L'objectif de ce travail était d’étudier la CBG chez les patients CF, afin de déterminer si la CBG

pourrait étre utilisée comme outil thérapeutique dans le traitement par GC.

I.  EXPRESSION ET REGULATION DE LA CBG HEPATIQUE

Nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, a I'expression de CBG chez les
patients CF au niveau hépatique, la CBG étant principalement produite par le foie. Nous avons
montré une augmentation de CBG chez les patients CF cirrhotiques, au niveau transcriptionnel et
protéique (Tchoukaev et al. 2018). Les foies de patients non-CF, également cirrhotiques, ont été
choisis afin de permettre la meilleure comparaison possible entre les deux groupes de patients : ces
patients souffraient d’une cirrhose a la suite d’une atrésie des voies biliaires, atrésie présente chez
les patients CF. L'augmentation de CBG chez les patients CF semble donc étre spécifique du contexte

CF.

Nous sommes les premiers a montrer une augmentation de CBG au niveau hépatique dans
un contexte pathologique. Cette régulation surprenante nous a amenés a réaliser des expériences in
vitro afin de déterminer pourquoi la CBG était augmentée chez les patients CF. L'ensemble des
données de la littérature sur la régulation de la CBG in vitro a été obtenu avec le modele de cellules
hépatocytaires HepG2. Nos expériences ont donc été également réalisées sur ces cellules. Notre
premiere hypothese était que I'inflammation, importante et chronique chez les patients CF, pouvait
étre responsable de cette augmentation. Seuls deux articles de la littérature ont étudié, in vitro, la
régulation de la CBG dans un contexte pro-inflammatoire. Le premier a montré que I'lL-6 faisait
diminuer les transcrits de CBG ainsi que la sécrétion de la protéine, de facon temps et dose
dépendants (Bartalena et al. 1993). Le second a confirmé ce résultat et a de plus indiqué que I'lL-1B

augmentait la sécrétion de CBG sans affecter ses niveaux de transcrits (Emptoz-Bonneton et al.
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1997). Nos résultats indiquent que I'lL-1B ferait également augmenter les niveaux de transcrits de
CBG de pres de 80 % (Figure 25A). Cette différence peut s’expliquer par une différence de sensibilité
de détection des ARNm. Dans I'article d’'Emptoz-Bonneton et de ses collaborateurs, les transcrits sont
en effet mesurés par Northern blot, technique qui a été progressivement remplacée par la qPCR,
jugée plus sensible (VanGuilder et al. 2008). L'augmentation de CBG en transcrits serait consistante
avec l'augmentation de la sécrétion de CBG par I'IL-1B, décrite par les auteurs. Nous avons
également montré que I'lL-6 n’avait pas d’effet sur la transcription de CBG, pour des stimulations de
6 h (Figure 25B). Les deux articles ayant évalués I'impact de I'inflammation sur I’'expression de CBG in
vitro ont étudié la régulation de la CBG par I'IL-6 pour des stimulations qui duraient jusqu’a 24 h ou
48 h. L'inhibition semble cependant s"amorcer dés 4 h de stimulation avec déja 20 % de transcrits en
moins (Bartalena et al. 1993). Nous avons également mesuré I'effet de I'lL-6 sur les niveaux de
transcrits de CBG pour des stimulations de 48 h. Aucun effet n’a été observé (données non
montrées). Les études réalisées avec d’autres molécules pro-inflammatoires, le TNF-a et I'IL-8, n’ont
également pas montré d’effet sur la transcription de la CBG (Figure 26). L'inflammation ne semble
donc que peu réguler I'expression de CBG au niveau hépatique. L'inflammation, et en particulier ses
marqueurs comme I'lL-6 et I'lL-8 dans le contexte de la mucoviscidose, ne peuvent donc pas

expliquer I'augmentation de CBG observée chez les patients CF.

Les patients CF sont régulierement traités par des molécules anti-inflammatoires,
majoritairement des glucocorticoides, qui pourraient agir sur I'expression de CBG. Nous avons donc
évalué, dans un second temps, I'impact de molécules anti-inflammatoires sur la régulation de la CBG.
Nos données sur les cellules HepG2 indiquent que la dexaméthasone, I’hydrocortisone ou I'lL-4 n’ont
pas d’effet sur I'expression en ARNm de la CBG (Figure 27). Ce résultat étonnant s’insére dans le
sujet, encore tres controversé, de I'impact des glucocorticoides sur la régulation de la CBG. Deux
études in vitro ont montré des résultats contradictoires a ce sujet : Emptoz-Bonneton et ses collegues
ont noté I'absence d’effet de la dexaméthasone sur I'expression de CBG (Emptoz-Bonneton et al.
1997), tandis que Verhoog et ses collaborateurs ont observé une diminution de I'expression de CBG,
en ARNm et en protéine, par stimulation a la dexaméthasone (Verhoog et al. 2014). Ces derniers ont
mesuré la quantité de CBG en ARNm par des sondes créées par leur soin et la quantité en protéine a
été évaluée par un Western blot utilisant I'anticorps ab107368 d’Abcam. Il s’agit en réalité de
I"anticorps PA5-24229 de Thermo Fisher Scientific, revendu par Abcam, et qui ne semble pas
reconnaitre la CBG (Figure 44). Nos études indiquent de plus que, quelle que soit la concentration de
dexaméthasone testée, les transcrits de CBG restent stables sur les HepG2 (données non montrées).
Les molécules anti-inflammatoires ne seraient donc pas a I'origine de I'augmentation de la synthese

hépatique de CBG. De maniere intéressante, nos données montrent que la dexaméthasone, en
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combinaison avec I'lL-1B, abroge I'effet inducteur de I'lL-1B seule sur I’expression de CBG (Figure
27A). Ainsi, les traitements anti-inflammatoires seuls n’auraient pas d’effet mais pourraient atténuer

une augmentation partielle de CBG, provoquée par une réponse pro-inflammatoire.

L’atteinte pulmonaire chez les patients CF est caractérisée par des infections répétées par
des pathogénes comme P. aeruginosa. Nous avons voulu déterminer si cette infection pouvait
réguler I'expression de la CBG au niveau hépatique. Malgré la charge bactérienne importante dans
les voies aériennes des patients CF, la présence de bactéries dans le sang (bactériémie) chez ces
patients reste rare. Seulement 3,5 % des patients déja fébriles développeraient une bactériémie
(Fahy et al. 1991). Des études ont cependant montré que le LPS de P. ageruginosa était présent dans
les plasmas des patients CF, et ce, en quantité plus importante que chez des sujets sains (del Campo
et al. 2011). Le LPS pourrait ainsi circuler jusqu’au foie et réguler I'expression de la CBG. Afin de
tester cette hypothése, nous avons stimulé nos cellules HepG2 avec ce facteur de virulence ainsi
gu’un deuxieme, la flagelline. Nos résultats ne montrent pas d’effet de ces molécules sur la
transcription de la CBG (Figure 28). L’augmentation de CBG hépatique chez les patients CF ne serait
donc pas due aux facteurs de virulence circulants de P. aeruginosa. La littérature indique cependant
gue le niveau de CBG plasmatique est diminué au cours d’un choc septique (Pugeat et al. 1989).
Cette diminution a été imputée a une diminution de la synthése et/ou la présence de substances
dans le plasma inhibant les sites de liaison de la CBG. Notre étude semble montrer que si la
diminution plasmatique de CBG est due a une diminution de la synthése au niveau hépatique, ce ne

sont pas directement les constituants de la bactérie qui sont responsables de cette diminution.

L'augmentation de CBG observée chez les patients CF semble étre liée a la mucoviscidose, et
pourrait, en particulier, étre liée au contexte hépatique unique a la mucoviscidose. L’atteinte
hépatique chez les patients CF, ou CFLD, est provoquée par une accumulation anormale de bile et la
mise en place d’une fibrose biliaire. Peu de données sont disponibles actuellement quant aux
médiateurs impliqués dans ce processus. Une équipe a montré en 2002 le r6le de la molécule TGF-B1
dans le développement de la fibrose associée a la CFLD (Lewindon et al. 2002). La mise en place de la
CFLD, notamment par I'action de cette molécule, pourrait étre responsable de I'augmentation de
CBG hépatique chez les patients CF. Nous avons donc testé I'impact de cette molécule sur la
régulation de I'expression de la CBG. Nos résultats montrent que le TGF-B1 fait diminuer la synthése
de CBG dans nos cellules HepG2 (Figure 29). Cette molécule n’est donc pas a l'origine de
I"augmentation de CBG hépatique. D’autres molécules pourraient participer a la régulation de la CBG,
en particulier des molécules libérées par le cholangiocyte exprimant la protéine CFTR mutée. Une
communication pourrait en effet s’établir entre le cholangiocyte, seule cellule exprimant CFTR, et

I’hépatocyte synthétisant et sécrétant la CBG. La culture de nos cellules HepG2 avec un milieu
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déposé auparavant sur des cholangiocytes Mz-ChA-1, contenant |'inhibiteur CFTRinh-172, ne montre
aucun effet sur I'expression de CBG en ARNm (Figure 30). Cet inhibiteur de CFTR n’inhibe que sa
fonction de canal, mais n’altére ni sa structure, ni sa localisation membranaire. Des études avec un
siRNA dirigé contre CFTR permettraient de compléter ce résultat. L'impact du TGF-f1 et de
I'inhibition de CFTR sur I'expression de CBG a été évalué sur des modeles in vitro de lignées
cellulaires. Ces modeles peuvent ne pas refléter les phénotypes cellulaires présents au sein des foies
CF atteints. L'environnement particulier et le remodelage architectural dans ces foies sont en effet
uniques et ne ressemblent a aucune autre pathologie hépatique (Staufer et al. 2014). L’étude de la
régulation de la CBG dans ce contexte nécessiterait I'utilisation d’'un modeéle hépatique relevant de la
mucoviscidose, qui n’est pas disponible actuellement. La plupart des modeéles souris CF disponibles
ne présentent aucune pathologie hépatique (Wilke et al. 2011). Dans le cadre de notre projet, le
modele souris utilisé n’a pas reproduit nos résultats obtenus sur les biopsies humaines (Figure 49).
Ainsi, il nous est apparu peu pertinent de mener des études sur un modele souris CF. Un modéle de
culture primaire de foie total pourrait étre mis en place afin de représenter toutes les populations
cellulaires et d’étudier leurs interactions. En effet, notre étude met en jeu au moins deux types
cellulaires : les hépatocytes exprimant la CBG et les cholangiocytes CFTR. Un troisieme type de
cellules hépatiques pourrait également avoir un role dans la CFLD, les cellules étoilées du foie. Il a en
effet été montré que ces cellules étaient responsables de la fibrogénése, apres leur recrutement et
leur activation au niveau du foie (Lewindon et al. 2002, Pozniak et al. 2017). Il est d’autant plus
intéressant de mettre au point un modele de foie total que la fibrogénése est médiée par des
interactions cellules-cellules (Ruddell et al. 2009). La transfection de culture primaire de foie total
avec un siRNA dirigé contre CFTR pourrait étre un premier modele de foie CF. Il serait intéressant
dans un deuxieme temps de faire exprimer par les cholangiocytes, le canal CFTR muté, afin de mimer

au mieux les foies de patients CF.

Bien que nous n’ayons pas pu expliquer pourquoi la CBG était surexprimée dans les foies de
patients CF, nous étions a l'inverse intéressés par les conséquences de cette surexpression, en
particulier sur les niveaux d’inflammation. Les études menées n’ont pas permis de conclure quant a
I'impact de I'augmentation de CBG dans les hépatocytes sur les niveaux d’IL-8, ayant observé un
résultat différent en fonction du clone de surexpression considéré (Figure 31). L'utilisation d’un
modele hépatique CF plus pertinent pourrait reproduire I'augmentation de CBG et permettrait ainsi

d’étudier son impact sur I'inflammation.

Une premiere étude, réalisée en 1987, a montré une légere diminution de la CBG au niveau
plasmatique chez les patients CF (Nowaczynski et al. 1987). Les auteurs avaient alors émis

I’hypothése d’une potentielle diminution de synthése au niveau hépatique. Nos résultats ont infirmé
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cette hypothéese et ont méme montré une augmentation de synthese (Tchoukaev et al. 2018). Nous
avons tenté de déterminer quel facteur pouvait étre responsable de cette augmentation. Nous
n’avons pas pu montrer dans nos modeles que I'inflammation, les molécules anti-inflammatoires, la
fibrose ou l'inhibition fonctionnelle de CFTR étaient a 'origine de cette augmentation. Nous étions
ensuite intéressés par I'étude de la CBG au niveau plasmatique, afin de déterminer si I'augmentation

de CBG dans les foies de patients CF était retrouvée dans les plasmas des patients CF.

Il. ETUDE AU NIVEAU PLASMATIQUE

Nos résultats montrent que la concentration plasmatique de CBG est la méme entre les
patients CF et non-CF (Tchoukaev et al. 2018). Des études ont montré une diminution de la
concentration de CBG plasmatique dans un contexte pathologique, comme chez des patients brdlés
(Bernier et al. 1998), durant un choc septique (Pugeat et al. 1989) ou chez des patients opérés a
cceur ouvert (Tinnikov et al. 1993). Cette diminution de CBG a également été observée dans les
plasmas de patients cirrhotiques (Coolens et al. 1987, McDonald et al. 1993, Wiest et al. 2008). Ces
articles n’indiquent pas l'origine de la cirrhose ou mélangent diverses cirrhoses dont des cirrhoses
provoquées par le virus de I’'hépatite B ou C, une maladie autoimmune ou une atrésie des voies
biliaires. Cette hétérogénéité peut expliquer pourquoi nous n’avons pas observé de diminution chez
les patients cirrhotiques (Figure 32). Notre étude suggére méme que la moyenne plasmatique de

CBG est la méme entre les patients non-CF et CF, quelle que soit leur atteinte hépatique (Figure 32).

L'augmentation de CBG au niveau hépatique n’étant pas suivie d’'une augmentation de CBG
au niveau plasmatique, deux hypothéses se sont posées a nous : i) une possible rétention partielle de
la CBG au niveau du foie ; ii) une dégradation accrue de CBG dans les plasmas de patients CF. La
concentration d’autres protéines produites et sécrétées dans le foie ne semble pas étre altérée chez
les patients CF. C'est en particulier le cas d’une autre serpine, 'AAT, comme la littérature et nos
résultats le suggerent (Birrer et al. 1994, Figure 40). La rétention hépatique ne semble donc pas étre
le mécanisme impliqué dans le maintien d’'un taux normal de CBG plasmatique. La CBG peut étre
partiellement clivée dans le plasma, pour étre ensuite dégradée. Chez les patients CF, I'activité
exacerbée des neutrophiles accompagnée d’une libération importante d’élastase pourrait étre
responsable de ce clivage. Cette protéase est en effet capable de couper la CBG afin de libérer le
glucocorticoide transporté et d’inactiver de maniére irréversible la CBG (Pemberton et al. 1988). En
conditions physiologiques, I'élastase est inhibée par des antiprotéases, principalement I’AAT.

Cependant, dans le contexte de la mucoviscidose, ces inhibiteurs peuvent étre submergés par les

112



qguantités tres élevées d’élastase libérées, et ce, malgré I'augmentation d’AAT mesurée dans les
poumons de patients CF (Figure 42). Nos résultats montrent une augmentation du complexe
élastase/AAT dans notre cohorte de plasmas de patients CF (Tchoukaev et al. 2018), confirmant des
travaux antérieurs (Meyer et al. 1991). Ce résultat soutient I'hypothése d’un clivage de la CBG au
niveau plasmatique chez les patients CF. L'élastase (LasB) sécrétée par la bactérie P. aeruginosa
pourrait également étre impliquée, cette protéase étant capable de cliver la CBG (Simard et al. 2014).
Une majorité des patients est en effet colonisée par cette bactérie (Vaincre la mucoviscidose et Ined
2017) qui libere des quantités importantes de LasB en période d’exacerbation (Jaffar-Bandjee et al.
1995). Il serait intéressant de doser également cette protéase dans nos plasmas afin de confirmer
cette hypothése. Le clivage de la CBG par I'élastase des neutrophiles ou celle de P. aeruginosa
pourrait donc étre responsable de I'absence d’augmentation de la CBG au niveau plasmatique chez

les patients CF.

Le dosage de la CBG dans notre cohorte a permis de mettre en évidence un dimorphisme
sexuel, la concentration plasmatique de CBG étant plus élevée chez les femmes que chez les hommes
(Figure 33). Les mémes dosages réalisés avec le méme type de technique, une étude de liaison avec
un ligand radiomarqué, n‘ont pas montré de différences entre hommes et femmes (Moore et al.
1978, Tableau 3). D’autres mesures, réalisées par RIA ou ELISA, ont cependant révélé que le taux de
CBG plasmatique était plus élevé chez les femmes que chez les hommes (Fernandez-Real et al. 2005,
Tableau 3). Il est a noter que parmi les femmes incluses dans notre étude, certaines prenaient un
contraceptif hormonal. N’ayant en effet pas acces a ce type de données pour les patientes CF, nous
avons décidé d’inclure également les femmes sous contraception du groupe de sujets sains. La
différence que nous observons dans notre cohorte pourrait donc étre due a la présence de femmes

prenant un contraceptif hormonal.

Nous avons poursuivi notre étude au niveau plasmatique par la mesure de la concentration
en IL-6 et sa potentielle différence entre les patients CF et non-CF. Des études ont déja montré une
élévation du taux d’IL-6 plasmatique chez les patients CF, en particulier au cours de périodes
d’exacerbations pulmonaires (Shoki et al. 2013). Or, une augmentation d’IL-6 a été corrélée avec une
baisse de la concentration plasmatique de CBG dans différentes pathologies, comme la pancréatite
nécrosante ou chez des patients souffrant d’un choc septique (Beishuizen et al. 2001, Muller et al.
2007). Nos données montrent que la concentration moyenne d’IL-6 est augmentée chez les patients
CF, comparée aux patients non-CF, malgré la conservation du taux de CBG plasmatique (Figure 34A).
Ainsi, le taux plasmatique de CBG n’est pas corrélé a celui de I'lL-6, dans le contexte de la
mucoviscidose (Figure 35). La concentration d’IL-6 était la plus élevée dans le groupe de patients CF

souffrant d’une cirrhose (Figure 34B), groupe pour lequel nous avons mesuré une augmentation de
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CBG directement dans les foies de ces patients (Tchoukaev et al. 2018). L'absence de corrélation
entre ces deux parameétres chez les patients CF était donc attendue. Une étude in vivo a pourtant
suggéré que I'IL-6 faisait diminuer le taux plasmatique de CBG (Tsigos et al. 1998). Il est a noter que
cette diminution a été observée apres injection d’IL-6 sur des sujets sains. La régulation de la CBG par

I'IL-6 semble donc étre différente dans le contexte de la mucoviscidose.

Le cortisol est principalement transporté par la CBG. Le taux de CBG plasmatique étant
maintenu a un taux normal chez les patients CF, nous avons voulu déterminer si le taux de cortisol
était également conservé chez les patients CF. Nous avons observé une diminution de la
concentration moyenne de cortisol chez les patients CF, comparée aux patients non-CF (Figure 36). Il
est a noter que la moyenne d’age du groupe non-CF est plus élevée que celle du groupe CF
(non-CF:21 ans £ 8 ; CF: 13 ans t 4, Tableau 5). Cette différence pourrait expliquer la diminution du
taux moyen de cortisol des patients CF. Pourtant, notre résultat rejoint une étude précédente ayant
également montré une diminution du cortisol en condition d’exacerbations dans les plasmas de
patients CF (Laguna et al. 2015). Cette diminution de cortisol suggéere une insuffisance surrénalienne,
définit par une diminution de la production hormonale du cortex des glandes surrénales. Quelques
rares études se sont intéressées a ces glandes et a I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien chez les
patients CF. L'étude histologique des glandes surrénales issues de patients CF a montré une
augmentation de la proportion de zones hémorragiques et nécrosantes dans le cortex des glandes,
lieu de synthése du cortisol (Bech et Nielsen 1972). Une autre étude a par ailleurs observé une
augmentation de la clairance des glucocorticoides chez les patients CF, comparée a des patients
asthmatiques (Dove et al. 1992). L'inflammation chronique associée a la mucoviscidose pourrait étre
responsable d’une insuffisance surrénalienne. Mastorakos et ses collaborateurs ont en effet montré
gu’une inflammation prolongée, induite par un taux élevé et constant d’IL-6, provoquait une
diminution de la réponse de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Mastorakos et al. 1993). Des
études plus récentes ont de plus suggéré une désensibilisation de cet axe causée par les traitements
aux glucocorticoides. L'administration de glucocorticoides synthétiques chez les patients CF est en
effet a I'origine d’une inhibition du métabolisme des glucocorticoides associée a une synthése faible
de cortisol, en réponse a une stimulation a I’ACTH (adrénocorticotrophine) (Gilchrist et al. 2013).
L'insuffisance surrénalienne peut entrainer de séveres complications si elle n’est pas détectée a
temps. Pourtant, elle reste largement ignorée alors qu’elle pourrait toucher entre 8 % et 9 % des

patients CF, chez qui la prise de glucocorticoides est plus élevée (Preville-Ratelle et al. 2018).
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I1l. EXPRESSION ET REGULATION DE LA CBG PULMONAIRE

Le principal site de I'inflammation chez les patients CF est le poumon. C’est pourquoi nous
avons décidé d’étudier également I'expression de la forme pulmonaire de la CBG. Décrite pour la
premiere fois en 1987, les auteurs montraient que les formes hépatiques et pulmonaires
partageaient le méme ADNc (Hammond et al. 1987). Nous avons confirmé ce résultat a partir de nos
biopsies et montré que les séquences codantes de la CBG hépatique et pulmonaire avaient une
identité de 100 % (GenBank : MG652288). Aucune donnée n’existait sur son expression le long des
voies aériennes. Nous avons montré pour la premiere fois que la CBG pulmonaire s’exprimait dans
les bronches et les bronchioles mais pas au niveau des alvéoles (Tchoukaev et al. 2018). Cette
expression est spécifique de la CBG, puisque I’AAT, une autre protéine de la famille des serpines, a

été retrouvée majoritairement exprimée dans les alvéoles (Figure 41).

Chez les patients CF, la CBG pulmonaire est diminuée au niveau bronchique et bronchiolaire
(Tchoukaev et al. 2018). Nous avons mené des études in vitro afin de comprendre pourquoi cette
CBG était diminuée. Ces études se sont révélées difficiles du fait de la faible expression de cette CBG
dans les modeéles a notre disposition. Notre premiere hypothése était que l'inflammation
pulmonaire, importante chez les patients CF, était responsable de cette diminution. Nos résultats
suggerent au contraire que I'inflammation ferait augmenter la synthése de CBG pulmonaire (Figure
38). Cette derniere serait diminuée par la dexaméthasone dans les cellules CF, mais pas dans les
cellules non-CF (Figure 38). La prise de glucocorticoides par les patients CF pourrait étre a |'origine de
la diminution des niveaux de CBG pulmonaires. Ces résultats restent cependant préliminaires et
nécessiteraient confirmation apres amélioration de I'amplification des ARNm. La diminution de CBG
pulmonaire chez les patients CF pourrait étre la conséquence directe des altérations du canal CFTR.
La diminution d’expression de CFTR par un siRNA n’a pas semblé modifier I'expression de la CBG
pulmonaire (Figure 39). Ce résultat serait a confirmer par |'utilisation de I'inhibiteur fonctionnel de
CFTR, le CFTRinn-172, dans les cellules non-CF 16HBE, ainsi que par le réadressage de CFTR a la

membrane dans les cellules CF, les CFBE, en les cultivant a 27 °C.

Les conséquences de la diminution de la CBG pulmonaire sont a comprendre au regard du
role des CBG extrahépatiques, sujet régulierement évoqué dans la littérature (Sivukhina et Jirikowski
2014, Meyer et al. 2016). La CBG produite localement serait un inhibiteur de I'action intracellulaire
des glucocorticoides. En effet, lorsque le glucocorticoide rentrerait dans la cellule pulmonaire, la CBG
pulmonaire le lierait et le bloquerait, 'empéchant ainsi d’agir et d’avoir ses effets anti-
inflammatoires. La CBG hépatique transporte et adresse le glucocorticoide afin de lui permettre

d’agir, alors que la CBG pulmonaire bloquerait son action. L’hypothése des réles opposés des CBG
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hépatiques et pulmonaires est soutenue par le fait que, chez les patients CF, elles sont régulées de
maniéere opposée. En effet, les niveaux de CBG pulmonaire sont diminués, tandis que ceux de la CBG
hépatique sont augmentés (Tchoukaev et al. 2018). Cette régulation opposée a également été
observée dans un modele souris de pancréatite aigué (Gulfo et al. 2016). Selon I’hypothése
concernant le role de la CBG pulmonaire, la diminution de CBG observée chez les patients CF
implique une diminution du blocage des glucocorticoides. Ainsi, au niveau des cellules des voies
aériennes CF, I'action des glucocorticoides serait optimisée localement, sur le site méme de

I'inflammation.

IV. LA CBG, UN OUTIL THERAPEUTIQUE DANS LA MUCOVISCIDOSE ?

La CBG est la protéine qui transporte et adresse les glucocorticoides spécifiquement sur le
lieu de lI'inflammation. Le systeme d’adressage de la CBG a amené des chercheurs a proposer la
protéine comme un transporteur d’agent thérapeutique, quel gu’il soit, vers une cible donnée. Chan
et ses collaborateurs ont prouvé que la CBG pouvait étre mutée pour qu’elle puisse lier de nouveaux
composés et les adresser a un endroit défini (Chan et al. 2014). Leur étude montre également que
certaines mutations introduites dans la CBG lui permettent de libérer plus efficacement ces
molécules. Les auteurs suggéerent ainsi qu’en optimisant les caractéristiques physiques de la protéine,

cette derniere pourrait étre utilisée dans I'adressage de molécules anti-cancéreuses.

Nos résultats montrent que le taux plasmatique de la CBG endogene est conservé chez les
patients CF (Tchoukaev et al. 2018). Sans avoir a modifier la CBG, cette protéine pourrait donc étre
utilisée pour transporter et adresser les glucocorticoides de synthese, administrés dans le but de
traiter l'inflammation dans le contexte de la mucoviscidose. Les glucocorticoides de synthese
actuellement prescrits aux patients CF n’ont pourtant que peu, voire aucune affinité pour la CBG. Les
patients recoivent majoritairement, sous forme orale, de la prednisone ou de la prednisolone qui ont
23 et 2 fois moins d’affinité, respectivement, pour la CBG, que le cortisol (Pugeat et al. 1981). Ce
manque d’affinité conduit a la prescription de doses élevées afin d’obtenir une quantité suffisante de
glucocorticoides au niveau du site de I'inflammation. Les glucocorticoides diffusent cependant dans
tout le corps ou ils sont capables d’agir sur de multiples tissus. lls peuvent provoquer de
I’ostéoporose par inhibition de I'activité ostéoblastique, I'apparition d’'un diabéete par augmentation
de la gluconéogenése et inhibition de I'absorption de glucose par les adipocytes, et peuvent
entrainer une désensibilisation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Oray et al. 2016). Ces

effets secondaires ont été observés chez les patients CF prenant des glucocorticoides et ne
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permettent pas de recommander leur prescription de maniére soutenue (Cheng et al. 2015).
L'utilisation d’un glucocorticoide de forte affinité pour la CBG pourrait permettre de réduire ces
effets secondaires, comme cela a déja été suggéré dans la littérature (Henley et al. 2016). La liaison
du glucocorticoide de synthése a la CBG permettrait de cibler plus spécifiguement ses actions anti-

inflammatoires et d’en diminuer ses effets secondaires.

L'utilisation des glucocorticoides dans le contexte de la mucoviscidose reste un sujet
controversé. Il a en effet été montré qu’in vitro la dexaméthasone ne permettait pas de faire
diminuer la réponse inflammatoire de neutrophiles issus des voies aériennes des patients CF (Corvol
et al. 2003). La dexaméthasone protégerait de plus les neutrophiles en inhibant leur apoptose (Liles
et al. 1995). Dans le contexte de la mucoviscidose, cela impliquerait qu’un traitement par
glucocorticoides maintienne le nombre déja élevé de neutrophiles dans les voies aériennes et ne
permette pas de faire diminuer la réponse inflammatoire des neutrophiles, également déja élevée.
Au niveau de I'épithélium des voies aériennes, des études in vitro précédentes du laboratoire ont
cependant montré que les glucocorticoides faisaient bien diminuer I'inflammation dans des cellules
épithéliales bronchiques CF (Rebeyrol et al. 2012). Il a en outre été montré que la dexaméthasone
faisait diminuer I'expression de CFTR, mais augmentait son activité (Laube et al. 2015). L’action des
glucocorticoides sur le canal CFTR a également été décrite dans un modele pancréatique CF, ou la
prednisolone a permis de rétablir la bonne localisation de CFTR a la membrane apicale (Ko et al.
2010). Des études supplémentaires sur la dexaméthasone et la production de mucus ont montré que
cette molécule était capable d’inhiber la sécrétion de glycoprotéines constituant le mucus (Shimura
et al. 1990). Cela signifie que chez les patients CF, les glucocorticoides pourraient avoir un effet
bénéfique sur I'épithélium des voies aériennes en améliorant plusieurs parametres dérégulés dans la
mucoviscidose : l'inflammation non controlée, le dysfonctionnement du canal CFTR et la
surproduction de mucus. D’autre part, ces molécules anti-inflammatoires pourraient étre un moyen
de traiter la CFLD. L’acide ursodésoxycholique représente le seul traitement actuel donné aux
patients mais son efficacité reste controversée (Cheng et al. 2017). Une étude a montré que la perte
d’expression de CFTR au niveau hépatique entrainait une augmentation des lésions cellulaires en
réponse a I'administration d’endotoxines, associée a une réponse immunitaire exagérée (Fiorotto et
al. 2011). Cet article suggére que l'inflammation pourrait, de méme, étre une cible thérapeutique
pour la CFLD. Par ailleurs, des études ont montré que les glucocorticoides étaient a |'origine d’une
insuffisance de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien chez les patients CF (Preville-Ratelle et al.
2018). Pour continuer a prescrire ces molécules, il devient donc important de considérer des études

pharmacocinétiques poussées afin de prévenir cet effet secondaire. Une emphase pourra étre mise
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sur le meilleur moment d’administration de ces molécules ainsi que I'étude de leur demi-vie afin de

faire concorder le pic de glucocorticoide synthétique avec le cycle naturel du cortisol.

Les glucocorticoides sont donc des molécules ambivalentes dont les effets bénéfiques
peuvent étre potentialisés par la CBG. Nous avons montré chez les patients CF une conservation du
taux plasmatique de CBG, ainsi qu’une diminution de CBG pulmonaire (Tchoukaev et al. 2018). Ces
résultats vont dans le sens de |'utilisation de la CBG comme outil thérapeutique d’optimisation du
traitement par les glucocorticoides dans le contexte de la mucoviscidose. Cela pourra étre possible
par 'utilisation de nouveaux glucocorticoides ayant une bonne affinité pour la CBG et/ou par une
co-administration de ces molécules avec une CBG recombinante chez les patients dont le taux de
CBG endogene est inférieur a la moyenne. L'étude des effets de ces nouvelles molécules sur les
différentes cellules mises en jeu dans la mucoviscidose sera également primordiale, afin d’éviter des

effets secondaires inattendus.

D’autres pathologies a la composante inflammatoire chronique sont également traitées par
glucocorticoides. C’'est le cas, par exemple, de l'asthme, ol I'utilisation de ces molécules est
recommandée et courante. Aprés des dosages de la CBG endogéne et I'étude des effets
intracellulaires des glucocorticoides, I'utilisation de la CBG pour le traitement anti-inflammatoire de

ces autres pathologies pourrait également étre envisagée.
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ETUDE DE LA CORTICOSTEROID-BINDING GLOBULIN HEPATIQUE ET
PULMONAIRE DANS LE CONTEXTE DE LA MUCOVISCIDOSE

La mucoviscidose (ou cystic fibrosis, CF) est une maladie caractérisée par une inflammation
pulmonaire chronique. Elle contribue a la dégradation progressive de I'épithélium des voies aériennes
des patients et aboutit a une insuffisance respiratoire. Un des traitements anti-inflammatoires
proposés afin de limiter ces dommages est la prise de glucocorticoides. Leur utilisation est cependant
controversée dans le contexte de la mucoviscidose ou des effets secondaires importants peuvent
apparaitre chez les patients. D’autres molécules ont été proposées, mais leurs effets secondaires
limitent leur prescription. Les glucocorticoides, pris par inhalation ou par voie orale, restent ainsi le

principal outil du médecin.

Des études précédentes du laboratoire ont montré que les glucocorticoides étaient capables de
faire diminuer linflammation dans des cellules bronchiques issues de patients CF. Les effets
secondaires provoqués par l'administration de ces molécules semblent étre liés a leurs actions
pléiotropes puisque ces molécules peuvent agir sur de nombreux tissus, et notamment sur le
métabolisme et la croissance. Ces effets secondaires pourraient étre diminués en ciblant
spécifiqguement leurs actions anti-inflammatoires par I'utilisation de leur protéine d’adressage, la

corticosteroid-binding globulin (CBG).

Aucune étude ne s’étant intéressée a cette protéine dans le contexte de la mucoviscidose,
I'objectif de ce travail était d’étudier I'expression de la CBG chez les patients CF, afin d’optimiser leur

traitement anti-inflammatoire par glucocorticoides.

Nous avons, dans un premier temps, étudié son expression au niveau hépatique ainsi que sa
libération au niveau plasmatique chez les patients CF. Nous avons montré que sa synthése hépatique
était augmentée, tandis que le taux plasmatique de CBG était conservé chez les patients CF, comparé
aux patients non-CF. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a I'expression de la CBG au
niveau pulmonaire. L'inflammation chez les patients CF est en effet principalement pulmonaire et
I’expression locale de CBG a ce niveau pourrait moduler I'efficacité du GC, en le recaptant. Nos données

montrent que I'expression de cette CBG pulmonaire est diminuée chez les patients CF.

Le maintien de la concentration plasmatique de CBG et la diminution de la CBG pulmonaire
chez les patients CF suggerent ainsi que la CBG pourrait étre utilisée comme outil thérapeutique dans

le contexte de la mucoviscidose, afin d’optimiser le traitement par glucocorticoides.





