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I. Une maladie génétique des muqueuses 

I.1.Histoire de la mucoviscidose 

Historiquement, les premiers symptômes de la mucoviscidose ont été rapportés au 15ème 

siècle avec un proverbe irlandais qui disait "Malheur à cet enfant dont le baiser sur le front 

a un goût salé, il est ensorcelé et va bientôt mourir". Les premières descriptions 

pathologiques de la maladie ont été réalisées au cours du 16 et 17ème siècle où plusieurs 

médecins, après avoir autopsiés les corps de jeunes enfants morts prématurément, décrivent 

des atteintes pancréatiques ; notamment la présence d’un pancréas enflé, blanchâtre et 

cirrhosé. Par la suite, le suisse Nils Rosen von Rosenstein (1706-1773) rapporte les cas de 

douze enfants souffrant de diarrhées, de retards de croissance, d’asthénie et de gonflements 

des membres pour lequels l’autopsie avait descellé un pancréas durci. Il qualifia alors cette 

pathologie de maladie du flux cœliaque. 

Au 19ème siècle, le pathologiste Carl von Rokitansky (1804-1878) ainsi que le pédiatre 

Alois Bednar (1816-1888) décrivent le cas d’un fœtus de 7 mois présentant une perforation 

de l’intestin grêle avec la présence de méconium dans le péritoine, puis le cas d’un nouveau-

né décédé d’obstruction intestinale 6 jours après sa naissance. L’autopsie montra que 

l’intestin du nouveau-né était rempli de méconium visqueux et épais. Ce furent 

probablement les deux premiers cas atteints d’iléus méconiale. Cependant, les médecins 

s’interrogeaient sur le fait que certains enfants présentant les mêmes troubles intestinaux 

ne mourraient pas si jeunes.  

Il faudra attendre le début du 20ème siècle pour que le terme "fibrose kystique" (de l’anglais 

cystic fibrosis) soit employé par le pédiatre Guido Fanconi von Grebe dans un article paru 

en 1936. Il y décrit pour la première fois que l’insuffisance pancréatique et les problèmes 

respiratoires chroniques observés chez certains enfants sont liés (1). En 1938, une autre 

pédiatre, Dorothy Hansine Andersen, décrit les différences histologiques observées entre 

un pancréas atteint de la maladie cœliaque et un pancréas atteint de fibrose kystique 

pancréatique. Elle fait alors pour la première fois une distinction entre ces deux types 

d’altération du pancréas qui présentent pourtant, des symptômes similaires (2). Quelques 

années plus tard, le pédiatre pathologiste et père de l’oncologie pédiatrique Sidney Farber 

invente le terme "mucoviscidose" car il pense que la fibrose kystique n’est pas seulement 

un problème pancréatique mais qu’il s’agirait d’un trouble général de la production du 
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mucus (3). Par la suite, D. H. Andersen réalisa une étude sur les familles des patients atteints 

de mucoviscidose et elle en arriva à la conclusion qu’il s’agit d’une maladie génétique à 

transmission autosomique récessive (4).  

En 1948, suite à une canicule new-yorkaise, Paul di Sant’Agnese observe une forte 

concentration en sels dans la sueur des patients atteints de mucoviscidose et publiera ensuite 

un article démontrant les déséquilibres dans les concentrations en ions sodium et chlorure 

dans cette maladie (5).  

En 1981, le groupe de Michael Knowles montre des dysfonctionnements de l’épithélium 

pulmonaire (6), ce qui conduit Paul Quinton, lui-même atteint de mucoviscidose, à 

s’intéresser aux problèmes liés aux glandes sudoripares. Il constata alors que 

l’imperméabilité des épithéliums aux ions chlorures (Cl-) signifiait que cet ion ne pouvait 

pas être sécrété, pouvant ainsi expliquer l’augmentation de la viscosité du mucus au niveau 

des différents épithéliums présents dans les organes touchés par la mucoviscidose (7).  

Puis en 1989, le gène muté responsable de la mucoviscidose fut identifié et nommé CFTR 

pour cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (8) suivi par la découverte de la 

première et principale mutation dans la mucoviscidose, la délétion de la phénylalanine en 

position 508 (deltaF508). 

En 1990, l’équipe de Michael J. Welsh a été la première à corriger le défaut de sécrétion 

des ions chlorures par expression de la protéine CFTR sauvage dans les cellules épithéliales 

atteintes de la mucoviscidose et à identifier l’existence d’une relation de cause à effet entre 

les mutations du gène CFTR et les dysfonctionnements du transport des ions chlorures (9). 

L’équipe de Riordan a par la suite apporté la preuve que CFTR est un canal Cl- activé par 

l’AMPc (Adénosine Mono-Phosphate cyclique) et possède une conductance de 9 

picosiemens (10).  

I.2.Epidémiologie  

La mucoviscidose est une maladie génétique rare (1/2500) à transmission autosomique et 

récessive qui affecte principalement la population caucasienne (11),(12). Aux Etats-Unis, 

environ 30 000 personnes sont affectées par la mucoviscidose, 4000 au Canada et en 

Europe, un bébé sur 3000 naît avec la mucoviscidose. En France, le nombre de patients est 

estimé à 7000 (13). Une personne sur 30 est porteur sain du gène CFTR muté et peut donc 

transmette un allèle muté à sa descendance.  
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La mucoviscidose affecte de manière égale les deux sexes et la population 

mucoviscidosique est principalement jeune (14). Néanmoins, les progrès scientifiques de 

ces dernières années en termes de diagnostic, de traitement, de prise en charge et de 

recherche fondamentale ont permis d’améliorer considérablement la qualité de vie des 

patients ainsi que leur espérance de vie. Cette dernière est  passée de moins d’un an en 1938 

à en moyenne 40 ans dans les années 2000 (15) (Figure 1). Ces chiffres sont en constante 

évolution et montrent également que les enfants atteints de mucoviscidose nés après 2000 

auront une espérance de vie de 50 à 60 ans. 

Toutes ces données ont pu être obtenues grâce aux différents registres de patients mis en 

place dans plusieurs états. En France, l’association Vaincre La Mucoviscidose a créé en 

1992 l’observatoire national de la mucoviscidose, maintenant appelé registre français de la 

mucoviscidose (RFM). Le développement de ces registres a permis une meilleure 

connaissance des paramètres médico-sociaux des patients atteints de mucoviscidose, des 

effets des traitements thérapeutiques ainsi que du coût engendré par les traitements. 

Figure 1 : Espérance de vie des patients atteints de mucoviscidose 

depuis 1930. Graphique adapté à partir des données du registre de la 

fondation américaine pour la mucoviscidose (CF foundation, 

https://www.cff.org/). 
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II. Du gène à la protéine CFTR 

II.1.Le gène CFTR 

Le gène CFTR humain de 180kb se trouve sur le bras long du chromosome 7 en position 

13 et est composé de 27 exons (Gene ID : 1080). Chez la souris, il est localisé sur le 

chromosome 6 en position 6 et contient aussi 27 exons (Gene ID : 12638). L’expression de 

CFTR est soumise à de fines régulations temporelles et tissulaires principalement 

contrôlées par des réarrangements chromatiniens (16). En effet, des études ont permis de 

mettre en évidence des fluctuations de l’expression de CFTR au cours de la vie fœtale et 

également durant la vie adulte (17), avec notamment une nette diminution de l’abondance 

pulmonaire post-natale (18). 

II.2.Structure de la protéine CFTR 

L’ARNm (Acide RiboNucléique messager) de 6,5 kb généré par le gène CFTR est traduit 

en 1480 acides aminés qui constituent la protéine CFTR. En 2017, l’équipe de Jue Chen a 

résolu la structure 3D de la protéine CFTR par cryomicroscopie électronique (19). CFTR 

est principalement exprimée au pôle apical des cellules épithéliales et des glandes 

exocrines. Les tissus épithéliaux, aussi appelés épithélium, tapissent de nombreux organes 

comme les poumons (20),(21), les intestins (22), le système reproducteur (23) et sont 

également présents au sein des glandes exocrines telles que le pancréas ou les glandes 

salivaires (24). La localisation de CFTR au niveau neuronal a également été montrée (25). 

La protéine CFTR appartient à la superfamille des transporteurs transmembranaires ABC 

(ATP-Binding Cassette). Ce type de protéine est capable de fixer l’ATP (Adénosine Tri-

Phosphate) pour l’hydrolyser et utiliser l’énergie libérée afin de transporter 

unidirectionnellement diverses substances de part et d’autre de la membrane plasmique. 

Parmi les nombreuses protéines ABC, la protéine CFTR est la seule à fonctionner comme 

un canal ionique (26). En effet, contrairement aux autres transporteurs de type ABC qui 

tirent l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP pour transporter les substrats contre leur gradient 

chimique tel un transport actif primaire ligand-dépendant, CFTR conduit les anions dans 

leur gradient électrochimique comme un transport actif secondaire grâce aux potentiels 

électrochimiques de la membrane.  

La protéine CFTR est constituée de deux domaines transmembranaires hydrophobes TMDs 

(TransMembrane Domains) qui permettent la formation du canal au travers de la membrane 

pour le passage des ions. Elle possède aussi deux domaines cytoplasmiques de liaison à 
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l’ATP nommés NBD1 et NBD2 (Nucleotide Binding Domains). Ces domaines NBDs 

partagent trois séquences nucléotidiques très conservées caractéristiques de la superfamille 

des ABC: les motifs de Walker A et B (27) retrouvés chez de nombreuses protéines ayant 

une activité ATPasique et qui permet la liaison de l’ATP, ainsi que la séquence C ou motif 

signature des transporteurs ABC (LSGGQ) qui est très spécifique (Figure 2).  

Cependant, la protéine CFTR possède un domaine globulaire cytoplasmique 

supplémentaire, le domaine régulateur ou domaine R, qui comme son nom l’indique régule 

l’activité de CFTR. Ce domaine R est codé par un exon unique, le treizième. Il contient des 

sérines en position 660, 737, 795, et 813 qui doivent être phosphorylées par les protéines 

kinases A et C (PKA et PKC) dépendantes de l’AMPc et qui induisent un changement de 

conformation permettant l’ouverture du canal ionique CFTR (28). 

II.3.Biosynthèse et maturation 

La biosynthèse de CFTR, une glycoprotéine transmembranaire multi-domaines, s’effectue 

au niveau du réticulum endoplasmique (RE) dans trois compartiments distincts : la 

membrane du RE, la lumière du RE et le cytosol. En effet, la biogénèse de CFTR nécessite 

Figure 2 : Structure de la protéine CFTR. TMDs : TransMembrane Domain, 

NBD : Nucleotide Binding Domain, Domaine R : Régulateur. 
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le repliement coordonné de ces différents domaines protéiques. La génération de la chaîne 

polypeptidique de CFTR débute au niveau des ribosomes cytosoliques où elle est exportée 

vers la membrane du RE via le complexe de translocation Sec61 (Protein transport protein 

Sec61) grâce à sa séquence signale SPR (Signal Particle Recognition) et son récepteur SPR 

(29),(30),(31). Parallèlement à son insertion dans la membrane du RE, des groupements N-

glycosylés sont ajoutés à la chaîne peptidique de CFTR, formant ainsi la forme core 

glycosylé ou bande B sensible à l’enzyme de deglycosylation ; endo H (H). Par la suite, les 

domaines TMDs et NBDs sont assemblés à la protéine CFTR naissante grâce à 

l’intervention de nombreuses protéines chaperonnes cytosoliques et luminales telles que 

Hsp40, Hsp70, Hsp90 (Heat Shock protein) ou encore la calnéxine (32),(31) assistées 

également par les co-chaperonnes Hdj-1 et Hdj-2 (Human DnaJ homologue 1 et 2) 

(33),(34). Enfin la protéine CFTR est exportée vers l’appareil de Golgi dans lequel sont 

apportées des modifications post-traductionnelles comme la glycosylation du fragment 

glycane qui génère la forme mature et entièrement glycosylée de CFTR appelée bande C 

sensible à l’enzyme de deglycosylation endoF (F). 

II.4.Dégradation 

Lors de sa biosynthèse, si CFTR ne parvient pas à atteindre son repliement naturel et 

correct, les chaperonnes telles que Hsp70 agissent pour recruter les enzymes ubiquitine 

ligase E3 et/ou E4 qui vont finaliser le processus d’ubiquitination du CFTR qui sera pris en 

charge par le système de dégradation cytoplasmique ubiquitine-dépendant, le protéasome 

26S (35). Lorsque les protéines CFTR présentes à la membrane apicale sont recyclées, elles 

sont alors endocytosées par les clathrines et transportées via des vésicules d’endocytose 

(36). La détection de CFTR au niveau des cavéolines n’a jamais été observée et leur 

inhibition ne modifie pas la quantité de CFTR à la membrane (37). Cependant, d’autres 

travaux ont suggéré que l’internalisation de CFTR par les cavéolines serait indispensable 

pour sa fonction de récepteur à Pseudomonas aeruginosa (PA). Il a été proposé que la 

localisation de CFTR dans les domaines lipidiques raft de la membrane (membranaires 

riches en cholestérol en glycosphingolipides, en protéines G et en cavéolines) était un point 

essentiel pour la détection de PA et que le complexe CFTR-PA permettrait le 

déclenchement de l’internalisation par les cavéolines (38),(39). 



Introduction : Chapitre I – La mucoviscidose  
 

 
25 

III. Fonctions biologiques de CFTR 

III.1.Activité canal chlorure 

La protéine CFTR possède la fonction principale de canal anionique permettant le passage 

de différents anions tels que les ions chlorures (Cl-) et les ions bicarbonates (HCO3
-) au 

travers de la membrane plasmique. Ces ions participent à l’équilibre hydrique et au 

maintien d’un pH stable. Dès lors qu’il y a un déséquilibre ionique de part et d’autre de la 

membrane, différents paramètres physico-chimiques de l’environnement cellulaire tels que 

l’hydratation et la viscosité vont être modifiés.  

Dans le cas de la mucoviscidose, les perturbations de l’activité canal chlorure vont conduire 

à une déshydratation du mucus au sein des différentes muqueuses de l’organisme. Le mucus 

devient visqueux, il ne circule pas ou peu et perd ses propriétés protectrices.  

Cependant les dysfonctionnements de la protéine CFTR ne permettent pas d’expliquer 

l’ensemble des désordres ioniques. Il a donc été suggéré un rôle régulateur à la protéine 

CFTR permettant de contrôler l’activité d’autres canaux ioniques via notamment ses 

domaines de liaisons PDZ (Post synaptic density protein, Drosophila tumor suppressor, 

Zonula occludens-1) (40).  

III.2.Activité régulatrice 

 Les canaux ORCC  

Les canaux ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel) possèdent une fonction de 

canal chlorure permettant la sécrétion des ions Cl- et sont régulés par l’AMPc. Toutefois, 

dans le contexte de la mucoviscidose, ces canaux sont inactifs et insensibles à la 

phosphorylation par les protéines kinases A et C (41). Cette observation suggère que 

l’activité de la protéine CFTR est nécessaire pour l’activation des canaux ORCC.  

Des études plus approfondies ont confirmé la régulation d’ORCC par phosphorylation de 

CFTR via un mécanisme autocrine/paracrine permettant le relargage d’ATP dans le milieu 

extracellulaire. L’ATP ainsi libéré se fixe aux récepteurs purinergiques P2R et stimule 

l’activité d’ORCC (42). Néanmoins, le mécanisme d’export de l’ATP par CFTR n’est pas 

encore complétement établi.  

Deux hypothèses ont été proposées selon lesquelles CFTR jouerait lui-même le rôle de 

canal sécréteur d’ATP ou contrôlerait la formation de vésicules remplies d’ATP.  
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D’un point de vue structural, il a été montré que les domaines NBD1 et R de CFTR sont 

essentiels pour l’activité régulatrice des canaux ORCC (42).  

 Les canaux ROMK  

Les canaux potassiques ROMK (Renal Outer Medullary Potassium Channel) sont localisés 

au pôle apical des cellules rénales et participent au recyclage des ions K+. Des canaux 

potassiques similaires aux ROMK sont également présents dans les voies aériennes (43). 

Les canaux ROMK sont régulés notamment par le pH intracellulaire et l’ATP, qui sont 

deux facteurs étroitement liés à CFTR. 

Ainsi des études suggèrent que la protéine CFTR est capable de réguler négativement 

l’activité des ROMK via le transport d’ATP intracellulaire. Cette inhibition est réalisée par 

l’intermédiaire du complexe protéique régulateur NHERF1/NHERF2 (Sodium-Hydrogen 

Exchanger Regulatory Factor 1/2) qui interagit avec les domaines PDZ de CFTR et ROMK 

(44). Tout comme pour la régulation d’ORCC, le contrôle de ROMK requière les domaines 

NBD1 et R de CFTR mais également le domaine TMD1 (45).   

 Les canaux ENaC  

Dans la mucoviscidose, en absence de sécrétion d’ions Cl-, le canal ENaC (Epithelial 

Sodium Channel) est hyperactivé par l’AMPc et entraîne l’absorption massive des ions Na+ 

au pôle apical des cellules épithéliales. En absence de CFTR, l’AMPc et la PKA activent 

le canal ENaC. En revanche, lorsque les canaux CFTR et ENaC coexistent au sein d’une 

cellule, l’effet de l’AMPc sur le canal ENaC s’inverse. En effet, l’AMPc stimule 

préférentiellement le canal CFTR, qui lui-même inhibe l’activité d’ENaC. Ces phénomènes 

de régulation entre différents canaux illustrent la dynamique d’un épithélium à interchanger 

les mécanismes d’absorption et de sécrétion. Néanmoins, les bases moléculaires contrôlant 

l’inhibition d’ENaC restent méconnues. Plusieurs travaux ont été menés et alimentent 

diverses hypothèses :  

Par homologie avec la régulation des canaux ioniques ORCC et ROMK, une étude a montré 

que la libération d’ATP ou d’UTP (Uridine Tri-Phosphate) serait responsable de 

l’inhibition du canal ENaC par activation des récepteurs purinergiques (46). Cependant, les 

mécanismes moléculaires sont toujours méconnus et le transport d’ATP par CFTR reste 

controversé. Ainsi, un an plus tard, les mêmes auteurs rapportent que leurs travaux ne 

permettent pas de confirmer que l’inhibition du canal ENaC est le résultat de la libération 

d'ATP induite par CFTR (47). 
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Une interaction biochimique directe interviendrait entre CFTR et ENaC et contrôlerait 

l’activité d’ENaC. En effet, les domaines NBD1 et R interagissent avec le domaine C-

terminal d’ENaC et la délétion du domaine NBD1 abolit la régulation négative d’ENaC 

(48). 

Une interaction indirecte liée au cytosquelette et au trafic intracellulaire interviendrait entre 

CFTR et ENaC et permettrait à CFTR d’agir sur la régulation d’ENaC. Il est possible 

d’envisager que l’actine pourrait être cet intermédiaire car il est connu que les canaux 

CFTR et ENaC sont perturbés par les interactions avec les protéines du cytosquelette (49) 

(50).  

Cette dernière hypothèse semble plausible puisque des études réalisées sur l’épithélium du 

canal sudoripare ont montré que dans ce contexte épithélial, l’effet de CFTR sur ENaC est 

inversé et active la sécrétion de Na+ (51). De plus, ni la phosphorylation ni l’AMPc ne sont 

nécessaires à l’activation d’ENaC. En revanche, un courant chlorure est essentiel pour cette 

activation (52). L’ensemble de ces données laisse penser que l’adressage et le trafic des 

protéines CFTR et ENaC via l’actine sont coordonnés, liés à la fonction canal Cl- et 

dépendants du type de tissu épithélial. 

D’autres études se sont intéressées aux gènes codant pour les trois sous-unités du canal 

ENaC : α, β et γ. La sensibilité et l’efficacité de l’activité du canal ENaC requiert 

l’ensemble de ces sous-unités (53).  

Des mutations dans les gènes SCNN1A et B, qui codent les sous-unités α et β de la protéine 

ENaC, respectivement, ont été associées aux maladies pulmonaires similaires à la 

mucoviscidose en l'absence de mutations de CFTR (54). Lorsque SCNN1A est délété chez 

la souris, le transport du sodium et la clairance mucociliaire sont abolis. La délétion de 

SCNN1B ou SCNN1G (codant la sous-unité γ du canal ENaC), entraîne la mort par 

hyperkaliémie (55), ce qui suggère que la sous-unité α du canal ENaC pourrait être plus 

cruciale pour le bon fonctionnement du canal sodique dans les poumons. 

A l’inverse, il a été montré que les mutations induisant une hypoactivité du canal ENaC 

provoquent un pseudohypoaldostéronisme (56) (57), ce qui étend la profondeur de l'ASL 

et accélère la vitesse de clairance mucociliaire. 

Dès les années 2000, des chercheurs ont entrepris de comprendre le rôle de chacune des 

sous-unités du canal ENaC. Pour cela, ils ont développé des oligonucléotides anti-sens et 
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des ARN interférant (ARNi) ciblant SCNN1A, SCNN1B et SCNN1G (58) (59). Les 

oligonucléotides anti-sens ciblant SCNN1A ont entraîné une diminution de la densité 

membranaire apicale des canaux ENaC, et une réduction du courant et de la conductance. 

Concernant les ARNi dirigés contre SCNN1B, ils ont entraîné une réduction de l’activité 

de l’ENaC dans des cellules épithéliales bronchiques humaines, accompagné d’une 

diminution du niveau d’ARNm de l’ENaC et du sodium intracellulaire. Plus récemment, 

les travaux du groupe de Shuling Guo ont confirmé la diminution des sous-unités de 

l’ENaC induites par les oligonucléotides anti-sens in vivo sur des modèles murins mimant 

le phénotype de la mucoviscidose (60). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé le modèle 

transgenique de surexpression de la sous-unité β de l’ENaC qui entraine une 

hyperabsorption de sodium ainsi qu’une déshydratation du mucus (61) et le modèle invalidé 

pour le gène Nedd4-2 (Neural precursor cell expressed developmentally downregulated 

gene 4-like) codant une ubiquitine ligase responsable de la régulation négative de l’ENaC 

(62). Grâce à ces modèles, ils ont pu montrer que lorsque tous les niveaux des sous-unités 

de l’ENaC sont diminués, la viscosité du mucus et le recrutement de neutrophiles sont 

réduits et la fonction pulmonaire est améliorée.  

 L’échangeur Cl-/HCO3
- 

Les ions bicarbonates sont majoritairement présents dans les liquides de surface de 

l’organisme où ils agissent comme des tampons pour maintenir le pH intracellulaire. La 

protéine CFTR joue un rôle dans l’équilibre des ions bicarbonate en agissant comme un 

canal sécréteur de HCO3
- (63) ou en s’associant à un échangeur Cl-/HCO3

-. Dans la 

mucoviscidose, lorsque CFTR est inactive ou non adressée à la membrane plasmique, sa 

conductance pour les ions bicarbonates est inhibée ce qui engendre notamment des 

dysfonctionnements de l’alcalinisation des sucs pancréatiques, à l’origine des insuffisances 

pancréatiques observées chez les patients.  

Pour pallier à ces perturbations de pH, il existe une régulation par des transporteurs ioniques 

tels que CFTR et l’échangeur anionique AE2. La régulation de l’AE2 est induite par la 

fixation du glucagon sur son récepteur entraînant une augmentation d’AMPc intracellulaire 

puis l’activation de la PKA et la stimulation d’AE2. L’activation d’AE2 permet ainsi 

l’entrée d’ions Cl- dans la cellule et la sécrétion d’ions HCO3
-. Par la suite le Cl- importé 

dans la cellule est pris en charge par CFTR qui l’excrète afin de maintenir un gradient de 

Cl- et l’activation d’AE2 (64). 
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 Les aquaporines 

Les aquaporines (AQs) sont des canaux transmembranaires permettant le passage 

bidirectionnel de l’eau à travers la membrane plasmique. Lorsque la protéine CFTR est 

mutée, les échanges d’eau effectués par les AQs entre le milieu extra- et intra-cellulaire 

sont désordonnés, suggérant un lien entre CFTR et les AQs. CFTR co-localise notamment 

avec les AQs 1 et 5 (65) où AQ1 co-localise également avec l’échangeur AE2. Il est 

également connu que l’AMPc, activateur de CFTR, coordonne le trafic de vésicules vers la 

membrane au sein desquelles se trouve CFTR, AQ1 et AE2 pour permettre la diffusion 

d’eau (64).  

III.3.Rôle dans le trafic intracellulaire 

L’adressage de la protéine CFTR représente une étape cellulaire cruciale puisque l’absence 

de CFTR à la membrane apicale implique un défaut de sécrétion de Cl-.  

 Le complexe SNARE 

La régulation de l’adressage de CFTR implique les complexes multiprotéiques SNARE 

(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor) constitués 

notamment par les protéines syntaxin, vtib (vesicle transport through interaction with t-

SNAREs homolog 1B) et VAMP (Vesicle-associated membrane protein). Les protéines 

SNARE sont des composants clés dans le trafic intracellulaire des cellules eucaryotes et 

sont impliquées dans les événements de fusion membranaire. 

Au niveau neuronal, la syntaxine 1A est connue pour former un complexe avec les protéines 

SNAP-25 et VAMP-2 régulant l’exocytose à la membrane plasmique présynaptique (66). 

De manière intéressante, il a été montré que la syntaxine A1, accompagnée de SNAP-23, 

un homologue non neuronal de SNAP-25, interagit également avec la partie N-terminale 

de CFTR et inhibe le courant Cl- médié par CFTR (67) (68). En effet, la liaison de la 

syntaxine A1 à l’extrémité N-terminal de CFTR empêche son interaction avec le domaine 

R et/ou NBD1. Toutefois, le résidu essentiel à l’interaction spécifique entre CFTR et la 

syntaxine A1 a pu être identifié, il s’agit d’un acide aminé hydrophile localisé dans le 

domaine H3 (69).  

Une autre protéine du complexe SNARE, la syntaxine 8 impliquée dans le trafic des 

endosomes précoces aux endosomes tardifs, est connue pour interagir avec CFTR (70). La 

surexpression de la syntaxine 8 inhibe l’activité canal Cl- de CFTR ainsi que son export 

vers la membrane plasmique. De plus, les protéines syntaxine 8 et CFTR co-localisent dans 
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des endosomes de recyclage Rab11 (Ras-related protein Rab-11), mais l’interaction entre 

les deux protéines reste faible et suggère l’existence d’une protéine intermédiaire dans cette 

interaction (71). 

La protéine Csp (Cystein string protein) est connue pour interagir et réguler les complexes 

SNARE comme la syntaxine 1A, 4 ou VAMP. De plus, les protéines Csp et CFTR 

interagissent physiquement et fonctionnellement (72). Ainsi, Csp pourrait faire le lien entre 

les protéines SNARE et CFTR et apporter un nouveau mécanisme de régulation en couplant 

l’activation du canal CFTR avec son transport dans le trafic intracellulaire. 

 La transcytose 

La transcytose est un type de transport transcellulaire dans lequel diverses molécules et 

protéines subissent un transport intracellulaire. Les molécules transcytosées sont tout 

d’abord endocytosées dans des vésicules depuis un pôle cellulaire, puis entraînées à travers 

la cellule et exocytosées à un autre pôle de la cellule. Le phénomène de transcytose est 

fréquent dans les cellules épithéliales.  

Quatre voies de transport vésiculaires sont reconnues comme des évènements importants 

dans l’expression basale de CFTR à la membrane plasmique : la sécrétion biosynthétique, 

l’internalisation constitutive lente, le recyclage, ainsi que la dégradation qui comprend les 

endolysosomes et les autophagosomes (73) (74) (75). Compte tenu de la longue demi-vie 

cellulaire et membranaire du CFTR dans les épithéliums (76) (77), il est essentiel de 

conserver un taux d’internalisation lent et un recyclage apical fidèle afin de maintenir la 

fonction chlorure de CFTR en minimisant sa dégradation prématurée et son mauvais 

adressage basolatéral. 

Dans les épithéliums polarisés, les protéines membranaires apicales et basolatérales se 

répartissent respectivement entre les endosomes de tri apical (ASE Apical Sorting 

Endosome), de recyclage apical (ARE Apical Recycling Endosome), de tri basolatéral 

(BSE Basolateral Sorting Endosome) et de recyclage commun (CRE Commun Recycling 

Endosome) (78). Il a été montré que dans les cellules des voies respiratoires, le CFTR 

internalisé apicalement, est capturé par les endosomes ASE-EEA1+ (Early Endosome-

Associated protein-1) et est recyclé via les endosomes ARE-Rab11+ (79) (80) de manière 

dépendante de la PKA (81). Cependant, les mécanismes moléculaires de la dégradation 

rapide de la protéine CFTR correctement conformée mais adressée de manière basolatérale 

n'est pas connue. Toutefois, il a été montré que i) l’adressage forcé de CFTR vers la 
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membrane plasmique basolatérale abolit sa fonction de sécrétion anionique transépithéliale 

(82) et ii) en l'absence de transcytose apicale, l'accumulation basolatérale de CFTR réduit 

l'entrée de Cl- basolatérale, provoquant une atténuation de la sécrétion d'eau et de la 

clairance mucociliaire des épithéliums des voies respiratoires (83).  

Très récemment, le groupe de Lukacs a montré que la transcytose apicale et basolatérale 

représente des voies de trafic membranaire, auparavant non reconnues, contribuant 

significativement au développement et au maintien de la polarité apicale de CFTR (84). 

Les auteurs ont montré que la transcytose apicale du CFTR et l’internalisation basolatérale 

jouent conjointement un rôle dans la neutralisation du mauvais adressage basolatéral 

constitutif du canal CFTR. En effet, ces deux phénomènes maintiennent une quantité de 

CFTR environ 30 fois plus élevée au niveau apical que basolatéral dans les cellules 

épithéliales. Ils ont montré que la suppression des motifs PDZ n’a pas ou peu d’influence 

sur l'expression apicale, l'activité de transport et la stabilité du CFTR. Néanmoins, la perte 

du domaine PDZ induit une augmentation de l’internalisation basolatérale de CFTR et du 

flux de transcytose apicale. Ainsi, ce groupe a proposé un modèle de trafic intracellulaire 

physiologique de CFTR dans les cellules épithéliales des voies aériennes faisant intervenir 

la transcytose apicale et basolatérale via les endosomes de tri apical (ASE) et basolatérale 

(BSE), les endosomes de recyclage apical (ARE) et les microtubules (Figure 3). 

Il est donc tout à fait possible d’imaginer que dans la mucoviscidose, les phénomènes de 

transcytose de CFTR soient perturbés ou inhibés et ne parviennent pas à maintenir un taux 

suffisant de CFTR fonctionnel à la membrane apicale. On peut aussi spéculer sur 

l’existence de partenaires protéiques de CFTR pour son trafic intracellulaire. 
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III.4.Implication dans la réponse inflammatoire 

L’implication de CFTR dans la réponse inflammatoire dans le cas de la mucoviscidose est 

toujours un sujet très controversé. En effet, l’inflammation observée chez les patients ne 

serait que la conséquence des infections bactériennes persistantes. De plus, les thérapies 

Figure 3 : Modèle proposé pour la transcytose de CFTR dans les épithéliums des 

voies respiratoires. L’adressage basolatéral de CFTR se produit à partir 

d'endosomes apicaux (a1) et le long de la voie de biosynthèse (a2). (b) La protéine 

CFTR est endocytosé depuis la membrane basolatérale dans les endosomes de tri 

basolatéral. (c) La protéine CFTR issue des BSE est conditionnée dans des 

endosomes transcytotiques (TE) EEA1+ puis transportée au pôle apical par une voie 

dépendante des microtubules (MT). (d) L'internalisation basolatérale, le recyclage 

et la voie (e) transcytotique du récepteur de la transférrine (TfR) sont indiqués par 

des lignes pointillées afin de comparer le trafic de CFTR et TfR. ASE: endosome de 

tri apical; ARE: endosome de recyclage apical; BSE: endosome de tri basolatéral; 

CRE: endosome de recyclage commun; EV: vésicules endocytiques. D’après 

"Transcytosis maintains CFTR apical polarity in the face of constitutive and 

mutation-induced basolateral missorting". Bidaud-Meynard A. et al. J, Cell 

Science. 132-10. jcs226886 2019. 
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existantes comme l’Orkambi© (prescrite chez les patients homozygotes pour la mutation 

deltaF508) qui corrige et potentialise CFTR à la membrane plasmique n’ont pas d’effet sur 

l’état inflammatoire des patients.  

Néanmoins, les données actuelles issues de jeunes patients dépourvus de primo-infection 

ainsi que celles obtenues sur des cultures cellulaires primaires stériles contredisent ce 

dogme (85),(86) et suggèrent que l’origine de cette inflammation n’est pas infectieuse mais 

moléculaire, en lien avec CFTR qui possède de nombreuses fonctions physiologiques.  

A ce jour, les études portant sur l’origine de l’inflammation se sont surtout focalisées sur 

la voie de signalisation NFκB (Nuclear Factor Kappa light chain enhancer of activated B 

cells). En effet, l’activation de la voie NFκB induit une forte sécrétion d’interleukine 8 (IL-

8) qui elle-même entraîne l’afflux massif de polynucléaires neutrophiles par son effet 

chimio-attractant : deux caractéristiques largement présentes chez les patients atteints de 

mucoviscidose (87),(88). 

Dans le cas de la mutation deltaF508, la voie NFκB est continuellement activée ce qui 

conduit à un état inflammatoire chronique des voies respiratoires (89).  

Une première hypothèse suggère que la protéine CFTR aurait un rôle de récepteur PMR 

(Pattern Recognition Molecules) aux motifs spécifiques des pathogènes appelés PAMP 

(Pathogen-Associated Molecular Pattern) comme le LPS (Lipopolysaccharide) des 

bactéries Gram négatif. Les travaux de ce groupe ont montré que le LPS de PA est 

spécifiquement reconnu et fixé par la protéine CFTR wild-type (wt) et que cette fixation 

entraîne l’extraction du LPS à la surface de la bactérie. Puis le LPS est endocyté par les 

cellules épithéliales qui vont rapidement induire la translocation et l’activation de la voie 

NFκB (90). Cependant les résultats obtenus dans des cellules bronchiques humaines CFTR-

deltaF508 et des souris transgéniques CFTR-deltaF508 montrent une incapacité 

d’internaliser le LPS de PA alors que la mutation deltaF508 induit une inflammation par le 

NFκB. Cela suggère d’une part que l’endocytose du LPS nécessite un CFTR fonctionnel et 

d’autre part que l’activation de la voie NFκB est régulée par d’autres mécanismes 

cellulaires. 

Une seconde hypothèse, à l’opposé de la première, suggère un rôle de CFTR dans la 

régulation négative de la voie NFκB, via la phosphorylation de la protéine IκBα (Inhibitor 

of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells, alpha), un inhibiteur du NFκB (91). 
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Dans cette étude, les auteurs ont co-exprimé in vitro de manière transitoire les promoteurs 

de CFTR-wt et IL-8 ou CFTR-wt et NFκB couplés à la luciférase. Ils ont observé que 

l'expression de CFTR-wt supprime les activités des promoteurs de l'IL-8 et du NFκB. Cette 

observation a été confirmée dans les cellules épithéliale CFTR-deltaF508 transfectées 

transitoirement avec le CFTR-wt et également in vivo chez des souris CFTR-/- après une 

infection au LPS de PA (91). Ainsi ces auteurs ont suggéré que CFTR est un régulateur 

négatif de la réponse immunitaire innée médiée par NFκB. Cependant, cette hypothèse 

semble peu probable puisque la surexpression stable de CFTR-wt dans des cellules 

épithéliales CFTR-deltaF508 ne permet pas de corriger l’hyperactivation de NFκB. Ceci 

laisse penser que d’autres acteurs participent, en coopération ou non avec CFTR, à 

l’activation de NFκB et que la correction par le CFTR-wt à elle seule ne suffit pas pour 

réguler la voie NFκB. 

III.5.Implication dans les infections respiratoires bactériennes 

Les patients atteints de mucoviscidose présentent une sensibilité accrue aux infections 

respiratoires et leurs voies aériennes sont chroniquement infectées. En effet, dans le liquide 

broncho-alvéolaire de jeunes enfants, des pathogènes tels que Staphylococcus aureus ou 

Haemophilus influenza sont détectés très rapidement. Puis dans des stades plus tardifs de 

la maladie, les poumons des patients sont chroniquement colonisés par Pseudomonas 

aeruginosa.  

Les isolats de PA provenant de patients présentent fréquemment des mutations d’adaptation 

à l'hôte, y compris dans le gène LasR. Le gène LasR est le principal régulateur 

transcriptionnel du quorum sensing, un système de communication bactérien permettant 

une expression génique coordonnée. L'exposition des voies aériennes à PA et/ou aux 

exoproduits qu’elle sécrète a été associée à une perte d'intégrité épithéliale in vitro, à des 

lésions tissulaires progressives et à une dégradation de la fonction pulmonaire in vivo (92) 

(93) (94). Durant ces dernières années, le groupe d’Emmanuelle Brochiero a montré que 

les exoproduits sous le contrôle de LasR altéraient la réparation épithéliale des voies 

respiratoires après une blessure (95) et que l’inhibiteur de quorum sensing HDMF (4-

hydroxy-2,5-diméthyl-3 (2H) –furanone) supprime l'effet délétère de PA sur la réparation 

des épithéliums respiratoires. 

En plus des effets néfastes sur l’intégrité des voies respiratoires, les infections à PA ont 

également une incidence sur l’expression et la fonction de CFTR. Plusieurs études ont 
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montré que l'exposition à des souches ou à des exoproduits de PA réduisait l'expression de 

CFTR-wt et la sécrétion de Cl- au niveau de la membrane apicale (96) (97) (98). Cependant, 

les mécanismes par lesquels PA modifie CFTR semblent complexes et restent inconnus. 

Certaines données indiquent que l'exposition aux exoproduits de PA réduit la synthèse de 

la protéine CFTR et augmente sa dégradation (98). D’autres résultats montrent que 

l'élastase contrôlée par le régulateur de quorum sensing LasB régule négativement les 

niveaux d’expression de CFTR (99) et que l’ubiquitination et la dégradation accrue de 

CFTR serait en partie dues au facteur Cif, un inhibiteur de CFTR présent dans les vésicules 

de la membrane externe de PA (100). Il a été proposé que l'inhibition du recyclage 

endocytaire de CFTR pourrait également être médiée par un mécanisme dépendant du 

NHERF (97). 

Enfin, il a été montré que la barrière épithéliale jonctionnelle bronchique est également 

affectée dans la mucoviscidose et participe aux processus d’inflammation chronique. Dans 

ce contexte inflammatoire, les cellules épithéliales bronchiques subissent un remodelage et 

deviennent sécrétrices de médiateurs pro-inflammatoires. De plus, l’expression et l’activité 

des protéines formant les jonctions cellulaires sont perturbées. Le domaine PDZ de la 

protéine CFTR peut interagir avec certaines protéines des jonctions cellulaires et pourrait 

via l’actine participer au maintien de la barrière jonctionnelle bronchique. 

III.6.Rôle dans les jonctions cellulaires  

Au sein de l’épithélium bronchique, la cohésion des cellules épithéliales est essentielle pour 

garantir une barrière physique étanche et solide. Pour assurer cela, les cellules épithéliales 

sont capables de former des complexes jonctionnels protéiques entres elles (ces complexes 

jonctionnels protéiques sont décrit dans le chapitre II – La barrière épithéliale bronchique). 

Dans le cas de la mucoviscidose, les mutations du gène CFTR entraînent des 

dysfonctionnements de la barrière jonctionnelle bronchique qui n’assure plus ses fonctions 

protectrices. Ce phénomène se caractérise par la perte de l’intégrité de l’épithélium 

pulmonaire. Dans les tissus épithéliaux exprimant la protéine CFTR-deltaF508, la 

Résistance Trans-Epithéliale (RTE) est drastiquement diminuée (101) tandis qu’une 

augmentation de la perméabilité au mannitol est observée. De manière intéressante, lorsque 

la mutation deltaF508 est corrigée in vitro par l’expression de la protéine CFTR sauvage, 

la RTE est rétablie et la perméabilité au mannitol diminue. Ces phénomènes seraient liés à 

la voie de signalisation Rho/ROCK (Rho-associated, Coiled-coil Containing Protein 
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Kinase). En effet, l’activation de CFTR entraîne une dépolarisation de la membrane 

plasmique. Celle-ci active la voie Rho/ROCK dans le but d’induire la phosphorylation des 

chaînes de myosine et ainsi augmenter la perméabilité paracellulaire (102). Dans la 

mucoviscidose où la protéine CFTR est absente, il a été proposé que l’hyperactivation du 

canal ENaC est à l’origine de la dépolarisation de la membrane, qui devient perméable. 

Dans les cellules épithéliales polarisées, la protéine CFTR se lie à l’actine cytoplasmique 

par l’intermédiaire des domaines protéiques PDZ et de la protéine ezrine (40). La protéine 

ezrine permet de faire le lien entre la membrane plasmique et le cytosquelette. Au sein de 

ces interactions, les réactions de phosphorylation sont primordiales pour l’activation et la 

régulation des liaisons. Il a été montré que CFTR est nécessaire pour la régulation normale 

de la perméabilité des jonctions communicantes par l’intermédiaire du TNF-α (Tumor 

Necrosis Factor alpha). Cet effet est médié par l’activité de la tyrosine kinase c-Yes, 

appartenant à la familles des kinases Src (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase) et par le 

recrutement de CFTR dans les domaines de la membrane résistants aux détergents (103) 

(104). L'inhibition de la phosphorylation par la SFK c-Yes peut altérer la formation des 

jonctions serrées en empêchant leur association (105). De plus, l’association de NHERF1 

(une protéine apicale du cytosquelette de la famille des ezrines) avec la SFK c-Yes a 

également été montrée (106). 

La liaison du domaine PDZ immobilise CFTR et lui permet d’interagir avec d’autres 

composants du complexe macromoléculaire apical (101). Ces interactions, ainsi que 

d’autres types d’interactions, pourraient permettre à CFTR d’interagir avec des protéines 

étroitement associées aux jonctions serrées, telles que la protéine Zonula Occludens (ZO) 

(107) ou des protéines régulatrices contrôlant l’assemblage de complexes jonctionnels 

(108). La génistéine, inhibiteur des tyrosines kinases, modifie les effets de CFTR et 

perturbe l’organisation de la barrière jonctionnelle, ce qui confirme l’implication de la 

phosphorylation par des tyrosines kinases telles que SFK c-Yes (105) ou SFK c-Src (109), 

qui peuvent toutes deux s'associer à CFTR via NHERF-1 (110). La délocalisation de CFTR- 

deltaF508 peut empêcher l'assemblage de tels complexes et la formation de jonctions 

serrées normales ; soit directement par la phosphorylation de la tyrosine d'éléments 

structurels du complexe, tels que la protéine occludine (105), ou indirectement par 

l’absence de phosphorylation de la protéine Par-3 (Partioning defective 3) (111). Par-3 est 

impliquée dans les processus cellulaires de polarisation et semble jouer un rôle central dans 

la formation des jonctions serrées au sein des épithéliums. 
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Ces observations défendent l’implication de la protéine CFTR dans le contrôle et 

l’organisation des complexes jonctionnels en association avec le cytosquelette des cellules 

et les mécanismes de polarisation au sein des tissus épithéliaux. Néanmoins, les bases 

moléculaires et les interactions précises permettant à la protéine CFTR d’exercer ses effets 

restent inconnues. 

IV. Mutation du gène CFTR 

IV.1.Classification des mutations de CFTR 

De nos jours, pas moins de 2000 mutations du gène CFTR ont été identifiées avec un degré 

de sévérité variable. Ces mutations ont été classées en fonction du comportement 

biologique de la protéique CFTR. La première classification des mutations de CFTR fut 

proposée en 1993 par Welsh et Smith. Cette classification a tout d’abord permis de grouper 

les mutations en quatre catégories selon le défaut de la protéine CFTR ; i) défauts de 

synthèse, ii) défauts de maturation et de repliement, iii) défauts de régulation de l’ouverture 

du canal CFTR et iv) défauts de conduction des ions Cl- (112). 

La classification actuelle a été établie en se basant sur la première classification de Welsh 

et Smith mais dénombre aujourd’hui six groupes de mutations (Figure 4) : 

 Mutations de classe I 

Ces mutations conduisent à une absence partielle ou totale d’expression de la protéine 

CFTR à la surface membranaire des cellules. Au niveau moléculaire, ces mutations sont 

dues à la substitution d’un ou plusieurs nucléotides introduisant ainsi un codon stop 

prématuré, des insertions ou des délétions. Ces mutations entraînent un décalage du cadre 

de lecture ou des anomalies d’épissage aboutissant soit au saut complet d’un exon, soit à 

une délétion importante du gène CFTR ou encore à un réarrangement génétique dans le 

gène CFTR qui modifie la séquence d’un exon (113). Ces mutations sont retrouvées chez 

5 à 10% des patients atteints de mucoviscidose dans le monde avec notamment les 

mutations Trp1282X et Gly542X. Le X indique le codon stop qui remplace l’acide aminé. 
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 Mutations de classe II 

Ces mutations sont à l’origine du trafic intracellulaire anormal de la protéine CFTR, 

notamment en raison de repliement incorrect. Ces mutations, qui peuvent être retrouvées 

Figure 4 : Classification des mutations de CFTR. Schéma adapté de "Progress 

in therapies for cystic fibrosis. De Boeck K. et Amaral M.D. Lancet Respir. 

Med. 4-8. p 662-674. 2016" et " Classification of CFTR mutation classes. Lima 

Marson F.A. Lancet Respir. Med. 4. e37. 2016". 
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dans n’importe quel domaine de la protéine CFTR, entraînent la séquestration et la 

dégradation rapide de la protéine dans le RE. En effet, la conformation anormale de CFTR 

est détectée par le système de contrôle qualité du RE (ERQC ; endoplasmic reticulum 

quality control) qui cible la protéine vers les voies de dégradation dépendante (114),(115) 

et indépendante (116) du système ubiquitine/protéasome. Selon les mutations de classe II, 

ces altérations de l’adressage intracellulaire de la protéine CFTR entraînent sa diminution 

voire son absence totale à la surface des cellules. La mutation la plus fréquente (environ 

70% des mutations identifiées) correspond à la délétion de la phénylalanine en position 508 

de la protéine CFTR (deltaF508). (117). 

 Mutations de classe III 

Ces mutations perturbent la régulation de l’activité canal chlorure de la protéine CFTR. Ce 

sont souvent des mutations faux-sens (substitution nucléotidique) localisées au niveau des 

domaines de liaison de l’ATP ; NBD1 et NBD2. La synthèse de la protéine CFTR s’effectue 

normalement et celle-ci s’insère correctement dans la membrane. Les mutations des 

domaines NBDs sont responsables de la diminution de la probabilité d’ouverture de 

l’activité canal chlorure du CFTR car elles réduisent le niveau de phosphorylation de 

CFTR. En effet, il a été montré que dans le cas de la mutation Gly551Asp (G551D), la 

probabilité d’ouverture du canal CFTR est environ cent fois inférieure à celle du canal 

CFTR sauvage (118). Selon les registres de patients, environ 4% à 5% des patients atteints 

de mucoviscidose sont porteurs de la mutation (G551D) sur au moins un allèle (119). 

 Mutation de classe IV 

Ces mutations altèrent la conductance du canal CFTR et sont principalement localisées 

dans les TMDs impliqués dans la formation du canal. Ces mutations faux-sens produisent 

une protéine correctement insérée dans la membrane, qui conserve une activité canal Cl- 

dépendante de l'AMPc, mais avec une conductance réduite. La mutation de classe IV la 

plus répandue est la mutation Arg117His (R117H), qui est retrouvée chez 2 à 4% des 

patients. (120) 

 Mutations de classe V 

Ces mutations plus rares, approximativement 1%, déstabilisent les ARNm de CFTR. Le 

système d’épissage des ARNm est altéré, ce qui entraîne la génération d’ARNm épissés de 

manière aberrante et conduit à une diminution de la quantité de protéines CFTR à la 

membrane cellulaire. Néanmoins, les systèmes d’épissage affectés par ce genre de 
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mutations continuent de générer également un pool d’ARNm épissés correctement ce qui 

permet d’éviter une absence totale de protéine CFTR fonctionnelle à la membrane 

(121),(122). 

 Mutations de classe VI 

Ces mutations sont souvent associées aux mutations de classe V puisqu’elles affectent 

également la stabilité de CFTR mais au niveau protéique. Ces mutations provoquent une 

troncation de l’extrémité C-terminale de la protéine CFTR, qui n’est cependant pas 

indispensable pour la biosynthèse et la fonction de canal chlorure de CFTR. En revanche, 

cette extrémité C-terminale semble jouer un rôle crucial dans la stabilité de la protéine 

CFTR mature (123). De plus, il a été montré que l’absence de l’extrémité C-terminale 

modifie les paramètres d’endocytose de CFTR qui de ce fait est dégradée prématurément. 

En effet, l’augmentation du taux d’endocytose entraîne la réduction d’environ 50% de la 

protéine CFTR dans la membrane plasmique (124).  

De manière générale, les mutations de classe I, II et III sont associées à un phénotype sévère 

de la maladie tandis que les mutations de classe IV, V et VI sont accompagnées de 

symptômes moins sévères, avec un phénotype dit intermédiaire. 

IV.2.Modèles animaux pour l’étude de l’impact des mutations de CFTR  

Afin d’étudier les processus physiopathologiques de la mucoviscidose et de comprendre 

les rôles multiples de CFTR, de nombreux modèles animaux ont été développés. 

Cependant, le modèle murin reste le plus utilisé et a été largement développé puisque 

l’homologie entre le gène CFTR humain et murin est de 78% et que la mutation deltaF508 

se situe à la même position sur le gène murin (125).  

Néanmoins, il est admis que ces modèles murins ne représentent pas fidèlement le 

phénotype de la mucoviscidose car ils ne présentent pas ou peu de symptômes pulmonaires 

de la mucoviscidose. En revanche, ces modèles permettent d’étudier les effets de 

l’extinction ou des mutations de CFTR sur différents aspects moléculaires et dans un 

environnement in vivo. 

 Plusieurs modèles murins ont été développés pour l’étude de CFTR (= souris CF pour 

Cystic Fibrosis). Il est possible de distinguer deux types de modèles : les souris invalidées 

pour le gène Cftr dites KO (Knockout) et les souris dans lesquelles une mutation du gène 

Cftr a été introduite (Figure 5). 
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 De manière générale, la pathophysiologie intestinale de ces modèles murins est très 

similaire à celle observée chez l’Homme. Ces souris présentent à la fois des défauts de 

sécrétion macromoléculaire avec un épaississement du mucus intestinal et des défauts de 

transport ionique avec une sécrétion de Cl- et HCO3
- réduite ou absente et une absorption 

accrue de Na+ (126). Ces modèles d’études sont généralement utilisés pour étudier la 

physiologie fondamentale du transport des ions. 

 Phénotype  

 Souris Cible / mutation Resp. Dig. Fond 

Génétique 

Réf. 

K
n

o
ck

o
u

t 

 

CFTRtm1Unc Codon stop dans 

l’exon 10 

+ +++ C57Bl/6-

129/Sv, 

BALB/c-

129/Sv, B6D2-

129/Sv 

(127) 

CFTRtm1Hgu Insertion dans l’exon 

10 

- +  

MF1-129/Sv 

(128) 

CFTRtm1Cam Insertion dans l’exon 

10 

- +++ MF1-129/Sv, 

C57Bl/6-129/Sv 

(129) 

CFTRtm1Bay Duplication 

insertionnelle dans 

l’exon 3 

- +++  

C57Bl/6-129/Sv 

(130) 

CFTRtm3Bay Codon stop dans 

l’exon 2 

- +++ C57Bl/6-129/Sv (131) 

CFTRtm1Hsc Insertion dans l’exon 

1 

- +++ CD1-129/Sv (132) 

M
u

ta
ti

o
n

s 

CFTRtm1Kth Insertion de la 

mutation F508del 

dans l’exon 10 

- +++  

C57Bl/6-129/Sv 

(133) 

CFTRtm1Eur Insertion de la 

mutation F508del 

dans l’exon 10 

- +  

FVB-129/Sv 

(134) 

CFTRtm2Cam Insertion de la 

mutation F508del 

dans l’exon 10 

- +++ C57Bl/6-129/Sv (135) 

CFTRtm1G551D Insertion de la 

mutation G551D dans 

l’exon 11 

- ++ CD1-129/Sv (136) 

CFTRtm2Hgu Insertion de la 

mutation G480C dans 

l’exon 10 

- +++ C57Bl/6-129/Sv (137) 

Figure 5 : Modèles murins existant pour l’étude de la protéine CFTR. Tableau adapté 

de "Cystic fibrosis mouse models. Guilbault C. Am J Respir Cell Mol Biol. 36-1. p 1-

7. 2007", "Pathophysiology of Gene-Targeted Mouse Models for cystic fibrosis. 

Grubb B.R. and Boucher R.C. Physiological review. 79-1. p S193-S214. 1999" et "Un 

modèle murin mimant les manifestations pulmonaires de la mucoviscidose vient 

d’être mis au point. Sauty A et Aubert J-D. Revue des Maladies Respiratoires. 22. p 

17-19. 2005". 
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Au niveau pulmonaire, il a d’abord été considéré que les animaux examinés étaient trop 

jeunes et élevés dans un environnement semi-stérile, pour développer des problèmes 

respiratoires mais que si cette barrière semi-stérile était levée la pathologie des voies 

aériennes se manifesterait (de la même manière que lorsque les nourrissons atteints de 

mucoviscidose naissent et s’exposent aux pathogènes).  

Cependant, cette hypothèse n’a pas pu être étayée puisque l'histologie des poumons de 

souris CF est normale et ne présente pas de colmatage des bronches dû au mucus épais 

(136),(128). En effet, les études avec des souris CFTRtm1Unc vieillissantes n’ont pas permis 

de soutenir l'hypothèse selon laquelle des souris CF âgées et élevées dans un environnement 

moins stérile pourraient présenter des atteintes respiratoires.  

Néanmoins, il a été signalé que des souris CFTRtm1Hgu exposées longuement et de manière 

répétée à des nébulisations de Staphylococcus aureus développaient des anomalies 

pulmonaires. En l’occurrence ces souris présentaient une incidence significativement plus 

élevée d'hyperplasie à cellules caliciformes, de rétention de mucus et de bronchiolite par 

rapport aux individus non infectés (138). De plus, dans ces modèles exposés à des 

pathogènes, une augmentation du nombre de colonies bactériennes a été observée, 

suggérant un défaut de clairance pulmonaire.  

 D’autres travaux ont montré que les souris CF ne présentent aucune hyperabsorption de 

Na+ et sécrètent significativement des ions Cl- en réponse à la forskoline (un activateur de 

CFTR) (139). L’absence d’hyperabsorption du sodium peut être expliqué par une faible 

expression de CFTR-wt dans les souris sauvages. Ainsi CFTR-wt n’aurait que peu 

d’influence sur l’absorption du sodium et son invalidation dans les souris CF n’aurait pas 

ou peu d’impact. La sécrétion normale d’ions Cl- chez les souris CF serait médiée par le 

calcium intracellulaire indépendamment de CFTR. Cependant, la stimulation par des agents 

augmentant le calcium intracellulaire (ATP, ionomycine) n’induit pas de sécrétion plus 

importante de chlore (140) hormis pour les modèles CFTRtm2Cam et CFTRtm1G551D 

(135),(136). 

Il semblerait que dans la trachée murine, la voie sécrétoire alternative de Cl- (ClA) soit 

beaucoup plus dominante que la voie CFTR médiée par l’AMPc et que, dans certains cas, 

la voie ClA soit régulée positivement dans les tissus des voies respiratoires des souris CF. 
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Enfin, il a été montré que les souris CFTRtm1Unc ne présentent aucun marqueur de 

l’inflammation au niveau pulmonaire (127) hormis une augmentation du taux basal d’IL-8 

dans le liquide de surface bronchique (141). 

IV.3.Thérapies moléculaires : Potentiateurs/correcteurs de CFTR 

Depuis l’identification du gène CFTR et des dysfonctions de la protéine CFTR, de 

nombreuses études ont été menées dans le but de rechercher des molécules ayant un effet 

sur la protéine CFTR. L’activité de la protéine CFTR est connue pour être régulée 

principalement par phosphorylation/déphosphorylation. Ainsi, des composants naturels et 

inducteurs de phosphorylation tels que les alkylxanthines (caféine, théophylline) ont été les 

premières molécules modulatrices de CFTR identifiées (142). 

D’autres molécules naturelles comme la curcumine, l'escine, extraite du marronnier, ou 

encore le resveratrol ont été étudiées pour leurs propriétés inhibitrice de kinase, anti-

inflammatoire et anti-oxydante respectivement mais sans effet significatif in vivo. Il a aussi 

été montré que le N-butyldeoxynojirimycin, appelé miglustat (Zavesca®) corrige le 

transport des ions Cl- et Na+ en restaurant le trafic cellulaire de CFTR-deltaF508, mais ces 

  

Classe 

 

Molécule 

Chlore 

sudoral 

Réponses cliniques 

VEMS Exacerbation 

pulmonaire 

Gly551Asp III Ivacaftor Diminution 

de 50% 

Augmentation 

de 10% 

Diminution de 

40% 

Gly551Ser, 

Gly178Arg, 

Gly1244Glu, 

Gly1349Asp, 

Ser549Asn, 

Ser549Arg, 

Ser1251Asn, 

Ser1255Pro 

 

 

 

 

III 

 

 

 

 

Ivacaftor 

 

 

 

 

Diminution 

de 50% 

 

 

 

 

Augmentation 

de 10% 

 

 

 

 

ND 

Arg117His IV Ivacaftor Diminution 

de 25% 

Augmentation 

de 3% 

ND 

Gly542X I Ataluren = = Pas d’effet 

Phe508del II Ivacaftor 

+ 

Lumacaftor 

Diminution 

de 8% 

Augmentation 

de 3% 

Diminution de 

30% 

Figure 6 : Résumé de résultats d'essais cliniques adaptés aux différentes mutations de 

CFTR. VEMS : Volume Expiratoire Maximum par Seconde. ND : Non Déterminé. 

Tableau adapté de "Cystic Fibrosis. Elborn J.S. Lancet. 388-10059. p 2519-2531. 

2016". 
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effets observés in vitro et lors des phases précliniques n’ont pas été confirmés lors des 

essais cliniques de phase II (143).  

Par la suite, le développement du screening à haut débit a permis d’identifier de nombreuses 

molécules prometteuses qui ont été catégorisées en deux grandes familles de molécules : 

les potentiateurs et les correcteurs de CFTR. 

La société Vertex Pharmaceuticals (Boston, USA) a notamment développé deux molécules. 

La première, VX-809, plus communément appelée Lumacaftor, est un correcteur de CFTR 

qui permet de restaurer le trafic cellulaire de CFTR-deltaF508, de corriger son repliement 

et de la stabiliser à la membrane (144). Les patients homozygotes pour deltaF508 ont 

montré une diminution significative du chlore dans leur sueur après quatre semaines de 

traitement, néanmoins aucune amélioration de la fonction respiratoire n’a pu être observée. 

La deuxième molécule, le VX-770 ou Ivacaftor (Kalydéco®), est un potentiateur de CFTR 

approuvé chez les patients porteurs de la mutation G551D (4-5% des patients) et qui permet 

d’améliorer l’ouverture du canal CFTR-deltaF508 en combinaison avec un traitement au 

VX-809. Ainsi l’association des deux molécules VX-809 et VX-770 semble intéressante et 

a obtenu en 2015 une autorisation temporaire d’utilisation sous le nom d’Orkambi® pour 

les patients homozygotes deltaF508 (Figure 6). Cependant, l’efficacité de ce traitement est 

variable entre deux patients et ne semble pas avoir d’effet chez les patients hétérozygotes 

pour deltaF508. L’entreprise Vertex a aussi développé le VX-661 ou Tézacaftor qui, en 

association avec le VX-770, semble montrer une efficacité légèrement supérieure au VX-

809 (en 2018 la Food Drug Administration FDA a autorisé la combinaison du VX-770 et 

du VX-661 sous le nom de Symdeko®).  

D’autres molécules telles que le VX-152 et le VX-440 sont actuellement évaluées, tandis 

que certaines industries pharmaceutiques telles que Proteostasis Therapeutics (Cambridge, 

USA) et Flatley Discovery Lab (Charlestown, USA) développent eux aussi des correcteurs 

agissant de manière différente du VX-809 et promettant une efficacité supérieure (145). 

Enfin, la société ProQR Therapeutics NV (Leiden, Pays-Bas) s’oriente davantage sur le 

développement d’ARN simple brin (QR-010). Ces ARN sont spécifiquement modifiés de 

manière à corriger la mutation deltaF508 au niveau de l’ARNm afin de générer un ARNm 

de CFTR sain. Les tests précliniques chez la souris ont montré une augmentation de 

l’activité de CFTR et une régulation du taux de sécrétion dépendant de CFTR (146). Les 
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phases cliniques suivantes sont actuellement en cours et permettront de valider la sécurité 

de la molécule mais également la preuve de concept. 

Malgré ces médicaments disponibles et/ou en cours de développement, la mucoviscidose 

demeure une maladie incurable et souvent fatale sans transplantation pulmonaire. La 

recherche de nouvelles thérapies reste donc une priorité qui s’oriente de plus en plus vers 

une médicine personnalisée, notamment avec le développement et la culture d’organoïdes 

intestinaux issus de patients. Cette nouvelle technique a pour but de tester des molécules 

sur du tissu spécifique au patient et propre à sa mutation dans un environnement cellulaire 

plus proche de la réalité en comparaison à la culture cellulaire primaire traditionnelle (147). 

IV.4.Description des atteintes cliniques 

La mucoviscidose est une maladie multi-viscérale qui affecte principalement les tissus 

épithéliaux. Les organes majoritairement concernés sont l’appareil respiratoire, le système 

digestif (comprenant les intestins et le pancréas), et le système uro-génital. La 

mucoviscidose peut conduire à des phénotypes très diversifiés, ce qui explique les 

nombreuses différences dans les symptômes observés entre deux patients, et cela même 

lorsqu’ils possèdent une mutation identique. Néanmoins, la mucoviscidose reste une 

maladie chronique qui s’exprime de manière progressive et généralement durant la petite 

enfance voire même dès la naissance avec notamment la présence d’iléus méconial. Par la 

suite, les différentes atteintes cliniques décrites ci-dessous apparaissent au cours de la vie 

du patient (Figure 7) selon la ou les mutations qu’il porte : 
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 0-10 ans 10-20 ans 20-35 ans >35 ans 

 

Voies aériennes 
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bronchectasie 

précoces 

 

Bronchectasie 

établit 
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hémoptysie et 

pneumothorax 

Insuffisance 

respiratoire→ 

transplantation 

pulmonaire 

 

 

Principales 

infections 

 

 

S.aureus 

 

Intermittence 

S.aureus 

/ 

P.aeruginosa 

P.aeruginosa 

et autres 

bactéries 

Gram- non 

fermentatives, 

ABPA 

 

 

- 

 

Pancréas 

Insuffisance 

pancréatique 

exocrine 

 

- 

Diabète de 

type I 

 

- 

 

Foie 

Dysfonctions 

hépatiques 

Cirrhose Hypertension 

de la veine 

porte 

Transplantation 

hépatique 

 

Intestins 

 

Iléus méconial 

 

- 

Syndrome 

d'obstruction 

intestinale 

distale 

 

- 

Appareil 

reproducteur 

Absence de canal 

déférent 

- - - 

 

Autre 

 

- 

 

- 

Arthropathie 

et ostéoporose 

 

- 

Figure 7 : Apparition des symptômes cliniques de la mucoviscidose en fonction de 

l’âge. ABPA : Aspergillose Broncho-Pulmonaire Allergique. Tableau adapté de 

"Cystic Fibrosis. Elborn J.S. Lancet. 388-10059. p 2519-2531. 2016". 

 L’atteinte génitale 

Plus de 95% des hommes sont stériles en raison d'une absence bilatérale congénitale du 

canal déférent (CBAVD) et d'une azoospermie obstructive (148). La réduction de la fertilité 

chez les femmes ne semble pas avoir une cause anatomique (149). Cette infertilité est 

principalement due à l’épaississement du mucus cervical qui ne subit pas les changements 

typiques au cours des menstruations et dont les concentrations en électrolytes sont 

dérégulées. Ainsi le mucus cervical des femmes atteintes de mucoviscidose devient 

imperméable au passage des spermatozoïdes (150),(151). Cependant, il a également été 

proposé que les perturbations de la fertilité féminine dans la mucoviscidose soient liées à 

un dysfonctionnement de l’ovulation et à une déficience en acide gras essentiels (152) 
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 L’atteinte pancréatique et biliaire 

Les cellules épithéliales des canaux pancréatiques et biliaires sont également affectées par 

les mutations de CFTR. En effet, CFTR est présent dans les canaux pancréatiques pour 

permettre le transport des ions Cl- et HCO3
- et obtenir un environnement alcalin. Les 

cellules épithéliales pancréatiques absorbent le chlore et sécrètent le bicarbonate (153). Au 

sein du mucus pancréatique, les ions bicarbonates neutralisent les acides gastriques et 

procure un pH basique optimal pour le bon fonctionnement des enzymes pancréatiques 

(153),(154). Dans le cas de la mucoviscidose, les dysfonctionnements des échanges 

anioniques ont pour conséquence l’obstruction progressive des canaux pancréatiques, la 

destruction des acini pancréatiques et dans les cas les plus grave aboutissent à une fibrose 

du pancréas. 

 L’atteinte métabolique 

Les progrès médicaux ont permis d’augmenter considérablement l’espérance de vie des 

patients atteints de mucoviscidose mais à contrario, ils ont aussi permis le développement 

d’autres pathologies en parallèle de la mucoviscidose.  

Le diabète associé à la mucoviscidose est un problème croissant qui affecte environ 40% 

de la population mucoviscidosique et qui est associé à un mauvais pronostic vital surtout 

pour les femmes (155),(156). De nombreux patients souffrent également d’ostéopénie. En 

effet, les retards de puberté causent une faible densité minérale osseuse et la présence d’une 

réponse inflammatoire chronique favorise l’ostéopénie (157),(158). Enfin, les patients 

présentent souvent des atteintes rénales en raison de l’administration répétée 

d’antibiotiques tels que les aminoglycosides, comme la gentamicine, qui s’avèrent être 

nephrotoxique (156). 
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 L’atteinte pulmonaire 

Les atteintes respiratoires sont responsables de la morbidité et de la mortalité de la 

mucoviscidose. Ce sont les symptômes les plus sévères et ils représentent un enjeu majeur 

dans le développement de thérapies. La principale pathologie dans le poumon est 

l’inflammation des bronches générée d’une part, par la diminution voire l’absence de 

clairance muco-ciliaire qui ne permet pas d’éliminer les microorganismes présents dans le 

mucus et d’autre part, par la génération d’un microenvironnement pro-inflammatoire et 

toxique pour le tissu pulmonaire (159),(156). Ces différents problèmes apparaissent très tôt 

dans la vie des patients (quelques mois pour certains) et se caractérisent par une 

bronchectasie des voies respiratoires (160),(161). La bronchectasie (Figure 8) est 

accompagnée d’une augmentation de l’élastase sécrétée par les neutrophiles qui conduit à 

la perturbation des défenses immunitaires innées, à une augmentation de la production de 

Figure 8 : Comparaison entre une bronche saine et une bronche atteinte de 

bronchectasie. Schéma adapté du "National Heart Lung and Blood Institute". 
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mucus, à une dégradation des peptides protecteurs du mucus et à la digestion de la matrice 

extracellulaire (162),(163).  

L’inflammation pulmonaire chronique est une caractéristique physiopathologique 

inévitable pour les patients atteints de mucoviscidose. Cette inflammation chronique se 

caractérise par un taux élevé de polynucléaires neutrophiles (PNN) avec une trans-

migration endothéliale accrue via l’expression exacerbée de la protéine ICAM-1 

(Intercellular Adhesion Molecule-1) mais également une migration paracellulaire anormale 

due à un relâchement des jonctions serrées. Ces nombreux PNN sécrètent de l’élastase en 

très grande quantité et ne remplissent plus leur rôle de cellules suppressives (164). En effet, 

les récepteurs des PNN sont altérés et ne permettent plus la phagocytose. 

Les PNN affluent sous l’influence de médiateurs pro-inflammatoires qui sont dérégulés 

dans la mucoviscidose. Les patients montrent une augmentation de la cytokine IL8 (165), 

du leucotriène B4 (166) et du facteur de croissance GM-CSF (Granulocyte-Macrophage 

Colony-Stimulating Factor) et une diminution de la cytokine anti-inflammatoire IL10. 

Par la suite, ces PNN subissent un processus d’apoptose, ils libèrent alors les protéases et 

autres ROS (Reactive Oxygen Species) qu’ils contiennent. Ces diverses molécules 

présentent en quantité anormalement élevée deviennent néfastes et conduisent à la 

destruction du tissu bronchique (167). A long terme, la destruction du tissu bronchique 

provoque une insuffisance respiratoire et sans transplantation pulmonaire peut conduire au 

décès du patient. 

L’ensemble de ces données montrent que la protéine CFTR possède de très nombreuses 

fonctions et participe à de multiples processus physiologiques mais dont les bases 

moléculaires restent encore à éclaircir.  

A ce stade de la recherche, nous savons que les atteintes pulmonaires induites par les 

mutations de CFTR sont responsables de la morbidité et de la mortalité des patients atteints 

de mucoviscidose. Dans ce contexte, la protéine CFTR participe à la régulation de canaux 

ioniques, au trafic protéique intracellulaire, aux infections bactériennes, au processus 

inflammatoire exacerbé et dans la perméabilité de la barrière épithéliale bronchique. 

Cette barrière épithéliale bronchique est un élément clé dans la protection des voies 

aériennes. Elle constitue une barrière physique entre la lumière des bronches et le 

parenchyme pulmonaire et régule la perméabilité épithéliale. Dans la mucoviscidose, la 
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barrière jonctionnelle bronchique est altérée et la perméabilité épithéliale est augmentée 

suggérant un rôle de la barrière épithéliale dans les infections chroniques et l’inflammation. 

Cette perméabilité accrue permettrait le passage des pathogènes vers le tissu pulmonaire et 

la libération de cellules de l’inflammation dans la lumière des bronches. Cependant, ce 

phénomène est controversé puisque certaines études suggèrent une migration trans-

cellulaire des bactéries au travers de l’épithélium, tandis que d’autres proposent un passage 

para-cellulaire provoqué par un relâchement des jonctions cellulaires. De plus, les rôles de 

CFTR au sein de la barrière épithéliale sont peu connus. 

Ainsi pour mon projet de thèse, nous nous sommes focalisés sur l’étude de la barrière 

épithéliale bronchique, des protéines jonctionnelles et du rôle de CFTR dans cette 

organisation cellulaire.
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I. Les épithéliums au sein des poumons 

Le système respiratoire comprend les voies aériennes supérieures extra-thoraciques (nez, 

fosses nasales, bouche, pharynx et larynx) et les voies aériennes inférieures intra-

thoraciques constituées par la trachée, les bronches et bronchioles et les alvéoles 

pulmonaires. Les voies aériennes inférieures forment les poumons et doivent strictement 

rester stériles pour leur bon fonctionnement. Les poumons humains sont divisés en deux 

parties ; le poumon droit et le poumon gauche, eux-mêmes subdivisés en trois et deux lobes 

respectivement (Figure 9). Les deux poumons sont séparés par le médiastin et sont 

enveloppés par la plèvre, une membrane séreuse, au sein de la cage thoracique. 

La structure des poumons peut varier entre différents mammifères, notamment entre 

l’Homme et la souris. En effet, le poumon murin droit est divisé en quatre lobes tandis que 

le poumon gauche n’en contient qu’un seul. 

Les tissus épithéliaux respiratoires sont présents depuis la trachée jusqu’aux bronchioles et 

exercent la fonction de barrière protectrice dynamique. Tout au long de l’arbre bronchique, 

les cellules qui tapissent les parois de ces conduits suivent un gradient d’épaisseur et de 

proportion pour former un tissu épithélial (Figure 10).  

Figure 9 : Structure générale des poumons humains. 
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Les cellules formant les épithéliums sont solidairement juxtaposées les unes aux autres afin 

de former une barrière physique. Cette cohésion cellulaire permet également de réguler la 

perméabilité du tissu épithélial. Les cellules épithéliales ont la capacité de se polariser et 

d’organiser spécifiquement la position de leurs organites. Le pôle apical des cellules est 

orienté vers la lumière de l’organe tandis que le pôle basal est orienté vers le tissu conjonctif 

sous-jacent intimement lié à la lame basale. 

Au niveau de la trachée et des bronches, l’épithélium de revêtement est pseudo-stratifié et 

cylindrique tandis qu’il devient monostratifié dans les bronchioles. Progressivement, les 

cellules caliciformes pluristratifiées deviennent des cellules unistratifiées. De la trachée 

jusqu’aux bronchioles, l’épithélium est cilié et recouvert de liquide de surface, le mucus. 

Enfin au niveau alvéolaire, les cellules sont complètement différentes des cellules 

épithéliales. Il s’agit des pneumocytes de type I et II qui possèdent chacun un rôle 

fondamental. Les pnemocytes de type I sont responsables des échanges gazeux dans le 

sang. En effet, la membrane basale des pneumocytes I est fusionnée à la membrane des 

cellules endothéliales ce qui permet un lien direct avec les capillaires sanguins. Tandis que 

les pneumocytes de type II sécrètent le surfactant, un liquide permettant de fluidifier le 

mucus et de réduire la tension de surface exercée par le mucus sur les alvéoles. 

Figure 10 : Transition cellulaire depuis la trachée jusqu’aux alvéoles.  D’après " 

Ganong's Review of medical physiology 25th Ed. Barret K.E. et al. 2015". 
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II. Structure d’un épithélium bronchique sain 

Pour assurer ses multiples fonctions, l’épithélium bronchique est composé de plusieurs 

types cellulaires sensiblement les mêmes depuis la trachée jusqu’aux bronchioles et qui ont 

été divisés en trois catégories (Figure 11) : 

II.1.Les cellules ciliées 

Les cellules ciliées sont les principales cellules de l’épithélium pseudostratifié puisqu’elles 

représentent plus de 50% des cellules totales (168). Ce sont des cellules issues de cellules 

basales ou sécrétoires (169),(170), polarisées et qui une fois différenciées acquièrent des 

cils à la surface membranaire apicale. Ces nombreux cils permettent aux cellules d’assurer 

un mouvement mécanique qui joue un rôle crucial dans la clairance mucociliaire. Ce 

mouvement ciliaire est possible grâce aux nombreuses mitochondries présentes à la surface 

apicale des cellules ciliées et qui fournissent l’énergie nécessaire aux battements des cils 

(171). Certaines études ont proposé un rôle des cellules ciliées dans le remodelage et la 

régénération de l’épithélium bronchique  (172),(173). 

II.2.Les cellules sécrétrices 

Parmi les cellules sécrétrices de l’épithélium bronchique, il est possible de distinguer deux 

grands types cellulaires : les cellules caliciformes à mucus présentes depuis la trachée 

jusqu’aux bronches et les cellules club qui remplacent progressivement les cellules 

caliciformes dans les petites bronches et bronchioles. 

Les cellules caliciformes à mucus sont caractérisées par la présence de granules de mucines 

au sein de leur cytoplasme. Ces mucines sont sécrétées par la cellule dans la lumière de 

l’épithélium afin de piéger les particules et pathogènes inhalés (174). Certaines pathologies 

respiratoires telles que l’asthme, la BPCO (Bronchopneumopathie Chronique Obstructive) 

ou encore la mucoviscidose entraînent des perturbations dans la production de mucus et 

conduisent à des lésions pulmonaires. Enfin, il a été montré que les cellules caliciformes 

sont capables de s’auto-renouveler et dans certains cas de se trans-différencier en cellules 

ciliées, notamment lors de la régénération de l’épithélium (175). 

Les cellules club, anciennement appelées cellules de Clara, sécrètent un liquide de surface 

similaire au surfactant alvéolaire contenant notamment des glycosaminoglycanes ou des 

lysozymes. 
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II.3.Les cellules basales 

Les cellules basales s’organisent en monocouches de cellules pour former la structure 

pseudostratifiée de l’épithélium (176). Les cellules basales sont directement connectées à 

la membrane basale grâce aux hémi-desmosomes et représentent les fondations de 

l’épithélium sur lesquelles viennent se fixer les cellules ciliées et sécrétrices (177),(178). 

Ces cellules basales participent aux défenses anti-oxydantes, aux échanges d’eau 

transépithéliaux ainsi qu’à la réponse inflammatoire (179). En effet, en réponse aux signaux 

inflammatoires, les cellules basales sont capables de réguler positivement l’expression de 

certains récepteurs de l’inflammation tels que la molécule d’adhésion ICAM-1 (180). 

III. Rôle de barrière protectrice 

Le tissu épithélial bronchique constitue une véritable barrière directement en contact avec 

l’air inhalé. Ce tissu protecteur forme d’une part, une barrière physique par l’établissement 

et le maintien de jonctions cellulaires protéiques entres les cellules épithéliales, et d’autre 

part, une barrière chimique par la sécrétion de nombreuses molécules protectrices aux 

activités antimicrobiennes, anti-oxydantes ou encore pro-inflammatoires.  

III.1.Clairance mucociliaire 

La clairance mucociliaire est l’action mécanique permise par le battement coordonné des 

cils présents à la surface apicale des cellules ciliées. Elle consiste à éliminer les particules 

et pathogènes pris au piège dans le mucus vers l’extérieur des bronches. Le mucus contient 

des molécules antimicrobiennes comme la lactoferrine et le lysozyme (181) et des 

Figure 11 : Localisation tissulaire des différentes cellules formant l’épithélium 

bronchique humain. 
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molécules de défenses comme les protéases ou  les défensines sécrétées par les cellules 

épithéliales. 

III.2.Jonctions cellulaires 

Les jonctions cellulaires sont des protéines transmembranaires et cytosoliques organisées 

spécifiquement au sein des épithéliums afin de maintenir les cellules épithéliales entres-

elles.  

Les jonctions serrées sont organisées en couronne au pôle apical des cellules tandis que les 

jonctions adhérentes et desmosomes ont une localisation basolatérale permettant 

l’adhérence intercellulaire (Figure 11). Il existe également les jonctions hémi-desmosomes 

qui assurent l’ancrage des cellules épithéliales à la lame basale et les jonctions 

communicantes ou jonctions GAP qui ne participent pas au maintien physique de 

l’épithélium mais qui permettent la communication intercellulaire, la transmission de 

signaux cellulaires, la synchronisation cellulaire et le maintien de l’homéostasie tissulaire. 

Les jonctions serrées 

Les jonctions serrées représentent les protéines responsables de la perméabilité et de la 

sélectivité de l’épithélium vis-à-vis des ions et de certaines molécules. Les jonctions serrées 

régulent ainsi le passage paracellulaire de solutés et permettent également d’assurer 

Figure 12 : Schéma de l’organisation des jonctions cellulaires entre deux cellules 

épithéliales. 
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l’étanchéité tissulaire entre les différents compartiments (182). Ces protéines sont 

également responsables de la frontière entre le pôle apical et le pôle basal des cellules et 

maintiennent les cellules polarisées. Les protéines appartenant aux jonctions serrées se 

divisent en trois grandes familles : Les claudines, les occludines et les JAM (Junctional 

Adhesion Molecule) qui vont chacune s’associer à des protéines adaptatrices 

intracellulaires de la membrane périphérique. Les protéines ZO interagissent directement 

avec le cytosquelette d’actine (Figure 13). 

L’occludine est une protéine constituée de quatre domaines transmembranaires et de deux 

boucles extracellulaires. Cette protéine participe au maintien de la RTE et à la régulation 

du flux paracellulaire. Néanmoins, cette protéine ne semble pas essentielle à l’établissement 

des jonctions serrées puisque des cellules souches invalidées pour le gène de l’occludine 

forment des jonctions serrées fonctionnelles (183). L’occludine établit des jonctions dans 

une forme hyperphosphorylée en s’associant à la protéine ZO-1. Certains facteurs peuvent 

perturber ces interactions et rompre l’intégrité épithéliale. C’est le cas de la cystéine 

Figure 13 : Représentation schématique des jonctions serrées dans une cellule 

épithéliale. D’après "Temporal and regional intestinal changes in permeability, 

tight junction, and cytokine gene expression following ovariectomy‐induced 

estrogen deficiency" Collins, F. L. et al. Physiological reports. 5-9. e13263. 2017. 
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protéase de l’allergène Der p1 qui clive la liaison occludine-ZO-1 et entraîne une 

augmentation de la perméabilité paracellulaire (184).  

La famille des protéines claudines dénombre 24 claudines chez l’Homme qui sont capables 

d’interagir entres elles via des liaisons homo- ou hétérophiliques. Tout comme l’occludine, 

les claudines comportent quatre domaines transmembranaires et deux boucles 

extracellulaires cytoplasmiques capables d’interagir avec ZO-1 mais également ZO-2 et 

ZO-3. Au sein de l’épithélium bronchique, les claudines 1, 2, 3, 4, 5 et 7 sont exprimées 

(185),(186). 

Il existe trois types de protéines JAM : A, B et C (187). Ce sont des glycoprotéines 

appartenant à la famille des immunoglobulines (Ig) car elles possèdent un domaine 

extracellulaire de type Ig et elles comportent également un motif de liaison à ZO-1 dans 

leur partie C-terminale. En plus de participer à la régulation de la perméabilité 

paracellulaire de l’épithélium, les protéines JAM sont capables d’interagir avec les 

leucocytes en s’associant aux intégrines. Cette association facilite alors l’adhésion et la 

migration trans-endothéliale des leucocytes (188).  

Enfin, les protéines de la famille ZO sont considérées comme des jonctions serrées mais 

leur localisation cellulaire ainsi que leur structure sont différentes de celles des claudines, 

occludine et JAM. La protéine ZO ou Tight Junction Protein-1 (TJP-1), qui appartient à la 

famille des protéines MAGUK (Membrane-Associated Guanylate Kinase), comporte un 

domaine PDZ, un domaine SH3 (Src homology 3) et un domaine GK (Guanylate Kinase) 

(189). Les domaines PDZ reconnaissent un court motif peptidique sur leurs cibles 

protéiques et permettent la liaison de ZO aux autres protéines. Les domaines SH3 sont 

retrouvés dans de nombreuses protéines de signalisation et du cytosquelette où ils 

participent aux liaisons directes protéine-protéine, à la localisation subcellulaire et à la 

formation de complexes multiprotéiques. Cependant, les ligands des domaines SH3 n’ont 

pas été caractérisés. Le domaine GK est homologue à l’enzyme guanylate kinase qui 

catalyse la conversion du GMP (Guanosine Mono-Phosphate) en GDP (Guanosine Di-

Phosphate) en présence d’ATP. Cependant, cette activité enzymatique n’a jamais été 

décrite pour le domaine GK d’une protéine MAGUK (190). Les protéines ZO sont souvent 

appelées protéines adaptatrices de par leur localisation à la face cytoplasmique de la 

membrane plasmique. Elles lient les protéines des jonctions serrées par leur extrémité N-

terminale et les filaments d’actine par leur extrémité C-terminale afin de ceinturer la 
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structure et maintenir l’adhésion intercellulaire (191),(192). Les protéines ZO-1 et ZO-2 

sont également connues pour interagir avec certaines protéines des jonctions adhérentes 

lorsque les cellules ne synthétisent pas de jonctions serrées comme les fibroblastes (193) et 

participent à la communication intercellulaire via des liaisons avec les connexines des 

jonctions GAP (194). Enfin, les protéines ZO sont capables d’interagir aussi entre-elles via 

leur domaine PDZ. 

Les jonctions adhérentes 

Les jonctions adhérentes sont des complexes protéiques adhésifs composés principalement 

par des glycoprotéines transmembranaires de type cadhérine (comme la E-cadhérine) qui 

s’associent avec des protéines cytoplasmiques de la famille des caténines pour former des 

liaisons stables et solides entre les cellules épithéliales (195) (Figure 14). Outre l’initiation 

et la stabilisation de l’adhésion cellulaire, les jonctions adhérentes sont susceptibles de 

remplir d’autres fonctions. Elles participent à la régulation du cytosquelette d’actine, à la 

signalisation intracellulaire et peuvent avoir un rôle dans la régulation de la transcription 

(196). 

Figure 14 : Représentation schématique des jonctions adhérentes. D’après 

"Régulation génétique de l’adhérence intercellulaire : Ou comment les cadhérines 

sculptent la drosophile"  Bécam, I. et Huynh, J.R. ipubli inserm MS num. 3, 2017. 
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Les protéines E-cadhérine interagissent entre-elles via des liaisons homophiliques 

dépendantes du calcium pour former des jonctions entre les cellules. Elles possèdent cinq 

domaines extracellulaires, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique qui 

lie les caténines, elles-mêmes liées au cytosquelette d’actine.  

La famille des caténines inclue la β-caténine, α-caténine, γ-caténine et la caténine p120 

mais seules la β-caténine et la γ-caténine (aussi appelée plakoglobine) sont en interaction 

directe avec l’extrémité cytoplasmique de la E-cadhérine (197). En effet, les caténines β et 

γ ont une structure très proche et se lient toutes deux à la E-cadhérine. En revanche la 

protéine α-caténine ne sert que d’intermédiaire entre les caténines β/γ et les filaments 

d’actine. La β-caténine possède également un rôle de régulation de la transcription. En 

effet, lorsqu’elle n’est pas liée à la E-cadhérine, notamment lors des cycles d’endocytose, 

la β-caténine peut se lier au facteur de transcription Tcf/Lef (Transcription Factor / 

Lymphoid enhancer-binding factor) et activer la transcription de gènes impliqués dans la 

prolifération cellulaire aboutissant à l’activation de la voie de signalisation Wnt (Wingless) 

notamment impliquée dans l’embryogénèse (198),(199). 

Les desmosomes 

Les desmosomes sont classiquement considérés comme des sites de forte adhésion 

intercellulaire qui confèrent une intégrité mécanique aux tissus par l’ancrage des filaments 

intermédiaires (FI) du cytosquelette sur la membrane plasmique (Figure 15). Ces structures 

hautement organisées sont difficiles à dissoudre et résistent aux pH extrêmes et à la plupart 

des détergents (200). D’un point de vue ultrastructural, les desmosomes se présentent sous 

la forme de disques denses aux électrons avec un diamètre d’environ 0,2 à 0,5 µm, qui 

s’assemblent symétriquement à l’interface entre deux cellules (201). Les FI s'étendent 

depuis la surface nucléaire et le cytoplasme vers la membrane plasmique, où ils se fixent 

aux desmosomes en s’insérant dans la plaque cytoplasmique du complexe. Les plaques 

desmosomales sont composées de différentes familles de protéines : les cadhérines 

desmosomales transmembranaires (desmogléines et desmocollines), les protéines à motif 

Armadillo ou ARM (plakoglobines et plakophilines) qui possèdent une structure constituée 

d'une quarantaine de résidus d'acides aminés organisés en une séquence répétitive (202) et 

les protéines plakiniques (desmoplakines) en contact direct avec le cytosquelette des 

cellules. Les cadhérines desmosomales se lient entre-elles via leur domaine extracellulaire 

et au sein du cytoplasme, leur extrémité C-terminale se lient aux protéines à motif ARM. 

Ces liaisons permettent l’interaction indirecte entre les FI et les cadhérines desmosomales 
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via les plaques de desmoplakines. Tout comme les cadhérines adhérentes, les liaisons entre 

les cadhérines desmosomales sont dépendantes du calcium. En revanche, les cadhérines 

desmosomales ont la particularité de pouvoir réaliser des liaisons hétérophiliques avec 

diverses cadhérines. La plakoglobine fait partie à la fois des jonctions adhérentes 

lorsqu’elle interagit avec la E-cadhérine, et des desmosomes puisqu’elle comporte un motif 

ARM spécifique et fait le lien entre les cadhérines desmosomales et la desmoplakine. 

IV. Cas de la mucoviscidose : perte de la barrière jonctionnelle 

bronchique 

IV.1.Augmentation de la viscosité du mucus, encombrement et perte de la 

clairance mucociliaire 

L’augmentation de la viscosité du mucus entraînée par un défaut de sécrétion de chlore et 

une réabsorption importante de sodium et d’eau n’est pas une cause directe de la perte des 

jonctions bronchiques. En effet, les propriétés rhéologiques du mucus n’affectent pas 

directement l’organisation des jonctions cellulaires de l’épithélium mais elles favorisent la 

colonisation bactérienne et perturbent le battement des cils. En situation normale, le mucus 

Figure 15 : Représentation schématique des jonctions desmosomes. 



Introduction : Chapitre II – La barrière épithéliale bronchique  
 

 
63 

est un liquide de surface circulant, qui constitue la première barrière protectrice des 

poumons (203). Ce liquide de surface des voies respiratoires se compose de deux phases 

liquides. La première, nommée couche périciliaire, est adjacente aux cellules épithéliales 

et entoure les cils. C’est la phase directement en contact avec le pôle apical des cellules. Le 

mucus est la seconde phase au-dessus de la couche périciliaire qui subit le battement des 

cils et les forces de cisaillement. Ce mucus capte les différentes particules et pathogènes 

présents dans l’air inhalé afin de les évacuer du système respiratoire via la toux ou les 

éternuements.  

Lorsque le mucus est visqueux et épais, il va progressivement obstruer les bronches. En 

effet, en raison de la réabsorption massive d’eau hors de la lumière des voies respiratoires, 

le niveau de liquide périciliaire devient critique et le mucus entre en contact avec les 

cellules épithéliales. Ainsi, des adhérences se développent entre les mucines de la couche 

de mucus et les mucines à ancrage cellulaire. À mesure que ces liens adhésifs s’établissent, 

le mucus devient plus résistant aux thérapies mucolytiques (204). Cependant, il va 

continuer à piéger les pathogènes mais ne sera plus capable de les expulser. Ainsi les 

bactéries piégées se retrouvent dans un environnement visqueux, contenant des niches 

hypoxiques, à température optimale de croissance et peuvent proliférer aisément. La 

prolifération bactérienne entraîne par la suite la sécrétion de facteurs de pathogénicité qui 

activent la réponse inflammatoire de l’hôte. A long terme, la réponse inflammatoire du 

patient qui est systématiquement activée devient exacerbée, détruit le tissu bronchique et 

finit par entraîner des insuffisances pulmonaires sévères. Ce phénomène est d’autant plus 

amplifié car les cils présents à la surface apicale des cellules n’exercent plus leurs 

battements mécaniques (Figure 16). 

IV.2.Expression et activité des protéines jonctionnelles 

Différentes études se sont intéressées à l’expression des protéines de la famille des 

claudines dans la mucoviscidose puisqu’elles représentent un élément important des 

jonctions serrées. 

Les claudines sont le principal déterminant de la perméabilité aux électrolytes par la voie 

paracellulaire (205). Une étude transcriptomique a montré une diminution de l’expression 

du gène codant pour la claudine 8 dans l’épithélium bronchique mucoviscidosique, tandis 

qu’une augmentation de l’expression du gène codant pour la claudine 7 a été observée dans 

l’épithélium nasal de ces patients (206). Aussi, il a été montré qu’une réorganisation néfaste 
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des claudines depuis la membrane latérale vers le cytoplasme existe au sein de l’épithélium 

des villosités intestinales dans un modèle murin de mucoviscidose (207).  

Ces changements de localisation pourraient expliquer l’augmentation de la perméabilité 

aux macromolécules dans l’intestin grêle et la présence chronique du TNF-α dans la 

lumière pourrait en être la cause. De manière intéressante, il a été montré qu’un 

prétraitement de l'épithélium bronchique avec l'azithromycine, un antibiotique, atténue les 

effets de PA sur les cellules épithéliales des voies aériennes et facilite la récupération de 

l’activité antimicrobienne de l'épithélium (208). Le traitement à l’azithromycine aurait une 

action protectrice sur les jonctions serrées puisqu’il augmente l'intégrité de la barrière 

jonctionnelle et favorise l’assemblage des claudines 1 et 4, de l’occludine et de JAM-A. 

Enfin, plusieurs groupes ont montré que l’inflammation chronique des bronches perturbe 

l’organisation et le maintien des jonctions serrées (209),(210). En effet, l’exposition 

chronique de TNF-α et d’IFN-α (Interféron alpha), un cocktail pro-inflammatoire mimant 

Figure 16 : Schéma de la barrière jonctionnelle bronchique dans le cas de la 

mucoviscidose. PNN : Polynucléaire Neutrophile, ROS : Reactive Oxygen Species. 
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les conditions de la mucoviscidose, sur des cultures primaires bronchiques perturbe 

profondément la RTE et la perméabilité apparente des cellules probablement via la protéine 

kinase C (211). Ces médiateurs pro-inflammatoires ont conduit à des modifications de 

l’expression des protéines JAM, ZO-1 ainsi que de la protéine ICAM-1, ce qui expliquerait 

l’augmentation importante de la trans-migration des neutrophiles dans les bronches.  

Outre les infections bactériennes à répétition qui activent le processus inflammatoire dans 

les bronches, le lien entre l’activité de CFTR et l’inflammation est un sujet très controversé 

(212),(213). En effet, certains patients présentent une réponse inflammatoire très 

importante en dehors des pics infectieux et conduisent à de nombreuses divergences dans 

la communauté scientifique.  

Cependant, l’inflammation pulmonaire chronique est une caractéristique 

physiopathologique inévitable pour les patients atteints de mucoviscidose.  

Dans un contexte sain, la réponse inflammatoire se compose d’un élément déclencheur, 

d’un pic d’exacerbation et d’un retour à la normale. Dans le cas de la mucoviscidose, ce 

schéma n’est plus respecté. La réponse inflammatoire ne retrouve pas un état initial et les 

concentrations en cytokines pro-inflammatoires ne diminuent pas (214). Cependant les 

mécanismes sous-jacents à cette hyper-activation restent inconnus. 

Récemment, notre groupe a montré que la protéine prion cellulaire (PrPC) est localisée au 

niveau des jonctions cellulaires et a caractérisé son expression au sein des cellules 

épithéliales bronchiques humaines (215). Cette protéine est connue pour son implication 

dans l’inflammation cérébrale dans le contexte pathologique des maladies à prion et dans 

l’inflammation intestinale dans la maladie de Bowel. Ainsi PrPC pourrait également être 

impliquée dans une maladie génétique inflammatoire telle que la mucoviscidose.  
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I. Histoire de la protéine PrPC 

I.1.Découverte des maladies à prions 

En 1732, les premiers cas de tremblante du mouton également appelée "scrapie" 

du mouton (de l’anglais "tremblante") ont été décrits en Grande-Bretagne. Cette 

maladie fut nommée ainsi car les moutons développaient des troubles du 

comportement et notamment des tremblements en lien avec des atteintes du 

système nerveux central.  

Ce n’est que plus tard, au début du 20ème siècle, que des écrits ont été retrouvés 

concernant cette pathologie. En 1920, le neurologue allemand Hans Gerhard 

Creutzfeldt décrit pour la première fois des atteintes neurologiques similaires à la 

tremblante du mouton chez l’Homme. C’est en examinant le corps d’une jeune 

femme affectée par une maladie du système nerveux qu’il rédigea un article 

nommé "à propos d’une singulière atteinte du système nerveux central, avec 

formation de foyers de dégénérescence" (216). Parallèlement, à H. G. Creutzfeldt, 

un autre neurologue allemand, Alfons Jakob, publie en 1921 un article rapportant 

deux autres nouveaux cas de dégénérescence neuronale (217). Tous ces cas 

présentaient une maigreur extrême, une atteinte grave de l’état général et des 

troubles de coordination entraînant la mort. Les cerveaux des malades étaient tous 

criblés de trous faisant penser à une éponge, d’où le nom d’encéphalopathie 

spongiforme qui fut donné à cette maladie et qui plus tard prendra le nom des deux 

neurologues l’ayant découverte : Maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ). 

Parmi les étapes importantes de la compréhension de ces pathologies humaines et 

animales, les travaux des français Jean Cuillé et Paul Louis Chelle dans les années 

1930 ont permis d’apporter les preuves de la transmission de la tremblante du 

mouton par l’injection d’homogénats de cerveaux de moutons malades à des 

moutons sains (218),(219). Le terme d’encéphalopathies spongiformes 

transmissibles (EST) fut alors utilisé. En 1956, les américains Vincent Zigas et 

Carleton Gajdusek décrivirent une maladie touchant un peuple aborigène des 

Fores de Nouvelle-Guinée, le kuru ou "peur de trembler" dans leur langue locale. 

Cette maladie se traduisait par une ataxie progressive évoluant vers un état 
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grabataire en six mois et une mort inéluctable après un ou deux ans 

(220),(221),(222). 

Dans la même année, William J. Hadlow note de nombreuses similitudes anatomo-

pathologiques entre le kuru et la tremblante du mouton et suggère l’hypothèse que 

le kuru serait également causé par un agent infectieux (223). Par la suite, les 

recherches pour l’identification de cet agent infectieux se poursuivirent, le groupe 

de Carleton Gajdusek démontra le caractère transmissible du kuru aux chimpanzés 

(224). Puis, l’hypothèse d’un agent infectieux ou virus responsable de cette 

maladie, toujours invisible au microscope électronique, fut remis en question 

puisqu’en 1967 l’anglais Thykave Alper montre que l'irradiation par des rayons 

ultraviolets, un procédé connu pour détruire les acides nucléiques et par 

conséquent les virus, est totalement inefficace pour prévenir la transmission de la 

maladie par des tissus cérébraux infectés (225). Par ailleurs, cet agent présentait 

une étonnante résistance à de puissants antiseptiques, comme le formol, mais aussi 

à la forte chaleur et à la dessiccation par lyophilisation. John Stanley Griffith 

propose alors l’hypothèse d’une protéine unique (226), un nouveau type d’agent 

infectieux qui remet en cause tous les dogmes de l’infectiologie à l’époque.  

Ces résultats furent confirmés par le radiobiologiste français Raymond Latarjet en 

1970 qui montre de nouveau la résistance de l'agent à des rayonnements ultra-

violets (UV) de 250nm, longueur d’onde caractéristique de la destruction des 

acides nucléiques et qui met en évidence la sensibilité de l’agent aux rayonnements 

UV de 280 nm, une longueur d’onde qui cette fois est caractéristique de la 

dégradation des protéines (227).  

I.2.Identification de l’agent infectieux responsable de la 

transmission et de la propagation de la maladie : la protéine prion 

Cet agent infectieux n’était donc ni un virus, ni une bactérie mais une protéine 

infectieuse. C’est ce que le groupe de Stanley Ben Prusiner s’efforça de mettre en 

évidence entre les années 1980 et 1990, puisqu’ils furent les premiers à purifier 

l’agent de la tremblante et à le décrire comme une particule protéique infectieuse 

d’où le terme de Prion pour "PROteinaceous INfectious particle" (228). Les 

travaux de Prusiner et la théorie d’un agent infectieux de nature protéique capable 

de se répliquer sans porter d’information génétique sont très vite décriés et la 
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communauté scientifique reste sceptique, au point de refuser les publications 

scientifiques du chercheur.  

Parallèlement, Alan G. Dickinson un généticien, mène ses recherches sur l’agent 

infectieux de la tremblante et propose quant à lui la théorie du virion où il suggère 

la présence d’un minuscule acide nucléique (comme les viroïdes, des ARN 

monocaténaires circulaires retrouvés chez les plantes) qui serait associé et protégé 

par la protéine prion (229) . Cette deuxième théorie permet alors de concilier les 

deux hypothèses de l’étiologie des maladies à prion. Plusieurs recherches sont 

menées dans le but d’identifier des liens entre les données connues pointant la 

nature protéique de l’agent infectieux avec les connaissances sur les agents 

infectieux traditionnels (230),(231). 

Dès les années 1980, des coupes de cerveaux de patients atteints d’EST sont 

examinées au microscope électronique et les premières plaques amyloïdes 

constituées de fibrilles sont observées. Ces plaques amyloïdes seront ensuite 

décrites par P.A. Merz dans des cerveaux de souris inoculées avec l’agent de la 

tremblante et il les qualifiera de "Scrapie-Associated-Fibrils" (SAF). Ce sont des 

fibrilles constituées de deux ou quatre filaments et qui sont morphologiquement 

différentes des fibrilles cérébrales normales, des microtubules, des neurofilaments 

et des filaments gliaux (232). Prusiner montrera par la suite que ces fibrilles sont 

composées de la protéine prion (233). Cette découverte suggère alors que la 

présence de ces fibrilles dans lesquelles s’accumule la protéine prion pourrait être 

à l’origine des maladies à prions et plus largement des lésions cérébrales. 

La théorie de la protéine infectieuse fut alors de plus en plus acceptée, mais 

cependant les origines d’un tel agent infectieux restaient totalement inconnues. 

Néanmoins, en se basant sur les règles irréfutables de génétique, une protéine, 

aussi atypique soit-elle est forcément codée par un gène, qu’elle qu’en soit son 

origine. 

Ainsi, le groupe de Prusiner entreprit de réaliser le séquençage de ce gène afin 

d’en déduire la séquence codante de la protéine prion. Les résultats furent 

stupéfiants puisque la séquence identifiée correspondait à celle d’un gène 

cellulaire connu, codant une protéine de 253 acides aminés, très abondante dans 

la membrane cytoplasmique des neurones (234),(235),(236). Ce gène fut nommé 
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PRNP (prion protein). A partir de cerveaux de hamsters infectés, la protéine prion 

fut pour la première fois observée par électrophorèse avec une bande protéique 

entre 27 et 30 kDa, ce qui lui vaudra le nom de PrP 27-30 pendant de nombreuses 

années.  

Par la suite, des expériences de clonage ont permis de mettre en évidence la 

présence de l’ARNm de la protéine prion au sein de cerveaux sains et infectés par 

la tremblante. De plus, cette même séquence fut identifiée chez la souris et d’autres 

espèces, suggérant un fort degré de conservation. 

La théorie d’un agent infectieux "conventionnel" fut alors totalement écartée. 

II. Pathogénicité de PrPC associée aux Encéphalopathies 

Spongiformes Transmissibles 

II.1.Les différents types d’EST 

Les maladies à prions ou EST se différencient en deux grandes catégories, Les 

EST animales et les EST humaines plus souvent appelées Maladie de Creutzfeldt 

Jakob. Néanmoins, leurs caractéristiques générales sont comparables et la 

dégénérescence neuronale causée par la maladie est observée dans les deux cas. 

Parmi les EST humaines, il en existe différentes formes : 

Les formes sporadiques 

Ces formes représentent les maladies à prions les plus fréquentes mais restent 

néanmoins rare. Le taux de mortalité est d’environ 1,5 cas par million d’individu 

et par an dans les pays développés. Cependant, les causes de cette forme 

sporadique de MCJ (MCJs) sont toujours inconnues. 

Les différents paramètres épidémiologiques qui ont pu être rapportés au cours de 

ces dernières années suggèrent fortement que la MCJs ne provient pas d’une 

source infectieuse. L’origine de la MCJs proviendrait, selon l’hypothèse 

privilégiée, d’une conversion aléatoire de la protéine PrPC en PrPSc (Protéine prion 

Scrapie) infectieuse qui s’accumulerait par autocatalyse aboutissant à la mort 

neuronale et qui permettrait le développement des différents symptômes cliniques 

de la MCJ.  
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Une étude britannique a montré que les MCJs étaient liées à l’âge puisqu’en 

Grande-Bretagne elle touche principalement des individus âgés de 50 à 90 ans. 

Cette observation concorde avec l’origine sporadique de la MCJs et la 

dégénérescence neuronale liée à l’âge qui est un facteur de risque dans la majorité 

des pathologies associées à une dégénérescence neuronale. Néanmoins de 

nombreuses études ont tenté de montrer que tous les cas de MCJs avaient une 

origine infectieuse iatrogénique ou zoonotique mais sans résultats.  Aucun 

nouveau facteur de risque n’a pu être mis en évidence hormis l’âge du patient. 

Des études génétiques ont alors été menées dans le but d’expliquer l’apparition 

des MCJs. C’est ainsi que des modifications du génotype du codon 129 du gène 

PRNP ont été identifiées chez les sujets malades. Le codon ATG codant une 

méthionine est substitué par le codon GTG codant une valine (237). Un génotype 

homozygote pour la valine 129 conférerait une susceptibilité plus importante à 

développer la maladie. Il a été montré une hétérogénéité des symptômes des MCJs 

entre les patients qui s’explique notamment par le polymorphisme du codon 129 

du gène PRNP et le type de dépôt de protéine prion dans le cerveau. Ces différentes 

variations ont permis de diviser les MCJs en trois grandes classes et six sous-types. 

Cependant, ce polymorphisme du codon 129 du gène PRNP ne permet pas 

d’expliquer le déclenchement de la MCJs. Ainsi, une étude européenne a été 

menée dans le but d’identifier d’autres facteurs génétiques en parallèle des 

mutations du gène PRNP. Les résultats de cette étude ont montré des risques 

génétiques au niveau des gènes PLCXD3 (phosphatidyl-inositol specific 

phospholipase c x domain containing 3) et GRM8 (glutamate receptor 

metabotropic 8), de plus, le polymorphisme de la région régulatrice du gène PRNP 

semble être impliqué dans le développement de la MCJs. Cependant, les causes 

précises de l’apparition de la MCJs restent méconnues et d’autres études sont en 

cours. 

Les formes génétiques  

Ces formes sont plus rares et représentent seulement 10% des maladies à prions. 

Elle sont causées par des modifications du gène PRNP qui correspondent à des 

mutations ou des insertions nucléotidiques (238) (Figure 17). La transmission de 

la maladie est autosomique et dominante avec une pénétrance variable (certain 

individu possède le génotype à risque mais ne développe pas la maladie).  
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Ces formes génétiques de la MCJ sont classées en trois sous-types selon le type 

de l’anomalie génétique, des signes cliniques, de l’évolution des symptômes et de 

la neuropathologie induite : 

• Les MCJ génétiques ou MCJ familiale (MCJf) 

• Le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) 

• L'insomnie fatale familiale (IFF) 

L’un des problèmes majeurs dans les MCJ génétiques est l’histoire familiale, qui 

dans 50% des cas n’est pas connue et complique le diagnostic. L’étude et la 

recherche de mutations dans le gène PRNP, qui ne sont pas systématiquement 

effectuées, prend alors toute son importance (The Euro CJD Group, 2001).  

Les différentes formes de MCJ génétiques se distinguent par la localisation de la 

mutation sur le gène PRNP. En effet, dans les MCJf les mutations se situent sur 

les codons 200, 178, 180, 210, 232, 196, 203 ou 211 et les insertions de 1 à 9 

nucléotides se trouvent entre les codons 51 et 91 dans la partie N-terminale de 

PRNP (Figure 13). La mutation sur le codon 200 est la plus fréquente en France 

et les symptômes induits par celle-ci sont comparables à ceux observés dans les 

MCJs.  

Le syndrome de GSS se caractérise par des mutations au niveau des codons 102 

et 117 et ses particularités cliniques, évolutives et neuropathologiques.  

Enfin, l’IFF est associée uniquement aux mutations sur le codon 178 additionné 

du codon 129 codant pour une méthionine sur le même allèle. Cette forme 

génétique de la MCJ se caractérise par une insomnie rebelle (rêves et 

hallucinations), des troubles végétatifs (perte des rythmes circadiens, hyperactivité 

sympathique), des difficultés motrices, une démence tardive et un 

électroencéphalogramme de sommeil caractérisé par une disparition de l'activité 

delta, des fuseaux de sommeil, des complexes K et des phases anormales de 

sommeil paradoxal. De manière générale, les lésions neuropathologiques sont 

localisées dans le thalamus (noyaux antérieur et dorsomédian). 
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Les formes acquises ou par transmission infectieuse 

Les formes acquises ou infectieuses de MCJ sont désignées lorsque le prion 

infectieux ou PrP Scrapie a été transmis selon deux voies : 

• Proximité cérébrale (lors de greffes) 

• Périphérique (par voie orale ou par injection) 

Le premier cas de MCJ acquise par proximité cérébrale fut identifié en 1974. 

Environ 18 mois après une greffe de cornée la MCJ se développa, et plus tard le 

greffon de cornée fut identifié comme porteur de la MCJ (239),(240). Par la suite 

d’autres cas furent identifiés et notamment après des interventions avec des 

instruments médicaux mal décontaminés ayant été utilisés sur des patients infectés 

(241).  

Figure 17 : Mutations du gène PRNP associées aux différentes EST 

génétiques. GSS : Syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, IFF : 

Insomnie Fatale Familiale, MCJ : Maladie de Creutzfeldt-Jakob. Schéma 

adapté de "Molecular genetics of transmissible spongiform 

encephalopathies. Weissmann C. J.Biol.Chem. 274-1, p 3-6. 1999". 
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Enfin, la forme de MCJ acquise la plus connue est la variante de la MCJ (vMCJ) 

ou familièrement appelée "maladie de la vache folle" qui s’est faite connaitre du 

grand public dans les années 1990 avec de la viande bovine contaminée par l’ESB 

(Encéphalopathie Spongiforme Bovine) importée d’Angleterre et qui avait été 

consommée partout en Europe, entraînant la contamination et le décès de plusieurs 

centaines de personnes. L’épidémie d’ESB est apparue en 1985 en Grande 

Bretagne et son amplification s’est produite via le recyclage des produits 

d’abattoirs en farines alimentaires destinées aux ruminants qui furent vendues 

partout en Europe aux éleveurs. Le passage inter-espèce de l’agent infectieux a été 

largement étudié et approuvé mais les mécanismes précis de transmissions restent 

encore inconnus. Néanmoins, certaines études ont montré que la transmission de 

la vMCJ était également possible par voie sanguine (242),(243). La durée 

d’incubation étant très variable d’un individu à l’autre, il est difficile de définir un 

temps d’incubation précis. Cependant, il semblerait que le profil génétique ait un 

impact dans le développement des vMCJ par voie orale. En effet, le profil 

génétique, en terme d’acide aminé, du codon 129 du gène PRNP analysé chez les 

patients est homozygote pour la méthionine (Met/Met) alors que ce profil 

génétique est retrouvé chez seulement 40% de la population générale 

(244),(245),(246). Des recherches sont actuellement en cours afin de déterminer 

si un profil génétique différent permettrait d’être protégé contre la propagation du 

prion infectieux. Il existe cependant quelques cas recensés chaque année dans la 

population qui s’expliquent par la longue période d’incubation durant laquelle se 

développe la vMCJ. 

II.2.Les traitements et perspectives thérapeutiques 

Les maladies à prions sont actuellement incurables et il n’existe aucun traitement 

médicamenteux efficace. Bien qu’étant une pathologie rare, l’issue est toujours 

fatale. Il est alors primordial de rechercher des cibles thérapeutiques dans le but 

de développer des traitements. 

Concernant la recherche de traitements, de nombreuses études in vitro et in vivo 

ont été menées dans le but de tester des molécules antivirales, antibiotiques, 

antifongiques, immunomodulatrices, hormonales, antimitotiques et 

antiparasitaires sur des cellules ou des animaux infectés. Certaines molécules, 

telles que les polyanions (bloquants du système réticulo-endothélial), 
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l’amphotéricine B (antifongique), la dapsone (antibiotique) ou les anthracyclines 

(anticancéreux naturels), ont montré des effets dans le retardement de l’apparition 

des signes cliniques chez l’animal mais sans avoir d’action sur le développement 

de la maladie.  

La quinacrine ou mépacrine (antiprotozoaire) s’était montrée efficace in vitro sur 

des modèles cellulaires (247),(248) et a ainsi fait l’objet d’essais cliniques en 

Grande-Bretagne et aux Etats-Unis. Malheureusement les résultats de ces tests en 

double aveugle n’ont pas permis de conclure sur l’efficacité de cette molécule sur 

des patients atteints de MCJ (249), probablement car la molécule est administrée 

trop longtemps après l’initiation du développement de la maladie, en raison du 

diagnostic actuel trop tardif. 

D’autres études ont montré que les tétracyclines, et plus particulièrement la 

doxycycline, auraient une activité anti-prion intéressante. La doxycycline serait 

capable d’interagir avec la protéine PrPSc anormale issue de patient afin de rétablir 

sa sensibilité aux protéases, de réduire les titres infectieux de PrPSc tissulaire et 

d’augmenter la survie de rongeurs infectés expérimentalement par voie intra-

cérébrale ou périphérique. Ces différents résultats prometteurs ainsi que des 

résultats rétrospectifs issus de traitements compassionnels à la doxycycline 

montrant un allongement significatif de la survie des patients ont conduit une 

équipe italo-française à lancer des tests cliniques en double aveugle sur 121 

patients atteints de MCJ sporadique ou génétique avec une dose administrée 

quotidiennement de 100mg de doxycycline (250). Malheureusement, cette étude 

clinique n’a pas permis de révéler une efficacité significative de la molécule par 

rapport au groupe de patients ayant reçu un placebo. 

III. Physiologie de PrPC 

III.1.Le gène PRNP 

La protéine prion cellulaire ainsi que son isoforme pathologique PrPSc sont codées 

par le gène PRNP d’environ 15kb localisé en position 12 sur le petit bras du 

chromosome 20 humain (Gene ID : 5621). Chez la souris, le gène Prnp se situe 

sur le chromosome 2 en position 6 (Gene ID : 19122). C’est un gène très conservé 

avec un degré d’homologie d’environ 90% chez les mammifères, 70% chez les 
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marsupiaux et 30% chez le poulet avec un cadre de lecture ORF (Open Reading 

Frame) situé au sein d’un seul exon (236),(251),(252). Chez l’homme, la partie 

codante du gène est constituée de deux exons de 760pb, tandis que chez la souris 

la partie codante comporte quatre exons. Le promoteur du gène PRNP ne contient 

pas de TATA box, en revanche il possède un motif de trois répétitions d’une 

séquence riche en G-C : GCCCCGCCC (253) semblable aux sites de liaisons Sp1 

(254) retrouvés dans les gènes de ménage. De plus, il a été montré que le gène 

PRNP comporte une boîte CCAAT en amont du promoteur ainsi que d’autres sites 

de liaison aux facteurs de transcriptions tels qu’Ap-1, Ap-2 (Activator protein-1/2) 

et Sp-1 (Specificity protein-1) (255). Le gène PRNP contient également des sites 

de fixation aux métaux MRE (Metal Responsive Element) en position 90, 1083 et 

2537  (256),(257),(258). 

III.2.Structure de la protéine PrPC 

La protéine PrPC dont la structure tridimensionnelle a été déterminée par 

résonnance magnétique nucléaire depuis 1996 (259),(260) est une 

sialoglycoprotéine de 253 acides aminés avec un poids moléculaire d’environ 37 

kDa. La protéine PrPC est composée de trois hélices α et deux feuillets β anti-

parallèles avec une partie N-terminale extracellulaire et un domaine C-terminal 

membranaire. Ce domaine C-terminal COOH constitue l’ancre GPI (Glycosyl-

Phosphatidyl-Inositol) de la protéine PrPC et permet son insertion dans la 

membrane. La conversion de PrPC en PrPSc est caractérisée par une diminution en 

hélice α, une augmentation des feuillets β et la formation de plaques amyloïdes 

résultants de l’accumulation de PrPSc. La structure N-terminale de PrPC (23-120) 

devient flexible et la partie C-terminale de PrPC (121-231) forme un domaine 

globulaire avec trois hélices α et un feuillet β  (261) (Figure 18).  

Parmi les éléments importants de la protéine PrPC, l’extrémité N-term contient un 

octapeptide PHGGGWGQ répété cinq fois qui permet la liaison des ions Cu2+ avec 

une grande affinité (262),(263) (Figure 18). Cette liaison induit alors un 

changement de conformation de l’extrémité N-term (264), néanmoins les effets de 

ce changement restent inconnus. L’extrémité C-term est constituée de deux sites 

de N-glycosylation qui permettent différents niveaux de glycosylation de la 

protéine avec une forme hyper-glycosylée, une forme intermédiaire et une forme 

non glycosylée. Entre ces deux extrémités, une région hydrophobe TMD a été 
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identifiée. Son rôle n’est pas encore connu mais cette région est très fortement 

conservée. Il semblerait que cette séquence soit impliquée dans la conversion 

pathologique de la forme PrPC en PrPSc (265). 

Il a également été montré que la structure de l’ARNm de PrPC contient des 

pseudonoeuds (266). Ces structures particulières de l’ARN se forment à partir de 

structure en tige et boucle (267) et lorsqu’elles sont retrouvées dans des ARNm, 

elles induisent un décalage programmé du cadre de lecture par le ribosome. Ces 

mécanismes sont souvent utilisés par les virus pour leur permettre la traduction de 

certaines protéines. 

La structure de la protéine PrPC est un élément clé dans le déclenchement des EST. 

En effet, un évènement encore inconnu à ce jour, entraîne la conversion post-

traductionnelle de la forme physiologique PrPC dans une isoforme pathologique 

PrPSc qui se produit probablement au niveau de la membrane plasmique ou le long 

Figure 18 : (A) Schéma et (B) vue tridimensionnelle de PrP
C
. OR: 

Octarepeats regions. D’après " Determinants of the Prion Protein N-

Terminus and Its Adducts with Copper Ions " Sánchez-López, C. et al. 

Structural. Int. J. Mol. Sci. 20-1. 2019. 
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d'une voie endocytique menant aux lysosomes (268). Cette isoforme acquière 

également des paramètres physico-chimiques propres : insoluble dans les 

détergents et résistante aux protéases (269). La protéine PrPSc est le vecteur de 

propagation des maladies à prion. En effet, l’hypothèse la plus pertinente de nos 

jours suggère qu’une protéine PrPSc peut convertir d’autres protéines PrPC en PrPSc 

par un mécanisme d’interaction et/ou autocatalytique (Figure 19). La conséquence 

de cette conversion incontrôlée mène à une accumulation de la forme PrPSc dans 

le système nerveux sous forme de plaques amyloïdes qui entraînent l’apoptose des 

cellules neuronales et ainsi le développement de troubles cérébraux. 

Il a aussi été montré qu’à pH acide, le domaine C-terminal de la protéine PrPC (le 

seul segment de PrPC avec une structure tertiaire définie) peut adopter une autre 

conformation avec des caractéristiques spectrales d’une protéine riche en feuillets 

β. Ainsi, les différences structurelles entre les sous-unités de PrPC et PrPSc ne 

peuvent être limitées qu’au segment 90–120 de la protéine et que le domaine C-

terminal de PrPC (121–231) peut également subir un changement de conformation 

lors de la conversion de PrPC en PrPSc (269). 

Figure 19 : Mécanismes proposés pour le développement des EST acquises et 

génétiques. SAF : Scrapie-Associated-Fibrils. Schéma adapté de "From prion 

diseases to prion-like propagation mechanisms of neurodegenerative 

diseases.  Acquatella-Tran Van Ba I. et al. Int. J. Cell. Biol. 975832. 2013". 
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III.3.Synthèse, maturation, recyclage et dégradation 

Comme la plupart des protéines membranaires, PrPC est synthétisée dans le RE 

puis transite par l’appareil de Golgi avant d’être exportée vers la membrane à la 

surface des cellules. Au cours de sa biosynthèse dans le RER, la protéine PrPC 

immature subit différentes modifications : 

Le clivage du peptide signal en position N-term permettant la translocation de PrPC 

dans le RER  (270). 

L’addition de chaînes N-glycosylées sur deux sites (271). Ces chaînes initialement 

ajoutées dans le RER sont riches en mannose et sont sensibles à la digestion par 

l'endoglycosidase H. Elles sont ensuite modifiées dans l’appareil de Golgi pour 

obtenir des chaînes complexes contenant de l'acide sialique et résistantes à 

l'endoglycosidase H (272). Il a été montré que la mutation des deux sites consensus 

de N-glycosylation dans la protéine PrPC murine provoque un repliement anormal 

de la protéine et son accumulation dans un compartiment à proximité de l’appareil 

de Golgi (273),(274). Cependant, une N-glycosylation correcte n'est pas 

indispensable pour le transport biosynthétique de PrPC car en présence de 

tunicamycine, un inhibiteur de la glycosylation, un nombre important de protéines 

est toujours présent à la surface des cellules (273). PrPC a donc une tendance 

intrinsèque à adopter certaines caractéristiques analogues à PrPSc au cours de sa 

maturation conformationnelle normale, néanmoins les chaînes N-glycosylées 

protègent contre ce changement. Ce phénomène pourrait expliquer que différentes 

souches de prions présentent parfois des profils distincts de glycosylation 

(275),(276). 

La formation d’un pont disulfure (277). 

L’ajout de l’ancre GPI après clivage du segment C-term hydrophobe  (278). Cette 

ancrage glycolipidique se constitue d’un résidu éthanolamine lié par un amide à 

l'acide aminé C-terminal,  de trois résidus de mannose, d’un résidu de glucosamine 

non acétylé et d’une molécule de phosphatidyl-inositol qui est incorporée dans la 

feuille externe de la bicouche lipidique (279). 

Dans un cadre métabolique normal, la protéine PrPC est ensuite soumise à 

différents clivages post-traductionnels. Le premier se situe au sein de l’ancre GPI 
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et libère la chaîne polypeptidique dans le milieu extracellulaire (280). Le rôle de 

ce premier clivage n’est pas connu mais par homologie avec d’autres protéines à 

ancre GPI qui subissent un clivage post-traductionnel, il semblerait qu’une 

phospholipase membranaire soit responsable de cet évènement (281). Le second 

clivage est un clivage protéolytique agissant au niveau du segment hydrophobe et 

qui aboutit à la libération d’un peptide de 10 kDa. Ce peptide pourrait avoir un 

rôle de ligand biologique, d’autant que ce clivage est très conservé chez différentes 

espèces. Ce second clivage se produit au sein de vésicules d’endocytose (279) et 

d’autres études suggèrent que les domaines riches en cholestérol de la membrane 

cellulaire sont impliqués dans ce phénomène (282).  

Cependant, ces clivages se produisent de manière très lente par rapport au temps 

de demi-vie de la protéine PrPC et leurs rôles physiologiques respectifs n’ont pas 

été identifiés. 

D’autres clivages de la protéine PrPC, en condition normale, ont pu être mis en 

évidence. Notamment les clivages alpha et bêta (283) dont les sites de clivage se 

situent en position 111-112 et 96 respectivement. Ceci génère différents peptides 

de PrPC appelés C1 et C2 pour les fragments résultant de la partie C-term et N1 et 

N2 pour les fragments provenant de la partie N-term (Figure 20). Les rôles 

physiologiques et/ou pathologiques de ces clivages sont encore méconnus mais 

ces études ont permis de révéler un potentiel rôle de PrPC comme senseur de stress 

et particulièrement du stress oxydatif associé au cuivre (284). 
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Concernant, le trafic cellulaire et le recyclage de la protéine PrPC, dès les années 

1990, le groupe de David A. Harris montre que lorsque la protéine PrPC est 

exportée à la membrane des cellules, elle subit constitutivement des cycles entre 

la membrane cellulaire et des vésicules d’endocytose (285) avec un temps de 

transit d’environ 60 minutes. Cette transition s’effectue via des clathrines, 

protéines membranaires permettant l’invagination de la membrane plasmique et la 

formation de vésicules d’endocytoses intracellulaires (286). Cependant, ce 

mécanisme d’endocytose est surprenant puisque les protéines endocytosées par les 

clathrines possèdent souvent un motif tyrosine dans leur domaine cytoplasmique 

(287) et la protéine PrPC ne contient pas de domaine cytoplasmique. Ainsi, il a été 

mis en évidence que PrPC peut également être endocytosée par des cavéolines 

membranaires (288). Près de 95% des protéines internalisées retournent à la 

membrane sans modification, les autres sont protéolysées par le second clivage 

post-traductionnel précédemment décrit ci-dessus dans une région fortement 

conservée de l’extrémité N-term.  

Figure 20 : Structure simplifiée de la protéine PrPC et des différents 

fragments obtenus après clivage. Schéma adapté de "Cholesterol depletion 

and modification of COOH-terminal targeting sequence of the prion protein 

inhibit formation of the scrapie isoform. Taraboulos A. et al. J. cell biol. 129-

1. p 121-132. 1995". 
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Enfin, lorsque des protéines PrPC ne passent pas le système de contrôle qualité 

cellulaire du fait d’un repliement incorrect par exemple, elles s’accumulent dans 

la lumière du RE et sont ensuite prises en charge par le système de dégradation 

des protéines ERAD (Endoplasmic-Reticulum-Associated protein Degradation). 

Le système ERAD permet ainsi la translocation des protéines vers le cytosol où 

elles seront dégradées par le système ubiquitine/protéaosome/ (289),(290). 

III.4.Expression et localisation 

La protéine PrPC est une protéine cellulaire exprimée dans les neurones et les 

cellules gliales du cerveau et de la moelle épinière et également dans de nombreux 

tissus périphériques non neuronaux (291),(292). En effet, la protéine ainsi que 

l’ARNm de PrPC ont été détectés dans la rate, les tissus lymphoïdes, les poumons, 

le cœur, les reins, les muscles squelettiques, l’utérus, les intestins, les glandes 

surrénales, les glandes parotides et les glandes mammaires et le placenta (293). 

L’ARNm de PrPC est détectable très précocement au début de l’embryogénèse et 

sa concentration augmente au fur et à mesure du développement (294),(295). 

La protéine PrPC est principalement localisée à la surface des cellules, insérée dans 

la membrane cellulaire grâce à son ancre GPI. Néanmoins, il a été démontré que 

la forme infectieuse PrPSc est localisée dans le compartiment nucléaire (296). Par 

la suite, une étude a montré que certains mutants de la protéine PrPC avaient une 

localisation presque exclusivement nucléaire (297). Une localisation 

mitochondriale a également été mise en évidence chez des souris transgéniques 

surexprimant PrPC (298),(299). 

III.5.Régulation 

La transcription du gène PRNP est connue pour être modulée par la structure et la 

conformation spatiale de la chromatine (300). De plus, le gène PRNP comporte 

des sites de fixation potentiellement accessibles à de nombreux facteurs de 

transcription indiquant ainsi que l’expression de PrPC est dépendante de facteurs 

cellulaires. En plus des facteurs Ap1, Ap2 et Sp1 précédemment identifiés pour 

réguler l’expression du gène PRNP, d’autres sites de fixation ont été identifiés 

dans la région 5’ au sein du premier exon : MZF-1 (Myeloid Zinc Finger 1), 

MEF2, MyT1 (Myelin Transcription Factor 1), NFAT(Nuclear Factor of 

Activated T-cells), Bcl-6 (B-cell lymphoma protein 6), ZNF238 (Zinc 
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Finger protein 238), NEUROG1 (Neurogenin-1), EGR4 (Early Growth 

Response protein 4), Oct-1/Oct-2 (Organic cation transporter-1/2), NF-IL6 

(Nuclear Factor for IL-6 expression), MyoD (Myoblast Determination protein), 

p53 (tumor protein 53), HSE (Heat Shock sequence Elements), MRE et MLS 

(HoloCytochrome C Synthase)  (301),(302),(303),(304) (Figure 21). 

La régulation de l’ARNm et de la protéine PrPC est étroitement liée au 

développement. L’expression de l’ARNm murin de PrPC a été détectée entre le 

8ème et le 9ème jour embryonnaire au moment de la transition du métabolisme 

anaérobique vers un métabolisme aérobique (305) suggérant un rôle important de 

PrPC dans le développement embryonnaire. Dans ce contexte, il a été montré que 

l’injection du facteur de croissance NGF (Nerve Growth Factor) dans le cerveau 

de nouveau-nés de hamsters induit une régulation positive de l’ARNm de PrPC 

Figure 21 : Positions des sites de régulation du gène PRNP (liste non 

exhaustive). Schéma adapté de "Regulation of prion protein expression : a 

potential site for therapeutic intervention in the transmissible spongiform 

encephalopathies. Haigh C. L. et Brown D. R. IJBS 2-4. p 315-323. 2006". 
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ainsi qu’une augmentation de l’activité de la choline acétyltransférase de neurones 

cholinergiques sensibles au NGF (306). Aussi, la différenciation cellulaire de 

cellules tumorales de médullosurrénales induite par le facteur NGF ou l’IL-6 

s’accompagne d’une augmentation de l’expression de l’ARNm de PrPC (307). 

Toutefois, il a été démontré que l’induction de PrPC par le NGF dans des 

fibroblastes sans différenciation dépend d’effets contraires aux voies des MAPK 

(Mitogen-activated protein kinases) ou de la PI3K (Phospho-inositide 3-kinase) ce 

qui indique que l’augmentation de PrPC n’est pas une conséquence de la 

différentiation induite par le NGF (308).  

De manière générale, il est admis que l’augmentation de l’expression de PrPC est 

corrélée avec le développement cérébral et la différenciation neuronale mais ne 

semble pas être corrélée avec la différenciation des cellules gliales. 

Le stress cellulaire module également l’expression de PrPC. En effet, au sein de 

cellules de neuroblastome, l’augmentation de la protéine Hsp70, une protéine 

traduisant un stress cellulaire et particulièrement un choc thermique, induit une 

régulation positive de l’expression de PrPC (309). L’oxygène hyperbare ainsi que 

l’hypoglycémie sont des exemples de stress qui induisent la régulation positive 

des gènes de PrPC, de Hsp70 et de la voie JNK (c-Jun N-terminal kinases). Dans 

ce cas, l’activation du promoteur de PRNP dépend de la présence d’un ou plusieurs 

éléments de choc thermique dans sa séquence (310),(311), de manière similaire à 

ce qui est observé dans les cellules de neuroblastomes sujettes à des cycles 

d’hypoxie et d’oxygénation (312). 

Apparentée aux stress cellulaires, la réponse inflammatoire induit également des 

régulations de l’expression de PrPC. Les premières observations ont été faites à 

partir de peau et d’épithélium gastro-intestinaux enflammés où l’expression de 

PrPC est régulée positivement (313),(314). De plus, une corrélation a été faite entre 

un statut redox déstabilisé et la présence de PrPC (315). Néanmoins, la régulation 

de l’expression de PrPC dans ces conditions reste peu connue. L’enjeu est de 

déterminer si ces situations de stress entraînent une augmentation de l’expression 

génique de PrPC ou préviennent la dégradation de la protéine PrPC. 

La capacité de PrPC à fixer le cuivre via son extrémité N-term avec une forte 

affinité est maintenant bien documentée (263),(316),(317) et il a été montré que 
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l’accumulation d’une forte charge cuprique entraîne la régulation positive de la 

protéine PrPC (318). Notre groupe a confirmé cette régulation positive de PrPC par 

le cuivre sur des cellules épithéliales bronchiques mais également sur des cellules 

placentaires et a montré que cette régulation n’était pas tissu-dépendante (215) 

(319). De plus, nous avons observé que des traitements avec d’autres métaux 

divalents capables de se lier à PrPC comme le fer ou le zinc induisent également 

une régulation positive de PrPC (données non publiées). Enfin, il a été montré que 

les réponses cellulaires de PrPC face au cuivre mais aussi au cadmium dépendent 

de la présence de sites de fixation des métaux MRE dans la séquence de PRNP, 

sans que le facteur de transcription MTF-1 (Metal regulatory transcription factor 

1) soit impliqué (304). 

IV. Fonctions de PrPC 

Actuellement, les fonctions physiologiques précises de la protéine PrPC sont peu 

décrites. Déterminer la physiologie de PrPC dans des conditions normales reste un 

enjeu majeur puisqu’elle permettrait de comprendre comment survient la 

conversion pathologique de PrPC en PrPSc et de lutter contre les EST, mais 

également de comprendre d’autres situations physio-pathologiques dans 

lesquelles PrPC semble avoir un rôle. Néanmoins, certaines propriétés de la 

protéine ont pu être mises en évidence : 

IV.1.Rôle neuroprotecteur 

La protéine PrPC est connue pour jouer le rôle de récepteur et s’associer avec la 

laminine via sa chaîne γ-1 (320). Les laminines sont des glycoprotéines 

hétérotrimériques qui constituent majoritairement la lame basale avec le collagène 

et connues pour avoir un rôle dans la prolifération, la différenciation, la migration 

et la mort cellulaire neuronale (321). Ces différents effets sont médiés via 

l’interaction de la laminine avec les intégrines. Cette interaction se caractérise par 

la formation et le développement de neurites, la migration des neurones, la 

régénération neuronale et axonale (322) et la prévention de la morte neuronale 

induite après injection d’acide kaïnique, molécule analogue au glutamate, 

convulsive et neurodégénérative (323). Il a été montré que le détachement des 

neurones de leurs substrats constitués de laminine était l’événement déterminant 

de la mort neuronale, caractéristique des crises de convulsion. Par la suite, une 
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étude a montré que des souris invalidées pour PrPC étaient plus sensibles aux 

convulsions causées par trois agents convulsifs, dont l'acide kaïnique, ce qui 

suggère que l'absence de la protéine PrPC rend les animaux plus sensibles à la mort 

neuronale en raison de la dégradation de la laminine (324). Cependant, l’absence 

de protéine PrPC in vivo chez des souris transgéniques n’entraîne pas de 

modification dans le développement et la structure du cerveau et ne perturbe pas 

le comportement des souris ni leurs capacités cognitives (325).  

Il a également été montré que la protéine PrPC joue un rôle cytoprotecteur contre 

les stress endogènes et environnementaux qui activent les voies d’apoptoses 

neuronales (326). Cette observation a été confirmée dans différents modèles : i) 

dans des lignées cellulaires eucaryotes, PrPC a la capacité de protéger les neurones 

de l’apoptose induite par le médiateur pro-apoptotique Bax (Bcl-2–associated X) 

(327), (328), ii) chez la levure Saccharomyces cerevisiae, où l’expression 

hétérologue du Bax eucaryotique est létale, l’expression de la protéine PrPC 

permet de contrer efficacement l’apoptose induite par Bax (329) et iii) chez 

différents modèles murins dont les séquences de Prnp ont été modifiées et/ou 

tronquées, les souris développent progressivement une neurodégénérescence 

fatale (330),(331), mais l’apport de protéines PrPC endogènes permet de 

contrebalancer la neurodégénération et assure la survie des souris (332).  

IV.2.Relation avec les métaux 

Comme décrit précédemment, l’extrémité N-term de la protéine PrPC contient une 

répétition de l’octapeptide PHGGSWGQ qui lui permet de fixer différents métaux 

divalents comme le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganèse (Mn) ou encore le 

nickel (Ni) mais avec une plus grande affinité pour le cuivre (262),(263),(264). 

L’interaction avec ces différents métaux entraîne des changements de 

conformation de la structure N-term de PrPC (333),(334),(335),(336). De plus, il a 

été montré que la séquence de l’octapeptide PHGGSWGQ est cruciale pour 

l’endocytose de la protéine PrPC induite par les métaux. Cependant ces résultats 

ont été obtenus sur des modèles cellulaires sur-exprimant la protéine PrPC. Dans 

un modèle où la protéine est exprimée d’une manière endogène, notre groupe a 

montré que le traitement par le cuivre augmente l’expression du PrPC par insertion 

au niveau de la membrane plasmique (319) (215). Au niveau animal, l’invalidation 
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du gène Prnp dans un modèle murin cause des altérations dans l’homéostasie des 

métaux (337) (338). 

Le cuivre est un métal essentiel pour le développement et la survie de l’organisme 

(339),(340). Dans la nature, le cuivre se trouve sous deux états d’oxydation et de 

par son statut redox, le cuivre assure la fonction de catalyseur pour différentes 

enzymes (cytochrome c, Cu/Zn Superoxyde Dismutase (SOD) etc…) (341),(342) 

ainsi que le transport des électrons dans différents systèmes biologiques 

(342),(343). De plus, le cuivre est un élément crucial dans la formation de 

l’hémoglobine ou encore pour le métabolisme des drogues. En conditions 

normales, le cuivre n’est presque jamais libre au sein de l’organisme car sa 

réactivité naturelle le rend sujet à des réactions toxiques via la réaction de Fenton 

et Haber-Weiss (344). La perturbation de l’homéostasie du cuivre conduit à des 

pathologies telles que les maladies de Wilson et Menkes (345),(346),(347),(348). 

Il a été proposé que la surexpression de PrPC entraînerait une fixation plus élevée 

du cuivre, suggérant ainsi que la protéine  PrPC pourrait jouer le rôle d’un 

transporteur membranaire du cuivre au sein de la cellule (349),(350). A l’inverse, 

l’addition de cuivre induit une régulation positive de l’expression de PrPC (318). 

D’autres études ont suggéré que le cuivre aurait un rôle dans le développement des 

EST. En effet, dans certaines conditions, le cuivre a la capacité de convertir PrPC 

dans une forme résistante à la protéinase K et insoluble dans les détergents (351) 

et inhibe la formation de fibrilles, agrégats de PrPSc caractéristiques des EST (352).  

Concernant le manganèse, c’est un des métaux les plus abondants sur Terre qui 

existe sous onze états d’oxydation, ce qui le rend capable de participer à de 

nombreux processus physiologiques tels que la coagulation ou la production 

d’ATP (353).  C’est également un élément clé pour la superoxide dismutase à 

manganèse qui permet de détoxifier les ROS mitochondriaux (354). En revanche, 

une accumulation de manganèse dans les mitochondries inhibe les complexes 

mitochondriaux I et II et provoque un dysfonctionnement du transport des 

électrons au sein de la chaîne mitochondriale (355),(356). L’arrêt de la chaîne 

respiratoire conduit à l’augmentation de l’oxygène dans le cytoplasme, ce qui 

génère la production de ROS et ainsi le stress oxydatif causé par les ROS entraîne 

l’apoptose de nombreux types cellulaires (357),(358),(359). Plusieurs études ont 
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montré que le stress oxydatif généré par le manganèse causait par la suite une 

activation des caspases 3 et 9 ainsi que la fragmentation de l’ADN (Acide 

Désoxyribonucléique) (360),(361). Dans ce contexte, des recherches ont permis 

de mettre en évidence que PrPC peut lier le manganèse (362),(363) et que PrPC 

jouerait un rôle protecteur contre le stress oxydatif induit par le manganèse (364). 

Enfin, le zinc, un autre métal essentiel pour la vie et très abondant dans la nature, 

a aussi été largement étudié en relation avec la protéine PrPC puisqu’au niveau 

cérébrale, la concentration extracellulaire en zinc est très supérieure à celle du 

cuivre. C’est l’oligoélément le plus abondant dans le cerveau qui permet 

notamment la neurotransmission entre les synapses en maintenant la plasticité 

synaptique et l’excitabilité neuronale. Pour assurer ses fonctions, le zinc doit être 

Figure 22 : Représentation de la coopération entre les protéines PrPC et 

AMPA pour le transport intracérébral du zinc. Schéma adapté de 

"Neuronal zinc regulation and the prion protein. Watt N.T. et al. Prion 7-3. 

p 203–208. 2013". 
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finement régulé et des perturbations de l’homéostasie du zinc peuvent conduire à 

des désordres psychologiques. Il a été montré que la protéine PrPC est capable de 

fixer le zinc (362) et comme pour le cuivre, cette interaction PrPC-Zn entraîne 

l’endocytose de PrPC (365). Il a également été montré que la protéine PrPC 

participe au transport du zinc, comme un senseur, ainsi que par sa capacité à le 

capturer au niveau des fentes synaptiques et à le transférer au récepteur AMPA (α-

amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) qui permettra son entrée dans la 

cellule (366) (Figure 22). 

IV.3.Propriétés anti-oxydantes 

Les liens étroits entre la protéine PrPC et les métaux pouvant conduire à la 

génération de stress oxydatif suggèrent un rôle de PrPC dans le stress oxydatif 

cellulaire. Une première étude suggérait une activité SOD-like à la protéine PrPC 

au niveau cérébrale et lui conférait ainsi des propriétés anti-oxydantes (367). 

Cependant, cette activité qui avait été montré in vitro, n’a pas été confirmé in vivo 

(368). Certaines études ont pourtant montré que des souris invalidées pour le gène 

Prnp présentaient une diminution de l’activité de la Cu/Zn SOD et une 

susceptibilité plus forte au stress oxydatif (369),(370) mais qui semble être 

compensée par une augmentation de la Mn SOD. Ainsi, l’implication de la 

protéine PrPC dans le système anti-oxydant de manière directe ou indirecte reste à 

déterminer. 

IV.4.Localisation aux jonctions cellulaires 

Une localisation intercellulaire de la protéine PrPC en dehors du système nerveux 

a été montrée pour la première fois en 2003 sur des cellules épithéliales intestinales 

(371). En effet, plusieurs groupes se sont intéressés au système intestinal puisque 

lors d’une contamination orale par PrPSc, la propagation de l’infection se fait des 

intestins vers le système nerveux (372),(373). La protéine PrPC est localisée au 

pôle apical des entérocytes (374) et également de manière latérale logée dans les 

domaines rafts riches en cholestérol (371). Au sein des complexes jonctionnels, 

PrPC co-localise et interagit avec certaines protéines des jonctions adhérentes, la 

E-cadhérine et la kinase Src (Figure 23). Par la suite, les desmosomes ont aussi été 

identifiés comme étant des partenaires de PrPC (375). Au sein des jonctions 

cellulaires intestinales, PrPC présente deux types de distribution ; une localisation 
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nucléaire dans les cellules en cours de division cellulaire et une localisation 

intercellulaire dans les cellules polarisées et différentiées. L'inhibition de PrPC 

dans les entérocytes humains entraîne une diminution de leurs propriétés de 

barrière en modifiant la localisation et l'expression des protéines de jonction et 

d'adhésion telles que l’E-cadhérine, la claudine-5 et l’occludine. Ainsi PrPC aurait 

un rôle dans le mauvais adressage et la localisation des protéines jonctionnelles. 

Notre groupe a montré que la protéine PrPC est exprimée au niveau apical et 

latérale des cellules intestinales et rénales (374). Récemment, nous avons 

également montré que la protéine PrPC est localisée au niveau des jonctions des 

cellules épithéliales bronchiques où elle participe au maintien des complexes 

jonctionnels et joue un rôle protecteur face au stress oxydant (215). 

De plus, il a aussi été montré que cette protéine présente une localisation 

intercellulaire au niveau du système endothéliale avec un rôle dans l’adhésion 

cellulaire où elle interagit avec la protéine PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell 

Adhesion Molecule 1) pour permettre la migration trans-endothéliale des 

monocytes (376). 

Figure 23 : Modèle proposé pour l’interaction de PrPC et de la kinase Src au 

sein des desmosomes. PKG : Plakoglobine, PKP : Plakophiline, DP : 

Desmoplakine. Schéma adapté de "Roles of the cellular prion protein in the 

regulation of cell-cell junctions  and barrier function. Petit C.S.V. et al. Tissue 

Barriers 1:2. e24377. 2013". 
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En 2018, le groupe de Joan W. Berman s’est intéressé au rôle de PrPC dans les 

jonctions cellulaires de cellules endothéliales microvasculaires du cerveau et à son 

expression après une exposition à des médiateurs pro-inflammatoires. Ils ont 

montré que des traitements au VEGF (Vascular Epithelial Growth Factor) ou au 

TNF-α induisent une diminution d’expression de PrPC à la membrane plasmique, 

associée à une perte d’intégrité de la barrière jonctionnelle (377). D’autant plus 

que ces traitements sont également connus pour diminuer l’expression des 

protéines des jonctions serrées (claudine-5 et occludine) (378). Dans cette étude, 

les auteurs montrent que l’invalidation de PrPC augmente la perméabilité de la 

monocouche endothéliale et diminue l’expression de la claudine-5 et de 

l’occludine. Ils proposent que la régulation négative de PrPC induite par le VEGF 

et le TNF-α contribuerait directement aux modifications d’expression et 

d’adressage des protéines des jonctions serrées, affectant ainsi l'intégrité de la 

barrière endothéliale. La protéine PrPC n'étant pas une protéine transmembranaire, 

il est possible qu'elle provoque ces changements par couplage avec d'autres 

protéines adaptatrices. 

IV.5.Implication dans l’inflammation  

L’implication de la protéine PrPC dans les réponses inflammatoires neuronales a 

été démontrée. En effet, l’absence de PrPC dans le système nerveux central 

exacerbe la réponse inflammatoire dans le cas d’encéphalomyélite auto-immune 

induite expérimentalement (379), et également dans le cas de lésions cérébrales 

(380), notamment lors de lésions ischémiques (381). De plus, une étude a montré 

que PrPC est capable d’interagir avec le récepteur NMDA (N-méthyl-D-aspartate) 

et d’inhiber son activité associée à la nociception (382) ce qui fait de PrPC un 

important régulateur de la signalisation de la douleur.  

Dans les tissus périphériques, la protéine PrPC semble également être impliquée 

dans différents processus inflammatoires. Suite à l’administration systémique de 

LPS bactériens induisant une réponse inflammatoire, PrPC a montré un lien dans 

la régulation de cytokines pro et anti-inflammatoires (383),(384). Il a aussi été 

observé que des souris qui surexpriment PrPC sont plus résistantes aux colites 

induites expérimentalement que des souris invalidées pour le gène Prnp. De plus, 

ces souris invalidées présentent un profil inflammatoire exacerbé avec notamment 
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une augmentation des transcrits de cytokines pro-inflammatoires et une activation 

des protéines pro-apoptotiques qui amplifient la colite (385). 

Du fait de la localisation de PrPC au niveau des complexes jonctionnels des 

entérocytes, une étude s’est focalisée sur les perturbations de l’épithélium 

intestinal associées aux maladies inflammatoires des intestins telles que les 

maladies de Bowel et de Crohn (MBC) en lien avec la protéine PrPC. Ces travaux 

ont permis de montrer que l’absence de PrPC perturbe l’organisation des jonctions 

cellulaires intestinales et s’accompagne d’une augmentation de la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires. Ces deux phénomènes participent ainsi à 

l’exacerbation de l’inflammation chronique observée dans les MBC. Finalement, 

cette étude suggère que le niveau d’expression de la protéine PrPC n’est pas 

modifié dans les MBC, puisque le taux d’ARNm reste inchangé, mais qu’il y a 

une augmentation du cycle de recyclage de PrPC induisant alors la déstabilisation 

des jonctions cellulaires (386). 

La protéine PrPC aurait également un rôle crucial dans l’activation de la voie pro-

inflammatoire du TNF-α. La voie NFκB comprend cinq facteurs de transcription 

inductibles : NFκB-1 (p50), NFκB-2 (p52), RelA (p65 : Transcription factor 65), 

RelB et c-Rel (387). Ces différentes protéines fonctionnent en dimères et régulent 

principalement la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, le 

recrutement des cellules immunitaires, l’expression de molécules d’adhésion et 

certaines enzymes inductibles comme la COX-2 (Cyclo-oxygénase-2) (388). Ces 

dimères sont maintenus inactifs par association avec des protéines kinases 

inhibitrices appartenant à la famille IκB (Inhibitor of nuclear factor Kappa-B 

Kinase), constituée de IκB-α, IκB-β, IκBε et Bcl-3 (B-cell lymphoma protein 3) 

(389). Ainsi, en condition normale, les protéines IκB présentes dans le cytoplasme 

inhibent NFκB (390). Lors d’une stimulation inflammatoire l'activation de NFκB 

est médiée par la phosphorylation des protéines IκB qui sont ensuite 

polyubiquitinées et dégradées par des protéases, libérant ainsi la protéine NFκB 

active. La forme active de NFκB peut ensuite se transloquer et activer la 

transcription de ses gènes cibles. Bien que la dégradation des protéines IκB reste 

une étape fondamentale pour l'activation de NFκB, de nombreux autres 

mécanismes tels que l'ubiquitination, la sumoylation ou la phosphorylation sont 

impliqués dans la régulation de l'activité de transcription de NFκB. De plus, 
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certaines enzymes semblent également contrôler ces processus. Ainsi, ces 

multiples mécanismes qui régulent étroitement l'activité de NFκB permettent à 

cette voie de signalisation de participer à de nombreuses fonctions cellulaires 

vitales. 

L’invalidation du gène Prnp entraîne des perturbations de l’expression des 

différentes protéines intermédiaires de la voie du TNF-α (IKK α/β (IκB Kinase), 

p65 et JNK) tandis que l’expression de PrPC améliore les réponses cellulaires au 

TNF-α en favorisant la production de médiateurs pro-inflammatoires(391). 

IV.6.Implication dans les infections 

Du fait de la localisation de la protéine PrPC dans les domaines lipidiques rafts de 

la membrane plasmique, des études ont été menées dans le but de déterminer une 

éventuelle implication de PrPC dans les infections bactériennes et notamment dans 

l’infiltration intracellulaire bactérienne. En effet, il a été montré que les domaines 

raft présents dans les membranes cellulaires participent à l’entrée de nombreuses 

espèces bactériennes dans la cellule (P. aeruginosa, E. coli, Brucella spp ou encore 

Mycobactérium) via les cavéolines qui internalisent les bactéries au sein de 

vésicules (392). Une première équipe a suggéré que la protéine PrPC pourrait 

promouvoir les infections causées par la bactérie Brucella en améliorant 

l’internalisation de Brucella au sein des macrophages, un lieu de réplication 

stratégique pour cette bactérie (393). Par la suite, ce même groupe a suggéré une 

interaction directe ou indirecte entre PrPC et Brucella via le récepteur membranaire 

bactérien Hsp60, une protéine chaperonne de la famille des Growth E.coli Large 

protein (GroEL) connue pour être activée lors d’invasions bactériennes (394). 

Cependant, un autre groupe n’a pas confirmé ces résultats et ne considère pas un 

rôle évident de PrPC dans les infections bactériennes causées par Brucella (395). 

Il a été décrit que l’extrémité N-term de PrPC possède des propriétés 

antimicrobiennes. En effet, l’extrémité non structurée N-terminale de PrPC est 

capable d’agir comme certains peptides antimicrobiens connus, en formant des 

pores dans la membrane bactérienne (396). 

De plus, les fibrilles et agrégats de la protéine PrPC ont été identifiés comme 

inducteur de la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-1β au travers de 

l’activation de NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) 
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(397). De manière très intéressante, NLRP3 qui est un membre de 

l’inflammasome, ce complexe protéique oligomérique impliqué dans l’immunité 

innée et la réponse inflammatoire (398), est activé dans les infections bactériennes 

à PA via un facteur de virulence protéique, la piline (399). Lors d’infections 

cérébrales avec la souche Mycobacterium bovis, l’expression du gène Prnp est 

régulée à la hausse, ce qui conduirait à une diminution des facteurs pro-

inflammatoires, une augmentation de l’apoptose des cellules infectées et 

permettrait ainsi à M. bovis d’échapper à la réponse immunitaire de l’hôte (400). 

Enfin, un rôle protecteur durant certaines infections virales a été proposé pour PrPC 

par différentes études. Après infection par le virus de l’encéphalomyocardite B 

(inducteur d’encéphalites et de l’apoptose des cellules neuronales), les souris 

sauvages (comparées aux souris invalidées pour PrPC) présentent une meilleure 

infiltration des cellules inflammatoires accompagnée d’une augmentation de 

l’activation des cellules microgliales (401), qui ont un rôle protecteur contre les 

lésions cérébrales (402). Puis, une autre étude a suggéré un rôle protecteur de la 

protéine PrPC lors d’infection avec le virus Influenza A (403). Ce rôle a été attribué 

à l’octapeptide de PrPC permettant la fixation du cuivre, car des souris délétées 

pour cette séquence peptidique infectées avec le virus Influenza A présentent un 

fort taux de mortalité et des modifications pathologiques plus sévères que les 

souris sauvages. Ces souris invalidées pour PrPC montrent notamment une 

augmentation de la production des cytokines pro-inflammatoires et une charge 

virale plus importante au niveau des poumons. Cette observation a pu être faite 

car lorsque PrPC est réintroduite dans ces souris délétées, la mortalité est 

drastiquement diminuée et le profil inflammatoire est similaire aux souris 

sauvages infectées par le virus.       

V. Modèles animaux pour l’étude de PrPC 

Dès les années 1960, des expérimentations animales ont été menées sur des 

hamsters, souris et chèvres, entres autres, dans le but d’étudier la transmission et 

la propagation du prion infection. L’isoforme pathogène de PrPC étaient inoculées 

aux animaux et les scientifiques étudiaient la période d’incubation, l’apparition 

des symptômes et réalisaient des expériences post-mortem sur les échantillons 

prélevés. Ces expérimentations ont notamment permis de découvrir la nature 
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protéique de l’agent infection. Cependant, ces travaux ne permettaient pas 

d’explorer les paramètres génétiques, biochimiques et cellulaires de la protéine 

PrPC. 

Ainsi, dans les années 1990, des modèles murins génétiquement modifiés pour le 

gène Prnp ont été développés.  

V.1.Génération de modèles murins génétiquement modifiés pour le 

gène Prnp 

Les différents modèles murins invalidés pour le gène Prnp ont été générés selon 

deux stratégies (404) (Figure 24) : 

Figure 24 : Stratégies génétiques utilisées pour invalider le gène Prnp par 

recombinaison homologue dans des modèles murins. Rectangles rouges : 

cadres de lecture ORF, rectangles blancs : régions non codantes, étiquettes 

jaunes ou roses : séquences insérées, lignes pointillées : régions supprimées. 

Schéma adapté de "Onset of ataxia and Purkinje cell loss in PrP null mice 

inversely correlated with Dpl level in brain. Rossi D. et al. EMBO J. 20-4. p 

694-702. 2001". 
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La stratégie "conservatrice" consiste à introduire des modifications génétiques 

limitées seulement au cadre de lecture ORF de l’exon 3 (souris nommées Zurich I 

et Edinburgh) (405). 

La stratégie "radicale" dans laquelle la séquence ORF est entièrement supprimée 

et les sites d’épissage du troisième exon sont modifiés (souris nommées Nagasaki, 

Rcm0 et Zurich II). 

Dans les deux cas, l’insertion d’une cassette néomycine, HRPT (Hypoxanthine 

Phosphoribosyl-Transférase) ou loxP (locus of crossing-over from Phage) entraîne 

la suppression de l’expression du gène Prnp. 

Les souris de type Zurich I et Edinburgh se développent normalement et ne 

présentent pas de pathologies particulières. Les souris de type Nagasaki, Rcm0 et 

Zurich II se développent également normalement mais développent une ataxie 

grave et une perte de cellules de Purkinje en vieillissant (406),(407). De manière 

surprenante, les deux types de souris invalidés pour le gène Prnp sont résistants 

aux maladies à prion et à la propagation de la protéine PrPSc (405). 

Lignée Gène codant 

pour PrPC 

Nombre de 

copie du 

gène 

Quantité 

d’ARN de PrPC 

Quantité de 

protéine PrPC 

Prnp +/+ Prnp 2 1 1 

Prnp 0/+ Prnp 1 0,5 0,5 

tga19/+ hgPrnp 30 ND 3-4 

tga20/+ hgPrnp 30 1,2 6-7 

tga20/tga20 hgPrnp 60 ND 10 

tgc35/+ Prnp (cosmid) 40 ND 4-5 

tgb24/+ PrPcDNA 150 <0,5 0 

tge19h/+ PrPΔNco 150 1,8 3-4 

tge19l/+ PrPΔNco 15 1 1,5-2,5 

tgd11/+ PrPΔN-term 30 2,7 6 

tgd12/+ PrPΔN-term 40 3,9 10-12 

En parallèle des modèles d’extinction du gène Prnp, des modèles murins 

transgéniques de surexpression ont été développés via l’introduction de transgènes 

de Prnp (Figure 25) (408). 

Figure 25 : Caractéristiques et expression de PrPC dans les modèles murins 

de surexpression de PRNP. ND : Non Déterminé. Tableau adapté de " Prion 

protein (PrP) with amino‐proximal deletions restoring susceptibility of PrP 

knockout mice to scrapie. Fischer M. et al. EMBO J. 15-6. p 1255-1264. 

1996". 
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La surexpression du gène Prnp ne perturbe pas le développement des souris, 

cependant il a été observé que la lignée tga20 (transgene insertion a20) présente 

une période d’incubation du prion infectieux très courte comparée aux souris 

sauvages (408). 

V.2.Impact de l’extinction et de la surexpression du gène Prnp 

A la suite de la génération de ces modèles murins, de nombreux paramètres de 

PrPC ont été mis en évidence. Néanmoins, la plupart des projets étaient focalisés 

sur l’étude de PrPC uniquement au sein du système nerveux. Les résultats de ces 

travaux ont été résumés dans le tableau ci-dessous (Figure 26) : 

 Effets Références 

In
v
al

id
at

io
n
 d

e 
P

rn
p

 

Altération du rythme circadien et du sommeil 

 

(409) 

Diminution de la plasticité synaptique (410) 

Altération du comportement, de la peur et de l’anxiété (411) 

(412) 

(413) 

Dérégulation du métabolisme du fer (337) 

Intolérance au glucose (414) 

Activation de la prolifération des cellules précurseurs 

d’oligodendrocytes lors du développement et chez l’adulte 

(415) 

Diminution de la concentration cuprique cérébrale (338) 

Augmentation du nombre de mitochondries avec des 

anomalies morphologiques 

(416) 

Augmentation de la phagocytose des macrophages (417) 

Résistance aux infections à Brucella abortus (393) 

S
u
re

x
p
re

ss
io

n
 d

e 
P

rn
p

 Dysfonctions immunologiques (418) 

Augmentation de la survie des neurones après une 

axotomie 

(419) 

Amélioration de la plasticité synaptique (420) 

Augmentation de la dégénération du système nerveux liée 

à l’âge 

(421) 

Activation de la prolifération des cellules souches dérivées 

de la zone sous-ventriculaire 

(422) 

Sensibilité aux infections du virus herpès simplex de type I (423) 

Figure 26 : Effets de l’extinction ou de la surexpression de la protéine PrPC 

dans des modèles murins. 
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L’implication de PrPC dans les infections bactériennes respiratoires en lien avec 

l’inflammation bronchique reste méconnue en raison d’un nombre limité d’études 

menées sur cette thématique. Néanmoins, une étude de 2014 s’est intéressée au 

rôle de PrPC après stimulation au LPS (383). Ainsi, les travaux de ce groupe ont 

pu mettre en lumière différentes observations : 

Durant la phase d’infection aigüe du LPS, le niveau d'ARNm des cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, IL-6 et IL-1β) et des facteurs de transcription (ERK 

(Extracellular signal-Regulated Kinases), p38 (p38 mitogen-activated protein 

kinase) et IκB) est plus élevé dans le cerveau et la rate des souris sauvages que 

chez les souris PrP -/-. 

Au cours de la phase tardive de l’infection, les souris PrP -/- conserve des niveaux 

plus élevés de cytokines pro-inflammatoires et un faible niveau de cytokines anti-

inflammatoires (IL-10), tandis que chez les souris sauvages les taux sont inversés, 

la concentration en cytokines pro-inflammatoires diminue, alors que le taux de 

cytokines anti-inflammatoires augmente. 

Les souris PrP -/- présentent une résorption plus lente des leucocytes périphériques 

après leur recrutement lors de la réponse inflammatoire et une mortalité plus 

élevée en réponse au choc septique induit par le LPS par rapport aux souris 

sauvages. 

L’ensemble des données présentées dans ces trois chapitres mettent en évidence 

la complexité de la physiopathologie de la mucoviscidose et le rôle protecteur 

primordial de la barrière épithéliale bronchique au sein des poumons. Dans ce 

contexte, nous avons orienté mon projet de thèse vers la recherche de nouveaux 

partenaires cellulaires de la protéine CFTR afin d’investiguer quant à l’origine du 

relâchement des jonctions cellulaires, de la facilité des pathogènes à envahir le 

parenchyme bronchique et de l’hyper-inflammation chronique pulmonaire.  

Du fait de ses diverses implications cellulaires, notamment au sein des jonctions 

cellulaires et dans l’inflammation nerveuse, la protéine PrPC s’est avérée être un 

excellent candidat pour notre étude. De plus, les rôles exacts de cette protéine au 

niveau pulmonaire sont encore inconnus et pour la première fois nous montrons 

l’implication de la protéine PrPC dans la mucoviscidose.
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Pourquoi une personne saine est-elle protégée contre les infections par des 

pathogènes opportunistes, tandis que les personnes atteintes de mucoviscidose ou 

qui présentent un épithélium pulmonaire endommagé sont particulièrement 

sensibles à ces infections ? Pour répondre à cette question, il est essentiel de bien 

comprendre l'interaction dynamique entre le microenvironnement hôte et ces 

pathogènes. Plusieurs paramètres tissulaires et des facteurs physico-chimiques 

peuvent individuellement ou collectivement favoriser l’infection aigue et 

chronique par ces pathogènes. Parmi ces facteurs il y a la barrière épithéliale. Cette 

dernière est le résultat d’un assemblage de cellules présentant une polarité 

structurale et fonctionnelle assurée par des interactions entre protéines 

transmembranaires et cytosoliques. Ces assemblages protéiques forment ainsi les 

différentes catégories de jonctions intercellulaires; serrées, adhérentes, 

desmosomes et communicantes. 

La perte d’étanchéité au niveau de la barrière épithéliale pulmonaire est considérée 

comme un facteur clé qui participe à l’exacerbation du processus d’inflammation 

et d’infection en facilitant la transmigration tissulaire des cellules immunitaires et 

des pathogènes comme Pseudomonas aeruginosa (PA).   

Dans ces processus, la protéine CFTR jouerait un rôle très important, mais qui est 

encore mal cerné et surtout très débattu. 

La protéine CFTR a longtemps été considérée comme l’élément déterminant de la 

physiopathologie de la mucoviscidose. Ainsi, son activité canal chlorure et ses 

fonctions régulatrices, ont concentré la plus grande partie des thérapeutiques 

développées et des résultats très encourageants ont été obtenus, surtout pour la 

mutation G551D (~ 4 % des diagnostics). Néanmoins, ces résultats thérapeutiques 

contrastent avec le bilan inflammatoire et infectieux qui reste encore inférieur aux 

espérances attendues par les cliniciens. 

Ces observations suggèrent surtout que d’autres facteurs comme ; les gènes 

modificateurs (gènes modulant la sévérité des différentes atteintes pathologiques 

des patients) ou les protéines dérégulées issues des dommages collatéraux de 

CFTR mutée, peuvent participer à la perte de l’étanchéité épithéliale constatée 

dans la mucoviscidose. 

Récemment, nous avons montré au niveau des cellules bronchiques humaines 

saines que la protéine prion cellulaire (PrPC) se lie aux protéines des jonctions 

adhérentes et desmosomes. A travers cette liaison, PrPC protège ces protéines 
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contre le stress oxydatif et participe ainsi à la stabilité de ces jonctions. D’autres 

études ont également montré, que PrPC serait impliqué dans la défaillance de la 

barrière épithéliale intestinale observée dans la maladie inflammatoire de Bowel. 

Il était donc logique d’entreprendre l’étude des rôles de PrPC dans la 

mucoviscidose, maladie aussi caractérisée par l’inflammation et la perte de 

l’étanchéité de l’épithélium pulmonaire. 

Ainsi, pour mon projet de thèse, deux objectifs ont été fixés : 

1. Etude in vitro du rôle de la protéine PrPC dans la barrière épithéliale 

bronchique en lien avec la mucoviscidose. 

Pour cette partie, nous avons utilisé des modèles de lignées cellulaires bronchiques 

humaines pour étudier l’expression, la localisation, l’interaction avec les protéines 

des jonctions et avec la protéine CFTR sauvage (wt) et mutée (deltaF508), la 

résistance trans-épithéliale (RTE) et la perméabilité cellulaire ainsi que 

l’évaluation de la fraction membranaire et de la stabilité de PrPC.  Nous avons 

aussi étudié l’impact de la surexpression de PrPC sur l’expression de CFTR et des 

jonctions intercellulaires et analyser la distribution cellulaire de PrPC et des 

protéines jonctionnelles associées au trafic et à l’adressage des protéines CFTR 

sauvage et mutée. 

2. Etude in vivo du rôle de la protéine PrPC dans l’infection aigue en lien avec 

la protéine CFTR dans les modèles murins invalidés pour le gène Prnp ou le 

gène Cftr. 

Sur le plan animal, nos travaux ont porté sur l’implication de PrPC dans le passage 

paracellulaire de PA vers le parenchyme pulmonaire et dans la réponse 

inflammatoire. 

Nous avons ainsi : 

☞ Mesurer le passage paracellulaire de PA dans nos modèles cellulaires.  

☞ Évaluer l’impact de PrPC sur la dissémination bactérienne et le recrutement des 

cellules inflammatoires périphériques dans nos modèles murins.  

☞ Comparer les structures pulmonaires de nos modèles murins par 

immunohistochimie avant at après infection par PA.  

☞ Analyser le profil d’expression des jonctions intercellulaires avant et après 

l’infection aigue. 
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☞ La protéine PrPC est importante dans l’homéostasie du cuivre, ainsi nous avons 

évalué la concentration du cuivre au niveau pulmonaire et hépatique (contrôle) 

dans nos modèles murins avant et après infections aigue par PA. 

 

L’ensemble des résultats seront présentés sous forme de deux publications, 

préparées pour soumission: 

 

➢ Johanna Cormenier, Mariam El Khatib, Amal Kouadri, Laurence Macari, 

Isabelle Michaud-Soret, Boubou Camara, Christelle Coraux, Nadia 

Alfaidy and Mohamed Benharouga. 

"Cellular prion protein (PrPC) is up regulated in cystic fibrosis: Role of CFTR 

protein." 

 

➢ Johanna Cormenier, Marianne Marchioni, Laurence Macari, Boubou 

Camara, Nicolas LeMaître, Frédéric Sergent, Pierre Richaud, Nadia 

Alfaidy and Mohamed Benharouga. 

"The cellular prion protein (PrPC) contribute to the acute Pseudomonas 

aeruginosa lung infection in cystic fibrosis mice." 
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I. Article 1 – Cellular prion protein (PrPC) is up 

regulated in cystic fibrosis : Role of CFTR protein. 

 

Cellular prion protein (PrPC) is up regulated in cystic fibrosis : Role of 

CFTR protein. 

Johanna Cormenier1, Mariam El Khatib1, Amal Kouadri1, Laurence Macari1, 

Isabelle Michaud-Soret1, Boubou Camara4, Christelle Coraux3, Nadia Alfaidy2 

and Mohamed Benharouga1. 

1 Univ. Grenoble Alpes, CNRS, UMR 5249, CEA, IRIG, CBM, F-38000 Grenoble, 

France. 

2 Univ. Grenoble Alpes, INSERM U1036, CEA, IRIG, BCI, F-38000 Grenoble, France. 

3 Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM), UMR-S 903, 

Reims, France. 

4 Centre de Ressources et de Compétences pour la Mucoviscidose, Clinique Universitaire 

de Pneumologie - Pole Thorax et Vaisseaux, CHU de Grenoble, France. 

 

Cet article sera soumis à la revue "Journal of Cell Science". 
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I.1.Contexte de l’étude 

Dans la mucoviscidose, l’absence d’expression de CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane conductance Regulator), une protéine canal chlorure activée par 

l’AMPc au niveau de la membrane apicale des cellules de l’épithélium 

bronchique, conduit au déséquilibre hydro-anionique, à l’augmentation de la 

viscosité du mucus et à la perturbation de la clairance mucociliaire. Ces 

changements vont induire une inflammation chronique des voies aériennes qui va 

progressivement impacter la fonction respiratoire. L’origine de l’inflammation 

reste cependant méconnue, en particulier l’inflammation précoce détectée en 

absence de toute infection microbienne. Cette inflammation est exacerbée par la 

transmigration des cellules de l’immunité et des pathogènes. La transmigration est 

un processus qui va dépendre principalement de la barrière épithéliale pulmonaire 

(BEP). Cette dernière est établie grâce aux jonctions intercellulaires, elles-mêmes 

formées de protéines de jonctions. Plusieurs études ont démontré l’implication de 

la protéine CFTR dans la diminution de l’étanchéité de la BEP. Toutefois, la 

localisation apicale de CFTR, différente de la localisation latérale des jonctions 

cellulaires suggère l’existence d’autres mécanismes régulant la BEP. Une des 

hypothèses est que CFTR par son jeu de trafic intracellulaire à travers des cycles 

de transcytoses, peut influencer l’adressage des protéines jonctionnelles. Tout 

récemment, nous avons démontré que la protéine prion cellulaire (PrPC) participe 

au maintien des jonctions adhérentes et desmosomes au niveau des cellules 

épithéliales bronchiques humaines. Nous avons aussi démontré que cette protéine 

subit une transcytose assurant son trafic de la membrane apicale vers la membrane 

latérale où elle interagit, stabilise et protège les jonctions adhérentes et 

desmosomes du stress oxydatif. Au niveau des tissus épithéliaux, la PrPC a été 

incriminée dans l’effondrement de la barrière épithéliale intestinale, 

caractéristique de la maladie inflammatoire de Bowel. Dans cette pathologie, la 

PrPC semble perturber l’adressage des protéines jonctionnelles. Cependant, le rôle 

de cette protéine dans la mucoviscidose, une pathologie inflammatoire également 

caractérisée par une diminution de la barrière épithéliale bronchique n’est pas 

encore connu. 

 



Résultats : Article 1 – Cellular prion protein (PrPC) is up regulated in cystic 

fibrosis: Role of CFTR protein. 

 
111 

I.2.Résultats 

Nous avons mis en évidence pour la première fois une dérégulation de l’expression 

de PrPC dans la mucoviscidose, au niveau ARNm et protéine. Nous avons 

démontré une augmentation de l’expression de PrPC dans des échantillons de 

bronches humaines CF et in vitro dans les cellules CFBE (dF508/dF508). Nous 

avons observé que la localisation de la protéine PrPC à la membrane est plus 

diffuse dans les cellules CFBE comparé aux cellules épithéliales bronchiques 

saines (HBE), suggérant un défaut d’adressage de PrPC. Nous avons constaté que 

la surexpression de la protéine CFTR sauvage (wt-CFTR) dans les cellules CFBE 

réduit la localisation diffuse de PrPC à la membrane. Néanmoins, l’expression de 

wt-CFTR ne diminue pas le niveau d’expression de PrPC. Par ailleurs, et de 

manière intéressante, nous avons observé une augmentation de l’expression de la 

forme hyperglycosylée (forme H) de PrPC. La régulation de PrPC serait liée à 

l’expression et à la localisation cellulaire de CFTR, en lien avec d’autres 

mécanismes cellulaires. 

Nous avons mis en évidence que les protéines PrPC et CFTR n’interagissent pas 

directement ensemble mais sont colocalisées à la membrane basolatérale. Aussi, 

cette colocalisation disparaît quand le processus de polarisation s’initie, excepté 

dans les cellules CFBE où l’on observe le défaut d’adressage de PrPC. 

Dans les cellules CFBE, nous rapportons une diminution dans les niveaux 

d’expression de protéines jonctionnelles clés telles que l’occludine, JAM-A, la 

plakoglobine et la desmoplakine. Toutefois, l’expression de wt-CFTR n’a pas 

permis de restaurer le niveau d’expression basal des protéines jonctionnelles. 

Enfin, nous avons également démontré que la surexpression de la protéine PrPC 

dans les cellules HBE perturbe l’expression des jonctions cellulaires, suggérant 

que le niveau d’expression de PrPC est un paramètre important soumit à une 

régulation très fine. De façon intéressante nous avons démontré que la 

surexpression de PrPC entraîne une diminution de l’expression protéique de CFTR 

sans affecter son niveau d’ARNm, renforçant notre hypothèse de l’existence d’une 

relation d’expression protéique entre PrPC et CFTR. 
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I.3.Conclusions 

En conclusion, l’ensemble de nos résultats démontrent l’existence d’une relation 

entre les protéines CFTR et PrPC dans la régulation de l’expression et de la 

localisation des protéines jonctionnelles. De plus, nos résultats concordent avec 

ceux rapportés concernant le rôle de PrPC dans la protection et la stabilisation des 

protéines jonctionnelles au niveau intestinal. 

D’un point de vue clinique, nos résultats démontrent que la protéine CFTR mutée 

affecte directement l’adressage de PrPC vers le pôle latéral des cellules épithéliales 

bronchiques, où elle interagit et stabilise les protéines jonctionnelles. Ce défaut 

d’adressage de la PrPC au pôle latéral expliquerait certaines caractéristiques de la 

mucoviscidose, telle que le défaut de la perméabilité épithéliale. Toutefois, notre 

étude a été principalement menée in vitro et des études supplémentaires in vivo 

sont essentielles pour confirmer ces hypothèses.  

Néanmoins, la compréhension du rôle de la PrPC dans la perméabilité épithéliale 

et le maintien des jonctions cellulaires représente un enjeu majeur dans la 

mucoviscidose, puisqu’à terme il pourrait contribuer au développement de 

thérapies anti-inflammatoires et réduire l’atteinte pulmonaire. 
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Abstract 

In cystic fibrosis (CF), the loss of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

(CFTR)-associated cAMP-activated chloride channel has been proposed to affect the 

bronchial paracellular permeability. The latter is highly dependent on the intercellular 

junctional complexes, which consists of the tight (T), adherens (A), and desmosomes (D) 

junctions (J). However, the molecular mechanisms involved in the increase in the bronchial 

epithelial permeability (EP) in CF are unknown. Recently we demonstrated that the cellular 

prion protein (PrPC) is important for the stability of A and D junctional proteins in normal 

bronchial epithelial cells. Yet, in CF disease, the role of PrPC remains elusive. Herein, we 

investigate the expression, localization, interaction, biochemical profiles and the roles in 

EP of wild-type (wt)-, mutant (dF508)-CFTR, junctional, and PrPC proteins in human 

healthy and CF conditions. Using normal (16HBE14o-), CF (CFBE41o-) and CF 

overexpressing wt-CFTR (CFBE41o-wt) cells, we first demonstrated that the PrPC mRNA 

and protein levels were highly expressed in CF compared to the control cells. Similar results 

were found in CF versus healthy bronchial tissue samples. The PrPC increase was not 

corrected in CFBE41o-wt cells. In CF cells, PrPC protein showed a diffuse expression and 

increased residency time (RT) at the plasma membrane along  with a mislocalization 

profile. The latter, but not the RT was corrected by wt-CFTR overexpression in CF cells. 

The upregulation and the mislocalization of PrPC protein did not affect its ability to interact 

with junctional proteins. However, the overexpression of wt-CFTR or PrPC protein could 

not correct the levels of expression of junctional proteins in the CF condition. No 

interactions were detected between PrPC and wt- or dF508-CFTR proteins, however, wt-

CFTR and PrPC proteins showed a co-localized profiles that disappeared with the 

polarization process, except in CF cells. Interestingly, we found also that the levels of 

expression of wt-CFTR protein decreased in 16HBE14o- cells overexpressing PrPC protein.  

Altogether, our results suggest that in bronchial epithelial cells CFTR trafficking is required 

for the normal distribution and localization of PrPC protein, a key actor of the stability of 

adherens and desmosome proteins and that the retention of dF508-CFTR at the ER affects 

the normal PrPC transcytosis from the apical to the lateral membrane. These findings bring 

new insights into the understanding of the CF-dysregulated EP.  
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Introduction 

Cystic fibrosis (CF) is an inheritable autosomal-recessive disease characterized by a multi-

organ pathology affecting airways, as well as the intestinal and the reproductive tracts 

(Cutting, 2015). More than 2000 mutations have been identified in the CF transmembrane 

conductance regulator (CFTR) gene that codes for the CFTR protein; an epithelial apical 

transmembrane, cAMP-activated Cl- channel and a regulatory protein (Cutting, 2015). 

About 70% of CF mutations correspond to the deletion of a phenylalanine at position 508 

(delF580) (Kerem et al., 1989). This mutation is responsible for the retention and rapid 

degradation of CFTR in the endoplasmic reticulum (ER) (Benharouga, 2001). 

The absence of a functional CFTR leads to unbalanced hydro-anionic efflux, reduced 

airway volume and pH, and defective mucociliary clearance resulting in mucus 

dehydration, bronchial inflammation and infection, which is the main cause of morbidity 

and mortality in CF patients (Cutting, 2015). In CF, the major host factors that protect the 

lung against infection are altered. Although an extensive work has been devoted to the study 

of the CF gene and the multiple functions of CFTR, the origin of pulmonary superinfection 

is still poorly understood. 

Respiratory tissues are extensively colonized at the late stages of the disease by bacteria 

such as Staphylococcus aureus, Haemophilus influenza and Pseudomonas aeruginosa (PA) 

(Quinton, 1990).  

Bacterial infection in the CF lung environment is multifactorial and is mainly related to the 

loss of the apical function of the CFTR protein (Yang et al., 2011), (Pier, 2012). However, 

recent work incriminates other factors such as the presence of an imbalance in the transport 

of bicarbonates (Pier, 2012), (Quinton, 2007) and the loss of the cellular junctional barrier 

(Ruan et al., 2014), (Fiorotto et al., 2016). Indeed, the disruption of the intercellular junction 

of CF bronchial epithelium is associated with an increase in epithelial cell permeability and 

an invasion by infectious agents (Bebok et al., 2005), (Vivekananda et al., 1994). 

Expression of wild-type (wt) CFTR in delF508-CF cells (CFBE41o (-)) increased the trans-

epithelial resistance (RTE) and decreased the paracellular permeability of mannitol 

(LeSimple et al., 2010). Altogether, these studies suggested that the trafficking and the 

chloride channel activity of the CFTR protein might contribute to the assembly and function 

of the airway epithelial barrier. However, CFTR protein is localized at the apical side 

compared to junctional proteins that are restricted to the lateral membrane of polarized 

cells, suggesting that other mechanisms could be involved in the control of the pulmonary 

epithelial barrier and in the cross talk between the two cellular sites. Three main types of 
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intercellular junctional complexes are responsible for the sealing of the bronchial 

epithelium: tight (T), adherens (A) and desmosomes (D) junctions (J) (Vasileva and Citi, 

2018). Recently, we demonstrated that the cellular prion protein (PrPC) is expressed in the 

lateral side of fully polarized bronchial epithelial cells (16HBE14o-) where it interacts and 

protects adherens and desmosomes junction proteins against oxidative stress (Kouadri et 

al., 2018). 

PrPC is a glycosyl phosphatidyl inositol (GPI)-anchored glycoprotein known for its unique 

ability to undergo structural conversion from a normal isoform (PrPC) into a pathogenic 

conformer known as scrapie (PrPSc) (Prusiner, 1991). The physiological role of the cellular 

PrPC has mainly been associated with stress-protection (Prusiner, 1991), (Rachidi et al., 

2003), copper homeostasis (Alfaidy, 2013) and neuronal excitability (Khosravani et al., 

2008). Other functions related to cellular processes and metabolism have also been reported 

for this protein (Castle and Gill, 2017).  

In the peripheral epithelial tissues, the pathophysiological role of PrPC has been 

investigated in vitro and in vivo only in intestinal barrier in relation to the inflammatory 

Bowel Disease (Petit et al., 2012). However, its role in the context of CF disease in relation 

to the bronchial integrity is still unknown. 

Given the role of PrPC protein in the control of cell-cell interaction and in the protection of 

the junctional proteins against oxidative stress, we hypothesized that PrPC may also play a 

role in the stability of the bronchial barrier in CF, an inflammatory disease characterized 

by a loss of the junctional barrier.  
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Material and Methods 

Human tissues collection: 

Peripheral human lung tissues (containing non cartilaginous airways) were obtained from 

Grenoble Hospital (Pulmonary department) at the time of lung transplantation from 10 

nonsmoking CF adults, and from 10 nonsmoking controls undergoing lung resection upon 

peripheral lung cancer (Grenoble Hospital). Clinical characteristics of these patients are 

reported on Table 1. Collection and processing of human lungs were conformed to the 

declaration of Helsinki and, to all the rules of the local Committees on Human Research. 

Informed consent was obtained from each patient.   

Lentiviral overexpression: 

A lentiviral system was used to overexpress the prnp gene in 16HBE14o- cells (HBE-PrP). 

The prnp sequence containing SPR signal and hemagglutinin (HA) tag was cloned in the 

lentiviral vector pLVX-IRES-mcherry-C1 (Clontech, France), between EcoRI and BamHI 

restriction sites. The resulting vector was then transfected into the HEK293T cells for 

packaging and generation of lentiviral particles. Then, HBE cells were infected with the 

lentiviral particles for 24h. The positive cells were selected using flow cytometry based on 

the fluorescent protein mcherry and the overexpression was confirmed using real-time RT-

qPCR, immunoblotting and immunofluorescence assays. 

Immunohistochemistry:  

Ready 5-µm paraffin-embedded sections prepared from a human CF and non CF peripheral 

lung tissues were used. Slides were generously obtained from Pr. Lantuejoul, (Dept. of 

Pathology, DACP, Grenoble Hospital) and from Dr. Coraux (INSERM, UMR-S 903, 

Reims, France). Immunohistochemistry was performed as described previously (De 

Keukeleire et al., 2007). For antigen detection, sections were incubated with the anti‐PrP 

antibody (SAF32, Bertin‐Pharma, France). Immunopositive staining was detected using a 

Neostain ABC kit, HRP, mouse (NeoBiotech), with DAB (3, 3’‐diaminobenzidine) as the 

chromogen (NeoBiotech). Slides were counterstained using hematoxylin (Sigma Aldrich). 

Control sections were treated either with the secondary antibody alone or with the anti‐PrPC 

antibody (SAF‐32), preabsorbed overnight at 4°C with the appropriate antigen peptide 

(Covalab, Lyon, France). 

Culture cells: 

The following human bronchial epithelial cell lines were used: 16HBE14o- (HBE) (Cozens 

et al., 1994), CFBE41o- (CFBE, homozygote for dF508 mutation), and its corresponding 
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plasmid corrected CFBE41o-cell line, overexpressing wt-CFTR (CFBE-wt) (Illek et al., 

2008).  

All these cells are kindly gifted by Dr Dieter C. Gruenert, California Pacific Medical Center 

Research Institute, San Francisco, CA, USA.  

HBE-PrP, HBE, CFBE and CFBE-wt cells were grown in culture-adherent plates in 

Minimal Essential Medium (MEM) with L-glutamine (Sigma-Aldrich, France) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio, France). For the CFBE-wt, 2µg/mL 

puromycine (Sigma-Aldrich) was added as selective agent. Cells were cultured at 37 °C in 

a humidified atmosphere of 5% CO2/95 % air with culture medium change three times 

weekly. Where indicated, cells were treated with vehicle or different concentrations of 

copper (Cu) or cycloheximide 100µg/mL for the indicated times. 

Immunofluorescence : 

Expression and localization of PrPC, CFTR and junctional proteins were visualized by the 

mouse monoclonal anti-PrP (SAF32, Bertin‐Pharma), the rabbit polyclonal anti-PrP 

(ab703, Abcam), the mouse monoclonal anti-CFTR (R&D system), the rabbit polyclonal 

anti-ZO-1 (Invitrogen), the mouse monoclonal anti-E-cadherin (Takara, France), the rabbit 

polyclonal anti-palakoglobin (Abcam, France) and the mouse monoclonal anti-HA (Sigma-

Aldrich, France) antibodies. Rhodamine-and fluorescein-conjugated goat anti-mouse and 

anti-rabbit (life technologies) were used as secondary antibodies. The X/Z projection and 

the fluorescence micrographs were obtained with a Zeiss LSM880 Fast Airyscan laser 

confocal fluorescence microscope. Confocal images were scanned using the pinhole 1UA, 

and the multitrack scanning mode. 

FITC-Dextran permeability: 

Cells were seeded on 12mm polycarbonate membrane inserts with a pore of 0.4µm 

(Transwell®, Corning®, Costar®). Fluorescein isothiocyanate (FITC)‐labeled dextran 

4kDa (Sigma Aldrich) was dissolved in phenol red-free MEM at 1mg/mL. The solution 

was added on the apical side of the cells. 5µL of the media were collected from apical and 

basal side every 5 min during 45 min incubation at 37°C. The concentration of FITC‐

dextran in the collected medium was measured using a fluorescent plate reader Infinite 

M200 (TECAN) at 495 nm excitation and 520 nm emission wavelength.  

Proximity Ligation Assay (PLA): 

Cells were seeded on glass coverslips for 8 days. The cells were washed in PBS buffer 

added with Ca²+ and Mg²+, fixed in 10% formalin, permeabilized with 0.2% Triton X-100, 

blocked in 0.5% BSA, and incubated for 1h with both anti-PrP (SAF32, Bertin‐Pharma, 
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France) and anti-CFTR (R&D system, France) primary antibodies and then with the 

corresponding PLA secondary antibodies (Olink Bioscience, Uppsala, Sweden). 

Following incubation with anti-mouse (-) and anti-rabbit (+) secondary probes, the cells 

were incubated with free nucleotides for hybridization, DNA ligation and amplification as 

described previously (Jarvius et al., 2007). The cellular fluorescence was examined with a 

Zeiss Axiovert 200 M epifluorescence microscope under a 63x objective. Negligible 

amounts of PLA signal were detected in the absence of the primary or secondary antibodies.  

Trans-Epithelial Resistance (TER): 

Cells were seeded at confluence (day 0) on polycarbonate membrane inserts (Transwell®, 

Corning®, Costar®). TER was measured from day 1 to day 10 of cell culture using a Volt‐

Ohm Meter (Millipore, France). 

Determination of cAMP-stimulated Iodide Conductance 

The plasma membrane cAMP-dependent halide conductance of HBE, CFBE and CFBE-

wt cells were determined with iodide efflux as described (Sharma et al., 2001). In brief, the 

chloride content was replaced with iodide by incubating the cells in loading buffer (136 

mM NaI, 3 mM KNO3, 2 mMCa(NO3)2, 11 mM glucose, 20 mM HEPES, pH 7.4) for 60 

min at room temperature. Iodide efflux was initiated by replacing the loading buffer with 

efflux medium (composed of 136 mM nitrate in place of iodide). The extracellular medium 

was replaced every minute with efflux buffer (1 ml). After a steady-state was reached, the 

intracellular cAMP level was raised by agonists (10 μM forskolin, 0.2 mMCTP-cAMP, and 

0.2 mM isobutylmethylxanthine) to achieve maximal phosphorylation of wt-CFTR, and 

collection of the efflux medium resumed for an additional 6-9 min. The amount of iodide 

in each sample was determined with an iodide-selective electrode (Orion). 

Cell surface biotinylation: 

To determine the cell surface PrPC protein expression, cells were biotinylated in the 

presence of 0.5mg/ml of sulphosuccinimidyl-2-(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate 

(EZ-Link sulfo-NHS-SS-biotin; Pierce Chemical Co.) in HEPES buffer at 4°C during 

30min. Cells were washed with ice-cold PBS, supplemented with 0.1% BSA, 1mM MgCl2, 

and 0.1mM CaCl2, and solubilized in RIPA buffer (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1% 

Triton X-100, 0.1% SDS, and 0.5% sodium deoxycholate, pH 8.0) supplemented with 

protease inhibitors (10 µg/ml leupeptin and pepstatin, 0.5 mM PMSF, and 10 mM 

iodoacetamide). Biotinylated PrPC was isolated by immunoprecipitation on Streptavidin-

Sepharose (Sigma Aldrich) and visualized by immunoblotting using anti‐PrP antibody 

(SAF32, Bertin‐Pharma). 
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mRNA extraction and RT-qPCR : 

Total mRNA was extracted from bronchial tissues in the presence of 1mL of trizol, and 

from cells with NucleoSpin® kit (Macherey-Nagel). 1μg of the mRNA was reverse 

transcribed with iScript™ cDNA Synthesis kit (BioRad). The real time quantitative (q) RT-

qPCR was performed using the studied genes primers (Table 2) and GoTaq® qPCR Master 

Mix provided by Promega. mRNA expression was quantified by RT‐qPCR using CFX96TM 

Real‐Time detection system (BioRad) and normalized to housekeeping genes 18S and 

GAPDH (Table 2). 

Protein extraction: 

Proteins were extracted at 4°C from bronchial tissue samples and cell lines as previously 

reported (Kouadri et al., 2018) in the presence of RIPA buffer supplemented with protease 

inhibitors.  

For proteinase K (PK) treatment, cells were lysed in PBS containing 100 mM NaCl, 10 

mM Tris, 10 mM EDTA, 0.5% NP‐40, 0.5% deoxycholic acid, pH 7.4. Protein 

concentrations were measured using the Micro BCA protein assay kit (Thermo Scientific, 

France). 

Endoglycosidase and proteinase K (PK) digestion 

To distinguish between high mannose and complex‐type N‐linked oligosaccharide 

modification of PrPC, cell lysates were incubated with endoglycosidase H (H) and peptide 

N‐glycosidase F (F) as previously reported (Micoud et al., 2015). The mobility shift of 

deglycosylated PrPC was visualized by immunoblotting using an anti‐PrP mAb (SAF32). 

For PK treatment, cell lysates were incubated with 20μg/ml PK for 3h at 37°C, and the 

reaction was stopped by adding PMSF (3mM). 

Immunoprecipitation and immunoblotting: 

For immunoprecipitation assay, cells were lysed at 4°C for 20min in RIPA buffer added 

with protease inhibitors. Protein extracts were incubated 2h with 1 μg/ml of anti‐PrP 

antibody (SAF32, Bertin‐Pharma) at 4°C, and immunoprecipitated with protein G‐coupled 

sepharose beads (Sigma Aldrich) for 2h hours at 4°C. Protein samples were eluted for 

10min with Laemelli Sample Buffer (LBS) containing 10% of β-mercaptoethanol, 

subjected to SDS‐PAGE, transferred into nitrocellulose membranes (Bio‐Rad) and probed 

with corresponding primary; anti-ZO1 (Invitrogen) or anti-E-cadherin (Takara), or anti-

plakoglobin (Abcam), or anti-desmoplakin (Abcam), or anti-desmoglein (Covalab), or anti-

occludin (Sigma Aldrich) antibodies. The antigen‐antibody reaction was revealed using 

IgG antibody coupled to HRP (Covalab) and developed with ECL (BioRad) using Fusion 
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FX7 (Vilbert Lourmat). Immunoblots, with multiple exposures, were quantified using 

DuoScan transparency scanner and N.I.H. Image 6.1 software (developed by the National 

Institutes of Health and available at their web site). β-actin protein and S-Ponceau staining 

were used as loading control. 

Statistical analysis: 

Statistical comparisons were made using Student’s t‐test analysis. Calculations were 

performed using SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA). 
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Results 

PrPC is highly expressed in CF 

PrPC protein which is expressed in a wide range of tissues and cell types (Kouadri et al., 

2018), was shown to participate to the alteration of colonic epithelia cell-cell junctions and 

barrier function in patients with Inflammatory Bowel Disease (IBD) (Petit et al., 2012), 

suggesting its involvement in the control of the barrier function of epithelial tissues. In CF 

disease also characterized by lung inflammation and junctional barrier disruption, the role 

of PrPC remains elusive. 

To shed light on the potential involvement of PrPC in CF, we first assessed its level of 

expression and characterized its tissue distribution and localization in human bronchi of 

healthy and CF patients. Using RT-qPCR, we demonstrated that PrPC is highly expressed 

in CF samples compared to normal specimens (Fig. 1A). The mRNA results were 

strengthened at the protein level using western blotting analysis and ImageJ quantification 

(Fig. 1B and 1C). The anti-PrP antibodies recognized three different PrPC forms in protein 

extracts from healthy and CF bronchi samples (Fig. 1B). The forms correspond to the 

unglycosylated (U~24 kDa), the immature glycosylated (I~26-30 kDa) and the mature 

highly glycosylated PrPC (H~31-37 kDa). To analyze the tissue distribution in human 

bronchi, we performed immunohistochemical analyses using human healthy and CF lung 

sections. PrPC protein was strongly expressed in CF lung sections compared to the healthy 

samples (Fig. 1D (c,d)). PrPC protein was mainly observed in the cytoplasm and at lateral 

and apical sides of cilia cells (Fig. 1D (c,d)). PrPC was also detected in blood vessels with 

stronger expression in CF patients (Fig. 1D (c,d)). Incubation in the absence of the primary 

antibody (Fig. 1D (a)), or in the presence of the primary antibody (SAF32) that has been 

preincubated overnight with the immunogen peptide (Fig. 1D (b)) confirmed the specificity 

of PrPC detection at the bronchial level. These results are in line with the recently reported 

data regarding the localization of PrPC in healthy human bronchial tissues (Kouadri et al., 

2018). These data substantiate the findings at the mRNA and protein levels and suggest 

that PrPC protein might participate into the pathophysiological features of CF disease. 

PrPC is highly expressed in CF bronchial epithelial cells 

Since the immunohistochemical analyses showed that PrPC is mainly expressed in 

bronchial epithelial cells both in healthy and CF tissue sections, we used normal 

(16HBE14o-; HBE), cystic fibrosis (CFBE41o-; CFBE) and corrected CFBE41o- 
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(CFBE41o- overexpressing wild type (wt)-CFTR; CFBE-wt) bronchial epithelial cell lines 

to characterize the cellular expression and the localization profiles of PrPC protein. 

Using RT-qPCR, we demonstrated that PrPC mRNA was highly expressed in CF tissues 

but also in CFBE compared to HBE cells (Fig. 2A). Similar results were obtained using 

immunoblot assay, where the three forms of PrPC protein, H, I and U were detected both in 

HBE and CFBE (Fig. 2B). The quantification of independent experiments indicated that 

the all three PrPC forms were significantly increased in CFBE compared to HBE cells (Fig. 

2C). Finally, immunofluorescence of PrPC in highly polarized HBE and CFBE cells showed 

a plasma membrane localization. PrPC expression was stronger and much diffused in CFBE 

compared to HBE cells (Fig. 2D).  

CFBE cells are originated from a CF patient carrying a homozygous dF508 mutation 

(Kunzelmann et al., 1993). Hence, the observed deregulation in the expression of PrPC in 

CF may be due to the physical absence of wt-CFTR from the plasma membrane, to the 

absence of Cl- secretion, or to the retention of dF508-CFTR in the endoplasmic reticulum 

(ER) compartment. To verify these hypotheses we used the CFBE-wt cell line that was 

generated from the parental CFBE by overexpressing wt-CFTR (Bebok et al., 2005). 

First, we confirmed that the overexpression of wt-CFTR in CFBE cells increased the copies 

number of CFTR gene and the level of expression of the corresponding protein (Fig. S1-A-

B-C). The overexpression of wt-CFTR restored the cAMP-Cl- secretion in CFBE cells that 

was measured using iodide efflux assays (Fig. S1-D).   

Importantly, the restoration of wt-CFTR protein at the plasma membrane and the correction 

of Cl- secretion increased the H form of PrPC (Fig. 2B-C). In addition, immunofluorescence 

data showed that this correction reduced the diffused PrPC expression observed in the CFBE 

cells (Fig. 2D). Altogether theses data suggest that CFTR protein may interfere with PrPC 

trafficking and distribution in bronchial epithelial cells. 

CFTR protein controls the stability of the PrPC highly-glycosylated (H) form. 

The ER retention of dF508-CFTR or the overexpression of wt-CFTR mainly increased the 

levels of expression of PrPC H-form (Fig. 2B). This might occur through the stabilization 

of the H-form at the plasma membrane.  

To verify this hypothesis, we first evaluated the level of the H-form expression in the 

plasma membrane fraction using the cell surface biotinylation assays. Figures 3A and 3B 

show that most of the H-form are associated with the plasma membrane of CFBE and 

CFBE-wt cells, yet this association was more significant in CFBE-wt compared to CFBE 

cells (Fig. 3A and 3B). Because, the stability of proteins is the major parameter that controls 
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their expression at the plasma membrane, we assessed the stability kinetic of PrPC protein 

using the cycloheximide (CHX) assays (Fig. 3C). The quantification of three independent 

experiments reported in figure 3D shows that the half-life (t1/2) of the H form is significantly 

increased in CFBE (t1/2~ 1.5h) and in CFBE-wt (t1/2~ 3h) compared to HBE cells (t1/2~ 

0.75h). 

These result was not the consequence of a change in the overall stability of the wt- and 

dF508-CFTR, since both proteins exhibited a stability rate of ~12h and ~40 min (Fig. 3E), 

respectively, comparable to what has previously been reported (Sharma et al., 2001). The 

stability of I- and U-forms were also evaluated and the results demonstrate that their 

stability was also increased in CFBE and CFBE-wt cells compared to HBE (Fig. S2 and 

Table S1). 

Importantly, the inhibition of CFTR associated Cl- channel activity, using the specific 

inhibitor; CFTRinh172 did not affect the levels of expression of PrPC, both in HBE and in 

CFBE-wt cells (data not shown). This data suggest that the regulation of PrPC expression 

is not associated with the CFTR chloride channel activity, but rather with its expression 

and cellular localization.  

The biochemical structures of PrPC protein are preserved in CF 

Because the abnormal stability of PrPC could also be due to a change in its tridimensional 

structure, as was previously reported for the prion diseases (Peggion et al., 2017), we 

evaluated three parameters that characterize PrPC structural changes; its pattern of 

glycosylation, its resistance to proteinase K (PK) and its response to copper (Cu) 

stimulation (Varela-Nallar et al., 2006). As previously demonstrated (Alfaidy, 2013), we 

confirmed that the glycosylation of the H-form was sensitive to N-glycosidase F (F) and 

insensitive to endoglycosidase H (H), indicating the expression of the mature PrPC form in 

all tested cell lines (Fig. 4A). The PK test, commonly used to detect the Scrapie form of 

PrP (PrPSC) showed that the PrPC was completely digested upon PK treatment, confirming 

the absence of any switch of PrPC form towards PrPSC form (Peggion et al., 2017) (Fig. 

4B). Finally, we demonstrated that the expression of the PrPC in the three cell lines was 

stimulated by Cu treatment (Fig. 4C and 4D). Cu treatment during 24h increased PrPC 

expression at the protein (Fig. 4C) and mRNA (Fig. 4D) levels in a concentration dependent 

manner. In CFBE cells, the increase in PrPC expression was significant starting 50 µM of 

Cu concentration. In HBE and CFBE-wt cells, this effect appears only at 100 µM of Cu, 

suggesting that PrPC is more sensitive to Cu in CFBE cells (Fig. 4C). Similar results were 
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obtained in a time dependent manner under a Cu concentration of 100 µM [Fig. S3-A and 

S3-B], with a significant starting 4 hours of treatment.  

The protein data showed a specific and significant increase in the hyperglycosylated (H) 

form of PrPC protein (Fig. 4C and S3-A). We further demonstrated that Cu increased the 

PrPC membrane binding in all tested cell lines (HBE, CFBE and CFBE-wt), as the 

biotinylated form of PrPC significantly increased after 14 hours of incubation in the 

presence of 100 µM of Cu 100 µM, (Data not shown). These results were also confirmed 

using confocal microscopy (Data not shown). The effect of Cu was not cell dependent since 

similar treatments increased, in a time and concentration dependent manners, the level of 

expression of PrPC in the bronchial epithelial cells; IB3-1 and in S9; an IB3-1 cells 

corrected with wt-CFTR (Fig. S4).  

Abnormal localization of PrPC protein in CF 

We have shown that both wt- and dF508-CFTR conditions increased the membrane 

stability of the PrPC H-form (Fig. 3), suggesting the existence of a potential interaction 

between the two proteins. Hence, we investigated the cellular localization, the proximity 

expression and the biochemical interactions of PrPC and CFTR proteins in HBE, CFBE, 

and CFBE-wt cells. 

For the cellular localization, we used immunofluorescence cell imaging and X/Z image 

reconstitution to analyze the distribution of PrPC and CFTR at 3 and 10 days of cell culture. 

These conditions were chosen because the polarization process is known to interfere with 

PrPC and CFTR trafficking and localization (Kouadri et al., 2018). First, we demonstrated 

that both proteins colocalize in CFBE compared to HBE and CFBE-wt cells (Fig. 5A and 

B). The colocalization disappears with the polarization process except in CFBE cells (Fig. 

5A and B). 

Recently, we reported that in HBE cells PrPC protein exhibits an apical/lateral localization, 

at three days of culture to an exclusively lateral localization at 10 days of cell culture 

(Alfaidy, 2013), (Morel et al., 2008) (Fig. 5A and B). In CFBE cells, the PrPC trafficking 

was disturbed (Fig. 5B). Interestingly, PrPC trafficking was corrected by the overexpression 

of wt-CFTR, suggesting a potential involvement of the of CFTR protein in the targeting 

and redistribution of PrPC in bronchial epithelial cells. 

In HBE cells, most of the CFTR fluorescence was cytoplasmic with a weak apical staining 

at 3 days that increased at 10 days of cell culture (Fig. 5A and B). Compared to CFBE, 

CFTR was found at apical membrane and in the cytoplasm of the CFTR overexpressing 

cells (Fig. 5A and B). The mistargeting of PrPC protein in CFBE cells was substantiated 
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using immuno-cell surface detection in non- and permeabilized conditions. As reported in 

figure 5C, in non-permeabilized CFBE cells PrPC protein exhibited an apical and 

basolateral localizations compared to HBE monolayers. The correction with wt-CFTR 

modified the PrPC localization profile in CFBE-wt (Fig. 5C). While PrPC was apical, lateral 

and basolateral in the CF context, it became apical when CFTR is overexpressed (Fig. 5C). 

The CFTR-PrPC colocalization was further confirmed using proximity ligation assay 

(PLA), a technique that allows in situ visualization and quantification of membrane proteins 

that are within 10Å of each other (Micoud et al., 2015). CFTR and PrPC proteins were 

detected using rabbit anti-PrP and mouse anti-CFTR primary antibodies. We observed an 

increase in PLA signal in CFBE and CFBE-wt compared to HBE cells (Fig. 5D). The 

fluorescently labeled bundle represent the formation of one molecular interaction that 

corresponds to CFTR-PrPC complex in individual cells. Analysis using Blobfinder 3.1 

software (Uppsala University) revealed that from 50 cells per experiment, a ~3 fold increase 

in PLA signal/cell was detected in CFBE compared to HBE cells (Fig. 5E). The signals in 

CFBE-wt (~1.5 fold) was significantly increased compared to HBE cells, but were less 

abundant compared those detected in CFBE cells (Fig. 5E).  

The colocalization and PLA results suggested that wt- and dF508-CFTR proteins might 

interact with PrPC. To verify this hypothesis, we immunoprecipitated either CFTR or PrPC 

proteins using anti-CFTR or anti-PrPC antibody, respectively. The targeted proteins were 

detected using western-blot analysis. We demonstrated that CFTR and PrPC proteins do not 

interact under biochemical conditions (Fig. S5-A and S5-B).  

Trans-epithelial resistance (TER) and permeability are defective in CF  

The up-regulation of PrPC and its targeting defect suggested that this protein might be 

involved in the pathophysiology of CF. Recently, our group reported the importance of 

PrPC in the stability of the junctional barrier in CF bronchial epithelial cells (Kouadri et al., 

2018). Hence, we investigated the role of PrPC in this process.   

Airway epithelia are classified as moderately leaky structures because most trans-epithelial 

diffusion of ions occurs via the paracellular pathway (Willumsen and Boucher, 1989), 

(Tamada et al., 2001). An increase in the trans-epithelial resistance (TER) is likely to reflect 

a decrease in the shunt conductance and junction complexes permeability.  

The necessary time for the establishment of TER in all tested cells was determined as a 

function of the number of days in culture. Under these conditions, the TER of CFBE 

monolayers was significantly lower than HBE monolayers (450 vs 380 /cm2, P <0.005), 
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(Fig. 6A). When wt-CFTR was expressed in CFBE cells that already contained endogenous 

dF508-CFTR we observed an increase in TER compared to HBE and CFBE (~750 /cm2, 

P<0.005), (Fig. 6A).  

To confirm that the overexpression of CFTR induced changes in TER were mediated by 

the paracellular pathway; we measured the permeability of the monolayers to FITC-

dextran. The permeability of HBE monolayers to FITC-dextran was 400 F/cm2 /h, and 

increased to 950 F/cm2/h in the CFBE monolayer (Fig. 6B). However, a significant 

decrease was observed upon overexpression of wt-CFTR confirming the TER results (Fig. 

6B). Thus, the decrease in TER and the enhanced permeability to dextran are strong 

indicators of the loss of bronchial epithelial barrier function in CF.  

We and other groups have demonstrated that PrPC interacts with proteins of the junctional 

complexes (Kouadri et al., 2018), (Morel et al., 2008).  

To verify whether PrPC protein retains its ability to interact with proteins involved in tight 

(ZO1, Occludin (Occ)), JAM-A), adherens (E-cadherin (E-cad)) and desmosomes 

(Plakoglobin (Plak), Desmoplakin (Desp), Desmoglein (Desg)) junctions, in the context of 

CF, we performed immunoprecipitation analyses. As indicated in figures 6C and 6D, PrPC 

interacts with all tested proteins except ZO1, confirming the previously reported data 

(Kouadri et al., 2018). Moreover, the overexpression of wt-CFTR did not affect the 

immunoprecipitation results (Fig. 6C, D). However, the degree of polarization increased 

the amount of precipitated proteins as shown for occludin (Fig. 6D). 

PrPC colocalization with junctional proteins 

Since PrPC protein exhibited a mistargeting defect in CFBE cells that was associated with 

the degree of cell polarization, we conducted immunofluorescence cell imaging analysis 

(Fig. 7) and X/Z image reconstitution (Fig. 8) to investigate PrPC colocalization profile with 

the junctional proteins at 3 and 10 days of cell culture. The merge results at 3 days 

demonstrate that ZO1, E-cad and Plak colocalized with PrPC in HBE, CFBE and CFBE-wt 

cells. The colocalization profile was more diffuse in CFBE compared to HBE and CFBE-

wt cells (Fig. 7A). However, at 10 days of culture, the merge signal disappears for ZO1, 

except for E-cad and Plak proteins for which a weak signal persists (Fig. 7B). We have also 

observed, mostly in CFBE cells, the appearance of a perinuclear structures that were not 

localized in the nucleus. The colocalization with a specific marker of the nucleus, Ki67, 

excluded this possibility (Fig. S7). These structures are probably the consequence of the 
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mistargeting of PrPC protein observed in CFBE cells, as they disappeared when wt-CFTR 

was overexpressed in CFBE cells, (Fig. 7B). 

The X/Z image reconstitution results also confirmed the presence of a targeting defect of 

PrPC protein that became apparent at 10 days of polarization (Fig. 8A, B and C). In CFBE, 

PrPC was mostly apical and basolateral as in HBE and CFBE-wt cells. However, once the 

polarization process is launched, PrPC was founded in the lateral side of HBE but not in 

CFBE cells. Overexpression of wt-CFTR partially corrected the PrPC targeting defect, 

suggesting that other factors might also be involved in this process (Fig. 8A, B and C). 

These results indicate that the overexpression of wt-CFTR induced an increase in PrPC 

expression that was correctly trafficked to the lateral membrane of polarized CF cells.  

In contrast, in CFBE cells, even if the expression of PrPC was significantly increased 

compared to HBE, the retention of dF508-CFTR in the ER caused an abnormal trafficking 

of PrPC and increased its residency at the plasma membrane. The overexpression of PrPC 

might modulate the paracellular permeability, likely at the level of the tight junctions.  

PrPC protein and the junctional complexes in the context of CF 

The role of PrPC protein in the junctional barrier is established by its ability to colocalize, 

interact, protect and stabilize the proteins of the junctional complexes (Kouadri et al., 

2018). Therefore, we investigated these roles in the context of CF, by evaluating the level 

of expression of key proteins involved in tight, adherens and desmosomes junctions. The 

evaluation was performed at 3 and 10 days of confluence using western blot analysis and 

ImageJ quantification of three independent experiments. At day 3 of polarization, except 

for ZO1, E-cad and Desg, all other tested proteins showed a decrease in their levels of 

expression in CFBE compared to HBE cells (Fig. 9A and B). This decrease could not be 

corrected in CFBE-wt (Fig. 9A and B). Following 10 days of polarization, similar results 

has been obtained except for Plak, which expression levels became comparable to those 

found in HBE cells (Fig. 9C and D).  

Overexpression of PrPC protein in HBE cells affects the junctional proteins expression 

To better understand the role of PrPC in the expression profile of junction proteins in CF, 

we generated an HBE cell line overexpressing the hemagglutinin (HA)-tagged PrPC protein 

using a lentivirus vehicle. Following stable infection in HBE cells (HBE-PrP), the 

expression of HA-tagged PrPC protein was detected and evaluated using RT-qPCR, western 

blotting, and immunofluorescence analyses. Compared to parental HBE cells, PrPC protein 

was increased by ~1.8 and ~2 fold at the mRNA and protein levels, respectively (Fig. 10A 

and B). Moreover, using anti-HA antibody, we confirmed the increase of PrPC expression 
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at the cellular level. PrPC was mostly detected at the plasma membrane (Fig. 10C). As 

previously reported by our group (Alfaidy, 2013), the overexpression did not affect the 

protein or the localization profile of PrPC.  

We also performed biochemical characterization of the HA-PrPC and demonstrated that it 

exhibits similar glycosylation, PK digestion, and Cu stimulation profiles to the endogenous 

PrPC protein. (Data not shown). Analysis of the junctional proteins (ZO1, Occ, JAM-A, E-

cad, Plak, Desp and Desg) expression was performed using western blot. Except for Desg, 

we demonstrated that the overexpression of PrPC downregulated JAM-A and Desp, and 

upregulates ZO1, Occ, E-cad and Plak (Fig. 10D). The results of JAM-A, Desp and Desg 

proteins are in the line with previous data in CFBE and CFBE-wt (Fig. 9), suggesting that 

PrPC regulates the expression of these proteins. For ZO1, Occ, E-cad and Plak, we observed 

opposite patterns of expression to those observed in CFBE and CFBE-wt, suggesting that 

other mechanisms might be involved.  

Wt-CFTR and PrPC proteins participates in the regulation of the airway epithelial barrier 

using different mechanisms that are under investigation. Yet, the effect of PrPC 

overexpression on CFTR expression is still unknown. Using HBE-PrP cells, we 

demonstrated that the overexpression of PrPC decreased the level of CFTR protein without 

any effect on its mRNA (Fig. 10E, F and G), confirming that both proteins can mutually 

affect each other at the protein level. This was not an artifact of the use of virus strategy 

because infection with empty lentivirus had no effect on the junctional proteins or the CFTR 

expression (data not shown).  

Such relationship is important for junctional proteins expression and therefore for the 

airway epithelial protection. 
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Discussion 

The airway epithelial barrier (AEB) is a structure that contributes to the exacerbation of the 

disease-associated inflammatory and infection processes, through the increase of the para-

cellular permeability to bacteria and inflammatory cells (Wittekindt, 2017). Yet, AEB 

homeostasis is poorly investigated in the context of infectious and inflammatory diseases 

such as CF. This physical barrier relies on the cell polarization and interaction through 

junctional complexes (Wittekindt, 2017). Recently, we showed that PrPC is a key protein 

of the junctional complex of human bronchial cells, particularly at the level of adherens 

junctions (Kouadri et al., 2018). However, the role of PrPC protein in CF, a disease 

associated with a loss of epithelial barrier was still unknown. 

This report is the first to demonstrate that in CF, PrPC protein is upregulated at the mRNA 

and protein levels. This result is not specific to the PrPC, since other cytosolic and 

membranous proteins have previously been reported to be deregulated in CF (Farinha et 

al., 2018). The amount of PrPC protein expressed in CFBE was ~4 fold higher compared to 

HBE cells. Interestingly, similar levels of expression of PrPC were observed in CFBE 

corrected with wt-CFTR, excluding the role of CFTR in in PrPC biosynthesis. Importantly, 

CFBE cells are to be ranked among cells that express PrPC at very high levels compared to 

the human neuronal cells (SH-SY5Y), mice N2a cells and epithelial cells such as MDCK 

and Caco-2 (Kouadri et al., 2018), (De Keukeleire et al., 2007), (Morel et al., 2004). 

Our results demonstrate that the increased PrPC expression is associated with CF and is 

independent of CFTR protein expression and activity, since CFTRinhi172 molecule, a 

specific inhibitor of CFTR associated Cl- channel did not affect PrPC levels (data not 

shown). Several studies have also shown that the upregulation of PrPC is associated with 

several human pathologies such as the cerebral ischemia (Weise et al., 2004) and diseases-

associated with hypoxia (Liang et al., 2007). The later, has been documented in CF 

(Legendre et al., 2011), suggesting potential upregulation of PrPC by hypoxia in CF. 

The immunofluorescence analysis also confirmed the increase of PrPC expression and 

showed a diffuse sub-membranous localization that has been corrected in the presence of 

wt-CFTR. Since most PrPC proteins are localized at the cell surface (Westergard, 2007), it 

was attempting to hypothesize that the diffuse localization of PrPC in CFBE cells was due 

to its mistargeting and/or to the delay in its degradation from the plasma membrane. Both 

process have been confirmed through our results. Cell surface biotinylation and 

cycloheximide (CHX) studies demonstrated that PrPC is stabilized at the cell surface in 

CFBE (t1/2~90 min) compared to HBE (t1/2~40 min) cells. Correction using wt-CFTR 
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protein doubled the PrPC half-life (t1/2~180 min) in CFBE-wt compared to the CFBE cells, 

demonstrating that the sub-membrane localization corresponds to the PrPC H-form 

accumulation at the plasma membrane. To date, only PrPC mutations and structural changes 

have been reported to induce a cytoplasmic accumulation and stabilization of the PrPC H-

form, in the context of neurodegenerative diseases (Kupfer et al., 2009). In CF, based on 

the deglycosylation profile, proteinase K digestion and Cu-stimulation results, no structural 

changes have been identified, confirming that the accumulation of PrPC at the plasma 

membrane is the consequence of a delay in the endocytosis process that may occur in the 

absence of wt-CFTR. Similar role has been attributed to wt-CFTR in the control of the 

trafficking and targeting of different proteins in airway and kidney epithelial cells (Saxena 

et al., 2005), (Saxena et al., 2006), (Devuyst and Luciani, 2015).  

However, even if both proteins colocalize and are present in a proximity domain, no 

physical interaction could be demonstrated in our conditions. The X/Z reconstitution results 

showed that the colocalization disappeared with the degree of polarization except in CFBE 

cells where PrPC and CFTR proteins remained colocalized. While CFTR protein underwent 

a transcytosis from lateral to apical membranes, as recently reported (Bidaud-Meynard et 

al., 2019), in CFBE cells, where dF508-CFTR is trapped and degraded in the ER 

compartment (Riordan, 1999), the PrPC protein has not been targeted to the lateral 

membrane as observed in HBE cells at 10 days of culture. This defect was corrected by the 

overexpression of wt-CFTR substantiating the role of CFTR in the PrPC targeting in 

bronchial epithelial cells. Similar results have been reported for ENaC and ClC-5 channels 

(Saxena et al., 2005), (Saxena et al., 2006), (Devuyst and Luciani, 2015).  

Other evidences have been provided using colocalization, interactions and TER 

measurements in relationship to the degree of cell polarization. Normal polarization and 

differentiation of airway epithelial cells is dependent on the integrity of intercellular 

junctions (Farquhar and Palade, 1963), (Wang and Margolis, 2007). Importantly, a link 

between CFTR and epithelial cell polarization has been reported, although the relationship 

is not well understood (Hollande et al., 1998). 

In CF, the ability of PrPC protein to colocalize and interact physically with the proteins of 

the adherens and desmosomes junctions such as E-cadherin, Plakoglobin and Desmoglein 

was preserved, even if the level of expression of the junction proteins was decreased in 

CFBE, excepted for ZO1, E-cadherin and Desmoglein. The wt-CFTR could not restore 
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their level of expression, demonstrating that CFTR protein participates in the control of the 

junctional barrier, but without interfering with proteins junctions’ expression.  

No interaction was observed between PrPC and ZO1, even in the presence of a strong 

colocalization in CFBE, suggesting that both proteins moved to a domain where they can 

colocalized without interaction. However, and as previously reported (Ruan et al., 2014), 

we confirmed that CFTR interacts with ZO1 (data not showed). Such interaction has been 

shown to occur through CFTR PDZ-binding domain (Ruan et al., 2014). Compared to HBE, 

we observed a dot-shaped structure in CFBE cells that were not localized in the nucleus. 

These structures disappeared following wt-CFTR expression, suggesting that PrPC and 

CFTR protein are colocalized in the same vesicle that traffic from the lateral toward the 

apical, for CFTR and from apical to the lateral side for PrPC protein. When dF508-CFTR 

protein is blocked in the ER, the trafficking of the PrPC from apical membrane is perturbed 

and the protein is trapped and not any more exhibiting a normal endocytosis. Such 

transcytosis process has been proposed for PrPC in MDCK and HBE cells (Puig et al., 2011) 

and recently for CFTR protein (Bidaud-Meynard et al., 2019).  

Even if the level of the key junctional proteins such as Occludin, JAM-A, and Desmoplakin 

in CFBE was not modified upon the overexpression of wt-CFTR in CFBE-wt cells, the 

TER was increased to an even higher level than to the one measured in HBE cells, 

confirming the role of CFTR in the control of the junctional barrier. This was previously 

shown to be associated with the tight junctions (LeSimple et al., 2010) and for the first time 

we showed that PrPC protein is also involved in this process. Recently, we showed that 

knockdown of PrPC protein decreased the TER in HBE cells, confirming the involvement 

of this protein in the control of the junctional barrier (Kouadri et al., 2018). Similar 

conclusions were drawn from studies conducted on the intestine (Petit et al., 2012).  

Our results also demonstrate the existence of a relationship between CFTR and PrPC 

proteins in the regulation of junctional proteins. Interestingly, the overexpression of PrPC 

decreased the expression of the CFTR and disrupted the expression profile of the junctional 

proteins, even for ZO1. The increase of the level of ZO1 upon a decrease in CFTR 

expression was previously documented (Ruan et al., 2014), suggesting that CFTR stabilized 

ZO1 expression. Our results are in line with recent reported finding regarding the role of 

PrPC in the protection and stabilization of the junctional proteins (Kouadri et al., 2018).  

The clinical relevance of our finding reside on the demonstration that the mutated CFTR 

protein directly affects the PrPC targeting to the lateral side of bronchial epithelial cells 

where it interact and stabilizes the adherens and desmosomes junction proteins. The 
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absence of PrPC targeting to the lateral side might explain some of the hallmarks of the CF 

diseases such as abnormal cell permeability (Colegio et al., 2002), (Hirsh, 2002). It is to be 

noted that our study was mainly conducted in vitro and that further in vivo studies are 

mandatory to confirm these assumption. Nevertheless, it is well known that pro-

inflammatory cytokines (Coyne et al., 2002) and bacterial toxins, for example 

Pseudomonas aeruginosa (Vikström et al., 2006), that might affect PrPC expression and 

membrane localization, increase the airway epithelial leakage (Elizur et al., 2008).  
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Figures Legends 

Figure 1: PrPC expression in human bronchial healthy and cystic fibrosis (CF) 

samples. 

(A) RT-qPCR of PrPC mRNA in human bronchial tissue. The expression levels of PrPC 

mRNAs were quantified by RT-qPCR and normalized to 18S and GAPDH levels. A.U : 

arbitrary unit. (B) Immunoblot detection of PrPC protein in extracts from human bronchial 

tissues. Protein extracts were separated on 12% SDS-PAGE, transferred into nitrocellulose 

membrane, probed with anti-PrP antibody (SAF32) and visualized by ECL. The Ponceau 

red staining was used for standardization. Black, gray, and white arrowheads indicate the 

high- (H; 31-37 kDa), intermediate- (I; 26-30 kDa), and unglycosylated (U; 24 kDa) forms, 

respectively. (C) Quantification of the expression level of PrPC protein in healthy (Non CF) 

and CF human bronchial tissues using NIH-Image J software (www.imagej.nih.gov). Data 

are expressed as mean ± SE (n=4). Values overwritten with stars are significantly different 

from the control (Non CF) (P < 0.05). (D) Immunolocalization of PrPC using mAb anti-PrP 

(SAF32) in healthy (c) and CF (d) human bronchial tissue. (a) and (b) are Negative controls, 

using the secondary antibody alone (a) or the SAF32 mAb preincubated (ImP) for 24h with 

the corresponding antigenic peptide (b). Bl : Bronchial lumen, BEC : Bronchial Epithelial 

Cells, Bv : Bronchial vessel. Scale bar=50µm. 

Figure 2: PrPC expression in normal (HBE), CF (CFBE) and wt-CFTR CFBE-

corrected (CFBE-wt) human bronchial epithelial cells.  

(A) Comparison of the PrPC mRNA levels in human bronchial epithelial cells. The levels 

of expression of PrPC mRNAs were quantified by real-time RT-qPCR and normalized to 

the 18S and the GAPDH levels. A.U : arbitrary unit. (B) Immunoblot detection of PrPC in 

protein extracts prepared from the indicated cell lines. The black, gray and white arrows 

indicate highly (H), intermediate (I), and unglycosylated (U) forms of PrPC protein, 

respectively. (C) ImageJ quantification of the expression of the three forms of PrPC protein 

standardized to β-actin expression in the indicated cell lines. A.U: arbitrary unit. Values are 

the mean ± SEM. * P<0.05. (D) Immunofluorescence detection of PrPC in HBE, CFBE and 

CFBE-wt cells. Cells were fixed, permeabilized, and immunostained for PrPC with mAb 

anti-PrP (SAF32) and a fluorescein-conjugated secondary antibody.  

Figure 3: PrPC membrane expression and stability in HBE, CFBE and CFBE-wt cells. 

(A) Detection of PrPC protein in HBE, CFBE and CFBE-wt cells extracts before and after 

cell surface biotinylation. PrPC was covalently labelled with NHS-SS-biotin at 4°C. 
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Biotinylated PrPC was affinity isolated on streptavidin beads and immunoblotted with anti-

PrP mAb (SAF32). Neither intermediate (I, white arrowheads) nor unglycosylated (U, gray 

arrowheads) forms were susceptible to biotinylation. (B) ImageJ quantification of the total 

and biotinylated PrPC Hyperglycosylated (H)-form. A.U: arbitrary unit. (C) Degradation 

rate of PrPC protein in HBE, CFBE and CFBE-wt using cycloheximide (CHX) assays. For 

the indicated times, cells were incubated in the presence of 100µg/mL of CHX. Protein 

extracts were separated on 12% SDS-PAGE, transferred into nitrocellulose membrane, 

probed with anti-PrPC antibody (SAF32) and visualized by ECL. (D) ImageJ quantification 

of the remaining PrPC H-form in the presence of CHX. The results are expressed as a 

percentage of the control (0h). The half-life of PrPC protein was determined for each tested 

cell line. (E) Degradation profile of wt-and dF508-CFTR proteins evaluated in CFBE-wt 

and CFBE cells, respectively, using cycloheximide (CHX) assays. For the indicated times, 

cells were incubated in the presence of 100µg/mL of CHX. Protein extracts were separated 

on 12% SDS-PAGE, transferred into nitrocellulose membrane, probed with anti-CFTR 

antibody (24.1) and visualized by ECL. Black, gray and white arrowheads indicates 

complex-, core- and un-glycosylated forms of CFTR protein, respectively 

Figure 4: Characterization of PrPC biochemical profile in HBE, CFBE and CFBE-wt 

cells. 

(A) Endoglycosidase H (H) and N-glycosidase F (F) digestion profiles of PrPC protein. (B) 

Protein digestion with proteinase K (PK, 20 μg/ml) for 1 hour at 37°C. (C) Cells were 

treated with increasing concentrations of CuSO4 (50-150 µM) for 24 hours. For (A), (B) 

and (C), cell lysates were separated on 12% SDS-PAGE, transferred into nitrocellulose 

membrane, probed with anti-PrP mAb (SAF32) and visualized by ECL. The black, gray 

and white arrows indicate highly (H), intermediate (I), and unglycosylated (U) forms of 

PrPC protein, respectively. (D) Following copper treatment, PrPC mRNAs expression levels 

were quantified by real-time RT-PCR, normalized to the 18S and the GAPDH levels and 

plotted as function of Cu concentration (μM). A.U: arbitrary unit. Data are expressed as 

mean ± SE (n=4). Values overwritten with stars are significantly different from the control 

(0µM of Cu).Values are the mean ± SEM. * P<0.05. 

Figure 5: Localization profiles of PrPC and CFTR proteins in HBE, CFBE and CFBE-

wt cells. 

(A) Co-immunofluorescence labeling of PrPC, CFTR and nuclei (blue, Hoechst) was 

performed in non-polarized (3 days) and polarized (10 days) HBE, CFBE and CFBE-wt 

cells. (B) X/Z projections were reconstructed from horizontal optical section of labeled 
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cells at three and ten days of cell culture. ap: apical, bl: basolateral. (C) X/Z projections 

from horizontal optical section of non-permeabilized and permeabilized cells labeled with 

an anti-PrP antibody. (D) Proximity Ligation Assay of PrPC and CFTR protein using the 

Duolink kit. The PLA probes generates an amplified signal only when the two proteins are 

in close proximity (< 40 nm). The proximity was indicated by the yellow dots. The cellular 

fluorescence was examined with a Zeiss laser confocal scanning microscopy under a 63× 

oil objective. (E) Quantification of the fluorescently labeled bundle using Blob finder 3.1 

software (Uppsala University). Values are the mean ± SEM. * P<0.05. 

Figure 6: Characterization of PrPC roles in junctional barrier of HBE, CFBE and 

CFBE-wt cells. 

(A) Cells were seeded at confluency (day 0) on polycarbonate filters and the trans-epithelial 

resistance (TER) was measured each day during twelve days. (B) The permeability of cell 

monolayer was evaluated using the FITC-dextran efflux. The fluorescence results were 

normalized to the filter area and to the time. (C) PrPC was immunoprecipitated (IP) using 

mAb anti-PrPC (SAF32) and protein G coupled to sepharose. The eluted proteins were 

subjected to immunoblots using anti-E-cad (E-cadherin), anti-ZO1, anti-Plak 

(Plakoglobin), or anti-Desg (Desmoglein). INP: input (10% of the protein extract before 

immunoprecipitation). (D) PrPC was immunoprecipitated (IP) following three and tend 

days of cell culture using mAb anti-PrP (SAF32) and protein G coupled to sepharose. The 

eluted proteins were subjected to immunoblots using anti-Occ (Occludin).  

Figure 7: Co-localization of PrPC with junctional proteins. 

(A) and (B) Immunofluorescence detection of PrPC and ZO1, E-cad or Plak proteins at three 

(A) and ten (B) days of cell culture. Cells were fixed, permeabilized, and co-immunostained 

for PrPC (fluorescein-conjugated secondary antibody) and ZO1, E-cad or Plak (rhodamine-

conjugated secondary antibody). The cellular fluorescence was examined with a Zeiss laser 

confocal scanning microscopy under a 63× oil objective. 

Figure 8: Plasma membrane targeting of PrPC protein in HBE, CFBE and CFBE-wt 

cells. 

Co-immunofluorescence labeling of PrPC and ZO1 (A), E-cad (B) or Plak (C) using 

fluorescein or rhodamine-conjugated secondary antibody, respectively. X/Z projections 

were reconstructed from horizontal optical section of labeled cells at three and ten days of 

cell culture using laser confocal scanning microscopy (Carl Zeiss). ap: apical, bl: 

basolateral.  
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Figure 9: Expression of junctional proteins in HBE, CFBE and CFBE-wt cells. 

(A) and (C) Immunoblot detection of ZO1, Occluding (Occ), JAM-A, E-cad, Plak, 

Desmoplakin (Desp) and Desg in protein extracts prepared from three or ten days cultured 

cells. Proteins were separated on 12% SDS-PAGE, transferred into nitrocellulose 

membrane, probed with the corresponding antibodies and visualized by ECL. The black 

arrows indicate the molecular weight for the corresponding proteins. (B)  and (D) ImageJ 

quantification of the expression of the junctional proteins was standardized to β-actin 

expression in the indicated cell lines. A.U: arbitrary unit. Values are the mean ± SEM. * 

P<0.05. 

Figure 10: The consequences of PrPC overexpression on CFTR and junctional 

proteins in HBE cells. 

(A) Comparison of PrPC mRNA in human bronchial epithelial cells that overexpress PrPC 

protein (HBE-PrPC). The levels of expression of PrPC mRNAs were quantified by RT-

qPCR and normalized to the 18S and the GAPDH levels. A.U: arbitrary unit. (B) 

Immunoblot detection of PrPC in protein extracts from the HBE-PrPC and the parental cells 

HBE. (C) Immunofluorescence detection of PrPC in HBE and HBE-PrPC cells. Cells were 

fixed, permeabilized and immunostained for PrPC with mAb anti-PrPC (SAF32) or anti-

Hemagglutinine tag (HA) and a fluorescein-conjugated secondary antibody. (D) 

Immunoblot detection of ZO1, Occ, JAM-A, E-cad, Plak, Desp and Desg in protein extracts 

from the indicated cell lines. (E) Comparison of CFTR mRNA in human bronchial 

epithelial cells that overexpress PrPC protein (HBE-PrPC). The levels of expression of 

CFTR mRNAs were quantified by RT-qPCR and normalized to the 18S and the GAPDH 

levels. A.U: arbitrary unit. (F) Immunoblot detection of CFTR in protein extracts from the 

HBE PrPC and the parental cells HBE. The grey arrow indicates the fully glycosylated 

mature CFTR form (band C) and the white arrow indicates the core-glycosylated CFTR 

(band B). (G) ImageJ quantification of the expression of the two forms of CFTR protein 

standardized to β-actin expression in the indicated cell lines. A.U: arbitrary unit. Values are 

the mean ± SEM. * P<0.05. 

Legends of supplementary figures 

Figure S1: Characterization of CFTR expression in HBE, CFBE and CFBE-wt cells. 

(A) Comparison of CFTR mRNA expression in indicated cell lines. The levels of 

expression of CFTR mRNAs were quantified by real-time RT-qPCR and normalized to the 

18S and the GAPDH levels. A.U: arbitrary unit. (B) Immunoblot detection of CFTR in 

protein extracts prepared from HBE, CFBE and CFBE-wt cells. Protein extracts were 
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separated on 12% SDS-PAGE, transferred into nitrocellulose membrane, probed with anti-

CFTR antibody (24.1) and visualized by ECL. Black, gray and white arrows indicate the 

complex-, core- and un-glycosylate CFTR, respectively. (C) ImageJ quantification of the 

expression of mature (C) and immature (B) forms of CFTR protein standardized to β-actin 

expression in the indicated cell lines. A.U: arbitrary unit. (D) Detection of cAMP-activated 

chloride channel using iodide efflux essays. The concentrations of iodide ions were 

measured with an iodide specific electrode following incubation with cAMP and forskoline 

cocktail. The stimulation Peak values were used to plot  the results as nmoles/min. 

Figure S2: PrPC protein stability in HBE, CFBE and CFBE-wt cells. 

(A) and (B) Following ImageJ quantification of the remaining PrPC I- (A) and U-forms (B) 

that were evaluated in HBE, CFBE and CFBE-wt cells in the presence of cycloheximide 

(CHX), the results were presented in percentage compared to the control (0h) and the half-

life (T1/2) of PrPC protein was determined in each condition.  

Figure S3: Regulation of PrPC mRNA and protein expression by copper in HBE, 

CFBE and CFBE-wt. 

(A) Cells were treated with CuSO4 (100µM) in a time dependent manner and the 

corresponding protein extracts were subjected to immunoblots using mAb anti-PrP 

(SAF32). (B) Following copper treatment, PrPC mRNAs expression levels were 

quantified by RT-qPCR, normalized to the 18S and the GAPDH levels and plotted as 

function of time. A.U: arbitrary unit. Values are presented as mean + SEM. 

Figure S4: Copper treatment upregulated PrPC protein expression in IB3-1 and S9 

cells. 

(A) IB3 and S9 cells were treated with CuSO4 in a time and concentration (µM) dependent 

manners. Cell lysates were subjected to immunoblots using mAb anti-PrP (SAF32). 

Figure S5: PrPC and CFTR proteins immunoprecipitation. 

(A) CFTR was immunoprecipitated (IP) using mAb anti-CFTR (24.1) and protein G 

coupled to sepharose. The eluted proteins were subjected to immunoblots using anti-PrP 

(SAF32) and anti-CFTR antibodies. Supernatant (Sp) was used as IP control. (B) PrPC was 

immunoprecipitated (IP) using mAb anti-PrP (SAF32) and protein G coupled to sepharose. 

The eluted proteins were subjected to immunoblots using anti-PrP (SAF32) and anti-CFTR 

antibodies.   
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Figure S6: Co-localization of PrPC and junctional proteins in HBE, CFBE and CFBE-

wt cells. 

(A) Immunofluorescence detection of PrPC and Occ, JAM-A, Desp and Desg proteins in 

the indicated cell lines. At three days of confluence, the cells were fixed, permeabilized, 

and co-immunostained for PrPC (fluorescein-conjugated secondary antibody) and Occ, 

JAM-A, Desp or Desg (rhodamine-conjugated secondary antibody). (B) X/Z projections 

were reconstructed from horizontal optical section of labeled cells at three days of 

confluence using laser confocal scanning microscopy (Carl Zeiss). ap: apical, bl: 

basolateral. 

Figure S7: Co-immunofluorescence labeling of PrPC and Ki67 in CFBE cells. 

Co-immunofluorescence labeling of PrPC, Ki67 protein and nuclei (blue, Hoechst) was 

performed in CFBE cells as described in figure S6. 

Figure S8: mRNA expression of junctional proteins in HBE, CFBE and CFBE-wt 

cells. 

(A) Quantification of ZO1, Occ, JAM-A, E-cad, Plak, Desp and Desg mRNA in human 

bronchial epithelial cells at three (A) and ten (B) days of confluence, using RT-qPCR. The 

levels of expression of ZO1, Occ, JAM-A, E-cad, Plak, Desp and Desg mRNAs were 

quantified by real-time RT-qPCR and normalized to the 18S and the GAPDH levels. A.U: 

arbitrary unit.  

 

Table S1: Half-life of the three forms of the PrPC protein. 

The half-life of PrPC forms were calculated from the three graphs reported in figures 3D, 

S2A and S2B. H: hyper-, I: intermediate-, U: un-glycosylated forms. 
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Tables 

Table 1: Clinical characteristics of Control and CF subjects. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2: Primers used for real-time (RT) PCR. FW: Forward, BW: Backward (reverse 

primer). 

 
Gene Forward (5’ 3’) Reverse (5’ 3’) 

prnp CAAGCCGAGTAAGCCAAAAACC CACTGCCGAAATGTATGATGGG 

cftr AGCATTTGCTGATTGCACAG GAAAGAGCTTCACCCTGTCG 

ZO1 TGACAAACAGCCCTACCCAT GTGTGTCATACCCAGGAGCT 

Occ TCCAGGCCTCTTGAAAGTCC TGAGCATAGACAGGATCCGA 

JAM-A TAGTGCCCGAAGTGAAGGAG ACACCAGGAATGACGAGGTC 

E-cad TGGACAGGGAGGATTTTGAG ACCTGAGGCTTTGGATTCCT 

Plak ACTCTCCAACCTGACATGCA GGTTGAGCAGCTTCACGATG 

Desp AAGGGCCTTGTTGACAGGAA TGGTTAAATTCCTGACGCTGG 

Desg GGTGTCTGGAGCTGGAGTC ACAGTGCTATGCTTGGTGAC 

18S     AAACGGCTACCACATCCAAG CCTCCAATGGATCCTCGTTA 

GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCG GGGGTCATTGATGGCAACAATA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Control (n= 10) CF (n= 10) 

Male sex, n 7 8 

Female sex, n 3 2 

Age, years 60-67 (10) 42 (1), 21 (6), 31 (3) 

CFTR genotype, n 

F508del/F508del 

F508del/2184delA 

delF508/R798 

 

0 

0 

0 

 

7 

2 

1 

Bronchial colonization 

P. aeruginosa 
 

0 
 

10 
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Figure S3
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Figure S5
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Table S1: Half-life of PrPC protein forms calculated from the three graphs reported in 

figures 3D, 2S-A and 2S-B. H; hyper-, I; Intermediate-, U; Un-glycosylated forms. 

 

Cell lines 

Half-life (t1/2) 

H (min) I (min) U (in) 

HBE 45 30 30 

CFBE 90 40 40 

CFBE-wt 90 80 80 

CFBE-dF 180 100 100 
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II.1.Contexte de l’étude 

La mucoviscidose est une maladie génétique, récessive, et autosomale. Le gène 

CFTR responsable de la pathologie code pour une protéine transmembranaire 

appelée CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator). C’est une 

glycoprotéine canal chlorure exprimée au niveau de la membrane apicale des 

cellules épithéliales, où elle est aussi capable de réguler l’activité d’autres 

protéines membranaires ou cytoplasmiques. La délétion de la phénylalanine à la 

position 508 de CFTR (dF508) représente ~70% des mutations identifiées chez les 

patients et est responsable du blocage et de la dégradation rapide de CFTR- dF508 

au niveau du réticulum endoplasmique. La mucoviscidose est une maladie qui 

atteint essentiellement les tissus épithéliaux exocrines. Les affections pulmonaires 

associées à un processus inflammatoire chronique sont la principale cause de 

mortalité chez les patients, dont les tissus respiratoires sont abondamment 

colonisés par des bactéries comme Staphylococcus aureus, Haemophilus 

influenzae et surtout Pseudomonas aeruginosa (P.A), dans les stades tardifs de 

l’infection. Bien que de très nombreux travaux aient été consacrés à l’étude du 

gène CFTR et aux fonctions multiples de la protéine CFTR, l’origine de la 

surinfection pulmonaire surtout par P.A reste encore mal connue. Chez un individu 

en bonne santé, P.A est éliminée rapidement par la clairance mucociliaire, par les 

défenses immunitaires et par la présence d’une barrière épithéliale étanche dotée 

d’une grande capacité de réparation et de remodelage nécessaire au contrôle de la 

transmigration et de la dissémination des pathogènes. Dans la mucoviscidose, ces 

principaux facteurs de défenses de l’appareil respiratoire sont modifiés et les 

causes de dissémination restent encore très discutées. Dans un premier temps, la 

protéine CFTR a été incriminée, puis d’autres études, contradictoires, ont impliqué 

les protéines des jonctions intercellulaires. Même si aujourd’hui, il existe des liens 

entre CFTR et les protéines des jonctions, les mécanismes moléculaires 

responsables de la perte de l’étanchéité de la barrière épithéliale sont toujours 

inconnus. Parmi les protéines décrites récemment comme partenaires des 

protéines des jonctions adhérentes et desmosomes, il y’a la protéine prion 

cellulaire (PrPC). Cependant, son rôle dans le maintien de la barrière épithéliale 

pulmonaire et dans la transmigration et la dissémination de P.A dans le contexte 

de la mucoviscidose reste encore inconnu. 
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II.2.Résultats 

Nous avons réalisé des études in vitro en utilisant des cellules normales ; 

16HBE14o- (HBE) et des cellules homozygotes pour la mutation dF508 ; 

CFBE41o- (CFBE), et des études in vivo sur des souris sauvages (wt) ou invalidées 

pour les gènes Cftr (CFTR-/-) ou Prnp (PrP 0/0). 

Le traitement des cellules avec la souche P.A-fluorescente et l’instillation nasale 

de P.A dans les trois modèles de souris étudiées nous ont permis d’évaluer les 

changements du poids des souris et des poumons, l’infiltration des cellules du 

système immunitaire (macrophages et neutrophiles), la dissémination bactérienne 

au niveau de la rate, les médiateurs inflammatoires systémiques, et les 

concentrations de certains métaux essentiels comme le zinc, le fer, le manganèse 

et le cuivre. 

Les analyses par PCR quantitative, par immunoblot, par immunohistochimie, par 

test ELISA, et par ICP-MS pour les métaux nous ont permis de montrer que 

l’expression des protéines PrPC et CFTR augmente dans les poumons des souris 

CFTR-/- et PrP0/0, respectivement. L’infection aigue avec P.A accentue cet effet et 

entraîne, par rapport aux souris témoins, i) l’augmentation de l’infiltration de 

cellules de l’inflammation dans les poumons, ii) l’augmentation de la 

dissémination de P.A dans la rate, iii) l’augmentation des taux circulants d’IL-1, 

IL-6 et TNF-α, et vi) la diminution des taux circulants d’IL-10. L’infection avec 

P.A perturbe également l’homéostasie des métaux chez les souris PrP0/0 et CFTR-

/-. Au niveau cellulaire, l’infection par P.A augmente aussi l’expression des 

protéines PrPC et CFTR. Les mesures de la transmigration du P.A-fluorescent 

montrent une augmentation de la pénétration de ce pathogène dans les cellules 

CFBE par rapport aux HBE. Ce résultat est en parfaite corrélation avec la 

diminution de la résistance transépithéliale (RTE) dans les CFBE comparées aux 

cellules HBE. 
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II.3.Conclusions 

Cette étude suggère que la protéine PrPC joue un rôle important dans la 

transmigration et la dissémination de P.A dans les poumons au cours de la maladie 

de la mucoviscidose. L'augmentation de l'expression de la protéine PrPC lors de 

l'infection à P.A perturbe la stabilité des protéines des jonctions adhérentes et des 

desmosomes ce qui impacte l’étanchéité de la barrière épithéliale pulmonaire. 
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Abstract 

Background: 

In cystic fibrosis (CF), the permeability of the bronchial epithelial barrier (BEB) is 

abnormally increased, which contributes to Pseudomonas aeruginosa (P.A) transmigration, 

thought to be associated with exacerbated inflammatory responses. Recently, we reported 

the direct involvement of the cellular prion protein (PrPC) in the control of bronchial 

epithelium permeability (BEP) through its interaction, stabilization and protection the 

adherens and desmosomes junctional proteins against metal induced oxidative stress. 

However, its role in the BEP in CF, particularly in the P.A transmigration and dissemination 

is still unknown. 

Methods: 

We investigated the responses of wild type (wt) and invalidated mice for cftr (CFTR-/-) and 

prnp (PrP0/0) genes to acute (24h) P.A infection, administered by nasal instillation. The host 

responses were assessed through the measurement of the body and lung weight changes, 

lung histology, spleen bacterial dissemination, systemic inflammatory mediators, and 

metals (zinc, iron, manganese and copper) concentrations. 

Results: 

Immunoblot and immunostaining analyses demonstrated that PrPC and CFTR proteins were 

increased in the lungs of CFTR-/- and PrP0/0 mice, respectively. P.A infection intensified 

this increase and caused, compared to the control mice, the rise of lung’s inflammatory 

cells infiltration and PA dissemination to the spleen along with an increase in the levels of 

circulating IL-1, IL-6 and TNF-α and decreased in the systemic levels of IL-10. P.A 

infection also caused the perturbation of metals homeostasis in PrP0/0 CFTR-/- mouse. 

Conclusion: 

This study demonstrated that PrPC protein plays an important role in the lung P.A 

transmigration and dissemination in the CF disease. The increase in PrPC expression upon 

P.A infection disturbed the stability of the junctional proteins, leading to increased BEP. 

Further studies are need to emphasize the mechanism by which PrPC proteins controls P.A 

dissemination through the deregulation of the BEP in CF. 
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Introduction 

Cystic fibrosis (CF) is a fatal autosomal recessive disorder. The protein product that is 

defective or absent in CF patients is a cyclic AMP-regulated chloride ion channel called 

the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) [1]. In patients with CF, 

more than 2000 different mutations have been described in the CFTR gene database 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/Home.html), although the deletion of three bases in 

exon 10 (dF508) is responsible for ~70 percent of all CF mutations [2]. The predominant 

symptoms of CF are associated with abnormalities of epithelial surfaces in the respiratory, 

digestive, and reproductive tracts [3]. In airway epithelial cells, the absence of Cl- secretion 

results in chronic disease of the respiratory tract manifested by an airway obstruction, 

excessive, predominately neutrophilic, inflammatory response and recurrent infections of 

the lungs [4]. In CF, the lung is particularly susceptible to Pseudomonas aeruginosa (P.A), 

the major contributor into the morbidity and mortality of at least 75% of patients [5].  

However, it remains unclear whether CFTR dysfunction is the unique cause of the increased 

lung predisposition to infection with P.A, an opportunistic pathogen capable of inducing 

acute and chronic infections, or inappropriate inflammatory responses that generates a 

favorable lung environment for subsequent infection with P.A.  

The internalization of P.A by epithelial respiratory cells has been shown to be independent 

of CFTR protein expression at the epithelial cell surface but rather depending on the cell 

polarity and junctional complex’s (JC) integrity [6]. JC is tightly dependent on tight, 

adherens and desmosomes junctions, that provide high resistance, maintain epithelial cell 

polarity by separating cell’s apical and basolateral domains and form a barrier between 

distinct biologic compartments. Infection of the respiratory tract by P.A was reported to 

increase with the decrease in the efficiency of the epithelial barrier [7], suggesting that 

epithelial junctions play an important role in the protection against P.A invasion [8].  

The absence of cell polarization or the loss of epithelial barrier’s integrity have also been 

reported to increase P.A invasion and its cytotoxic capacity [6] [9]. In addition, during the 

inflammation processes the junctional complexes are disturbed facilitating the access of the 

bacteria to the respiratory epithelium [10]. Other studies have also reported that P.A binds 

and elicits cytotoxicity by interacting with the basolateral membranes of epithelial cells. 

Fleiszig et al. [9] showed that all epithelial cell types were more susceptible to the bacteria 

colonization upon tight junction’s disruption. In addition, both tissue injury and treatments 

that disturb tight junctions have been reported to increase P.A binding compared to intact 

epithelial cell layers [11] [12], supporting the hypothesis that epithelial junctional barrier 

http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/Home.html
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prevents airway disease by restricting access of bacteria to basolateral membranes. Lee et 

al [13] also reported that the P.A binding to the basolateral membrane was tightly dependent 

on the airway trans-epithelial resistance (TER). Altogether, these results emphasize the 

importance of lung epithelial barrier in the protection against P.A invasion in the context 

of CF. Yet, the molecular mechanisms underlying P.A transmigration through the lung 

epithelial barrier remain elusive. The fact that P.A infection occurs in a beforehand 

established pathological settings suggests that specific biological events were engaged to 

facilitate bacterial dissemination. Recently, we demonstrated that the cellular prion protein 

(PrPC) is expressed in the lateral membrane of human bronchial epithelial cells where it 

interacts and protects adherens and desmosomes junction proteins against oxidative stress 

[14]. We also demonstrated that PrPC is upregulated in CF as consequence of its CFTR-

associated mislocalization [15]. The PrPC upregulation downregulates CFTR expression 

and participates in the loss of the lung epithelial barrier observed in CF [15]. PrPC is a 

membrane glycoprotein that is expressed in all cell types [14]. The variety of functions that 

have been proposed for PrPC include oxidative stress, immune modulation, differentiation, 

translocation of metals, such as copper, alteration of copper, zinc and iron homeostasis in 

the brain, cell adhesion and transmembrane signaling [16]. However, the role of PrPC 

protein in the lung transmigration of P.A in normal and CF is still unknown. 

To investigate the relationship between P.A transmigration across polarized epithelial 

respiratory cells and CFTR and PrPC protein’s expression, we analyzed using wild type 

(wt) and invalidated mice for PrPC (PrP-/-) or CFTR (Cftrtm1Unc) genes, the impact of lung 

acute P.A infection on i) PrPC, CFTR, and junctional proteins expression, ii) P.A 

dissemination, iii) tissue and systemic inflammation and vi) essential metal homeostasis 

(copper, iron, manganese and iron).  

We demonstrated that the invalidation of PrPC gene increased the expression of CFTR and 

the lung sensitivity to P.A infection, causing an inflammatory response and the perturbation 

of the metal homeostasis. 
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Materials and Methods 

Mice 

Eight- to ten-weeks-old male and female wild-type (wt) C57Bl/6, PrP-knockout (PrP0/0) 

[17], and CFTR -/- (CFTRtm1Unc) [18] mice were obtained from the French National Center 

of Scientific Research for animal Archive (Orleans, France), and maintained under specific 

pathogen-free conditions in the animal facility of IRIG institute (CEA-Grenoble, France) 

in accordance with institutional guidelines. PrPC and CFTR knockout mice were 

backcrossed on C57BL/6 [17] [18] and genotypes were confirmed by polymerase chain 

reaction amplification of tail snip DNA every 6 months in accordance with the full set of 

recommendations from the Federation of European Laboratory Animal Science 

Associations. Experiments were performed with 8- to 10-weeks-old mice. CFTR-/- mice 

were supplied continuously in their drinking water with 6% of Movicol®. 

Ethics Statement 

All protocols in this study were conducted in strict accordance with the French guidelines 

for the care and use of laboratory animals. The protocols for mouse infection were approved 

by the animal research committee of the institute (CETEA, project number 17-067) and the 

French Ministry of Research. 

Experimental in vivo model of acute infection with Pseudomonas aeruginosa (PAO1F) 

Bacteria from exponential growth (OD = 1.0) were centrifuged and resuspended in sterile 

PBS at 1.7.108 per mL. Mice were anesthetized by intraperitoneal administration of a 

mixture of xylazine (10mg/kg) and ketamine (50mg/kg) and were weighed before infection. 

Then, 30μL of bacterial suspension (5.106 bacteria/mL) were dropped into the mouse 

nostrils. Mice were euthanized by CO2 inhalation after 24h of infection and were weighed. 

Blood was sampled from heart, spleen were isolated for bacterial dissemination, and lungs 

were isolated for protein and RNA extraction and for the evaluation of metals 

concentration. For histological analyses, mice were anesthetized with isoflurane, tracheal 

injected with 4% paraformaldehyde (PFA) and the lungs isolated and placed in the same 

solution for 24h. 

Airway Epithelial Cell Culture 

Transformed cell line 16HBE14o- (HBE) and the cystic fibrosis bronchial epithelial cells; 

CFBE41o- (CFBE) [19], kindly provided by Dr. D. C. Gruenert (University of California, 

CA), were cultured in MEM (Modified Eagle’s Medium) medium (Sigma Aldrich, France) 

containing 10% fetal bovine serum (Eurobio, France). Cell cultures were performed at 37°C 

in a 5% CO2/air atmosphere. 
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Transepithelial resistance (TER) measurements 

HBE cells were grown on porous polycarbonate membranes (Transwell), and their TER 

was measured using the Millicell-ERS Resistance system (Millipore, Bedford, MA). The 

TER (ohms/cm2) was calculated from the following equation: (TERsample - TERblank) x 

surface area. 

Bacterial Internalization Assays 

To evaluate the bacterial invasion on HBE and CFBE cells monolayer, the cells were 

cultured on 0.4µm pore polycarbonate membrane. The cells were infected with 10 MOI 

(Multiplicity Of Infection) of Pseudomonas aeruginosa (108 cfu/ml) strains O1 (PAO1) 

constitutively expressing green fluorescent protein (PAO1-GFP). After 4h of incubation at 

37°C, the cells were washed for 20 min with culture medium containing gentamycin 

(300μg/ml) in order to kill the bacteria around the cells. The gentamycin-containing 

medium was removed, the cells were washed with PBS and were fixed with 10% formalin 

for 20min. The filters were cut, mounted on the coverslip, and cells were visualized using 

fluorescence microscope. The level of bacterial invasion was quantified by counting the 

number of fluorescent bacteria present in cells. This value was corrected by making the 

ratio "number of bacteria / number of nuclei" and normalized in percentage to cell control 

HBE. 

Lung histopathology 

Mouse lungs were fixed in 10% neutral buffered formalin by inflation‐immersion and 

embedded in paraffin. 5μm paraffin-embedded sections were incubated with anti‐PrP 

(SAF32, Bertin‐Pharma) or anti-CFTR (M3A7, Santa Cruz) antibodies. Immunopositive 

staining was detected using a Neostain ABC kit and HRP-mouse using DAB (3, 3’‐

diaminobenzidine) as the chromogen (NeoBiotech). Slides were counterstained using 

hematoxylin (Sigma Aldrich). Control sections were treated with the secondary antibody 

alone. 

Lungs protein extraction, electrophoresis and immunoblotting: 

Mouse lungs were ground with ceramic beads and 200μL of 1X RIPA buffer added with 

protease inhibitors (10 mM PMSF, 1μM leupeptin/pepstatin A and 2mg/ml of 

iodoacetamide) 3 times 30sec at 5000U in a MagNA lyzer (Roche). Protein concentrations 

were measured using the Micro BCA protein assay kit (Sigma Aldrich). Protein samples 

were denaturated in 2X Laemelli Sample Buffer (LSB), subjected to a 10% SDS‐PAGE, 

transferred onto nitrocellulose membranes (Bio‐Rad) and probed with corresponding 

primary anti-PrP (SAF32, Bertin‐Pharma), anti-CFTR 24.1 (R&D system), anti-ZO1 
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(Invitrogen), anti-occludin (Sigma Aldrich), anti-E-cadherin (Takara), anti-β-catenin 

(Sigma Aldrich), anti-plakoglobin (Abcam), anti-desmoplakin (Abcam), or anti-β-actin 

(Sigma Aldrich) antibodies. The antigen‐antibody reaction was revealed using IgG 

antibody coupled to HRP (Covalab) and developed with ECL (Bio‐Rad) using Fusion FX7 

(Vilbert Lourmat). 

Lungs RNA extraction and RT-qPCR 

Mouse lungs were ground with ceramic beads and 1mL of trizol, 3 times 30sec at 5000U 

in a MagNA lyzer (Roche). RNA were precipitated with chloroform and isopropanol and 

were washed with ethanol. RNA concentration was measured using Nanodrop (Thermo 

Fisher). 1μg of the RNA was reverse transcribed with iScript™ cDNA Synthesis kit 

(BioRad). The qPCR was performed using the following prnp or cftr primers (Table 1) and 

GoTaq® qPCR Master Mix provided by Promega. mRNA expression was quantified by 

real‐time RT‐qPCR using CFX96TM Real‐Time detection system (Biorad) and normalized 

to housekeeping genes 18S and actin. 

Cytokine secretion by sandwich ELISA 

Systemic levels of interleukins (IL)-1β, IL-6, IL-10 and tumor necrosis factor-alpha (TNF-

α) were assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) kit (Peprotech). The results were normalized per g of mouse body weight. 

PMNs and macrophages quantification in mouse lungs 

The degree of inflammation in the surface epithelium was evaluated by counting the 

number of inflammatory cells in the epithelium. Hematoxylin and eosin staining were 

performed on lung sections. PMNs and macrophages were quantified using X40 

magnification. Cells were counted on ten fields per slide. For each condition, at least three 

different slides were used and the mean ± SE was calculated. 

Bacterial dissemination: 

To study bacterial dissemination, spleens were isolated on euthanized mice. Spleens were 

homogenized in PBS with a Polytron. Pseudomonas aeruginosa CFU were determined by 

plating of serial dilutions and colony counting on pseudomonas aeruginosa isolation Agar 

(Sigma Aldrich) plates. The CFU were calculated for the total organs and normalized per 

g of mouse. 

Metal concentrations in the mouse organs  

To evaluate the copper, iron and zinc concentrations, lungs and liver were isolated from 

mice. The organs were weighed before to dry it overnight at 50°C. Dried organs were 

mineralized in 70% nitric acid before analysis with Inductively Coupled Plasma-Mass 
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Spectrometry (ICP-MS). The metal content (µg) was reported to the total mass of the dry 

organ and was normalized per g of mouse. 

Statistical analysis: 

All experiments were repeated three times. Results are presented as means ± standard 

deviation. A Student’s t test was used to compare means, and P < 0.05 was considered 

significant. 

 

Table 1: List of primers 

gene Primer forward 5’3’ Primer reverse 5’3’ 

cftr AGCATTTGCTGATTGCACAG GAAAGAGCTTCACCCTGTCG 

prnp CAAGCCGAGTAAGCCAAAAACC CACTGCCGAAATGTATGATGGG 

18S AAACGGCTACCACATCCAAG CCTCCAATGGATCCTCGTTA 

actin GAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACC TAGCACAGCCTGGATAGCACCGTA 
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Results 

P.A Internalization is increased in CF bronchial epithelial Cells  

We and other groups have demonstrated that the absence of CFTR at the plasma membrane, 

but not its Cl- channel activity, affects the tightness of airway epithelial barrier [15] [20]. 

Also, CFBE cells have been reported to exhibit a decrease in the TER compared to the 

control cells, HBE [21]. To confirm these results we measured the TER using 10 days 

cultured CFBE and HBE cells. The results show a significant decrease in the CFBE TER 

compared to HBE cells (Fig. 1A). We used the same conditions to evaluate the invasion of 

P.A in CFBE and HBE cells grown on pre-coated polycarbonate filter. Cells were then 

exposed to the PAO1F-GFP strain used at 108 CFU/ml. The bacteria were added to the 

apical side for 4h at 37°C. After gentamicin wash, we observed more fluorescent P.A in 

CFBE compared to the HBE cells (Fig. 1B). The quantification of fluorescent bacteria using 

ImageJ indicated an increase of ~1.8 fold in CFBE compared to the HBE cells (Fig. 1C). 

Using similar conditions, we assessed the relationship between PrPC and P.A infection. 

Treatment with increasing volume (100, 250 and 500 µl) of PAO1F-GFP strain culture (108 

CFU/ml) gradually increased the expression of the three specific forms (H, I and U) of PrPC 

protein (Fig. 1D). P.A infection of mice was also performed to determine its effect on PrPC 

expression. Nasal infection with PBS containing 5.105 cfu/ml of PAO1-GFP strain of 

control mice (C57BL/6) for 24h also showed an increase in PrPC expression in bronchial 

samples compared to the PBS-inhaled mice (Fig. 1E). These results demonstrate that in 

both in vitro and in vivo studies, PrPC protein expression is increased in response to bacteria 

lung infection.  

PrP gene invalidation increases CFTR expression 

Since PrPC expression is upregulated in CF and its overexpression decreases the expression 

of wt-CFTR without physical interaction [15], we hypothesized that both proteins affect 

their mutual expressions through an unknown mechanisms. To better characterize the 

related regulations between PrPC and CFTR, we determined the levels of expression of the 

CFTR protein in the PrP knockout mouse model (PrP0/0). Because sex differences have 

been reported to influence protein expression, we first verified using RT-qPCR (Fig. 2A) 

and genomic sequencing analyses (data not shown) that in our mice breeding conditions 

the PrPC mRNA levels were not sex-dependent (Fig. 2A). Using the PrP0/0 mice model, we 

demonstrated that the levels of CFTR mRNA did not change compared to the wild type 

(wt) mice (Fig. 2B). However, using immunoblot analysis we demonstrated that the CFTR 
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expression increased significantly in the bronchial samples of the PrP0/0 mice compared to 

the controls (Fig. 2C).  

The levels of expression of CFTR were quantified using ImageJ and showed an increase of 

~2.5 fold in PrP0/0 compared to the control mouse (Fig. 2D). The immunoblot results of 

figure 2C also confirmed the biochemical expression profile of PrPC in wt-mouse, and 

showed that only the unglycosylated (U) form of PrPC protein could be detected in the 

bronchial samples of PrP0/0 (Fig. 2C). Finally, we confirmed that PrPC and CFTR proteins 

expression are increased in the upper airway of wt-, PrP0/0, and CFTR-/- mouse models 

following lung P.A acute infection (Fig. 2E). Additionally, we demonstrate that P.A 

infection increase the expression of the tested junctional proteins, except for plakoglobin 

which expression was increased (Fig. 2E). 

Body and lung Weights before and after P.A infection 

The mouse models used in the study were 8 weeks of age. At this age, wt and PrP0/0 mice 

did not show any significant difference in their body weight (Fig. 4A). However, CFTR-/- 

model showed lower (17g ± 0.5) body weight compared to wt mice (22g ± 0.3). Acute 

infection using P.A did not affect the body in both groups. Surprisingly, PrP0/0 showed an 

increase in the weight of their lungs (13.8g ± 0.8) compared to wt (10.1g ± 0.5) and CFTR-

/- mouse (10.9g ± 0.8) (Fig. 4B). 

In situ expression of PrPC and CFTR proteins in the lungs of the CFTR-/- and PrP0/0 

mice. 

mRNA and protein analyses of lung tissues collected from CFTR0/0 and PrP0/0   mice 

suggested that CFTR and PrPC proteins were inversely regulated. To verify whether these 

results also apply in situ in the lung of CFTR-/- and PrP0/0 mice, we conducted 

immunohistochemistry analyses to compare the expression levels of PrP and CFTR 

proteins. Fig 3A.b shows that CFTR protein was highly expressed in the bronchial tissue 

of PrP0/0 mice and that the expression of the PrPC protein was highly increased in the 

bronchial tissue of CFTR0/0 mice (Fig 3A, f, a, d) 3Aa and Fig 3Ad report CFTR and PrPC 

expression in wt lung mice. Fig 3A-c and Fig 3A-e report CFTR and PrPC expression in 

CFTR-/- and PrP0/0 lung mice, respectively. Fig3B reports the same immunohistochemistry 

tests in the lung of mice that were infected by P.A for 24h. The same increases in the 

expression of CFTR and PrPC proteins were observed in the lungs of the PrP0/0 CFTR-/- 

mice, respectively. 
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Pseudomonas aeruginosa dissemination  

Previous studies have shown that P.A can disseminate into the mice spleen and liver 

following lung infection [22]. Hence, we determined whether this process is also occurring 

in our mouse models, following 24h lung infection with PAO1F strain. Bacterial 

dissemination was evaluated by CFU counting (Fig. 4C). We observed significant increases 

in numbers of disseminated populations of PAO1F in the spleen of CFTR-/- and PrP0/0 mice 

compared to the wt-mice (Fig. 4C). PAO1F strain was hardly detected in the blood (data 

not shown), suggesting that the bacteria accumulated in spleen rather than remaining in a 

bactericidal environment. Moreover, the hematoxylin-eosin staining of mice lung sections 

did not show any significant accumulation of P.A in the bronchial airways (Fig. 3B, 5A) 

indicating that the bacteria crossed into the lung tissues. 

Systemic inflammatory profiles of lung-infected mice 

P.A pulmonary infections is characterized by a rapid recruitment of neutrophil and 

macrophages into the lung tissue and by an increase in the local and systemic inflammatory 

responses. Hence, we first evaluated the degree of airway’s macrophage and neutrophil 

infiltration following 24h infection with PAO1F strain. Hematoxylin-eosin staining of the 

lungs of the three mice models and analyses of the macrophages and neutrophil counts 

showed that only PrP0/0 mice exhibited an increase in macrophage number (9 ± 0.03) 

compared to wt (2 ± 0.01) and CFTR-/- (3 ± 0.04) (Fig. 5A and B). The number of neutrophil 

increased both in PrP0/0 and CFTR-/- compared to wt-mice (Fig. 5A and B). These results 

demonstrated that in CF the PrPC protein is necessary for lung neutrophil recruitment upon 

P.A infection. Regarding the inflammatory response, we observed an elevation of the 

proinflammatory mediators, IL-6, IL-1β, and TNF-α (p<0.05) in the sera of mice infected 

with P.A compared to control mice. No difference could be observed in CFTR-/- (Fig.6A, 

B, and C). Importantly, we observed that the anti-inflammatory cytokine IL-10, was 

significantly decreased in wt, PrP0/0 and CFTR-/- mice infected with P.A, compared to non-

infected mice (Fig. 6D).  

Acute P.A infection disturbed the lung metal homeostasis  

Copper homeostasis has been reported to be finely regulated in bronchial cells [14]. PrPC 

binds five copper ions with high affinity and participate in the regulation of its homeostasis 

[23]. Disruption in copper physiological concentrations has also been reported to causes 

perturbation in the homeostasis of other key metals such as manganese (Mn), iron (Fe) and 

zinc (Zn) [24]. Because PrPC expression increased in CF disease [15] and in lung of the 

CFTR-/- mice model, we evaluated Cu, Mn, Fe and Zn concentrations in the sera samples 
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collected from wt, PrP0/0, and  CFTR-/- mice. Using ICP-MS analysis we demonstrated that 

Cu concentration in wt-mice was (~12 µg/g of mice) and that this amount did not vary 

significantly following P.A infection (~10.8 µg/g of mice) (Fig. 7A). However, both in 

PrP0/0 and CFTR-/- models, P.A infection decreased the lung Cu content to 8 and 8.5 µg/g 

of mice body weight, respectively (Fig. 7A). Similar results were obtained for Fe in the 

lung of the PrP0/0 mice (Fig. 7B) and for Mn in the lung of all three tested mouse models 

(Fig. 7C). No change was observed for Zn concentrations in all mouse models compared 

to non-infected mice (Fig. 7D). Interestingly, compared to the wt-mice, Cu content 

increased from ~12 to ~15 µg/g of mice body weight in the lung samples of CFTR-/- mice. 

The invalidation of prnp gene also affected Mn concentration, that decreased from 1 to 0.75 

µg/g of mice body weight (Fig. 7A and C).     

Acute P.A infection disturbed the hepatic metal homeostasis  

We showed that P.A infection during 24h caused bacteria dissemination to spleen. Other 

groups have also reported that under the same conditions, P.A dissemination can reach the 

liver [25]. Hence, we conducted similar analyses on livers collected from wt, PrP0/0 and 

CFTR-/- mice models (Fig. 8). The hepatic Cu content was decreased in PrP0/0 mice (6 ± 

0.4 µg/g of mice body weight) compared to wt and CFTR-/- mice (16 ± 1.3 µg/g of mice 

body weight) (Fig. 8A). However, P.A infection significantly increased copper content to 

reach 19 ± 1.1 µg/g of mice body weight (Fig. 8A). For hepatic iron, similar results as those 

observed in lung PrP0/0 were obtained (Fig. 8B). The content of Fe was 450 ± 5 µg/g of 

mice body weight before infection and decreased to 330 ± 2.5 µg/g of mice body weight 

following 24h P.A infection (Fig. 8B). Regarding Mn, only CFTR-/- mice showed high 

levels (5.2 ± 0.2 µg/g mice body weight) compared to wt- and PrP0/0 (3.8 ± 0.4 µg/g of mice 

body weight) that decreased to 4.2 ± 0.1 µg/g mice body weight upon P.A infection (Fig. 

8C). Finally, P.A infection significantly increased Zn content in hepatic samples as reported 

in figure 8D. These results strongly suggest that P.A infection for 24h was able to perturb 

the homeostasis of key metal elements not only at the lung level’s but also in the tissues 

where P.A disseminates to, such as the liver (Fig. 8).  
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Discussion 

In CF, the precise molecular mechanisms that allows the transmigration of P.A and 

inflammatory cells through the bronchial epithelial barrier are still elusive. This barrier 

relies on the establishment and maintenance of functional cell-cell junctions that depends 

among other proteins on the normal function of the PrPC protein [14]. Here, we used a CF 

cell line (CFBE) and PrP0/0 and CFTR-/- mice models to study the impact of the gain or loss 

in the PrPC protein expression on P.A invasion and to determine the consequences on the 

systemic inflammatory responses and the homeostasis of essential metals such as Zn, Fe, 

Cu and Mn.  

Using cultured CFBE cells we showed that despite increased expression of PrPC, the TER 

was diminished and P.A invasion was increased. These results are in line with previous 

reports demonstrating that PrPC protein is not correctly targeted to the lateral membrane in 

CFBE cells, where disturbed expression of key junctional proteins was also observed [15]. 

These data substantiated the CFTR involvement in the normal distribution of junctional 

complexes and support previous finding showing that P.A internalization by epithelial 

respiratory cells depends on cell polarity and junctional complexes integrity [26]. 

The confirmation of these assumptions also came from the PrP0/0 and CFTR-/- mouse 

models studies. Both models have extensively been used to investigate the 

physiopathological functions of PrPC and CFTR, respectively [26] [27]. The present study 

took advantages from the opposite expressions of PrPC and CFTR proteins in a way that 

PrP0/0 expressed high levels of CFTR and CFTR-/- expressed high levels of PrPC (Fig. 2C 

and 2E). Hence, each model served to determine the impact of the invalidated protein on 

the overexpressed of the other one in relation to P.A invasion. Compared to the PrP0/0, the 

CFTR-/- mouse model was broadly used to study P.A infection, although it lacks the 

pulmonary pathophysiology, while developing severe gastrointestinal abnormalities [28]. 

We used the intranasal administration of P.A strain in mice to mimic an acute pneumonia 

model. This method allows acute lung infection when rapid clearance of the bacteria occurs 

or acute sepsis and death [28] [29]. Using P.A intranasal delivery method, we did not 

observe any mortality after 24h, even in CFTR-/- mouse model known for its fragility due 

to intestinal obstruction syndrome [30]. However, as reported previously [18], the body 

weight of CFTR-/- mice at eight weeks was lower compared to wt and PrP0/0 mice, hence 

this parameter was take into account for the data analysis. Interestingly, the weight of the 

lungs was high in PrP0/0 compared to wt and CFTR-/- mice, suggesting a potential failure in 

the respiratory system requiring an increase in the lung size. However, association between 
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PrPC expression and basal ventilation was reported in adult mice [31]. Mice lacking or 

overexpressing PrPC did not show any modification in their resting ventilatory patterns or 

in the chemosensory responses when awake and under urethane anesthesia [31].  

Following P.A infection, we demonstrated that the levels of expression of PrPC and CFTR 

proteins increased in HBE cells and in the lung samples prepared from the infected mice 

models. The role of PrPC in relation to infection has been reported in the neuron system for 

the viral and for the infectious form of PrPC, the PrP scrapie, (PrPSC) [32] [33]. The CFTR-

/- mice model has mainly been used to understand the mechanisms of lung infection by P.A. 

Even if in this model, no CF symptoms were observed in the lungs compared to the ones 

observed in CF patients [30]. In this mouse model, however, the abnormality reported for 

the airways was confined to the upper airways and the findings were somewhat surprising 

as the mice exhibited marked atrophy of the serous gland tissue in the dorsolateral sinus 

[18]. Other studies have reported nasolacrimal gland distension in this CF mouse model 

[30] or distension of the submucosal glands (upper trachea) [30], along with dilation of the 

submucosal gland ducts but no acinar hyperplasia [18].  

The results obtained using the mouse models strongly suggest that both proteins are 

important for the transmigration of P.A. The P.A internalization results found in CFBE 

cells that do not express CFTR protein at their apical membrane and in the CFTR-/- mice 

model that showed a high level of bacteria dissemination after a short incubation period are 

in contrast with previous reports [34] [35] but in total agreement with results reported in 

other studies [20] [21] [36]. In the latter study, binding and internalization of P.A by 

different cell lines carrying dF508 mutation were significantly higher compared to normal 

non-CF cells, suggesting that neither adherence nor internalization of P.A depends on 

bacterial interaction with apically expressed CFTR protein. In addition, non-polarized 

epithelial cells do not express CFTR at their apical membranes but are highly susceptible 

to P.A adherence, invasion, and survival [20]. 

The P.A infection of the lung was shown to be associated with increased inflammatory 

reaction as early as 24 h [37]. Several line of evidences suggest that mice with defective 

CFTR develop exaggerated inflammation compared with wt control animals in response to 

P.A [38], and that repeated intranasal applications of B. cepacia have led to chronic lung 

infection in CFTR-deficient mice, similar to the one observed in patients with CF [38]. 

In our study, similar results were found. In the PrP0/0 mouse model we observed an increase 

in the circulating levels of IL-6, IL-1β, and TNF-α, indicating a generalized inflammatory 

response upon P.A dissemination. In the CFTR-/- mouse model the degree of inflammation 
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was so high that P.A infection did not induce further increase. These results are in line with 

previous reports [38].  

Importantly, in the three tested mouse models, the circulating levels of IL-10 were 

significantly decreased, particularly in the PrP0/0 and CFTR-/- mouse models, demonstrating 

that P.A lung infection also affected the anti-inflammatory responses. IL-10 has also been 

reported to regulate the inflammatory response to P.A upon endo-bronchial infection [39]. 

Recent data also showed that the PAOIF strain triggered higher IL-1β and TNF-α responses 

[25]. 

The increased number of inflammatory cells, such as neutrophils found within the lung 

section, confirmed the increased inflammatory response observed in the mice blood stream.  

Bacterial infection and inflammatory responses have recently been reported to be affected 

by copper homeostasis. Importantly, the PrPC N-terminal tail contains 5 octapeptide repeats 

domains that can trap 4 to 5 copper (II) ions, which can alter the redox potential of copper 

[40]. We found that P.A infection decreased Cu concentration in PrP0/0 and CFTR-/- mice 

models and that this deregulation perturbed iron and manganese but not zinc homeostasis. 

These results are the first to report metal deregulation in the CFTR-/- and PrP0/0 mouse 

models following P.A acute infection. The loss of metal homeostasis and particularly that 

of zinc in the liver of both mouse models substantiated the toxic consequences that might 

have PA transmigration. 

We previously identified PrPC as a partner of adherens and desmosomal proteins [14]. Here 

we show for the first time that the PrPC protein plays a fundamental role in the maintenance 

of the lung epithelial barrier. We propose to rank this protein among key actors that 

contribute in an orchestrated manner with the CFTR protein in the control of the lung 

barrier’s integrity and to its susceptibility to infections in CF patients.  
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Figure legends 

Figure 1: Pseudomonas aeruginosa (P.A) transmigration and PrPC expression. 

(A) Cells were seeded at confluence (day 0) on polycarbonate filters and the TER was 

measured at day 10 of culture. (B) Determination of Pseudomonas aeruginosa (P.A) 

invasion on epithelial cells monolayer. Cells were cultured on 0.4 µm pore polycarbonate 

membrane and were infected with 10 MOI (Multiplicity Of Infection) of P.A constitutively 

expressing GFP. The nuclei were visualized by Hoechst staining. (C) Quantification of P.A 

invasion. The level of bacterial invasion was determined by counting the number of bacteria 

present within the cells. This value corresponds to the ratio "number of bacteria / number 

of nuclei" and normalized to the P.A number found in the control HBE cells. (D) 

Immunoblot detection of PrPC protein after acute exposure to PAO1F. Cells were treated 

with P.A in a dose dependent manner (0 to 10 MOI of P.A) for 24 hours. Protein extracts 

were separated on 10% SDS-PAGE, transferred into nitrocellulose membrane, probed with 

mAb anti-PrP, SAF32 (Bertin‐Pharma, France) and visualized by ECL. The black, gray and 

white arrows indicate the highly (H), intermediate (I), and unglycosylated (U) forms, 

respectively. (E) Immunoblot detection of PrPC and CFTR proteins after acute infection 

with PAO1F. Mice were infected with 5.106 bacteria/mL for 24 hours and lung protein 

extracts were subjected to immunoblots using mAb anti-PrP (SAF32) and anti-CFTR 24.1 

(R&D system). The black arrow indicates the fully glycosylated mature CFTR form (band 

C). 

Figure 2: PrPC, CFTR and junctional proteins expression in the wt, PrP-/- and CFTR-

/- mice. 

(A) and (B) RT-qPCR analyses of PrPC
 and CFTR mRNAs in wt and PrP-/- mice lungs. The 

levels of expression of PrPC and CFTR mRNAs were quantified using RT-qPCR and 

normalized to the 18S mRNA and the to the actin levels. A.U : arbitrary unit. The results 

were presented according to the gender of the mouse. (C) Immunoblot detection of PrPC 

and CFTR protein in lung protein extracts from wt and PrP-/- mice. For PrPC protein, the 

black, gray and white arrows indicates the highly (H), intermediate (I), and unglycosylated 

(U) forms, respectively. For the CFTR protein, the black arrow indicates the fully 

glycosylated mature CFTR form (band C) and the gray arrow indicates the core-

glycosylated CFTR (band B). (D) ImageJ quantification of the CFTR complex glycosylated 

form. The results were standardized to β-actin expression. The results are expressed as a 

percentage of the levels quantified in the wt-mouse. (E) Immunoblot detection of CFTR, 

PrPC, ZO1, Occludin (Occ), E-cadherin (E-cad), β-catenin (β-cat), Plakoglobin (Plak) and 
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Desmoplakin (Desp) in the protein extracted from the lung of the indicated mouse models, 

at the steady state or after the P.A acute infection. The levels of the protein expression were 

standardized to the β-actin expression. 

Figure 3: PrPC and CFTR protein expression in the mouse bronchial tissues.  

(A) and (B) Immunolocalization of PrPC and CFTR proteins using mAb anti-PrP (SAF32, 

Bertin‐Pharma) or anti-CFTR (M3A7, Santa Cruz) antibodies, respectively, at the steady 

state (A) and after pseudomonas aeruginosa acute infection (B) in wt, PrP-/- and CFTR-/- 

mouse bronchial tissues. Slides were counterstained using hematoxylin (Sigma Aldrich) 

and were examined under 40x objective. Br: Bronchiole, Al: Alveoli, Bv: Blodd vessels. 

Scale bar=10µm. 

Figure 4: Characterization of the Pseudomonas aeruginosa (P.A) dissemination in the 

mouse models. 

(A) Comparison of the mice weight before and after the acute infection with P.A (24h). (B) 

Comparison of weights of the mice lungs after the P.A acute infection. (C) Comparison of 

the P.A dissemination towards the spleens in the three mouse models after 24h of P.A acute 

infection. The CFU were determined by plating of serial dilutions and colony counting in 

the spleen of the three mouse models. The results were normalized to the body weight of 

the mice (g).  

Figure 5: Histological analyses of the lungs of the three mouse models upon the P.A 

acute infection. 

(A) Reports photographs of lung sections of the three mouse models that were infected or 

not by P.A for 24h. Lung sections were stained with hematoxylin and eosin. The PMNs 

and macrophages were visualized with 40x magnification. Scale bar=10 µm. (B) 

Quantification of PMNs and macrophages in lung tissue after 24h of the P.A infection. 

Cells were counted in ten fields per slide to generate a mean value. For each condition, at 

least three different sections collected from three different mouse were used. The mean 

values were compared to wt-mice. Br: Bronchiole, Al: Alveoli, Bv: Blodd vessels, IF: 

inflammatory cells 

Figure 6: Impact of P.A acute infection on the circulating cytokines in wt, PrP-/- and 

CFTR-/- mice. 

A, B, C and D graphs report comparisons of the circulating levels of IL-6, IL-1β, TNF-α 

and IL-10, respectively in wt, PrP-/- and CFTR-/- mice sera. The levels of the cytokines were 

assessed using the quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay (ELISA) at the 
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steady state or after the P.A acute infection. The results were normalized to the body weight 

of the mice (g) and compared to basal conditions. 

Figure 7: Measurement of the metal concentrations in the lung of the three mouse 

models in the absence or presence of the P.A acute infection. 

ICP-MS determination of Cu (A), Fe (B), Mn (C) and Zn (D) contents in the lungs collected 

from the indicated mouse models under basal conditions and following the P.A acute 

infection. Lungs were dried and mineralized before the analysis. The results are expressed 

as µg of metal per total mass of the dry organ and were normalized to the body weight of 

the mice (g). 

Figure 8: Measurement of the metal concentrations in the liver of the three mouse 

models in the absence or presence of the P.A acute infection. 

ICP-MS determination of Cu (A), Fe (B), Mn (C) and Zn (D) contents in the livers collected 

from the indicated mouse models under basal conditions and following the P.A acute 

infection. Livers were dried and mineralized before the analysis. The results are expressed 

as µg of metal per total mass of the dry organ and were normalized to the body weight of 

the mice (g). 
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Que savons-nous sur l’adressage intracellulaire du CFTR et PrPC ? 

Au début du processus de polarisation des cellules épithéliales intestinales et 

bronchiques humaines, la protéine PrPC présente une localisation apicale et 

latérale et la protéine CFTR est faiblement exprimée au niveau de la membrane 

basolatérale. A la fin de ce processus, PrPC devient complétement latérale et la 

protéine CFTR est exprimée exclusivement au niveau de la membrane apicale ; 

c’est le processus de transcytose. 

Dans la continuité de ce constat, nos travaux in vitro (cellules humaines 

bronchiques) et in vivo (modèles de souris invalidées pour les gènes Cftr ou 

Prnp) ont démontré que dans la maladie de la mucoviscidose :  

→ L’expression de PrPC est augmentée au niveau ARNm et au niveau protéique. 

→ La forme hyperglycosylée (forme H) de PrPC est augmentée au niveau de la 

membrane apicale et latérale. Cette augmentation n’est pas associée à l’activité 

canal chlorure du CFTR. 

→ L’expression élevée de PrPC est due à la diminution de sa dégradation, associée 

probablement à un défaut d’endocytose. 

→ L’accumulation du PrPC au niveau de la membrane apicale est associée à la 

rétention de CFTR-dF508 au niveau du réticulum endoplasmique (RE). 

→ La surexpression de la protéine CFTR-wt corrige le défaut d’adressage de la 

protéine PrPC sans modifier sa demi-vie.  

→ Les protéines CFTR et PrPC n’interagissent pas, mais colocalisent au niveau du 

RE et de la membrane. Cette colocalisation est dépendante du degré de 

polarisation des cellules épithéliales.   

→ L’absence d’une transcytose normale de PrPC n’influence pas sa capacité à 

interagir avec les protéines des jonctions adhérentes et desmosomes, mais affecte 

leur stabilité et leur niveau d’expression, ainsi que leur profil de colocalisation. 

→ Le niveau d’expression des protéines des jonctions adhérentes et desmosomes 

n’est pas corrigé par la surexpression de CFTR-wt. 

→ La diminution de l’expression des protéines des jonctions adhérentes et 

desmosomes est responsable de la perte d’étanchéité de la barrière épithéliale 

bronchique (BEB). 



 

 
120 

→ La diminution de l’étanchéité de la BEB participe à la transmigration et à la 

dissémination de Pseudomonas aeruginosa au niveau pulmonaire, qui a pour 

conséquence l’exacerbation de la réponse inflammatoire et la dérégulation de 

l’homéostasie des métaux essentiels comme le fer, le zinc, le manganèse et le 

cuivre. 

 

Pour résumer, la protéine CFTR participe à la transcytose de PrPC de la 

membrane apicale vers la membrane latérale, au niveau de laquelle PrPC interagit, 

stabilise et protège les protéines des jonctions adhérentes et desmosomes contre le 

stress oxydative d’origine métallique. Dans la mucoviscidose, la protéine CFTR-

dF508 étant bloquée au niveau du RE, la protéine PrPC adressée dans un premier 

temps vers la membrane apicale ne peut plus subir une transcytose normale et reste 

par conséquent séquestrée au niveau de la membrane apicale. Ce phénomène 

déstabilise les protéines des jonctions et affaiblit la barrière épithéliale bronchique, 

la rendant franchissable par Pseudomonas aeruginosa. 

 

Les schémas suivant (Figure 27 et 28) illustrent le mécanisme que nous proposons 

et pour lequel  plusieurs points restent à élucider.
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Figure 27 : Schéma récapitulatif du rôle cellulaire de la protéine PrPC dans la 
mucoviscidose. 
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Figure 28 : Schéma récapitulatif illustrant les conséquences pulmonaires de la 
dérégulation de PrPC dans la mucoviscidose 
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Dans mon projet de thèse, nous avons répondu à plusieurs interrogations au sujet 

de l’implication de la protéine PrPC dans le contrôle de la barrière épithéliale 

bronchique. Néanmoins, il reste encore de nombreuses questions quant aux 

mécanismes moléculaires responsables des phénomènes cellulaires précédemment 

mis en lumière. Ainsi, mon projet ouvre de multiples perspectives: 

֎ Vérifier par séquençage du gène PRNP (promoteur, exon et intron) si des 

mutations sont présentes et seraient associées à la maladie de la mucoviscidose. 

 

֎ Confirmer la présence d’un défaut d’endocytose du PrPC dans les CFBE par 

rapport aux cellules HBE en mesurant la vitesse d’endocytose et de recyclage. 

 

֎ PrPC est exprimée dans de nombreux tissus, il serait intéressant de 

déterminer, par étude transcriptomique (en définissant un seuil de détection 

optimal), si l’augmentation de l’expression de PrPC dans le contexte CF est e 

spécifique du poumon ou si elle se retrouve également dans d’autres organes 

particulièrement affectés par la maladie tels que les intestins, le pancréas ou 

l’appareil reproducteur. Par ailleurs, notre groupe envisage de cartographier 

l’expression de PrPC dans les différentes zones du poumon afin de préciser sa 

localisation.  

 

֎ Les mécanismes de régulations positives de PrPC dans la mucoviscidose sont 

encore inconnus, néanmoins et étant donné que PrPC joue un rôle dans la 

régulation de l’inflammation, il est probable que cette régulation soit médiée par 

une voie de signalisation pro-inflammatoire telle que les voies NFκB, MAPK ou 

JAK-STAT. Nous avons récemment initié cette étude et observé une augmentation 

de l’expression de PrPC suite à un traitement au TNF-α, activateur de la voie 

NFκB. De plus, nous avons identifié la séquence originale de fixation de NFκB 

(ATTTGCAT) sur le promoteur du gène PRNP ainsi que le motif de fixation des 

sous-unités p50-p65 de NFκB (GAGACC), suggérant que l’augmentation de 

l’expression de PrPC pourrait être médiée par une régulation transcriptionnelle via 

la voie NFκB. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait pertinent de cloner le 

promoteur du gène PRNP dans un système d’expression en association avec la 

luciférase. D’une part, nous pourrons identifier les différentes séquences de 
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fixation des métaux et déterminer celles qui activent la transcription du gène 

PRNP, d’autre part nous pourrons muter certains sites potentiellement impliqués 

dans la régulation de l’expression de PrPC et caractériser leur rôle dans le contrôle 

de processus en lien avec la perméabilité de la cellule bronchique.  

 

֎ Au vue de son implication dans l’inflammation, dans la transmigration des 

PMNs et de son expression élevée au niveau des cellules endothéliales, il serait 

très intéressant de déterminer si PrPC joue un rôle le contrôle de la barrière 

endothéliale et dans la transmigration des cellules de l’inflammation au travers 

l’endothélium. Pour répondre à cette question, il serait intéressant de développer 

un modèle de co-culture de cellules épithéliales et endothéliales bronchiques afin 

d’y examiner l’expression de PrPC et l’effet de son invalidation sur la 

transmigration endothéliale des neutrophiles. Ce lien étroit entre PrPC, 

l’inflammation et le recrutement massif de PMNs laisse penser que PrPC pourrait 

directement contrôler la libération et/ou l’activation des neutrophiles. Ainsi, il 

serait pertinent de réaliser des tests d’activation de PMNs en présence de la 

protéine PrPC, tronquée ou mutée. En effet, il a été démontré que la partie N-

terminale de PrPC peut être clivée et libérée dans le milieu extracellulaire. 

Cependant, une fonction de ligand ou de messager de l’extrémité N-term de PrPC 

n’a jamais été décrite. Cette notion de messager cellulaire représenterait également 

un enjeu dans la compréhension des fonctions physiologiques de PrPC. 

 

֎ Nos conclusions au sujet de l’existence d’un phénomène de transcytose 

commun aux protéines PrPC et CFTR suggèrent l’existence de processus communs 

dans la régulation du trafic intracellulaire de PrPC et celui de CFTR et ouvrent des 

perspectives intéressantes à entreprendre. Pour confirmer ces hypothèses nous 

envisageons d’étudier les différentes voies de transcytose ou encore tracer par 

immunofluorescence le trafic intracellulaire de PrPC en absence ou en présence de 

la protéine CFTR. En effet, en fonction du tissu et de l’environnement cellulaire 

considéré, les voies de transcytoses incluant les protéines vésiculaires de la famille 

Rab varient significativement. Il a été récemment décrit que la phosphorylation de 

la cavéoline-1 induite par le peroxyde d'hydrogène est cruciale pour l'activation de 

la transcytose dans le tissu vasculaire pulmonaire. Ainsi, nous pensons que la 

régulation de la transcytose de PrPC et CFTR est soumise à la phosphorylation 
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préalable de certains récepteurs. Pour répondre à cette question, nous pourrons 

dans un premier temps isoler les domaines cellulaires rafts (domaines radeaux 

lipidiques) ou cavéolés (contenant des invaginations membranaires constituées de 

cavéoles) afin de déterminer si les protéines PrPC et CFTR y coexistent. Aussi, 

nous pourrons réaliser un fractionnement subcellulaire afin d’isoler les vésicules 

de la membrane plasmique, de l’appareil de Golgi et du RE et identifier les 

compartiments cellulaires dans lesquelles PrPC et CFTR sont retrouvées 

conjointement. 

 

֎ Les expérimentations réalisées in vitro dans mon projet de thèse sur les 

cellules HBE et HBE-PrPC devront également être réalisées sur une lignée 

cellulaire isogénique pour la lignée parental HBE et invalidée pour PrPC (HBE-

PrP-KO). Cette étude nous permettra de confirmer l’implication directe de PrPC 

dans le contrôle de la perméabilité de la cellule bronchique normale et 

mucoviscidosique. Nous avons tout récemment généré cette lignée cellulaire au 

laboratoire par la technique du CRISPR-Cas9 et nous sommes en cours 

d’investigation de l’impact cellulaire de l’extinction de PrPC sur les mêmes 

processus étudiés dans le contexte de sa surexpression entrepris dans mon projet 

de thèse. Dans le même sens, notre étude in vitro devra être complétée par des 

expérimentations sur le modèle murin surexprimant la protéine PrPC (souris 

tga20). 

 

֎ Pour finir, l’étude par cryo-microscopie électronique de l’état de la barrière 

épithéliale jonctionnelle dans des modèles surexprimants ou invalidés pour PrPC 

serait un bon indicateur de l’intégrité de la barrière bronchique. En effet, cette 

technique permettrait d’évaluer quantitativement l’impact de PrPC sur la perte de 

l’étanchéité de la barrière et la formation de brèche en mesurant l’espace 

paracellulaire entre deux cellules épithéliales. Par ailleurs, cette mesure pourrait 

apporter la preuve que la taille d’une brèche dans la barrière épithéliale bronchique 

serait suffisamment importante pour permettre le passage paracellulaire de 

Pseudomonas aeruginosa, un sujet qui reste très débattu. 
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Abstract  

Aim:  Bronchial  epithelium  acts  as  a  defensive  barrier  against  inhaled  pollutants  and 

microorganisms. This barrier  is often compromised  in  inflammatory airway diseases  that 

are  characterized by  excessive  oxidative  stress  responses,  leading  to  bronchial  epithelial 

shedding, barrier failure, and increased bronchial epithelium permeability. Among proteins 

expressed  in the  junctional barrier and participating to the regulation of  the response to 

oxidative and to environmental stresses is the cellular prion protein (PrPC). However, the 

role  of  PrPC  is  still  unknown  in  the  bronchial  epithelium.  Herein,  we  investigated  the 

cellular  mechanisms  by  which  PrPC  protein  participates  into  the  junctional  complexes 

formation, regulation, and oxidative protection in human bronchial epithelium.  

Results:  Both  PrPC  mRNA  and  mature  protein  were  expressed  in  human  epithelial 

bronchial cells. PrPC was localized in the apical domain and became lateral, at high degree 

of  cell  polarization,  where  it  co‐localized  and  interacted  with  adherens  (E‐cadherin/‐

catenin)  and  desmosomal  (desmoglein/desmoplakin)  junctional  proteins.  No  interaction 

was detected with tight junction proteins. Disruption of such interactions induced the loss 

of the epithelial barrier. Moreover, we demonstrated that PrPC protection against copper 

associated  oxidative  stress  was  involved  in multiple  processes,  including  the  stability  of 

adherens and desmosomal junctional proteins.  

Innovation:  PrPC  is  a  pivotal  protein  in  the  protection  against  oxidative  stress  that  is 

associated with the degradation of adherens and desmosomal junctional proteins. 

Conclusion:  Altogether,  these  results  demonstrate  that  the  loss  of  the  integrity  of  the 

epithelial  barrier  by  oxidative  stress  is  attenuated  by  the  activation  of  PrPC  expression, 

which deregulation might be associated to respiratory diseases. 
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Introduction 

The bronchial epithelium forms a critical barrier that is continually exposed to a variety of 

environmental agents such as pollutants, allergens, particles and microorganisms that are 

capable  of  causing  tissue  injury.  These  injuries  are  normally  countered  by  the 

establishment  of  an  effective  line  of  defense  and  repair  mechanisms  (51,65).  The 

periciliary surface fluid and mucus form the first  line of defense of the airways,  including 

the  production  of  abundant  mediators  and  innate  airway  immune  responses  (31).  The 

second  line  is  physical  and  consists  of  three  main  types  of  intercellular  junctional 

complexes  responsible  for  the  sealing  of  the  epithelium:  tight  junctions,  adherens 

junctions  and  desmosomes  (25,31,34).  The  disruption  of  the  intercellular  junction  of 

bronchial  epithelium  is  associated with an  increase  in epithelial  cell  permeability and an 

invasion  by  infectious  agents  (37,42,69).  This  phenomenon  constitutes  a  hallmark  of 

inflammatory and chronic  infectious diseases, such as cystic fibrosis (CF) (10). One of the 

parameters  that was  reported  to  contribute  to  the  airway  epithelial  barrier’s  injury  and 

dysfunction is the oxidative stress status, induced by endogenous productions of reactive 

oxygen  species  (ROS)  (26,39,47).  To  protect  and  repair  the  injured  epithelial  barrier 

following  exposure  to  an  oxidative  stress,  the  cells  setup  an  anti‐oxidative  system  that 

involves molecules such as vitamins E and C, with the ability to scavenger intracellular free 

radicals;  peptides  such  as  glutathione  that  chelate  free  copper;  and  enzymes  such  as 

catalase and superoxide dismutase (SOD) (45,68).  

The  cellular  prion  protein  (PrPC)  is  one  of  the  proteins  that  have  been  reported  to  be 

involved  both  in  antioxidant  protection  (1,33)  and  in  maintaining  the  integrity  of  the 

intestinal epithelial barrier (49,54). PrPC  is a glycosyl phosphatidyl  inositol (GPI)‐anchored 

glycoprotein known for its unique ability to undergo structural conversion from a normal 

isoform  (PrPC)  into  a  pathogenic  conformer  known  as  scrapie  (PrPSc)  (57).  The 

accumulation  of  PrPSc  aggregates  in  the  brain  is  a  distinctive  feature  of  transmissible 

spongiform  encephalopathies  (TSE),  a  group  of  animal  and  human  lethal 

neurodegenerative diseases (14). The physiological role of the cellular PrP has mainly been 

associated with stress‐protection (60,73), copper homeostasis (2) and neuronal excitability 

(38).  Other  functions  related  to  cellular  processes  and  metabolism  have  also  been 

reported  for  this  protein  (11).  In  epithelial  cells,  PrPC  localization  is  still  a  matter  of 
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discussion  and  the  majority  of  data  were  obtained  in  enterocytes  and  MDCK  cells 

(18,44,49,50,52,62,67). In these cells, PrPC was reported to be directed to the apical and/or 

basolateral membranes (18,44,49,50,52,62,67).  

Recently,  in  a  fully  polarized  MDCK  cells,  a  basolateral  to  apical  transcytosis  was  also 

reported  for  the  full‐length  PrPC  and  its  fragments  of  cleavage  (3).  However,  in  highly 

polarized enterocytes PrPC was found to be targeted to the lateral junctional complexes of 

adjacent cells and to interact with junctional proteins (3,62).  

To date, the role of the PrPC in the oxidative stress protection and in copper homeostasis 

in epithelial cells, including bronchial epithelial cells, is still poorly documented and the link 

between  its  protective  function  and  its  localization  in  the  apical  and/or  basolateral 

domains of bronchial epithelial cells is still unknown. 

We used the human bronchial epithelial cells  (16HBE14o‐) as a model  (21) to  investigate 

the expression, localization, regulation and function of PrPC  in relation to oxidative stress 

and  copper  status. We demonstrated  that  PrPC  protein  i)  is  expressed  at  the  apical  and 

basolateral  sides  ii)  undergoes  apical‐to‐basolateral  transcytosis  in  fully  polarized 

16HBE14o‐  cells,  iii)  localizes  and  interacts  with  adherens  junction  proteins,  vi)  impacts 

cell‐cell  adhesion  and  cell  junctions’  integrity. More  importantly, we  demonstrated  that 

PrPC  is  involved  in  copper homeostasis  and  in  the protection against  the  collapse of  the 

bronchial epithelial barrier caused by oxidative stress. 

Altogether,  this  study  highlights,  for  the  first  time,  the  role  of  PrPC  protein  in  the 

protection of the  lung barrier against oxidative stress by  increasing  its proper expression 

and by stabilizing key junctional proteins. These findings will improve our understanding of 

the  oxidative  stress‐associated  with  the  loss  of  the  integrity  of  the  epithelial  barrier  in 

inflammatory and chronic infectious lung diseases. 

Results 

PrPC expression and characterization in human bronchial epithelial cells 

The expression of PrPC protein was examined in human pulmonary epithelial cells. We used 

a well‐established transformed bronchial epithelial cell line 16HBE‐14o‐ (HBE) (16) that was 

kindly provided by Dr. D.C. Gruenert (University of California, CA) and A549, a human lung 

adenocarcinoma epithelial cell line. These cells are widely used as in vitro models to study 

type II pulmonary epithelial cells (ATCC, (23)). Both cell lines are able to grow as adherent 
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monolayer  cells  by  developing  cell‐cell  interactions  through  junctional  complexes. 

However,  only  HBE  cells  are  able  to  develop  a  progressive  and  high  trans‐epithelial 

resistance (TER).  In our conditions, A549 reached a maximum TER‐value of approximately 

18 Ω/cm2 after 9 days of culture, while HBE cells developed a TER of ~650 Ω/cm2 (Fig. S1‐

A). Comparable TER‐values have been reported previously (22). These findings confirm that 

despite normal distribution of junctional barrier proteins in the both cell types, A549 cells 

are  not  able  to  develop  comparable  tightness  to HBE  cells.  This makes HBE  cells  a  good 

model  to  study  the  role  of  proteins  that  are  involved  in  the  development  and  the 

maintenance of intercellular junctions. 

Using RT‐PCR, we demonstrated  that  PrPC  gene  is  expressed  in HBE and A549  cells  (Fig. 

1A). As  control, we used N2a, mouse neuroblastoma cells  commonly used  to  study PrPC 

(24,41,56), and HTR‐8/SVneo cells, a human anchoring trophoblast cell line,  in which PrPC 

expression has previously been characterized (2). PrPC mRNA was highly expressed in HBE 

compared  to A549  and N2a  cells  (Fig.1B).  These  results were  confirmed by  immunoblot 

assay (Fig. 1C). The anti‐PrP antibodies recognized three different PrPC forms in HTR, N2a, 

A549  and  HBE  cells.  These  forms  correspond  to  the  unglycosylated  (U~24  kDa),  the 

immature  glycosylated  (I~26‐30  kDa),  and  the mature  highly  glycosylated  PrPC  (H~31‐37 

kDa)  (Fig.  1C).  The  level  of  expression  was  evaluated  using  Na+/K+‐ATPase  α‐subunit  as 

loading control. Similar results were obtained using a second  loading control,  the β‐actin 

(Fig. S1‐B). 

At the cellular level, PrPC maturation is characterized by its degree of glycosylation and by 

its expression at the plasma membrane (30). As previously described (18), the glycosylation 

of mature PrPC was  sensitive  to N‐glycosidase F  (F)  and  insensitive  to endoglycosidase H 

(H), indicating the expression of mature PrPC in A549 and HBE cells (Fig.1D).  

To  further  characterize  PrPC  expression,  we  analyzed  its  digestion  profile  using  the 

proteinase K (PK) enzyme. It is well established that only PrPSC is resistant to PK, while PrPC 

is completely digested (9). Our results showed that the PrPC protein expressed in HBE and 

A549 cells were totally digested by PK (Fig. 1E), indicating that the PrPC protein detected in 

lung epithelial cells exhibits a normal conformation. 
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Human tissue and cellular localization of PrPC 

To characterize the  localization of PrPC protein  in human bronchial epithelial cells and to 

analyze  the  tissue  distribution  in  human  bronchi,  we  performed  both 

immunohistochemical  and  immunofluorescence  analyses  using  human  healthy  lung 

sections (Fig. 2A) and fixed A549 and HBE cells (Fig. 2B‐E).  

At the tissue level, PrPC protein was mainly detected in cilia cells in which the localization 

appeared to be cytoplasmic and at the plasma membrane, mostly at the lateral and apical 

sides  (Fig.  2A  (c)).  Low  expression  was  observed  in  the  connective  tissue  (Fig.  2A  (c)). 

Incubation in the absence of the primary antibody (Fig. 2A (a)), or in the presence of the 

primary  antibody  (SAF32)  that  has  been  preincubated  overnight  with  the  immunogen 

peptide (Fig. 2A (b)) confirmed the specificity of PrPC detection at the bronchial level. 

For  the  cellular  localization,  we  used  immunofluorescence  cell  imaging  and  X/Z  image 

reconstitution  to  analyze  the  distribution  of  PrPC  in  exponentially  growing  (3  days  of 

culture) or in polarized (10 days of culture) A549 and HBE cells. When A549 and HBE cells 

were  used  before  the  establishment  of  a  cell‐cell  junction  (3  days),  PrPC  protein  was 

detected  at  the  apical,  lateral  and  in  the  cytoplasmic  domains  (Fig.  2B  and  2C). 

Interestingly,  in  confluent  and  polarized  cells  (10  days),  only HBE  cells  that  developed  a 

high TER  (Fig. S1‐A) exhibited a unique  lateral  localization of PrPC  (Fig. 2D and 2E), while 

A549  cells,  even  after  10  days  of  culture,  did  not  display  any  change  in  the  PrPC 

distribution, compared to those observed after 3 days of culture (Fig. 2B and 2C).  

Altogether  these  results  reveal  that PrPC distribution  in HBE cells  is dependent upon  the 

cell  polarization,  highlighting  its  potential  role  in  the maintenance and/or  control  of  the 

cell’s junction repertoire.  

PrPC colocalizes with key junctional proteins  

Since  the  immunolocalization  results  showed  that  PrPC  was  localized  to  the  lateral 

membrane  of  polarized HBE  cells  (Fig.  2),  we  investigated  the  co‐localization  profiles  of 

PrPC with different  junctional  resident proteins using  immunofluorescence  imaging  cells, 

combined with X/Z image reconstitution. PrPC was found to co‐localize with ‐catenin and 

E‐cadherin,  two  representative proteins of  the adherens  junctions  (Fig.  3A and 3B).  PrPC 

also  co‐localized  with  desmoplakin  and  desmoglein,  two  proteins  of  the  desmosome 

junctions (Fig. 3A and 3B). 
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However, no co‐localization was found with ZO‐1 protein, a member of the tight junctions 

(Fig.  3A  and  3B).  In A549  cells,  PrPC  protein  also  co‐localized with  E‐cadherin,  ‐catenin, 

and desmoplakin (Fig. S1‐C and S1‐D). 

Because  it  was  reported  that  PrPC  protein  could  also  be  localized  into  the  nucleus  of 

intestinal  cells  (7), we  searched  for  such  localization  in  the HBE  cells. Very  light  staining 

was observed in the nucleus of HBE cells, suggesting a possible nuclear localization of PrPC 

protein  in  this  cell  type.  To  verify  the  existence  of  such  localization,  we  performed  a 

nucleus staining using DAPI (4',6‐diamidino‐2‐phenylindole), a fluorescent stain that binds 

strongly  to  DNA;  anti‐Ki‐67,  a  nucleus  resident  protein  that  is  associated  with  cell 

proliferation; and an anti‐PrPC antibody. Figure 3C shows that Ki‐67 and DAPI co‐localized 

in the nucleus. However, no staining and/or colocalization was found with the PrPC protein 

(Fig. 3C),  suggesting  that  the  localization and the role of PrPC  in  lung bronchial epithelial 

cells are restricted to the plasma membrane. 

PrPC interacts with junction‐associated proteins and is involved in the maintenance of the 

junctional barrier  

The  co‐localization  results  suggested  that  PrPC  protein  might  interact  with  junction‐

associated proteins. To verify  this hypothesis, we  immunoprecipitated PrPC protein using 

an  anti‐PrPC  specific  antibody  (SAF‐32).  The  targeted  proteins  were  detected  using 

western‐blot  analysis. We demonstrated  that PrPC does not  interact with ZO‐1  (Fig.  4A). 

However, PrPC interacts with ‐catenin, E‐cadherin, desmoplakin and desmoglein (Fig. 4A). 

To  confirm  the  specificity  of  the  antibody‐antigen  interaction,  we  used  a  non‐specific 

antibody  (mAb0)  instead of  the SAF‐32 antibody  to  immunoprecipitate  the PrPC protein. 

The results reported  in figure S2‐A confirm the specificity of SAF‐32 for  the PrPC protein. 

These  results  suggest  the  involvement  of  PrPC  in  the  establishment  of  the  junctional 

complexes in the bronchial epithelial tissue. 

To  test  this  hypothesis,  we  knocked  down  PrPC  expression  using  siRNA  strategy,  and 

measured  the  TER  and  fluorescein‐5‐isothiocyanate  (FITC)‐inulin  transport.  To  invalidate 

the PrPC expression  in HBE cells, we tested  two different siRNA  labelled #1 and #2. Both 

siRNA knocked down PrPC expression at mRNA and protein levels, as reported in figure S2‐

B‐D. For the subsequent experiments using siRNA strategy, only siRNA#1 was used.  
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The  TER  was  assessed  during  8  days  of  culture  to  determine  junction  formation  and 

strength (Fig. 4B). TER  levels at days 8 of culture were plotted  in figure 4C. As expected, 

TER increased in a time‐dependent manner and reached a plateau after 8 days of culture 

(~620  Ω.cm2),  which  reflects  the  formation  of  cell‐cell  junctions  (Fig.  4B  and  4C). 

Interestingly,  in PrPC‐knockdown HBE cells the TER levels were lower (~50%, ~300 Ω.cm2) 

compared  to  the  control  condition  (Fig.  4B  and  4C).  In  addition  to  TER  results,  the 

evaluation  of  the  transport  of  FITC‐inulin  demonstrate  the  increase  of  the  paracellular 

permeability  upon  PrPC  knock  down  in  HBE  cells  (Fig.  4D).  Thus,  the  decrease  in  TER 

associated  with  enhanced  permeability  to  inulin  is  an  indicator  of  loss  of  bronchial 

epithelial barrier function. 

Altogether,  these  results  demonstrate  for  the  first  time,  the  direct  involvement  of  PrPC 

protein in the junction formation of bronchial epithelial cells. 

Cu upregulates PrPC expression in human bronchial epithelial cells and in mice bronchial 

epithelial tissue 

Since PrPC protein binds with high affinity 5 copper ions (8), we first analyzed the dose and 

time‐dependent effects of Cu on PrPC expression  in HBE cells. After Cu  stimulation, PrPC 

expression  gradually  increased  in  a  concentration‐  (Fig.  5A  and 5B)  and  time‐dependent 

manners (Fig. 5D).  

PrPC  protein  levels  were  quantified  and  normalized  based  on  the  levels  of  the  alpha 

subunit  of Na+/K+‐ATPase  (Fig.  5B). As  shown  in  Fig.  5A,  PrPC was detected  in untreated 

HBE  cells  as  U‐,  I‐  and  H‐glycosylated  forms.  Following  Cu  stimulation,  the  three 

glycosylated forms gradually increased after 24h of treatment (Fig. 5A and 5B). Similar to 

PrPC protein expression, the PrPC mRNA levels were also significantly increased in response 

to Cu treatment (Fig. 5C and 5E), suggesting a transcriptional effect. Using a non‐epithelial 

N2a cells, we observed that copper treatment also increased the expression of the three 

forms of PrPC protein (Fig S3‐A and B). 

The  high  level  of  the  H‐glycosylated  form  of  PrPC  observed  following  Cu  treatment 

suggested an  increase of PrPC  insertion  into  the plasma membrane.  This hypothesis was 

confirmed by  the  cell  surface  biotinylation  assay  (Fig.  6A).  Image  analysis  revealed  that, 

compared  to  the  control  condition  (absence  of  Cu),  the  abundance  of  biotinylated  PrPC 

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 Y

O
R

K
 U

N
IV

E
R

SI
T

Y
 L

IB
R

A
R

IE
S 

fr
om

 w
w

w
.li

eb
er

tp
ub

.c
om

 a
t 1

2/
21

/1
8.

 F
or

 p
er

so
na

l u
se

 o
nl

y.
 



Page 9 of 46 
 
 
 

9 

A
n
ti
o
xi
d
an

ts
 a
n
d
 R
ed

o
x 
Si
gn

al
in
g 

In
vo

lv
em

en
t 
o
f 
th
e 
P
ri
o
n
 P
ro
te
in
 in

 t
h
e 
P
ro
te
ct
io
n
 o
f 
th
e 
H
u
m
an

 B
ro
n
ch
ia
l E
p
it
h
el
ia
l B

ar
ri
er
 a
ga
in
st
 O
xi
d
at
iv
e 
St
re
ss
  (
D
O
I:
 1
0
.1
0
8
9
/a
rs
.2
0
1
8
.7
5
0
0
) 

Th
is
 p
ap

er
 h
as
 b
ee

n
 p
ee

r‐
re
vi
ew

e
d
 a
n
d
 a
cc
ep

te
d
 f
o
r 
p
u
b
lic
at
io
n
, b

u
t 
h
as
 y
et
 t
o
 u
n
d
er
go

 c
o
p
ye
d
it
in
g 
an

d
 p
ro
o
f 
co
rr
ec
ti
o
n
. T
h
e 
fi
n
al
 p
u
b
lis
h
ed

 v
er
si
o
n
 m

ay
 d
if
fe
r 
fr
o
m
 t
h
is
 p
ro
o
f.
 

was  increased  ~25%  following  24h  of  Cu‐treatment  (100µM),  suggesting  that  the  H‐

glycosylated form is almost totally inserted into the plasma membrane (Fig. 6B).  

Cu increases PrPC expression, specifically at the junctional side of HBE cells 

To determine the HBE cells membrane domain (apical, lateral and/or basolateral) in which 

the H‐form of PrPC protein was expressed following Cu treatment (Fig. 6A and B), we used 

immunofluorescent  assays  (Fig.  6C  and  6D).  Following  Cu  treatment,  we  observed  an 

increase  in PrPC expression  in non‐ and  in permeabilized HBE cells  (Fig. 6C, X/Y). The X/Z 

image reconstitution (Fig. 6C, X/Z) demonstrates that the plasma membrane fluorescence 

increased specifically  in  the  lateral  side. The quantification of  the  intensity of  the  lateral 

fluorescence  indicated an  increase of ~65% and ~40%  in non‐  and  in permeabilized HBE 

cells, respectively (Fig. 6D), suggesting that PrPC insertion at the lateral side might play an 

important  role  in  the protection of  the  junctional barrier against  the effects of oxidative 

stress in bronchial epithelial cells.    

To get more insights into the effect of copper on PrPC expression in an in vivo system, we 

evaluated the effect of copper treatment on PrPC expression in bronchial epithelial tissue, 

by  watering  8‐10  weeks  C57BL/6  mice  with  aquatic  solution  containing  copper.  The 

efficiency  of  Cu  treatment  was  determined  by  the  measurement  of  blood  Cu 

concentrations as previously reported by our group (2). 

Immunohistochemistry analysis of  lung tissues collected from control and copper treated 

mice showed that PrPC was expressed in ciliated and basal cells in control mice (Fig. S3‐B 

(b) and (c)). Following copper treatment, the PrPC expression increased in bronchial tissues 

(Fig.  S‐B  (c)). Altogether,  these  results  suggest  that  there might be  a  strong  relationship 

between the concentration of extracellular copper and the levels of PrPC expression in the 

bronchial epithelial tissue.  

Elevated  PrPC  levels  protect  against  Cu  accumulation,  Cu‐induced  oxidative  stress 

production, and bronchial epithelial cell death 

Copper  homeostasis  is  finely  regulated  and  any  disruption  of  its  physiological 

concentrations causes an increase in the intracellular oxidative stress. The increase in PrPC 

expression upon Cu treatment may reveal a stress protective response within the cell. To 

test the role of elevated PrPC expression in preventing the Cu‐induced cytotoxicity, we first 

measured  the HBE  cells  viability  using  the MTT  assay.  After  24  h  of  incubation with  the 
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indicated Cu concentrations, HBE cells exhibited a significant cell death of ~30% at 100 µM 

(Fig. 7A). Similar degree of cell death was observed at 200 µM (Fig. 7A).  

Based  on  the  high  proportion  of  dead  cells,  we  hypothesized  that  this  might  be  the 

consequence  of  an  oxidative  stress  induced  by  the  increase  in  the  intracellular  copper 

concentrations. Using ICP‐AES assay, we confirmed that the intracellular concentrations of 

Cu increased in a dose‐dependent manner (Fig. 7B). To confirm the relationship between 

copper and the levels of PrPC expression, we knocked down the cellular prion protein using 

siRNA  strategy.  Knockdown  of  PrPC  had  no  significant  effect  on  cell  survival  (Fig.  7C).  A 

significant increase in cell death was however observed in PrP‐depleted HBE cells (~80% at 

24h) following incubation with 100 µM of Cu (Fig. 7C).  

Then we monitored the oxidative‐stress production and intracellular Cu content following 

Cu treatment in the absence or presence of PrPC. After exposure of HBE cells to 100 µM of 

Cu,  the  DCF  fluorescence,  indicative  of  the  presence  of  an  oxidative  stress,  increased 

compared to untreated HBE cells (Fig. 7D). In the PrPC‐silenced HBE cells, the level of DCF 

fluorescence  was  similar  compared  to  the  control  HBE  (Fig.  7D).  The  treatment  of  PrP‐

knockdown HBE with 100 µM of Cu increased the oxidative stress accumulation by ~2‐fold 

(Fig. 7D).  

Finally,  using  PrP‐knockdown  HBE  cells  we  confirmed  that  PrPC  participates  into  the 

regulation of the  intracellular Cu concentration (Fig. 7E). Using ICP‐AES we found that Cu 

concentration  in  normal HBE was  ~0.02  µg/106  cells  (Fig.  7E). A  slightly  elevated  copper 

levels (~0.03 µg/106 cell) were observed in PrPC‐silenced HBE cells (Fig. 7E). When Cu was 

added during 24h, the intracellular copper concentration was increased to ~0.8 µg/106 cell 

in wild type and to ~1.3 µg/106 cell in PrPC‐depleted HBE, respectively (Fig. 7E). 

ROS‐mediated increase of PrPC in HBE cells  

Based  on  the  results  reported  in  figures  5A  and  7D,  24h  of  treatment  with  100  µM  of 

copper  significantly  increased  PrPC  expression  and  the  production  of  pro‐oxidants 

molecules in HBE cells. These data suggested that PrPC increased expression might in part 

be due to a primary increase in pro‐oxidants molecules, such as hydrogen peroxide (H2O2).  

This  hypothesis  was  tested  by  treating  HBE  cells  for  24h  with  100  µM  of  H2O2  in  the 

absence or in the presence of 100 µM of Trolox, a hydrophilic analogue of vitamin E (Vit E) 

that acts as a free radicals scavenger (63). 
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First, we evaluated the ability of Vit E to reduce the intracellular level of ROS in HBE cells. 

As shown in figure 8A, treatment with H2O2 significantly  increased the  levels of ROS that 

were  reduced  in  the  presence  of  Vit  E.  Interestingly,  the  invalidation  of  PrP  gene 

expression led to the collapse of the antioxidant protection provided by the PrPC protein, 

as  demonstrated  by  the  elevated  levels  of  ROS  in  the  presence  of  H2O2  and  by  their 

reduction in the presence of  the Vit E (Fig. 8A). To confirm our results, we performed an 

immunoblot using proteins extracts prepared  from HBE cells  treated  for 24h either with 

copper (Cu), Vit E, H2O2, or Vit E plus H2O2 (H2O2+Vit E). Treatment with 50 µM of copper 

increased  the  expression  of  PrPC  protein.  Similar  results were  observed  upon  treatment 

with H2O2, however, only the expression of the U‐ form was increased (Fig. 8B). The H‐ and 

I‐ forms appeared to slightly decrease compared to the control condition (Fig. 8B). Similar 

data were observed in neuronal cells and have been reported to result from PrPC cleavage 

at the end of the copper‐binding octapeptide repeats through the action of ROS, a process 

termed ‐cleavage (71). 

To  further  clarify  the  relationship  between  PrPC  expression  and  ROS  production,  we 

evaluated the effect of iron (Fe), a metal known to exhibit less affinity for PrPC compare to 

copper  and  known  to  be  a  source  of  ROS  production  via  the  Fenton  reaction  (72). 

Treatment of HBE cells during 24h with the iron induced an increase in the expression of 

H‐  and  I‐  PrPC  forms  and  to  less  extent  the  U‐form  (Fig.  8C).  Altogether,  these  results 

demonstrate  that  PrPC  protein  responds  to  oxidant  aggressions  independently  of  their 

origin. 

Copper induced PrPC expression is mainly transcriptional. 

Since we showed that copper treatment increases the production of oxidative stress (Fig. 

7D) and that ROS production increased PrPC expression (Fig. 8B), we performed different 

experiments  to  evaluate  the  effect  of  copper  associated  oxidative  stress  on  PrPC 

expression.  First,  we  demonstrated  that  Trolox  treatment  is  able  to  reduce  ROS  levels, 

produced  after  treatment with  copper  (Fig  9A).  Compared  to  the  control  condition  (Fig. 

9B),  Trolox  treatment  did  not  affect  the  levels  of  PrPC  expression  following  copper 

treatment  (Fig.  9  C),  demonstrating  that  even  in  the  absence  of  any  oxidative  stress, 

copper treatment still  increases the levels of PrPC protein expression. Similar results have 

been observed at the  level of the mRNA, using Trolox (Fig. 9D). Our results demonstrate 

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 Y

O
R

K
 U

N
IV

E
R

SI
T

Y
 L

IB
R

A
R

IE
S 

fr
om

 w
w

w
.li

eb
er

tp
ub

.c
om

 a
t 1

2/
21

/1
8.

 F
or

 p
er

so
na

l u
se

 o
nl

y.
 



Page 12 of 46 
 
 
 

12 

A
n
ti
o
xi
d
an

ts
 a
n
d
 R
ed

o
x 
Si
gn

al
in
g 

In
vo

lv
em

en
t 
o
f 
th
e 
P
ri
o
n
 P
ro
te
in
 in

 t
h
e 
P
ro
te
ct
io
n
 o
f 
th
e 
H
u
m
an

 B
ro
n
ch
ia
l E
p
it
h
el
ia
l B

ar
ri
er
 a
ga
in
st
 O
xi
d
at
iv
e 
St
re
ss
  (
D
O
I:
 1
0
.1
0
8
9
/a
rs
.2
0
1
8
.7
5
0
0
) 

Th
is
 p
ap

er
 h
as
 b
ee

n
 p
ee

r‐
re
vi
ew

e
d
 a
n
d
 a
cc
ep

te
d
 f
o
r 
p
u
b
lic
at
io
n
, b

u
t 
h
as
 y
et
 t
o
 u
n
d
er
go

 c
o
p
ye
d
it
in
g 
an

d
 p
ro
o
f 
co
rr
ec
ti
o
n
. T
h
e 
fi
n
al
 p
u
b
lis
h
ed

 v
er
si
o
n
 m

ay
 d
if
fe
r 
fr
o
m
 t
h
is
 p
ro
o
f.
 

that  copper  increases  the  expression  of  PrPC  through  the  Cu‐associated  oxidative  stress 

but also  through a  transcriptional pathway. However,  the  latter  is more predominant as 

previously reported in placental cells (2).  

PrPC protein protects the junctional proteins against Cu oxidative effects  

The functional effects of Cu on the permeability of the junctional barrier in polarized HBE 

cells were monitored by measuring TER values upon their treatment with 100 µM of Cu, 

from the apical side, for the indicated times. As shown in Fig. 10A, copper ions decreased 

TER  values  in  a  time‐dependent  manner,  as  evidenced  by  the  decrease  in  TER  values 

(~20%)  (Fig. 10B). The  levels of TER measured  in  the HBE cells  treated with copper were 

compared  to  those  obtained  in  PrPC‐knockdown  HBE  cells  (Fig.  10B),  at  day  4  of 

confluence.  

The  results  indicated  that  in HBE cells  the decrease  in PrPC expression  (siPrPC)  increased 

cell permeability  (~50%) compared  to Cu  treatment  (~18%). Our  results  suggest  that  the 

increase in PrPC expression in the  lateral side of bronchial epithelial cells (Fig. 6) protects 

the junctional barrier against the Cu‐inducing oxidative stress that might affect the levels 

of expression of junctional protein, as was previously reported (20).  

To  test  our hypothesis, we  first  evaluated  the effect of  copper  treatment on  the  steady 

state  expression  of  tights  (ZO‐1,  occluding  (Occ)),  adherents  (‐catenin  (‐Cat)  and  E‐

cadherin (E‐Cad)) and desmosome (desmoplakin (Dep)) junctions. The results showed that 

in  the presence of  copper only  ZO‐1  expression decreased  in  a  time‐dependent manner 

(Fig.  10C).  Neither  ‐Cat/E‐Cad  nor  desmoplakin  proteins  were  affected  by  the  copper 

treatment (Fig. 10C). 

Subsequently, we assessed the stability of ZO‐1 and occludin proteins using cycloheximide 

(CHX) assays  in  the absence or  in  the presence of  copper. As  reported  in  figure 10D  the 

degradation of ZO‐1 and occludin (Occ) were accelerated in the presence of copper.  

Using  PrPC‐knockdown  HBE  cells,  we  evaluated  the  role  of  PrPC  protein  using 

cycloheximide (CHX) assays in the absence or in the presence of copper (Fig. 10E). 

Since  there was no  co‐localization,  or  interaction between PrPC  and  ZO‐1 protein  (Fig.  3 

and  4),  we  were  not  surprised  to  observe  that  the  degradation  rate  of  ZO‐1  was  not 

accelerated in PrPC‐knockdown HBE cells, in the absence or in the presence of copper (Fig. 

10E).  Unexpectedly,  occludin  degradation  was  accelerated  under  the  same  conditions, 
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suggesting that ZO‐1 and occludin are differentially regulated by PrPC and copper, although 

they  belong  to  the  same  family  of  tight  junctions.  The  degradation  rate  of  desmoplakin 

(Dep) and desmoglein (Deg), proteins that interact with PrPC, was significantly increased in 

PrPC‐knockdown HBE cells, particularly in the presence of copper (Fig. 10E). Similar results 

were obtained using a second siRNA (siPrP (#2)) (Fig. S4‐B) compared to the control, using 

scrambled siRNA (Fig. S4‐A).  

These  results  demonstrate  that  by  interacting  and  stabilizing  the  junctional  proteins 

(adherens and desmosomes), PrPC participates in the oxidative stress protection and in the 

maintenance of the bronchial epithelial junctional barrier.  

Discussion 

The present study is the first to demonstrate that PrPC is expressed in the human bronchial 

epithelial cells, which form a physical barrier to inhaled toxic particles, bacteria and viruses 

(58). Using multiple approaches, we provide strong evidences for a novel role of the PrPC 

protein  in  the protection of  the bronchial epithelial barrier against potentially generated 

oxidative stress. The in vivo studies performed both in mice and human demonstrated that 

the PrPC protein is highly expressed in the bronchial epithelial cells, comforting the search 

of its role in this epithelium.  

Importantly,  we  demonstrate  that  PrPC  expression,  glycosylation  and  digestion  profiles 

detected in A549 and HBE cell  lines were similar to those reported in intestinal epithelial 

cells  (49),  (50) and placental  trophoblast cells  (2). Moreover,  the amount of PrPC protein 

was  4  and  5  times  higher  in  human  HBE  cells  compared  to  human  (SH‐SY5Y)  and mice 

(N2a)  neuronal  cells  (data  not  shown),  suggesting  an  important  role  for  PrPC  in  the 

bronchial epithelium function.  

Compared  to  renal  and  intestinal  MDCK  and  Caco‐2  epithelial  cells  (18,49),  HBE  cells 

display also a high number of PrP gene copies and a high levels of PrPC protein. 

HTR,  A549  and  HBE  cell  lines  mostly  expressed  PrPC  forms  of  lower  electrophoretic 

mobility with apparent molecular weights between 30 and 37 kDa, compared to N2a cells 

that  exhibit  26‐30  kDa  molecular  weights  for  the  PrPC.  Similar  results  were  previously 

reported  in  N2a  cells  when  compared  to  the  rat  B104  neuroblastoma,  the  mouse 

hypothalamic GT1‐7, and the rat adrenal pheochromocytoma PC‐12 cell lines (48). Monnet 
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et al (48) reported that in N2a cells the threshold of detection of the PrPC was too low to 

evaluate the distribution of its multiple forms. 

Although the molecular difference between the glycosylated forms  in N2a and the other 

cells types is still to be elucidated, the deglycosylation results clearly showed that the 30‐

37  kDa  PrPC  forms  detected  in  HTR,  A549  and  HBE  cells  correspond  to  the  PrPC  forms 

observed  in  N2a  cells.  The  N‐glycosylated  forms  of  PrPC  might  exhibit  different  glycan 

chains or derivatizations depending on the cell type. PrPC deglycosylation in the different 

cell extracts including N2a cells (Fig. S4‐C) indicated that the glycosylation processes were 

similar for all samples. The cellular prion protein glycosylation and expression  levels may 

vary depending on the cell’s density and/or  state of differentiation, as previously reported 

for  neuroblastoma  B104  cells  (48).  Other  possibility  is  that  PrPC  protein  may  undergo 

proteolytic  processing  resulting  in  the  production  of  different  fragments  as  previously 

reported (40). In our study, copper‐dependent ‐cleavage is certainly taking place. The β‐

cleavage performed by radicals in a Fenton type reaction has been proposed to take place 

around  the  amino  acid  position,  90  of  the  PrPC  protein  (40).  In  consequence  of  this 

cleavage,  an  N‐terminal  fragment  of  ~9  kDa  (termed  N2)  is  released  whereas  a 

corresponding C2 fragment of 18–20 kDa (depending on the glycosylation status) remains 

bound  to  the  cellular membrane.  To  avoid  the  interference  of  this  parameter  with  the 

interpretation of our results regarding the expression of the full length PrPC protein under 

its  different  glycosylation  states,  we  used  the  SAF‐32  mAb  that  recognizes  the  whole 

octarepeated region of PrPC spanning residues 51‐98 (28).  

To date,  there  is no consensus  regarding  the precise  localization of  the PrPC  in epithelia. 

Several groups, including ours, have proposed an apical localization of PrPC in MDCK cells 

(13,18,59), which  diverge  from other  studies  showing  a  baso‐lateral  localization  (62,67). 

These findings suggest that PrPC localization is either controlled by the degree of epithelial 

cell  polarization  or  that  the  PrPC  protein  contributes  to  epithelial  cell  fusion  and 

polarization.  Such  transcytosis  trafficking  has  been  recently  observed  in  polarized 

epithelial MDCK cells (3).  

PrPC was detected in junctional complexes of the lateral membranes of adjacent polarized 

HBE cells where it was found to co‐localize and interact with E‐cadherin and desmoglein, 

and with their cytoplasmic partner, ‐catenin (plakoglobin) and desmoplakin. Interestingly, 
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no co‐localization or interaction of PrPC was reported with tight junction proteins. Similar 

results were described in enterocytes, where PrPC was reported to be targeted to cell–cell 

junctional  zone and  to  interact with  several desmosomal  (desmoglein‐2, desmoplakin, γ‐

catenin), but not with adherens proteins (49). The absence of interaction with E‐cadherin 

in enterocytes cells, even if a cellular co‐localization was observed (49), suggested that in 

the  bronchial  epithelium  such  interactions might  be  important  for  the  stability  and  the 

function of the junctional barrier.  

In relation to the  intracellular  localization of PrPC,  it was reported that this protein could 

also be localized into the nucleus of intestinal cells (7). Based on the primary structure of 

the  PrP  protein  and  the  site  of  its  biosynthesis  and maturation  (64),  the  corresponding 

sialoglycoprotein is normally addressed to the plasma membrane where it can be released 

by phospholipase or protease treatments (64). Importantly, in the mouse scrapie‐infected 

neuroblastoma cell  line  (ScN2a),  immunocytochemical  studies  revealed  that PrPSc and/or 

PrPC  are  present,  not  only  at  the  plasma  membrane  or  in  cytoplasmic  compartments 

(12,43), but also in the nuclear compartment, particularly into the nucleolus (55).  

According to its size (24 to 37 kDa), PrPC is able to enter the nucleus either in an energy‐

dependent pathway if  it possesses an NLS or by passive diffusion.  Indeed, the analysis of 

the  primary  structure  of  the  mature  protein  have  revealed  the  existence  of  a  nuclear 

localization  sequence  in  N‐terminal  extremity  (KKRPKP  noted  Pnls)  (6,27).  Through  our 

experiments, we  cannot  conclude  that  PrPC  protein  is  localized  into  the  nucleus  of  HBE 

cells.  This  statement  is  based  on  the  co‐immunofluorescence  experiments  that  did  not 

show  any  co‐localisation  between  the  PrPC  and  Ki‐67.  Interestingly,  as  reported  for 

trophoblast cells (2), the incubation of HBE cells with Cu increased PrPC plasma membrane 

insertion, providing evidences for a potential role of PrPC as a Cu sensor and/or chelator at 

the  cell  surface  to protect  these  cells  from Cu excess. However,  in neurons,  it  has been 

reported that treatment with Cu increased PrPC endocytosis (53), suggesting that the role 

of PrPC protein in copper homeostasis is cell‐dependent. Importantly, our in vivo approach 

substantiated the increase of PrPC expression at the bronchial level, upon Cu intake by the 

mice. Because of the immediate endocytosis of PrPC protein upon copper binding, one can 

speculate that prion protein could constitute a real copper transporter. In fact, once PrPC 

binds  extracellular  copper  on  the  cell  surface  and,  when  endocytosed  and  exposed  to 
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lower  pH  of  intracellular  organelles,  releases  the  metal  ions.  This  hypothesis  is  very 

tempting, however multiple biochemical studies rather support the sensor role of PrPC for 

copper and for other metals such as Zn2+ and Mn2+ (35,46,70).  

The increase in PrPC expression following Cu treatment caused a significant increase in the 

intracellular Cu concentration, along with an  increase  in ROS production.  In addition, the 

loss of  the expression of PrPC protein,  in  the presence of Cu, caused dramatic effects on 

HBE viability and  increased Cu content and ROS production. These  finding highlights  the 

stress protective  role of PrPC protein  in bronchial epithelial  cells and substantiate  recent 

publish data reporting a stress protective role of PrPC protein (60,73). We also confirm that 

PrPC protein respond to other type of stress such as H2O2 and iron. Regarding iron, recent 

reports  also  indicated  that  PrPC  promotes  cellular  iron  uptake  by  functioning  as  a 

ferrireductase  (29).  However,  the  metal  transporter(s)  involved  in  PrPC‐associated  iron 

uptake and transport are not known. Human neuroblastoma cells (M17) that over‐express 

PrPC show resistance to higher amounts of ferric ammonium citrate (FAC) relative to non‐

transfected  cells,  suggesting  a  dose‐dependent  protection  against  redox‐iron.  One  likely 

explanation for  these observations  is  that  interaction of  redox‐iron with copper and  iron 

bound PrP initiates the Fenton reaction, resulting in denaturation and aggregation of PrP 

at the cell surface (17).  

In  addition, we  demonstrated  that  even  if  PrPC  expression  is  increased  during  oxidative 

stress,  under  copper  treatment,  its  levels  of  expression  are mainly  controlled  through  a 

transcriptional pathway. 

However, the link between the role of PrPC in bronchial epithelial barrier and its associated 

role against the oxidative stress is still to be demonstrate. 

One of the consequences of chronic oxidative stress in the lung is the bronchial epithelial 

shedding  and  the  breakdown  of  epithelium  cohesion  (4,5,36).  Several  reports  in  the 

literature  have  shown  that  damages  caused  by  free  radicals  in  epithelial  cells  are 

associated with an increase in the tight junction‘s permeability (4,5,61). We confirmed this 

finding  in HBE cells and  further demonstrate  that  these effects were ZO‐1 and occluding 

dependent.  Similar  results  have  been  reported  in  Caco‐2  cells  (19,20).  The  PrP  gene 

invalidation in HBE cells caused a decrease in TER along with an increase in the instability 
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of tight and desomosomal protein junctions, highlighting the importance of PrPC protein in 

oxidative protection of junctional proteins. 

Through  its  interactions,  PrPC  protein might  ensure  the  stability  and  an  oxidative  stress 

protection  for  E‐cadherin,  ‐catenin,  desmoplakin  and  desmoglein.  The  absence  of  such 

interactions might lead to the degradation of key junctional proteins, as was observed for 

ZO‐1  and  occludin.  Previous  studies,  reported  that  in  Caco‐2  cells  copper  induced  a 

concentration‐ and time‐dependent decreases in the expression of tight junction proteins 

along with an  increase  in their permeability  (19,20). These effects might be explained by 

the absence of interactions between PrPC and E‐cadherin, as previously reported in these 

cells (49). 

Altogether  our  results  demonstrate  that  PrPC  protein  by  forming  complexes  with  E‐

cadherin/γ‐catenin and desmoglein/plakoglobin proteins participates in the regulation, the 

stability  and  the  oxidative  protection  of  adherens  and  desmosomal  junctions  in  the 

bronchial  cell  barrier.  Yet,  it  is  still  to  be  demonstrated  whether  the  induction  of  PrPC 

expression  and  its  lateral  localization  are  protective  mechanisms  during  chronic  airway 

diseases. 

Innovation:  

Chronic bronchial infection, inflammation and oxidative stress in pulmonary diseases such 

as cystic  fibrosis  lead  to epithelial cell disorganization along with  increased permeability. 

Yet,  the  mechanism  by  which  this  occurs  is  still  to  be  determined.  Here  we  brought 

evidences  that  the  cellular  prion  is  involved  in  the protection of  the bronchial  epithelial 

barrier upon oxidative stress occurrence. PrPC protection of the lung epithelial barrier was 

exhibited  through  its  capacity  to  interact  and  to  stabilize  adherens  and  desmosomal 

protein. 

Experimental Procedures 

Human tissues collection 

Peripheral human  lung  tissue  (containing non cartilaginous airways) was obtained at  the 

time of  lung  transplantation  from non‐smoking  controls undergoing  lung  resection upon 

peripheral lung cancer (Grenoble Hospital). Lung tissue samples were fixed in 10% neutral 

buffered  formalin  by  inflation‐immersion  and  embedded  in  paraffin.  Collection  and 
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processing of human  lungs were  conformed  to  the declaration of Helsinki  and  to all  the 

rules of the  local Committees on Human Research.  Informed consent was obtained from 

each patient. 

Mice tissues collection 

For the in vivo experiments, mice (8–10‐weeks old, 20–25 g) of C57BL/6 strains were used. 

Mice  were  obtained  from  the  animal  facility  of  CNRS  (Orléans,  France).  The mice were 

randomly  assigned  to  receive  either  distilled  water,  containing  50  ppm  sucrose,  or  250 

ppm copper (copper sulfate (CuSO4)) and 50 ppm sucrose.  

All  procedures  involving  animals  and  their  care were  approved  by  the  local  institutional 

Ethics  Committee.  Mice  were  sacrificed  using  cervical  dislocation  after  chloral  hydrate 

anesthesia. Fresh  lungs were collected from each animal. Shortly after collection,  tissues 

were fixed in 4% paraformaldehyde at room temperature. 

Immunohistochemistry 

5  µm  paraffin‐embedded  sections  were  prepared  from  human  non‐smoking  peripheral 

lung  tissues.  Immunohistochemistry was performed as described previously  (2).  Sections 

were  incubated with  anti‐PrP  antibody  (SAF32,  Bertin‐Pharma,  France).  Immunopositive 

staining  was  detected  using  a  Vectastain  ABC  kit  (Vector  Labs)  using  DAB  (3,  3’‐

diaminobenzidine)  as  the  chromagen  (Vector  Labs).  Slides  were  counterstained  using 

hematoxylin  (Sigma  Aldrich,  France).  Control  sections  were  treated  with  either  the 

secondary  antibody  alone  or  with  the  anti‐PrPC  antibody  (SAF‐32)  that  has  been 

preabsorbed  overnight  at  4°C  with  the  appropriate  antigen  peptide  (Covalab  company, 

Lyon, France). 

Immunohistochemistry was  also performed on  lung  sections  collected  form C57 mice  as 

described previously (2).  

Cell culture 

All  culture  media  were  purchased  from  Life‐Technologies  (France).  The  mouse 

neuroblastoma (N2a) and adenocarcinoma human alveolar basal epithelial (A549) cell lines 

were  cultured  in  high  glucose  DMEM‐Glutamax  (Dulbecco’s  Modified  Eagle’s  Medium) 

medium,  whereas  HBE  cells  were  cultured  in  normal  MEM  (Modified  Eagle’s  Medium) 

medium.  
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All  media  were  supplemented  with  10%  fetal  Bovine  serum  (Biowest,  France)  and  1% 

antibiotics mix  (100  IU/ml of penicillin and 10 mg/ml  streptomycin,  Sigma). Cell  cultures 

were performed at 37°C in a 5% CO2/air atmosphere. Where indicated, cells were treated 

with vehicle or different concentrations of copper (Cu) for the indicated times.  

siRNA knockdown of PrPC and Transfection 

The silencing PrPC expression essay was performed  following  the protocol described  in a 

previous  report  (32). The experiments where the expression of PrP gene was  invalidated 

using siRNA strategy were performed in parallel of controlled experiments using scrambled 

siRNA. The presence of the transfectant reagent (Lipofectamine® 2000, France) and siRNA 

scramble  did  not  affect  the  cell  viability  compared  to  the  control  (untreated)  condition. 

The results are reported as supplementary data (Fig. S4‐D).  

Cells lysates  

For the steady state expression and endoglycosidase experiments, cells were washed twice 

with ice‐cold phosphate buffer saline (PBS) and lysed at 4°C for 20 min  in PBS containing 

1% NP40,  0.5%  deoxycholic  acid,  and  0.1%  SDS  added with  protease  inhibitors  (10 mM 

PMSF, 1 µM leupeptin/pepstatin A and 1mg/ml of  iodoacetamide). For proteinase K (PK) 

treatment,  cells were  lysed  in  PBS  containing  100 mM NaCl,  10 mM Tris,  10 mM EDTA, 

0.5% NP‐40, 0.5% deoxycholic acid, pH 7.4. Protein concentrations were measured using 

the Micro BCA protein assay kit (Thermo Scientific, France). 

Endoglycosidase and proteinase K (PK) digestion 

To  distinguish  between  high  mannose  and  complex‐type  N‐linked  oligosaccharide 

modification of PrPC, cell  lysates were  incubated with endoglycosidase H (H) and peptide 

N‐glycosidase F (F) as previously reported (2). The mobility shift of deglycosylated PrPC was 

visualized  by  immunoblotting  using  an  anti‐PrP  mAb  (SAF32).  For  PK  treatment,  cells 

lysates were incubated with 20μg/ml PK for 3h at 37°C, and the reaction was stopped by 

adding PMSF (3mM). 

Immunoprecipitation, electrophoresis and immunoblotting  

For  immunoprecipitation  assay,  cells  were  lysed  at  4°C  for  30  min  in  PBS  lysis  solution 

containing 20 mM Tris HCl pH 8, 137 mM NaCl, 10% glycerol and 1% Nonidet P‐40 (NP‐40). 

Protein extracts were incubated 2 h with 1 μg/ml of anti‐PrPC antibody (SAF32) at 4°C, and 

immunoprecipitated with protein G‐coupled sepharose beads (Sigma) for 2 h hours at 4°C. 
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All protein samples were denatured for 5 min at 90°C  in 2.5% SDS final concentration of 

Laemelli  Sample  Buffer  (LBS),  subjected  to  an  SDS‐PAGE  (12%),  transferred  onto 

nitrocellulose membranes  (Bio‐Rad)  and  probed with  corresponding  primary  antibodies. 

The  following  antibodies were used: mouse  anti‐E‐cadherin  (Ecad, Ozyme,  France),  anti‐

desmoglein  (Deg,  Covalab,  France),  anti‐Ki‐67  (DAKO,  France  ),  anti‐Na+/K+‐ATPase 

(Hybridoma Bank, University of Iowa, Iowa), and rabbit anti‐ZO‐1 (Fisher Sc., France), anti‐

γ‐catenin  (‐cat,  Abcam),  anti‐occludin  (Occ,  Sigma,  France),  anti‐desmoplakin  (Dep, 

Covalab, France). The antigen‐antibody reaction was revealed using IgG antibody coupled 

to  HRP  (Covalab,  France)  and  developed  with  ECL  (Bio‐Rad,  France)  using  Fusion  FX7 

(Vilbert Lourmat). 

Cell surface biotinylation 

To  determine  the  cell  surface  expression  of  PrPC  protein,  HBE  cells  were  selectively 

biotinylated  as  described  previously  (18).  Biotinylated  PrPC  protein  was  isolated  by 

immunoprecipitation  on  Streptavidin‐Sepharose  (Sigma‐Aldrich)  and  visualized  by 

immunobloting using anti‐PrP mAb. The amount of biotinylated PrPC relative to the control 

(time (t) = 0) was quantified by scanning the gel lanes followed by analysis with the Scion 

Image program (http://www. scioncorp.com/pages). 

Immunofluorescence microscopy 

The indirect immunofluorescence has been done as described previously (18).  

RNA isolation, RT, and real‐time qPCR analysis 

Total mRNA was extracted from cells and 1 µg of the mRNA was reverse transcribed under 

conditions  recommended  by  the  manufacturer  (Agilent  technologies).  The  PCR  was 

performed  using  the  mouse  (forward:  5’GTGTACTACAGGAAAGTGGATC3’;  backward: 

5’ACGACTGCGTCAATATCACCAT3’)  and  human  (forward: 

5’CAAGCCGAGTAAGCCAAAAACC3’;  backward:  5’CCCATCATACATTTCGGCAGTG)  3’  primers 

and GoTaq® qPCR Master Mix provided by Promega. The primers were designed to amplify 

a  131  pb  fragment  of  the  human  PrP  gene  in  HTR,  A549  and  HBE  cells  and  a  69  pb 

fragment of the mouse PrP gene in the N2a cells.  

Prion  mRNA  expression  was  quantified  by  real‐time  RT‐qPCR  using  CFX96TM  Real‐Time 

detection system (Biorad) as previously described (66). 
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Cell viability using MTT test 

Cells were  cultured  in  96 wells  plate  upon  confluency. Depending on  experiment,  0‐200 

μM CuSO4 was  added  for  0‐24 hours and  followed by 4  h  incubation  in phenol  red  free 

medium  containing  10%  of  MTT  ([4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl]‐2,5‐diphenyl  tetrazolium 

bromide, Sigma). The MTT solution was replaced by MTT lysis solution (10% Triton X‐100 

and  0.1  N  HCl  in  anhydrous  isopropanol),  and  the  resulting  optical  density  (DO)  was 

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

absorbance. 

Trans‐epithelial resistance (TER) assay  

Cells  were  seeded  at  confluency  (day  0)  on  collagen‐coated  polycarbonate  filters 

(Transwell‐COL, Costar). TER was measured from day 1 to day 8 of cell culture using a Volt‐

Ohm Meter (Millipore, France). 

Paracellular Permeability measurement 

The rate of inulin diffusion across the HBE cell layer was measured 48h after transfection 

with  siRNA‐PrPC  or  scrambled  (control).  Fluorescein  isothiocyanate  (FITC)‐labeled  inulin 

(Sigma, France) was dissolved in HBE cells medium at 100 μg/ml and was introduced to the 

apical  side  of  the  cells.  After  24  h  incubation  at  37°C,  the  media  on  the  apical  and 

basolateral  side  of  the  cells  were  collected.  The  concentration  of  FITC‐inulin  in  the 

collected medium was measured  using  a  fluorescent  plate  reader  (TECAN,  France) with 

475 nm excitation and 500–550 nm emission. The apparent permeability was calculated as 

previously reported (15). 

Intracellular copper determination 

To evaluate the intracellular copper concentration, control and PrPC‐knockdown HBE cells 

were collected and stored at RT. Samples were vacuum‐dried and mineralized in 70% nitric 

acid before analysis with Inductively Coupled Plasma‐Atomic Emission Spectrometry (ICP‐

AES) with a Varian, Vista MPX instrument. The copper content (µg) was reported relatively 

to the number of cells (106). 

ROS Measurements 

Normal  and  PrPC  siRNA  knockdown HBE  cells  (106  cells/well)  were  seeded  in  a  24‐well 

plate and cultured for 24 h. The cells were washed and changed to serum‐free media and 

incubated  with  50  μM  of  5‐(and  6)‐chloromethyl‐2,7‐dichlorodihydrofluorescein 
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diacetate  acetyl  ester  (H2DCFDA,  Invitrogen,  France)  for  45  min.  The  conversion  of 

H2DCFDA  to  fluorescent  DCF  was measured  using  a  plate  reader  Infinite M200  (TECAN, 

France). 

Statistical analysis 

Statistical  comparisons  were  made  using  Student’s  t‐test  analysis.  Calculations  were 

performed using SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA). 
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PrPC: Cellular Prion Protein 

ROS: Reactive Oxygen Species  
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Figure legends 

 

Figure 1: Steady state expression and characterization of PrPC protein in human bronchial 

epithelial cells (HBE).  (A) RT‐qPCR of PrPC mRNA in HTR, N2a, A549 and HBE cells. (B) The 

expression levels of PrPC mRNAs were quantified by real‐time RT‐qPCR, normalized to the 

18S  levels. Data  are  expressed as mean ±  SE  (n=4).  (C)  Immunoblot detection of  PrPC  in 

protein  extracts  from  N2a,  HTR,  A549  and  HBE  cells.  (D)  Endoglycosidase  H  (H)  and  N‐

glycosidase  F  (F)  digestion  profiles  of  PrPC  protein.  (E)  PrPC  digestion  with  20  µg/ml  of 

proteinase K (PK) for 1 hour at 37°C. (C, D, E) Equal amounts of protein extracts from the 

indicated  cell  lines were  separated  on  12%  SDS‐PAGE,  transferred  to  nitrocellulose,  and 

immunoblotted  using  the  monoclonal  anti‐PrP  antibody  (SAF‐32).  The  high‐  (H), 

intermediate‐ (I), and unglycosylated (U) forms are indicated, respectively, by black, gray, 

and white arrowheads. 
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Figure  2:  Localization  of  PrPC  protein  in  human  bronchial  epithelial  tissue  and  cells.  (A) 

Immunolocalization of PrPC using mAb anti‐PrP (SAF‐32) in human bronchial tissue (c). (a) 

and (b) correspond to the negative controls using the secondary antibody alone (a) or  the 

SAF‐32 mAb preincubated (ImP) for 24h  at 4°C with the corresponding antigenic peptide 

(b). Asterisks in panels (b) show the strongest sites of PrPC immunoreactivity. Bl, bronchial 

lumen,  BEC,  bronchial  epithelial  cells.  (B‐E)  Immunofluorescence  labeling of  PrPC  (green, 

MAb anti‐PrP) and nuclei (bleu, Hoechst) was performed after 3 or 10 days of HBE culture, 

(C and E) X/Z projections were  reconstructed  from horizontal optical  sections of  labeled 

cells at 3 and 10 days of confluency. ap, apical, bl, basolateral (n=4). 

  “To  see  this  illustration  in  color,  the  reader  is  referred  to  the  online  version  of  this 

article at www.liebertpub.com/ars" 
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Figure 3: Colocalization of PrPC protein with different proteins of the junctional barrier in 

polarized HBE cells. (A) Co‐immunofluorescence labeling of PrPC, zona occludens‐1 (ZO‐1), 

γ‐catenin (‐Cat), E‐cadherin (Eca), desmoplakin (Dep), desmoglein (Des) and nuclei (blue, 

Hoechst) was  performed  in  polarized HBE  cells  at  day  10  of  culture.  (B)  X/Z  projections 

were  reconstructed  from  horizontal  optical  section  of  labeled  HBE  cells  at  10  days 

confluency.  ap,  apical,  bl,  basolateral.  (C)  Co‐immunofluorescence  labeling of  PrPC,  Ki‐67 

protein  and  nuclei  (blue,  Hoechst)  was  performed  in  polarized  HBE  cells  at  day  10  of 

culture (n=4).  

“To see this illustration in color, the reader is referred to the online version of this article 

at www.liebertpub.com/ars" 

   

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 Y

O
R

K
 U

N
IV

E
R

SI
T

Y
 L

IB
R

A
R

IE
S 

fr
om

 w
w

w
.li

eb
er

tp
ub

.c
om

 a
t 1

2/
21

/1
8.

 F
or

 p
er

so
na

l u
se

 o
nl

y.
 



Page 34 of 46 
 
 
 

34 

A
n
ti
o
xi
d
an

ts
 a
n
d
 R
ed

o
x 
Si
gn

al
in
g 

In
vo

lv
em

en
t 
o
f 
th
e 
P
ri
o
n
 P
ro
te
in
 in

 t
h
e 
P
ro
te
ct
io
n
 o
f 
th
e 
H
u
m
an

 B
ro
n
ch
ia
l E
p
it
h
el
ia
l B

ar
ri
er
 a
ga
in
st
 O
xi
d
at
iv
e 
St
re
ss
  (
D
O
I:
 1
0
.1
0
8
9
/a
rs
.2
0
1
8
.7
5
0
0
) 

Th
is
 p
ap

er
 h
as
 b
ee

n
 p
ee

r‐
re
vi
e
w
e
d
 a
n
d
 a
cc
ep

te
d
 f
o
r 
p
u
b
lic
at
io
n
, b

u
t 
h
as
 y
et
 t
o
 u
n
d
er
go

 c
o
p
ye
d
it
in
g 
an

d
 p
ro
o
f 
co
rr
ec
ti
o
n
. T
h
e 
fi
n
al
 p
u
b
lis
h
ed

 v
er
si
o
n
 m

ay
 d
if
fe
r 
fr
o
m
 t
h
is
 p
ro
o
f.
 

 

Figure  4:  Interaction  profiles  and  role  of  PrPC  protein  in  bronchial  epithelial  barrier.  (A) 

PrPC was  immunoprecipitated  (IP)  using  anti‐PrP mAb  (SAF32)  and  protein G  coupled  to 

sepharose.  The eluted proteins were  subjected  to  immunoblots  (IB)  using  anti‐PrP,  anti‐

ZO‐1,  anti‐γ‐Cat  (γ‐Catenin)  anti‐Ecad  (E‐cadherin),  anti‐desmoplakin  (Dsp)  or  anti‐

desmoglein (Deg). IN: input (10% of the protein extract before immunoprecipitation). The 

high‐  (H),  intermediate‐  (I),  and  unglycosylated  (U)  forms  are  indicated,  respectively,  by 

black,  gray,  and white  arrowheads.  (B)  Trans‐epithelial  resistance  (TER) measurement  in 

control (si‐Scramble ) and PrPC‐knockdown HBE cells (). Cells were seeded at confluency 

(day 0) on collagen‐coated polycarbonate filters and TER was assessed daily for 8 days. (C) 

TER  values measured  after  8  days  of  culture were  plotted  for  the  control  (‐)  and  PrPC‐

knockdown (+) HBE cells. Values overwritten with stars are significantly different from the 

control  (p < 0.05, n=4).  (D) Paracellular permeability of HBE cells. FITC  labeled‐inulin was 

added to the apical chamber of si‐Scramble (‐) or PrPC‐knockdown HBE cells. Following 24h 

incubation at 37°C, the basolateral medium was removed for fluorescence measurement, 

and  Papp  (permeability  apparent)  was  calculated.  Results  represent  the  mean  of  four 

independent experiments carried out in triplicate; bars represent the mean ± SE (P < 0.05). 
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Figure 5: Copper  treatment  increases PrPC expression  in HBE cells.  (A, D) HBE cells were 

treated with copper sulfate in a dose (µM) and time (h) dependent manner and cell lysates 

were  subjected  to  immunoblots  using  anti‐PrP  (SAF‐32)  or  anti‐Na+/K+‐ATPase  antibody. 

The high‐  (H),  intermediate‐  (I), and unglycosylated  (U)  forms are  indicated, respectively, 

by black, white, and gray arrowheads.  (B)  ImageJ quantification of  the expression of  the 

three glycosylation forms of PrPC protein standardized to Na+/K+‐ ATPase expression in HBE 

cells. (C, E) Following copper treatment, PrPC mRNAs expression levels were quantified by 

real‐time RT‐PCR, normalized to the 18S levels and plotted as function of incubation time 

(h)  and  concentration  (µM). A.U:  arbitrary unit. Data  are  expressed as mean ±  SE  (n=6). 

Values overwritten with stars are significantly different from the control (0 h) (P < 0.05).  
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Figure 6: Copper treatment stimulates lateral membrane insertion of PrPC protein. 

(A) Detection of biotinylated PrPC protein in HBE cells extract before (lysaste, lys) and after 

biotinylation  (biot)  was  achieved  after  24h  stimulation  (+)  of  HBE  cells  with  100  µM  of 

copper. PrPC was covalently labelled with NHS‐SS‐biotin at 4°C. Biotinylated (biot) PrPC was 

affinity–isolated  on  streptavidin  (strep)  beads  and  immunoblotted  with  anti‐PrP  mAb 

(SAF32).  Neither  intermediate‐  (I,  white  arrowheads)  nor  unglycosylated  (U,  gray 

arrowheads)  forms  were  susceptible  to  biotinylation.  (B)  Biotinylated  high‐glycosylated 

form of PrPC quantified using Image J was plotted as function of copper stimulation. Data 

are expressed as mean ± SE (n=3). Values with asterisk are significantly different from the 

control (0 h) (P < 0.05). (C) Immunofluorescence detection of PrPC (green, MAb anti‐PrP) in 

polarized HBE cells (10 days of culture) was performed following 24 h copper stimulation 

under  non‐  and  permeabilized  conditions.  ap,  apical,  bl,  basolateral.  X/Y  and  X/Z 

projections were reconstructed from horizontal optical sections. After 10 days of culture, 

nuclei were stained using Hoechst. (D) Lateral fluorescence labeling of HBE X/Z projection 

detected  after  24  h  copper  treatment  in  non‐  and  in  permeabilized  HBE  cells  (X/Z 

projection) was  quantified  using  Image  J  and  plotted  as  function  of  copper  stimulation. 

Data are expressed as mean ± SE (n=3). Values with asterisk are significantly different from 

the control (‐) (P < 0.05). 

“To see this illustration in color, the reader is referred to the online version of this article 

at www.liebertpub.com/ars" 
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Figure 7: Depletion of PrPC  in HBE cells enhances Cu‐induced pro‐oxidants accumulation, 

increases cell Cu content and causes acute cell death. (A, C) Control (si‐Scramble) or PrP‐

knockdown HBE cells (siPrPC) were incubated in the absence or the presence of Cu for the 

indicated times. Cells were trypsinized and harvested. Dead cells were assessed by trypan 

blue  staining  and  MTT  assays.  For  Fig.  7C,  100  µM  of  Cu  was  used.  (B,  E)  ICP‐AES 

determination of Cu content in HBE cells under basal and following 24 h stimulation with 

Cu of wt and PrPC depleted HBE cells (siPrPC). For Fig. 7E, 100 µM of copper was used. (D) 

HBE or PrP‐knockdown HBE cells (siPrPC) were incubated with 50 µM DCFH‐DA for 45 min. 

Cells were then incubated with or without 100 µM of Cu at 37°C for 2 h. DCF fluorescence 

was determined at an excitation wavelength of 485 nm and emission wavelength of 538 

nm by a microplate reader. Data are expressed as mean ± SE (n=6). Values with an asterisk 

are significantly different from the corresponding control (P < 0.05). 
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Figure 8: PrPC protein responds to other pro‐oxidants stimuli.(A) Control, si‐Scramble (Scr), 

or  PrP‐knockdown  HBE  cells  (siPrPC)  were  cultured  for  24h  in  the  absence  or  in  the 

presence of 100 µM of Trolox (vitamin E; Vit E), 100 µM of H2O2, or in the presence of both 

molecules. Oxidative stress evaluation was achieved by incubating the cells with 50 µM of 

DCFH‐DA for 45 min. DCF fluorescence was determined at an excitation wavelength of 485 

nm  and  emission wavelength  of  538  nm by  a microplate  reader.  Data  are  expressed  as 

mean ± SE (n=4). Values with an asterisk are significantly different from the corresponding 

control  (P  <  0.05).  (B)  Detection  of  PrPC  protein  in  HBE  cells  extract  following  24h 

treatment with 50 µM of copper (Cu), 100 µM of Vit E, 100 µM of H2O2 or a combination of 

Vit E and H2O2.   PrP
C was immunoblotted with anti‐PrP mAb (SAF‐32).  (C) HBE cells were 

treated with iron sulfate in a dose (µM) dependent manner and cell lysates were subjected 

to  immunoblots  using  anti‐PrP  (SAF‐32)  or  anti‐Na+/K+‐ATPase  antibody.  The  high‐  (H), 

intermediate‐ (I), and unglycosylated (U) forms are indicated, respectively, by black, white, 

and gray arrowheads. 
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Figure 9: Copper increases PrPC protein expression via a transcriptional pathway. 

(A) HBE cells were cultured for 24h in the absence or in the presence of 100 µM of Trolox 

(vitamin  E;  Vit  E),  100 µM of  Cu,  or  in  the  presence of  both molecules. Oxidative  stress 

evaluation was achieved as described in figure 8A. Data are expressed as mean ± SE (n=4). 

Values with  an  asterisk  are  significantly  different  from  their  corresponding  controls  (P  < 

0.05).  (B and C)  report  the  detection of  PrPC  protein  in HBE  cells  extracts  following  24h 

treatment with  different  concentrations  of  copper;  Cu  alone  (B)  or  in  combination with 

100 µM of Trolox  (C).  (D)  reports PrPC mRNAs expression  levels  following 24h treatment 

with different concentrations of copper (Cu) alone or with 100 µM of Trolox. PrPC mRNAs 

expression were quantified by real‐time RT‐PCR, normalized to the 18S levels and plotted 

as  function  of  concentration  of  copper  (µM).  A.U:  arbitrary  unit.  Data  are  expressed  as 

mean ± SE (n=6). Values overwritten with stars are significantly different from the control 

(0 h) (P < 0.05). 
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Figure  10:  PrPC  protects  adherent  and  desmosome  proteins  from  oxidative‐associated 

degradation. 

(A) Trans‐epithelial resistance (TER) measurement in control () and in the presence of 100 

µM  of  copper  (    )  for  the  indicated  time.  Cells  were  seeded  at  confluency  (day  0)  on 

collagen‐coated polycarbonate filters and TER was assessed daily for 5 days. (B) TER values 

measured  after  4  days  of  culture  were  plotted  for  the  control  (si‐Scramble)  and  PrPC‐

knockdown (+) HBE cells. Values overwritten with stars are significantly different from the 

control (p < 0.05). 

(C) Steady state expression of tight (ZO‐1 and occludin (Occ)), adherent (γ‐catenin (γ‐Cat) 

and E‐cadherin (E‐Cad)) and desmosome (desmoplakin (Dep)) junctional proteins following 

100  µM  copper  treatment  for  the  indicated  times.  Proteins  were  detected  using  the 

indicated  antibodies.  Anti‐Na/K‐ATPase  was  used  as  a  loading  control.  The  high‐  (H), 

intermediate‐ (I), and unglycosylated (U) forms of PrPC protein are indicated, respectively, 

by black, gray, and white arrowheads. 

(D) Degradation rate of ZO‐1 and occludin (Occ) using cycloheximide (CHX) assays. For the 

indicated times, HBE cells were incubated in the presence of 100 µg/ml of CHX and in the 

absence (‐) or presence (+) of 100 µM of copper. Protein extracts were separated on SDS‐

PAGE  gels  and  proteins  of  interest  were  detected  using  anti‐ZO‐1  and  anti‐occludin 

antibodies.   

(E)  Degradation  rate  of  PrPC,  ZO‐1,  occludin  (Occ),  desmoplakin  (Dep)  and  desmoglein 

(Deg)  in  PrPC‐knockdown  HBE  cells  (si‐PrP)  using  cycloheximide  (CHX)  assays.  For  the 
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indicated times, si‐PrP HBE cells were incubated in the presence of 100 µg/ml of CHX and 

in the absence (‐) or presence (+) of 100 µM of copper. Proteins extract were separated on 

SDS‐PAGE gels and proteins of interest were detected using anti‐ZO‐1, anti‐occludin, and‐

desmoplakin and anti‐desmoglein antibodies. 
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Figures Legends of Supplementary figures 

 

Figure  S1:  Trans‐epithelial  resistance  (TER),  expression,  and  localization  of  PrPC  and 

junctional proteins in A549 cells. 

(A) TER measurement in HBE and A549 cells. HBE and A549 cells were seeded at a density 

of  20,000  cells/cm2  on  HTS  24‐Transwell®  filter  plates.  The  changes  in  the  TER  were 

measured  every  day  for  10  days,  and  the  reported  results  corresponded  to  the  values 

obtained at days 10. Each data point represents the mean  SD (n=12 for A549 and HBE). 

(B) Immunoblot detection of PrPC protein in HTR, N2a, A549 and HBE cells. Equal amounts 

of protein extracts (20 µg) from the indicated cell lines were separated on 12% SDS‐PAGE, 

transferred  into  nitrocellulose,  and  immunoblotted  using  the  monoclonal  anti‐PrP 

antibody  (SAF‐32).  The  high‐  (H),  intermediate‐  (I),  and  unglycosylated  (U)  forms  are 

indicated,  respectively  by  black,  gray,  and  white  arrowheads.  ‐actin  (40  kDa)  was 

detected as an  internal  loading control.  (C) PrPC colocalization with E‐cadherin (E‐cad), γ‐

catenin  (γ‐Cat)  and  desmoplakin  (Dep)  in  A549  cells.  (D)  X/Z  projections  were 

reconstructed from horizontal optical section of labelled A549 cells at 10 days confluency.    
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Figure S2: PrPC immunoprecipitation control and PrPC knockdown in HBE cells. 

 (B‐C) PrPC knockdown using two specific siRNA (#1 and #2). 48 h after transfection. mRNA 

and proteins were isolated and quantified by RT‐qPCR (B) and by western blot using SAF‐

32  mAb  (C)  and  image  J  analysis  (D).  Data  are  expressed  as  mean  ±  SE  (n=4).  Values 

overwritten with stars are significantly different from the control (0 h) (P < 0.05). 
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Figure  S3:  Copper  stimulation  increased  PrPC  protein  expression  in  mice  bronchial 

epithelial tissue and in N2a neuroblasma cells.  

(A) Immunolocalization of PrPC using mAb anti‐PrP (SAF32) in mice bronchial tissue in the 

absence (b) or in the presence of copper treatment (c). (a) Negative controls. 

(B) N2a cells were treated with copper sulfate in a dose (µM) dependent manner and cell 

lysates were  subjected  to  immunoblots  using  anti‐PrP  (SAF‐32)  or  anti‐‐actin  antibody. 

The high‐  (H),  intermediate‐  (I), and unglycosylated  (U)  forms are  indicated, respectively, 

by black, white, and gray arrowheads.  (C)  ImageJ quantification of  the expression of  the 

three glycosylation forms of PrPC protein standardized to Na+/K+‐ ATPase expression in HBE 

cells. Data are expressed as mean ± SE (n=4). Values overwritten with stars are significantly 

different from the control (0 h) (P < 0.05). 
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Figure S4: 

(A‐B) Degradation rate of PrPC, ZO‐1, occludin  (Occ), desmoplakin  (Dep), and desmoglein 

(Deg)  in  si‐Scramble  (Scr)  (A)  or  PrPC‐knockdown  or  HBE  cells  (si‐PrP  (43))  (B)  using 

cycloheximide (CHX) assays. For the indicated times, si‐PrP HBE cells were incubated in the 

presence of 100 µg/ml of CHX and in the absence (‐) or presence (+) of 100 µM of copper. 

Proteins extract were separated on SDS‐PAGE gels and proteins of interest were detected 

using anti‐ZO‐1, anti‐occludin, anti‐desmoplakin and anti‐desmoglein antibodies. 

(C) Endoglycosidase H (H) and N‐glycosidase F (F) digestion profiles of PrPC protein in N2a 

proteins extracts. (D) Control and  (Scr) HBE cells were were trypsinized and harvested 48 

h after transfection and the dead cells were assessed by MTT assays. Data are expressed as 

mean ± SE (n=4). Values overwritten with stars are significantly different from the control 

(0 h) (P < 0.05). 
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Abstract 

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

by mutations in the gene encoding the Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator (CFTR), an apical transmebrane chloride channel. 

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

pathogenesis of the lung disease. Previous studies have also indicated that the CF 

airway epithelium contributes to the hyper-inflammatory process. However, the 

causes of such inflammation, particularly bronchial epithelial inflammation, in the 

absence of any bacterial and/or pro- inflammatory stimulus is not well known. In 

addition, most of the results regarding epithelial inflammatory responses were 

obtained using different cells lines, leading to conflicting conclusions, particularly 

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

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

early inflammation via the activation of the NFκB system. However, direct 

evidences are still missing. Using healthy (16HBE14o-; HBE), CF (CFBE14o-; 

CFBE), and isogenic corrected-wild type CFTR CF (CFBE-wt) cells, we 

characterized the inflammation and oxidative profiles in relation to the CFTR 

function and expression. Measurement of the secretion of, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-

10, IL-17 (A, E, F) and TNF-α showed that CF bronchial cells present an intrinsic 

inflammation that was not corrected upon a rescue of CFTR function or expression 

(CFBE-wt). Compared to HBE, CFBE cells showed an alteration in the oxidant 

(mitochondria and unfolded protein response; UPR) and antioxidant system 

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

function and expression rescues in CFBE cells. The most interesting results were 

the detection of an intracellular stress associated to a significant decrease in copper 

(Cu) concentrations in CFBE cells. Finally, we showed that oxidative stress and 

inflammatory responses were tightly associated with copper concentrations in 

HBE cells. Altogether, these data highlight new therapeutic tracks in targeting 

anti-oxidant pathways to reduce oxidative stress and inflammation in CF cells. 

  

 

 

 

 



3 

 

Introduction 

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

mucus 1 and abnormal ion transport across the apical plasma membrane (PM) of 

the gastrointestinal and the pulmonary epithelia2. CF is caused by mutations in the 

CFTR gene that codes for CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance 

Regulator) protein, an apical transmembrane cAMP-regulated chloride (Cl-) 

channel 3,4. Currently, there are 2023 mutations identified in the CFTR gene and 

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

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

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

at position 508 of the CFTR protein (F508del-CFTR). This mutation causes an 

abnormal conformation to F508del- CFTR leading to its recognition, retention and 

degradation at the endoplasmic reticulum (ER) compartment 5. Even if the gating 

of the channel is affected by the F508 deletion, the mutated protein retains some 

functionality as a Cl- channel 6. The absence of a functional CFTR at the plasma 

membrane dysregulates ions and water flux, leading to dehydrated secretion, thick 

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

dysregulations are associated with persistent infection and chronic inflammation, 

two major causes of morbimortality in CF population 1,7. The CF airway contains 

large concentrations of several pro-inflammatory mediators including tumor 

necrosis- α (TNF-α), interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-8, and IL-17 8–10. The airway 

epithelial cells are known to release various inflammatory mediators, which 

appear to be sensitive to alterations in CFTR function. An activation of the pro-

inflammatory nuclear factor-κB (NF-κB) has also been reported to be increased in 

response to CFTR dysfunction 11–14. The CF airway epithelium is also catheterized 

by a decrease in the secretion of anti-inflammatory mediators 15–18. Importantly, 

even in the absence of bacterial or viral pathogens, exacerbated inflammation has 

been reported in the respiratory tract of CF infants 19–21. The inflammatory process 

characterized by the presence of a high density of acute inflammatory cells, such 

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

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

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

of a hyperactivation of NF-κB transcription factor and ER retention of CFTR-

F508del 27. However, CFTR correction in epithelial cells did not allow a return to 
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normal levels of cytokine’s secretion, revealing an activated inflammatory 

intrinsic pathway in CF epithelial cells 28–30, and rising the question on how a 

single mutation (delF508) might impact epithelial innate inflammatory response. 

The dysregulated inflammatory response in CF is complex, as it involves a 

multitude of stimuli, including oxidative stress (OxS). Evidences supporting the 

occurrence of OxS in cystic fibrosis (CF) is extensive 31,32. OxS is defined as a 

disequilibrium in the pro- and antioxidative balance 33. The prominent of the pro-

oxidants responses manifests by an increase in the levels of the reactive oxygen 

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

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

overwhelming endogenous antioxidant defenses. This causes the release of 

inflammatory mediators that damage the epithelial cell surface, along with an 

impairment of bacterial clearance 37,38. 

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

reported 39. ER retention of misfolded CFTR-delF508 protein has been associated 

with the activation of the unfolded protein response (UPR), and ER calcium 

expansion 39. Importantly, CFTR dysfunction has been associated with an innate 

defect in the metabolism of glutathione (GSH), characterized by a low GSH levels 

in the bronchial epithelial liquid 40. Moreover, low activity of copper (Cu) and zinc 

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

dysfunctions have been observed in cells with abnormal CFTR expression 37,41–43. 

Altogether, these results indicate that in CF, the bronchial epithelial antioxidant 

defense system is failing, especially at the enzymatic (Cu/Zn-SOD) and redox 

system levels (GSH). Importantly, these systems are sensitive to copper 

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

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

for cellular function. Nevertheless, it becomes toxic when its cellular homeostasis 

is disrupted. Copper-induced oxidative stress has been documented in vitro and in 

vivo 44, yet the in vitro effects of metal-induced oxidative stress have not been 

studied in bronchial epithelial cells. The role of copper homeostasis in redox 
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imbalance and inflammatory processes in lung epithelial cells in relationship to 

CFTR expression and activity is still unknown. 

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

the intracellular redox balance and inflammation in CF bronchial cells, namely i) 

oxidant and antioxidant statuses; ii) alteration in the inflammation profile, iii) the 

role of CFTR and copper in redox balance and inflammation. We demonstrated 

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

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

iron and zinc concentration. Furthermore, we characterized the relationship 

between inflammation and the OxS, and revealed the role of copper in CF-

associated inflammatory processes. 
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Materiel and Methods 

Cell culture 

The experiments were performed using human bronchiolar epithelial cell lines: 

16HBE14o- (abbreviated as HBE), expressing wild-type CFTR; CFBE41o-

derived from a CF patient (abbreviated as CFVE)), homozygous for the dF508 

mutation (dF508/dF508); CFBE-wtCFTR (abbreviated as CFBE-wt), CFBE41o-

cells stably transfected with wt-CFTR protein (a generous gift from Dieter 

Gruenert, University of California at San Francisco, CA). The cells were grown in 

Eagle’s minimal essential medium (MEM) (Thermofisher, France) supplemented 

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

were grown in plastic dishes coated with an extracellular matrix containing 

fibronectin, collagen and bovine serum albumin. Where indicated, cells were 

treated with vehicle, with different concentrations of copper (Cu), of 

bathocuproine disulphonate (BCS), a copper chelator, or of CFTR chloride 

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

Measurement of the cAMP-stimulated Iodide Conductance of the Plasma 

Membrane 

The plasma membrane cAMP-dependent halide conductance of BHK cells 

expressing wt- and mutants CFTR was determined using iodide efflux technique, 

as previously described 46. Iodide efflux was initiated by replacing the loading 

buffer with efflux medium (composed of 136 mM nitrate). The extracellular 

medium was replaced every minute with the efflux buffer (1 ml). After a steady 

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

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

maximal phosphorylation of the CFTR protein. The collection of the efflux 

medium resumed for an additional 6–9 min. The amount of iodide in each sample 

was determined with an iodide-selective electrode (Orion). 

Extraction of total RNA and reverse transcription 

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

(RNAgents; Promega, France). 1µg of total RNA was reverse transcribed under 

conditions recommended by the manufacturer (Agilent technologies). 

Quantitative polymerase chain reaction 

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

been assessed using real-time RT-PCR (Biorad, France). The PCR was performed 
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using the primers shown in Table 1 and SYBR green PCR core reagents according 

to the manufacturer’s instructions (Biorad, France). PCR conditions were as 

described by Alfaidy et al. 2013. The results were normalized to 18S rRNA 

expression levels. Relative expression was evaluated with ΔΔCT method. 

Gene Primer Sequence 5’- 3’ Size 

PERK FW : TCTGTTCAGCTCTGGGTTGT 158 bp 

BW : CCGAAGTTCAAAGTGGCCAA 

XBP-1 FW: TGTCACCCCTCCAGAACATC 196 bp 

BW: AAGGGAGGCTGGTAAGGAAC 

IRE1 FW: AGCAAGAGGACAGGCTCAAT 205 pb 

BW: CATCTGAACTTCGGCATGGG 

ATF6 FW: GTGTCAGAGAACCAGAGGCT 166 bp 

BW: GGTGCCTCCTTTGATTTGCA 

Table 1: Primers used for real-time RT-PCR. FW: Forward, BW: Backward 

(reverse primer)  

 

Cells lysates 

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

phosphate buffer saline (PBS) and lysed at 4°C for 20 min in PBS containing 1% 

NP40, 0.5% deoxycholic acid, and 0.1% SDS added with protease inhibitors (10 

mM PMSF, 1 µM leupetin/pepstatin A and 1mg/ml of iodoacetamide). Protein 

concentrations were measured using the Micro BCA protein assay kit (Thermo 

scientific, France). 

Electrophoresis and Immunoblotting 

Total cell extracts were prepared as described 47. Protein samples were separated 

by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. The blots were 

probed using monoclonal anti-CFTR antibodies; L12B4 (Millipore, France). 

Primary antibodies were visualized by horseradish peroxidase-conjugated sheep 

anti-mouse IgG and ECL detection Kit (Covalab, France). Immunoblotting of 

Na+/K+-ATPase α1-subunit was performed with the mouse monoclonal (α6F, 

DSHB, University of Iowa) antibodies. 

Cell viability using MTT test 

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

cells were incubated 4h in phenol red free medium containing 10% of MTT ([4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; Sigma). The MTT 

solution was finally replaced by MTT lysis solution (10% Triton X-100 and 0.1 N 
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HCl in anhydrous isopropanol), and the resulting optical density (DO) was 

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

absorbance. 

Intracellular copper determination 

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

at room temperature (RT). Samples were vacuum-dried and mineralized in 70% 

nitric acid before analysis with Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission 

Spectrome-try (ICP-AES) with a Varian, Vista MPX instrument. The copper (Cu), 

iron (Fe) and zinc (Zn) content were reported relatively to the cells number 

(nM/106 cells). 

ROS Measurements 

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

cells were washed and changed to serum-free media and incubated with 50 μM 5-

(and 6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester 

(H2DCFDA; Thermofisher, France) for 45 min. The conversion of H2DCFDA to 

fluorescent DCF was measured using a plate reader Infinte M200 (TECAN, 

France). Cell lysate was measured at λex / λem of 495/527 nm using a Berthold. 

Catalase enzyme activity assays 

The catalase activity was determined spectrophotometrically at 240 nm by 

measuring the decomposition of hydrogen peroxide (H2O2) using Beers and Sizer 

method 48. Specific enzyme activity (S.A) was expressed as units per mg of protein 

(abbreviated as S.A). 

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

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

to the method of S. Marklund and G. Marklund based on the inhibition of 

pyrogallol (1,2,3-trihydroxybenzene, C6H6O3) autoxidation 49. The absorbance 

was measured at 420 nm for 5 min, and one unit of SOD activity is defined as the 

amount of enzyme that inhibits the rate of pyrogallol autoxidation by 50%. To 

determine only the activity of Mn-SOD, 10 μL of 54 mM potassium of cyanide 

(KCN) is added to the reaction. 

Glutathione peroxidase (GPx) avtivity 

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

50. The reaction is based on the reduction of organic hydroperoxides to alcohols 

by GPx, along with the oxidation of reduced glutathione (GSH) to oxidized 
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glutathione (GSSG). GSSG is then reduced by glutathione reductase (GR) in the 

presence of NADPH. The GPx activity in the samples is determined by following 

the decrease in NADPH absorption at 340 nm for 3 min. 

Mitochondrial Isolation 

Isolation of mitochondria from cell pellets was achieved using a differential 

centrifugation procedure 51. The pelleted bronchial cells were resuspended in 250 

µl of mitochondrial isolation buffer (210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) and homogenized with 15 strokes in a Dounce 

homogenizer (Fisher Scientific, France) on ice. To obtain mitochondria, the 

homogenate was subjected to the differential centrifugation procedure described 

previously 51. Mitochondrial purity and isolation efficiency were assessed by 

determination of lactate dehydrogenase (LDH) and glutamate dehydrogenase 

(GDH) activities. 

GDH and LDH Activities 

To assess mitochondrial fraction contamination by cytosolic components we 

measured LDH and GDH activities in the mitochondrial and cytosolic fractions 52. 

LDH and GDH are enzymes exclusively found in the cytosol and mitochondria, 

respectively. Before LDH and GDH analyses, the mitochondrial pellets were 

resuspended in PBS and lysed by the addition of lauryl dimethylamine N-oxide to 

a final concentration of 0.3% (vol/vol). LDH activity in both fractions was 

determined kinetically by monitoring the loss of NADH at 340 nm for 10 min. 

GDH activity was determined as previously reported 53. The assay quantified GDH 

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

ketoglutarate (oxoglutarate) monitored at 340 nm. Purity and isolation efficiency 

were expressed as percent of the total activity of LDH and GDH in the samples. 

Aconitase and Fumarase Activity Assays 

Immediately before aconitase activities were determined, freshly isolated 

mitochondria were suspended in 0.5 ml of buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 

7.4) and 0.6 mM MnCl2 and sonicated for 2 s. Aconitase activity was measured 

spectrophotometrically by monitoring the formation of cis-aconitate from added 

iso-citrate (20 mM) at 240 nm and 25°C. Fumarase activity was determined by 

measuring the increase in absorbance at 240 nm at 25°C in the reaction mixture to 
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which 30 mM potassium phosphate (pH 7.4), and 0.1 mM L-malate were added. 

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

Cytokine secretion by sandwich ELISA 

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

alpha (TNF-α) released into the culture media and present in proteins extract were 

assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay kit [R&D 

Systems]. According to the manufacturer, the sensitivity of this assay system is 

less than 10 pg/ml. 

Statistical analysis 

Differences between mean values were compared by Student's unpaired two-tailed 

t-tests using SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA). Data are 

expressed as mean ± S.E.M, unless otherwise indicated. Significance was set at a 

two-tailed P value of 0.05. 
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Results 

Bronchial epithelial ROS production is independent of CFTR expression and 

function. 

CF airway epithelial cells exhibit constitutive oxygen-derived reactive oxygen 

species (ROS) generation that lead with ROS-derived neutrophils to irreversible 

lung damage 54,55. However, the role of CFTR in bronchial epithelial ROS 

generation is still not clear. Using the well-characterized transformed healthy 

(HBE) and CF (CFBE) bronchial epithelial cells, we undertook the evaluation of 

the role of CFTR in ROS production. 

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

cells model. Using immunoblot assays and anti-CFTR antibodies, we detected 

CFTR protein in HBE, CFBE and CFBE-wt protein extracts (Fig. 1A). The 

molecular weight analysis showed the presence of the complex- (black arrow) and 

the core- (white arrow) glycosylated forms. Our results also confirm the presence 

of the complex-glycosylated CFTR in CFBE cells resulting from the stably 

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

confirmed the presence of CFTR at the plasma membrane of HBE and CFBE-wt 

cells (Fig. B). CFTR Cl-activity, measured using cAMP-activated I efflux was 

inhibited in both cells lines, in the presence of CFTR-inh-172, a potent and very 

specific inhibitor of CFTR 45 (Fig. 1B). 

To further analyze the relationship between ROS production, CFTR expression, 

and CFTR Cl-function, the intracellular ROS variations were monitored. We 

observed that the intracellular level of ROS was higher (~ two fold) in CFBE cells 

compared to HBE (Fig.1C). Correction upon expression of wt-CFTR (CFBE-wt) 

did not significantly attenuate the level of ROS in CFBE cells (Fig. 1C). Also, 

CFTR Cl- activity inhibition using CFTRinh-172 did not impact ROS levels, 

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

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

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

expression or by the activation of CFTR Cl- channel. 

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

participate in the generation of ROS, thus promoting the development of the CF-

associated oxidative stress (OxS). To better evaluate the OxS in CFBE compared 

to HBE and CFBE-wt cells, we assessed various causes of the OxS that have been 
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reported in CF; these included the stress of the ER, the innate defect in the 

metabolism of mitochondria, the abnormalities in antioxidant enzyme, and 

inflammation 37,41,43. 

Antioxidants enzymes activities in the bronchial epithelial cells 

First, we measured the activities of the cytosolic superoxide dismutases (SOD) 

Cu/Zn form (Cu/ZnSOD), and the mitochondrial SOD manganese form 

(MnSOD). Both enzymes are the first line of defense against the deleterious effects 

of reactive oxygen species 56. Our results demonstrate that at the cellular level, 

both activities are decreased in CFBE compared to HBE cells (Fig. 2 A and 2B). 

Interestingly, the stably expression of wt-CFTR in CFBE cells did not correct this 

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

The superoxide dismutase (SOD) enzymatically scavenges the superoxide anions 

(O2
-.), converting them to hydrogen peroxide (H2O2). The H2O2 so produced is 

removed by the enzymes catalase and glutathione peroxidase (GPx). Thus, we 

evaluated the activity of catalase and GPx in healthy and CF bronchial epithelial 

cells. As reported in figures 2C, the catalase activity is almost two fold higher in 

CFBE compared to HBE cells, confirming the over-production of CF-associated 

ROS. However, the catalase activity was not corrected by overexpressing wt-

CFTR protein (Fig. 2C). Finally, we did not observe any changes in GPx activity 

in CFBE cells compared to HBE and CFBE-wt, suggesting a limited role of GPx 

in CF-associated OxS (Fig. 2D). 

In vitro markers of Mitochondria Oxidative Stress 

Mitochondria is the primary site of H2O2 generation by aerobic metabolism 56,57. 

At the mitochondrial level, the MnSOD is responsible for eliminating H2O2 

generated by the electron transport chain, therefore protecting the mitochondria 

from oxidative damage. As the activity of MnSOD is reduced in CFBE cells (Fig. 

2B), we assessed the mitochondrial function in relation to CF disease and CFTR 

protein. First, we determined the purity of the mitochondrial fraction prepared 

from HBE, CFBE and CFBE-wt cells, by measuring LDH and GDH activities, 

indicators of the cytosol contamination and mitochondrial enrichment 43, 

respectively. In this study, we could recover ~ 85.7 ± 2.5% of the total GDH 

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

remaining activities were present in the cytosolic fraction. For LDH, only ~ 5.7 ± 

0.8% of the total activity were detected in the mitochondrial fractions (Fig. S-1B). 
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These results indicate that the mitochondrial fractions are relatively free of 

cytosolic contamination. 

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

activities of aconitase and fumarase. The activity of aconitase was inactivated by 

the oxidants. In contrast, fumarase activity was unaffected by such stimuli 56. 

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

aconitase activity compared to HBE cells (Fig. 2E). The loss of aconitase activity 

in CFBE cells was independent of CFTR expression, since similar loss in CFBE-

wt cells was observed (Fig. 2E). Mitochondrial fumarase activities were however 

comparable between the CFBE, CFBE-wt and control HBE cells (Figure 2F). 

These results support the conclusion that CF bronchial epithelial cells have an 

intrinsic OxS that appears to be independent of CFTR expression and function. 

In vitro indicators of endoplasmic reticulum (ER) stress 

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

interest of several studies, particularly for the calcium homeostasis dysregulation 

and inflammation pathways activation 58. Yet the relationship with CFTR 

expression and ROS production is still unclear. UPR is mediated by the activation 

of three ER transmembrane stress sensors: IRE1 (inositol-requiring 

transmembrane kinase/endonuclease-1); PERK (PKR-like ER kinase); and ATF6 

(activating transcription factor) 58–60. In our study, activation of the UPR was 

monitored by quantitative PCR (qPCR) analysis. Compared to HBE cells, the 

levels of the three UPR-associated activation were significantly higher in CFBE 

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

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

CFBE cells. 

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

that seems to be independent of exogenous stimuli, such as infection or 

inflammation. Interestingly, restoring plasma membrane CFTR expression and Cl- 

secretion corrected the activation defects of UPR, suggesting a relationship 

between CFTR and UPR function in bronchial epithelial cells. 
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Inflammatory profile of healthy and cystic fibrosis bronchial epithelial cells 

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

activate various signaling pathways involved in the excessive production of pro-

inflammatory cytokines in the absence of bacterial infection. 

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

bronchial epithelial cells. Using ELISA assays, we evaluated both the production 

and secretion of different cytokines; IL-1β, IL-8, IL-6, IL-10, IL-17 (A,F,E) and 

TNF-α. All these cytokines were reported to be dysregulated in CF, particularly in 

bronco-alveolar lavage (BAL) fluid from CF patients 16. For HBE cells, except IL-

6 and IL-8 cytokines for which the levels of secretion were significantly higher 

than the production (Fig. 1B and 1C), the others cytokines, IL-1β, TNF-α, IL-17A 

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

the levels of secretion were significantly reduced compared to their production 

(Fig. 4A, E, F and G). These results suggest that in normal bronchial epithelial 

cells all tested cytokines are constitutively produced. However, the secretion 

appears to be constitutive for IL-6 and IL-8, and needs induction for IL-1β, TNF-

α, IL-17A and IL-17F. For IL-17E, no differences were observed between 

production and secretion (Fig. 4H). IL-10, a potent regulatory cytokine that 

decreases inflammatory responses and T-cell stimulation, was not detected in 

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

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

inflammation even in the absence of bacteria, viruses, and fungus infections (Fig. 

4A-4H). All tested cytokines showed a significant increase in their level of 

production (Fig. 4A-4H); except TNF-α and IL-10 which showed a significant 

decrease compared to HBE cells (Fig. 4D, 4E). The levels of secretion were also 

significantly increased compared to HBE cells for IL-1β, IL-6, IL-17A, IL17F and 

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

production of IL-8 in CFBE cells, its secretion was significantly decreased (Fig. 

4C). For TNF-α, a slight decrease in its secretion was observed (Fig. 4E). 

IL-8 secretion is associated with CFTR function 

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

inflammatory profile in CF lung epithelial cells is very conflicting and depends on 

the protocols, conditions of culture and cell type of cells used. We used HBE cells 

known for their ability to develop a highly polarized cell layer. To evaluate the 
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effect of CFTR inhibition on pro-inflammatory cytokines secretion, HBE cells 

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

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

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

summary of these results is reported on figure 5A. Compared to untreated HBE 

cells, treatment with concentration as high as 100 µM did not affect cell viability, 

excluding any apoptotic effect of CFTRinhi-172 (Fig. 5A). 

The inflammatory profile was therefore evaluated in the absence and in the 

presence of CFTR-inh-172 (100 µM) of. Treatment for 24h did not affect the 

secretion levels of IL-1β, IL-6, IL-17F and TNF-α (Fig. 5B, 5C, 5E and 5F). 

However, the secretion of IL-8 was significantly increased from 9.7 ± 0.2 (control) 

to 13.3 ± 0.4 pg/mg (100 µM) (Fig. 5D). 

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

bronchial epithelial cells 

In addition to UPR and mitochondria dysfunction, intracellular biometals such as 

zinc (Zn), copper (Cu) and iron (Fe) might participate into ROS production. 

Reduced metal might undergo a Fenton reaction and form highly toxic hydroxyl 

radicals (•OH), that induce an OxS 61. To evaluate the intracellular concentration 

of Cu, Zn and Fe, in HBE, CFBE and CFBE-wt cells we used inductively coupled 

plasma mass- spectrometry (ICP-MS) analysis. Hepatocyte cell line; HpeG2 was 

used as a control to validate the measurement. These cells are known to participate 

in metal detoxification. Compared to HBE cells, the intracellular concentrations 

of Cu (Fig. 6A), Fe (Fig. 6B), and Zn (Fig. 6C) were significantly decreased. The 

introduction of wt-CFTR did not correct the deficiency of these biometals (Fig. 

6A-6C), suggesting that other mechanisms and/or other proteins are responsible 

for the observed CF bronchial epithelial cells dyshomeostasis. 

Effect of copper treatment on healthy and CF inflammatory responses 

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

MnSOD activities and the presence of a mitochondrial dysregulation in CF 

bronchial epithelial cells. Moreover, previous data showed a decrease of 

cytoplasmic and mitochondrial concentration of glutathione, a potent Cu 

chelatore, in CF lung epithelial cells 37. Based on these results, we hypothesized 
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that copper is a biometal with a critical importance in CF, particularly in 

relationship to OxS and inflammation. 

To mimic the decrease in the intracellular copper concentrations observed in 

CFBE cells (Fig. 6 A), we used the specific copper chelator bathocuproine 

sulphonate (BCS). HBE cells were treated with different BCS concentrations and 

the levels of intracellular copper concentrations; ROS production, cytokines 

secretion, and cell viability were evaluated. The results reported in figures S-2 and 

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

HBE cells), suggesting that the chelation of the extracellular copper using BCS 

did not affect the intracellular copper concentrations, most of which is in a 

bounded form. The remaining free copper was not sufficient to be detected using 

the copper probe. 

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

increase the intracellular copper concentration and ROS production (Fig. S-3), 

indicating that extracellular copper elevation, as was reported in BAL of CF 

patients 62, induced OxS that might be the cause of the generated inflammation. 

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

the secretory level, in the absence or presence of copper. 

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

copper treatment (Fig. 7A, 7E, 7F, 7G). However, significant increase of IL-6 and 

IL-8 secretion was found following copper treatment (Fig. 7B, 7C), indicating a 

relationship between inflammatory processes and copper-associated OxS 

generation in bronchial epithelial cells. Copper did not modify the secretion levels 

of IL-10, but did increase its production (Fig. 7D). Among well characterized pro-

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

7H). 
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Discussion 

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

delF508 mutation exhibited a constitutive secretion of pro-inflammatory cytokines 

and an intrinsic oxidative stress response. These two phenomenon were evaluated 

in the absence of any bacterial infection, a condition that represents the earliest 

step of cystic fibrosis (CF) development 37,63. The cellular model that we used is 

representative of the bronchial tissue, the first line of defense against the external 

environment and infections 64. Unlike other bronchial cell lines, these cells are 

characterized by their ability to develop a highly polarized cell layer 65. Despite 

the fact that the cells used do not originate from primary cultures, they have the 

advantage to be isogenic for CFBE and CFBE-wt, validating the corrective effect 

of CFTR-wt. Also, we did not use the Air Liquide Interface (ALI) culture model. 

This system does not allow collecting media samples from the apical side to assess 

the levels of secreted cytokines. 

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

production of ROS. These results are in agreement with previous reports using 

different cellular models 66. In our conditions, neither the expression nor the 

inhibition of the CFTR activity did affect the levels of ROS production. The 

statements that CFTR was involved in triggering an oxidative stress were 

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

cystic fibrosis patients 67. These measurements were carried out in a fluid rich in 

neutrophils, the first producer of ROS, and in virulent bacteria 67. At the cellular 

level, the link between oxidative stress and CFTR activity was made indirectly by 

measuring the glutathione concentration (GSH) and the activity of antioxidant 

enzymes, such as Cu/Zn-SOD 37. Moreover, our results confirmed a decrease in 

the antioxidant response that was not corrected by the CFTR-wt protein. We have, 

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

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

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

mitochondrial activity, showing that local production of H2O2 is not eliminated by 

Mn-SOD; this might contribute in a long term in the overproduction of ROS. The 

correction with the CFTR-wt protein did not modify this activity confirming that 

the production of ROS by CFBE cells occurs independently of the CFTR protein. 

Another parameter involved in the production of ROS is the UPR system. The 
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latter has been well described in CF, particularly in relation to calcium 

homeostasis 68. However, the link with the CFTR protein was still under debate. 

Using an isogenic model, we showed that the expression of the CFTR protein 

(CFBE-wt) corrected this defect and reduced the expression of the UPR actors; 

PERK, IRE1, XBP1 and ATF6, in CFBE cells. These results are in line with those 

published previously, showing that correction of CFTR-delF508 trafficking 

decreased UPR activation 69. 

The results of the inflammatory responses showed that despite the absence of 

infection, CFBE cells secreted pro-inflammatory cytokines. Our results showed 

that these cells were able to produce IL-8, but could not secrete this cytokine. This 

lack of secretion has also been observed in other studies using primary culture 

models, validating the cell model used in this study 18. The most intriguing result 

was the loss of the production and secretion of IL-10 by CFBE cells, suggesting 

that in CF other mechanisms are involved in controlling the inflammatory 

response. Interestingly, inhibition of CFTR activity in HBE cells did not modify 

secretion levels of the cytokines. Only IL-8 was increased upon the inhibition of 

CFTR. This result may be explained by the indirect effect of the inh-172 molecule 

on the mitochondrial activity observed in Hela and IB3 cells. Altogether, these 

results validate the cellular model we used and demonstrate that the generated 

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

further characterize the oxidative stress, we evaluated the concentration of three 

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

the homeostasis of transition metals is finely regulated and their deregulations is 

associated with human genetic diseases 70. 

Using ICPM-MS, we showed strong deregulations in the homeostasis of Cu, Zn 

and Fe. The decrease in their intracellular concentrations in CFBE compared to 

HBE cells was not corrected by CFTR-wt. The existence of such deregulations is 

well documented in the BAL of CF patients 71. However, the direct effect of these 

metals on the function of bronchial cells remains to be investigated. The evaluation 

of the effect of copper on the inflammatory response of HBE cells was further 

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

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

in Cu/Zn-SOD activity (Fig. 2 A) 71. We have also shown that the mitochondrial 

activity, for which copper is the first electron donor, was reduced in CFBE cells. 
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In addition, it is well established that the homeostasis of glutathione, an important 

cell copper chelator, is deregulated in CF 37. In copper-treated HBE cells, we 

observed that only the secretion of IL-6 and IL-8 were increased. However, the 

secretion of TNF-α, a potent pro-inflammatory cytokine, was reduced, following 

copper treatment. For IL-10, an anti-inflammatory cytokine, copper treatment did 

not affect its secreted levels but it increased its production. 

Altogether these results show that cytokines that respond to infectious stimuli are 

not affected by copper variations, while IL-6 and IL-8, known to respond to 

oxidative stress 37 are stimulated by this metal. Hence, one can speculate that 

copper deregulations in CF patients might be causative of the oxidative stress often 

observed in this pathology. Nevertheless, it would be interesting to establish a link 

between NFκB activation and the cupric status in CFBE cells. Indeed, NFκB along 

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

inflammatory cytokines 37. The correlations between copper and inflammation, as 

well as the correlations between oxidative stress and ROS production, and the 

impairment of antioxidant defenses, provide evidences that the production of ROS 

by the CFBE cells might strongly contribute to the activation of the inflammatory 

process. Better characterization of the importance of the bio-metals identified in 

CFBE cells, and the demonstration of their relation to lung diseases, might 

advance our understanding of the lung micro-environment, especially in lung 

diseases associated to chronic inflammation. 

This work provides new insights into the understanding of the intrinsic 

inflammatory and oxidative stress responses that are activated at the onset of the 

CF disease, in the absence of infection and/or pro-inflammatory stimuli, such as 

TNF-α. 
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Legend figures 

Figure 1: Characterization of CFTR expression and ROS production. 

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

and cystic fibrosis homozygote for F508del (CFBE) human bronchial epithelial 

cells. Black arrow correspond to fully glycosylated mature CFTR form (band C). 

White arrow correspond to core-glycosylated CFTR (band B). (B) Iodide efflux 

used as a functional assay to determine the activity of CFTR chloride channel in 

HBE and CFBE cells, in the absence or presence of 10 µM of inh-172. (C) 

Measurement of ROS concentration in HBE, CFBE and CFBE cells stably 

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

were incubated with 50 μM H2DCFDA for 45min. The conversion of H2DCFDA 

to fluorescent DCF was measured at λex / λem of 495/527 nm. (D) Measurement 

of ROS concentration in HBE and CFBE-wt in the absence or presence of inh-172 

using the DCF fluorescent probe. Values with an asterisk are significantly 

different from their corresponding controls (P < 0.05). Data are expressed as mean 

± SE (n=3). 

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

cells. 

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

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

in materiel and methods. (A-B) One unit of the total SOD activity was defined as 

the amount of enzyme that inhibits the rate of pyrogallol autoxidation by 50%. 

The absorbance was measured at 420 nm for 5 min. (C) Catalase activity was 

determined at 240 nm by measuring the decomposition of hydrogen peroxide 

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

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

measured by monitoring the formation of cis-aconitate upon addition of iso-citrate 

(20 mM), at 240 nm and 25°C. (F) Fumarase activity was determined by 

measuring the increase in the absorbance at 240 nm at 25°C. Values with an 

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

Data are expressed as mean ± SE (n=3) 
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Figure 3: UPR characterization in healthy and CF bronchial cells. 

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

HBE, CFBE and CFBE-wt cells using real-time RT-qPCR. 18S rRNA expression 

was used as internal control. Values overwritten with stars are significantly 

different from each other (P < 0.05). 

Figure 4: Evaluation of inflammatory profile in healthy and CF bronchial cells. 

Measurements of IL-1β (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10 (D), TNF-α (E), IL-17A 

(F), IL-17F (G) and IL-17E (H) released in the culture media (grey charts), or 

present in protein extracts (black charts). The cytokines were assayed using a 

quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay in HBE and CFBE. 

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

different letters (a, b and c) are different from each other (P < 0.05). Data are 

expressed as mean ± SE (n=6) 

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

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

using 100µM during 24h. For MTT assays, cells were first incubated 4h in phenol 

red free medium containing 10% of MTT and then the medium was replaced by 

MTT lysis solution. Cell viability was determined after measurement of the 

difference between 570 nm and 690 nm absorbance. Measurement of IL-1β (B), 

IL-6 (C), IL-8 (D), IL-17F (E) and TNF-α (F) released into the culture media were 

assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay in HBE 

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

significantly different from the control (P < 0.05). Data are expressed as mean ± 

SE (n=6) 

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

CF bronchial cells. 

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

CFBE, and CFBE-wt cells. For the control, HpeG2, a hepatocyte cell line was 

used. The content was determined using the inductively coupled plasma mass-

spectrometry (ICP-MS) technique. Values overwritten with stars are significantly 

different from the control (P < 0.05). Data are expressed as mean ± SE (n=3) 
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Figure 7: Effect of copper treatment on the inflammation profile of healthy and 

CF bronchial cells. 

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

(G) and TNF-α (H), released into the culture media (grey chart) and IL-10 (D), 

present in the protein extracts (black chart) of HBE after treatment with 100µM of 

Cu, during 24h. Cytokine levels were assayed using a quantitative sandwich 

enzyme-linked immunoassay in HBE and CFBE. Concentration are in pg/mg of 

protein extracts. Values overwritten with stars are significantly different from the 

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

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

CFBE-wt cells. 

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

concentration during transamination of the α-ketoglutarate (oxoglutarate). (B) 

LDH activity was determined by monitoring the loss of NADH at 340 nm for 10 

min. Data are expressed in % of the control as mean ± SE (n=6). 

Figure S-2: Effect of BCS treatment on IL-1β, IL-8, IL-17F and TNF-α 

secretion by HBE cells.  

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

culture media (grey chart) of HBE after treatment with different concentration of 

BCS, a copper chelator, during 24h. Cytokines were assayed using a quantitative 

sandwich enzyme-linked immunoassay. Data are expressed as mean ± SE (n=3). 

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

ROS production. 

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

in HBE cells after their treatment with 50µM of BCS for 24h. Data are expressed 

as mean ± SE (n=3).  
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Résumé 

Une des caractéristiques physiopathologiques de la mucoviscidose (MV) est la perte de 

l’étanchéité de la barrière épithéliale (BE) intestinale et bronchique. Ce processus participe à la 

transmigration des cellules de l’inflammation et des pathogènes comme Pseudomonas 

aeruginosa (P.A). Cependant, les mécanismes moléculaires qui régissent ce phénomène sont 

toujours à déterminer. L’implication de la protéine CFTR a été proposée dans ce processus, 

cependant sa localisation apicale par rapport à la localisation latérale des jonctions 

intercellulaires (JI) suggère la participation d’autres protéines dans le maintien de la BE. 

Récemment, nous avons identifié la protéine prion cellulaire (PrPC) comme partenaire des 

protéines des jonctions adhérentes (JA) et desmosomes (JD) dans les cellules bronchiques 

humaines. Dans ces cellules, PrPC est d’abord adressée vers la membrane apicale avant d’être 

redirigée vers la membrane latérale où elle interagit, stabilise et protège les protéines des JA et 

JD contre le stress oxydatif. Toutefois, le rôle de la protéine PrPC dans la MV, particulièrement 

dans le défaut de la BE, reste inconnu. 

Ainsi, mon projet de thèse avait pour objectif la caractérisation du rôle de PrPC dans le contrôle 

de la BE, in vitro (lignées cellulaires) et in vivo (modèles animaux), en relation avec la MV. 

J’ai ainsi i) étudié l’expression, la localisation, et le profil biochimique de PrPC, ii) caractérisé 

l’expression des protéines des jonctions et leurs interactions avec PrPC, et évalué l’impact de la 

protéine CFTR sauvage et mutée (dF508) sur le trafic et la stabilité membranaire de PrPC, et 

iii) démontré l’implication de PrPC dans la transmigration des neutrophiles et de P.A au niveau 

des voies aériennes.    

L’ensemble de mes résultats ont démontré pour la première fois que dans la MV, la protéine 

PrPC est mal adressée vers la membrane latérale pour stabiliser les protéines des jonctions avec 

lesquelles elle interagit. Ce défaut d’adressage serait une des conséquences de la mutation 

dF508. Le défaut d’adressage de la protéine PrPC serait directement associé à la permissivité de 

la BE aux neutrophiles et aux pathogènes comme P.A dans la MV. 

 

Abstract 

One of the pathophysiological features of cystic fibrosis (CF) disease is the loss of the tightness 

of the intestinal and bronchial epithelial barrier (EB). This process participates in the 

transmigration of inflammatory cells as well as pathogens, such as Pseudomonas aeruginosa 

(P.A). However, the underlying mechanisms are still poorly understood. The involvement of 

the CFTR protein has recently been proposed in this phenomenon, yet its apical and not lateral 

localization suggests the involvement of other factors in the maintenance of EB. Recently, we 

identified the cellular prion protein (PrPC) as a partner of adherens (AJ) and desmosome 

junctions (DJ) proteins in human bronchial cells. In these cells, PrPC is first addressed to the 

apical membrane before being redirected to the lateral membrane where it interacts, stabilizes 

and protects the AJ and DJ proteins against oxidative stress. Nevertheless, the role of the PrPC 

protein in CF, particularly in the control of the EB, remains unknown. 

Thus, the objectives of my thesis were to characterize in vitro (cell lines) and in vivo (animal 

models), in the context of CF, i) the expression, localization and biochemical profile of the PrPC 

protein, ii) the expression of junctional proteins and their interactions with PrPC protein and the 

impact of wild type and mutated CFTR (dF508) on the trafficking and membrane stability of 

PrPC protein, and finally iii) the involvement of PrPC protein in neutrophils and P.A 

transmigration in the CF airways. 

Altogether, the results showed for the first time that in CF the PrPC protein is not correctly 

addressed to the lateral membrane where it interacts and stabilizes the junctional proteins. The 

lack of PrPC trafficking from the apical to the lateral membrane appears to be linked to the 

CFTR mutation. As a result, the EB loses its effectiveness and becomes permissive to 

neutrophils and pathogens like P.A. 


