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Introduction bibliographique

Au cours de ma these, je me suis intéressée au transporteur d’acides biliaires BSEP (bile
salt export pump) dans le foie. Les mutations de cette protéine sont responsables de cholestases
génétiques. J’aborderai dans I’introduction la physiologie de la sécrétion biliaire avec les
différents transporteurs impliqués, puis, je me focaliserai sur le transporteur ABCB11/BSEP,
les pathologies qui y sont associées et enfin, les stratégies thérapeutiques (pharmacothérapies

ciblés) développées pour restaurer 1’expression et 1’activité de ce transporteur.

I- Geénéralités sur le foie

Le foie est 1’'un des organes le plus volumineux de I’organisme. 1l pése entre 1,4 et 1,6 kg
chez I’Homme adulte. Il est constitué de deux lobes : le lobe droit (deux tiers du volume total)
et le lobe gauche (un tiers). Le foie possede la particularité d’étre irrigué via la veine porte
drainant le tube digestif (circulation des nutriments vers le foie) et les veines sus-hépatiques qui
raménent le sang épuré des substances toxiques au cceur. Doté de diverses fonctions, il a un role
majeur dans la production/sécrétion de la bile. Celle-ci est stockée dans la vésicule biliaire puis
déversée apres chaque repas dans le tube digestif afin d’éliminer les graisses. Le foie est le siége
de nombreuses voies métaboliques telles que le métabolisme glucidique, protéique et lipidique
et il a un réle dans le stockage du glucose sous forme de glycogene (maintenir le taux de
glycémie) et des vitamines. La plupart des protéines sanguines sont synthétisées dans cet organe
notamment les globines, 1’albumine et les facteurs de la coagulation. Il élimine les déchets
azotés en synthétisant 1’urée. Le foie a, également, un réle dans la détoxification : dégradation

des substances toxiques qui arrivent au foie en substances non toxiques.
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Le parenchyme hépatique est constitué de plusieurs types cellulaires qui lui permettent
d’assurer ses fonctions : les hépatocytes : unité fonctionnelle du foie (représentent 80% du
volume hépatique), les cellules endothéliales (bordent les capillaires sinusoidaux), les cellules
épithéliales biliaires : les cholangiocytes (qui bordent les canaux biliaires intrahépatiques), les
cellules de Kupffer (macrophages résiduels du foie), les myofibroblastes (impliqués dans les
processus de fibrose hépatique) et les cellules étoilées (métabolisme de la vitamine A et
synthese de nombreuses molécules de la matrice extracellulaire). Les hépatocytes sont des
cellules épithéliales polygonales organisées en travée, formant des unités morphologiques
fonctionnelles appelées lobules hépatiques (Figure 1). Ces cellules sont hautement polarisées
avec un pole basal du coté sinusoidal et un pdle apical du coté canaliculaire. Le canalicule
biliaire (lumiére biliaire) est trés petit (~ 1 pm) et se forme entre deux ou plusieurs hépatocytes
adjacents dont les membranes apicales adjacentes sont scellées par des jonctions serrées (par
exemple : zonula occludens, ZO-1). C’est la seule barriére physique entre le sang et le

canalicule, ce qui détermine la « perméabilité paracellulaire » entre le sang et la bile (1).

Cellule de Kupffer
dans un sinusoide (jaune)
Espace Sinusoides

porte

Veine centrolobulaire

Artére hépatique Bile dans les
g canalicules biliaires

Veine porte

Veine centrolobulaire - Conduit biliaire
Lobule @ interlobulaire

Espace porte

Figure 1: Schématisation du lobule hépatique

Les lobules hépatiques sont centrés autour d’une veine centrolobulaire. Entre les espaces portes

et la veine centrolobulaire, les travées d’hépatocytes sont séparées par des sinusoides (2).
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II-  ROle physiologique de la sécreétion biliaire

La sécrétion biliaire est une fonction physiologique majeure ATP-dépendante spécifique du
foie. Elle met en jeu différents transporteurs, localisés sur le pdle apical ou canaliculaire de
I’hépatocyte assurant la sécrétion des principaux composants de la bile. Cette derniére est
élaborée et sécrétée de maniere conjointe par les hépatocytes et les cholangiocytes (cellules
épithéliales biliaires). Au niveau digestif, la bile est nécessaire a la digestion des graisses et des
vitamines liposolubles grace a 1’action détergente des sels biliaires présents dans la bile.
Amphiphiles avec un pdle hydrophobe et un pbéle hydrophile, les sels biliaires permettent
d’émulsionner les lipides alimentaires pour étre ensuite dégradés par les lipases intestinales et
pancréatiques avant d’étre absorbés par la muqueuse intestinale (3). La bile est la principale
voie excrétrice pour les substances lipophiles exogénes potentiellement nocives ainsi que
d’autres substrats endogénes tels que la bilirubine, le cholestérol et les sels biliaires dont les
poids moléculaires sont compris entre 300 et 500 Da et ne sont pas facilement filtrés ni excrétés
par les reins. En effet, le flux biliaire permet le passage de ces xénobiotiques (métabolites des
médicaments) et endobiotiques potentiellement toxiques dans les selles. La bile protege
I’organisme des infections entériques en Sécrétant 1’immunoglobuline A, les cytokines
inflammatoires et en stimulant le systeme immunitaire inné de I'intestin.

L’importance de la sécrétion de la bile pour la santé de 1’organisme est mise en évidence
lorsque cette fonction est altérée par des maladies cholestatiques génétiques ou acquises. C'est
ce qui a été observé chez des enfants nés avec une atrésie des voies biliaires qui développent
des lésions hépatiques progressives, une cirrhose biliaire et, a terme, une insuffisance hépatique

et le déceés (1).
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I11- Composition de la bile

La bile est une sécrétion aqueuse complexe provenant d'hépatocytes avec un domaine
sécretoire qui représente 10 a 15% de la surface cellulaire. Ensuite, elle est modifiée de maniére
distale par des systemes de transport absorbant et secrétoire dans I'épithélium des voies biliaires.
La bile entre alors dans la vésicule biliaire ou elle est concentrée (~10 fois) (Tableau 1) puis

livrée directement dans la lumiére intestinale.

Tableau 1 : Composition de la bile hépatique versus la bile dans la vésicule biliaire

Adapté d’apres (Farina, 2009) (4).

Composition Bile hépatique Bile vésiculaire
Eau 11 mg/mL 60 mg/mL
Sels biliaires 0,4 mg/mL 3 mg/mL
Bilirubine 1 mg/mL 9 mg/mL
Cholestérol 1,2 mg/mL 12 mg/mL
Acides gras 0,4 mg/mL 3 mg/mL
Lécithine 145 Mm 130 mM
Sodium 2,5 Mm 12 mM
Potassium 5SmM 12 mM
Calcium 100 Mm 25 mM
Bicarbonates 28 mM 10 mM

La bile se compose d’environ 85% d'eau dans laquelle sont dissouts un certain nombre
de constituants endogénes solides y compris les acides biliaires (ABs) (11.5%), les
phospholipides (3%), le cholestérol (0.5%) et d’autres composants (1%) comme les anions
anorganiques, les peptides, et les pigments biliaires dont le principal est la bilirubine (5)

(Figure 2).
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Figure 2: Composition de la bile et répartition des produits organiques non aqueux

La production quotidienne de bile représente un volume d’environ 750 mL/jour et environ 75%
se forment au niveau du canalicule biliaire chez I'adulte. Chez I’homme, environ 50% de la bile
canaliculaire dépend des sels biliaires (sécrétion hépatocytaire dépendante des ABs), tandis
qu’une fraction variable (environ 25%) de la production totale quotidienne de la bile provient
des canaux biliaires (sécrétion cholangiocytaire) en réponse a la libération de la sécrétine
induite par les repas. La bile humaine est riche en lipides. La concentration en phospholipides
varie de 25 a 810 mg/100 mL et celle du cholestérol de 60 a 320 mg/100 mL avec un ratio
phospholipides/ABs de 0,3 et cholestérol/ABs de 0,07. Le passage de la bile dans le canal
biliaire implique diverses modifications. Les cholangiocytes participent a la fluidification et a

I’alcalinisation de la bile en sécrétant de 1’eau, du chlore et des bicarbonates (4).

IV- Lasynthése et la conjugaison des acides biliaires

Les ABs sont des stéroides endogénes synthétisés a partir du cholestérol par les hépatocytes
au niveau du cytosol, du réticulum endoplasmique, des mitochondries et des peroxysomes. La
synthése et la sécrétion d’ ABs constituent la principale voie du catabolisme du cholestérol chez
les mammiféres. La synthése fournit un moyen direct de convertir le cholestérol, qui est a la
fois hydrophobe et insoluble, en une molécule (AB) soluble dans I'eau et facilement excrétée.
Un foie adulte normal produit environ 500 mg d’AB/jour (6). Les étapes de biosynthése qui

accomplissent cette transformation conférent également des propriétés détergentes a I'AB, qui
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sont exploitées par I'organisme pour faciliter la sécrétion de cholestérol par le foie. La synthése
d'ABs nécessite 17 enzymes. Deux voies de biosynthese ont été déecrites : la voie classique dite
neutre (la fonction carboxylique en fin de chaine aliphatique propre aux ABs n'apparait que
dans les étapes finales de la synthese) dont I'enzyme clé est la cholestérol 7a-hydroxylase
(CYP7AL) et la voie alternative dite acide (car I'oxydation de la chaine latérale du cholestérol
précéde les biotransformations du noyau stéroide et produit des intermédiaires acides) dont
I'enzyme clé est la stérol 27-hydroxylase (CYP27A1) (7) (Figure 3).

Les seuls ABs primaires a étre synthétisés par le foie sont I’acide cholique (CA) et I’acide
chénodéoxycholique (CDCA). lls représentent 80% des sels biliaires de la bile. Chez la souris,
le CDCA est hydroxylé en acide a-muricholique et en acides 6B-muricholiques, qui constituent
ses deux ABs primaires majeurs. Chez I’homme et la souris, le CDCA peut étre épimérisé et
former I’acide ursodésoxycholique (UDCA) qui est hautement soluble et qui ne représente que
1 4 4% des ABs (8). Chez ’homme, la plupart des ABs sont conjugués a des acides aminés via
le groupe carboxyle (amidation) avec un rapport de glycine versus la taurine d’environ 3 a 1 (8,
9) tandis que chez la souris, la plupart des ABs (> 95%) sont conjugués a la taurine. La
conjugaison des ABs augmente I'ionisation et la solubilité au pH physiologique, empéche la
précipitation du calcium (Ca?"), réduit l'absorption passive et résiste au clivage par les
carboxypeptidases pancréatiques. Dans l'intestin distal, le CA et le CDCA conjugués sont
d'abord déconjugués, puis la 7a-déshydroxylase bactérienne convertit le CA et le CDCA en
acide désoxycholique (DCA) et en acide lithocholique (LCA), respectivement. Le DCA et le
LCA sont les ABs secondaires (ABs endommages). La plupart des LCA sont excrétés dans les
matiéres fécales et de petites quantités de LCA sont distribuées dans le foie et rapidement
conjuguées (sulfatation) et excrétées dans la bile. La sulfatation est la principale voie de

détoxification des ABs hydrophobes chez I'hnomme (10).
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Figure 3: Voies de biosynthese des acides biliaires

La voie neutre (ou classique) est initiée par le cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7AL) située
dans le réticulum endoplasmique du foie, tandis que la voie acide (ou alternative) est initiée par
la stérol mitochondrial 27-hydroxylase (CYP27A1). Apres plusieurs modifications faisant
intervenir différentes enzymes, deux ABs primaires sont synthétisés : 1’acide cholique et I’acide
chénodésoxycholique. Ces deux ABs primaires sont ensuite glyco- ou tauro-conjugués pour
devenir du glycocholate, du taurocholate, du glycochénodésoxycholate ou du

taurochénodésoxycholate. ER: réticulum endoplasmique (9).
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V- Cycle entérohépatique

Les acides biliaires synthétisés par le foie sont soumis a un cycle entérohépatique (Figure 4)
qui permet la conservation de 95% du pool des ABs en conditions physiologiques. Ce cycle
entérohépatique implique la réabsorption intestinale, le transport dans le sang portal, le captage
par le foie, le transport intrahépatocytaire, la sécrétion biliaire et I'excrétion dans la lumiere
intestinale des ABs. Certains ABs sécrétés dans les voies biliaires sont réabsorbés dans les
cholangiocytes et recyclés dans les hépatocytes : c’est le shunt cholangio-hépatique (11). Les
ABs sont stockeés et concentrés dans la vésicule biliaire. Aprés chaque repas, la
cholécystokinine sécrétée par I'intestin stimule la contraction de la vésicule biliaire pour vider
les ABs dans le tractus intestinal. Lors du passage dans le tractus intestinal, de petites quantités
d’ABs non conjugués sont réabsorbées dans le haut de I'intestin par diffusion passive. La plupart
des ABs (95%) sont réabsorbés dans la membrane de la bordure en brosse de I'iléon terminal,
diffusent a travers la membrane basolatérale des entérocytes, puis sont sécrétés dans la
circulation sanguine porte vers les sinusoides hépatiques et sont recaptés dans les hépatocytes.
Par exemple, le DCA est réabsorbé dans le c6lon et recyclé avec le CA et le CDCA dans le foie.
Un pool d’ABs d’environ 3 g, composé d’environ 40% de CA, 40% de CDCA, 20% de DCA
et de traces de LCA, est recyclé 4 a 12 fois par jour. Les ABs perdus dans les matiéres fécales
(environ 0,5 g/jour) sont reconstitués par synthése de novo dans le foie afin de maintenir un

pool d’ABs constant.
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Figure 4: Le cycle entérohépatique des acides biliaires

Aprés la synthése hépatique et la sécrétion biliaire, les ABs rentrent dans le cycle
entérohépatique. BSEP est le principal transporteur canaliculaire des ABs dans le foie. Dans
I’iléon, les ABs sont réabsorbés par le transporteur apical sodium-dépendent bile acid
transporter (ASBT/SLC10A2). Les ABs diffusent a travers les entérocytes et transitent dans le
foie a travers le sang portal ou ils seront captés et absorbés par le transporteur basolatéral couplé
au sodium NTCP/SLC10A1 dans les hépatocytes (12).

VI- Lareégulation de la synthese des acides biliaires

Les ABs remplissent diverses fonctions dans I’organisme. Pour cela, leur synthése est
soumise a une régulation trés fine pour assurer un apport constant en ABs dans 1’organisme.
Cette régulation est importante pour maintenir des taux faibles en AB dans le foie et la
circulation sanguine afin de protéger les hépatocytes des dommages provoqués par un exces de
sels biliaires. Ainsi, les mutations héréditaires qui alterent la synthése des ABs provoquent un
spectre de maladies humaines. Cela va de l'insuffisance hépatique dans la petite enfance a la

neuropathie progressive chez l'adulte.
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Les ABs constituent le premier niveau de regulation de leur propre biosynthese et de leur
transport en exercant un rétrocontrole négatif, au cours du cycle entérohépatique. Cela nécessite
une interaction avec le récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor (FXR) qui est exprimé dans
le foie, les reins et I’intestin. FXR est le senseur d’ABs qui joue un réle essentiel dans le
maintien de leur homéostasie. Le deuxieme niveau de régulation intervient dans leur processus
de synthese. La premiére étape de synthese des ABs par la voie classique/neutre fait intervenir
I’enzyme CYP7AL1 qui catalyse la réaction d’hydroxylation du cholestérol dans le foie. Cette
étape constitue 1’étape limitante pour la synthése. L’activité de cette enzyme est elle-méme
inhibée par les ABs (13). La régulation de la CYP7AL passe par un mécanisme transcriptionnel
impliquant aussi le récepteur nucléaire FXR. Dans le foie, les ABs activent FXR en se fixant
dessus. Il s’agit principalement du CDCA qui a une tres grande affinité pour ce récepteur suivi
de LCA, DCA, et le CA, tandis que les ABs hydrophiles tels que ’'UDCA et le MCA ne
’activent pas. FXR activé va induire 1’activation d’un autre récepteur nucléaire appelé Small
Heterodimer partner (SHP) qui va, a son tour, se fixer et inhiber le récepteur nucléaire Liver
receptor homologue-1 (LRH-1) et Hepatocyte nuclear factor 4 (HNF4) responsables de
I’expression des génes CYP7A1 et CYP8BI1 (impliqués dans la synthése du CA) en se liant a
leurs promoteurs (14) (Figure 5).

Dans l'intestin, les ABs activent le FXR pour induire la production du facteur de croissance
des fibroblastes (FGF), qui est sécrété dans la circulation portale afin d'activer le récepteur du
complexe hépatique FGFR4/B-Klotho. Ceci conduit ensuite a I'activation des voies JNK et

ERK1/2 MAPK qui vont inhiber la transcription des génes CYP7A1 et CYP8B1 (15).

10
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Figure 5: Mécanisme de rétrocontrole et d’inhibition de la synthése des acides biliaires

Dans le foie, FXR induit I’expression de SHP (inhibiteur de la transcription des genes CYP7A1
and CYP8B1). Les ABs sont sécrétés dans 1’hépatocyte via BSEP. Dans I’intestin, FXR activé
par les ABs, stimule la production de FGF, qui en se fixant sur son récepteur FGFR4, forme un
complexe avec B-Klotho, qui inhibe la transcription du géne CYP7AL par les voies JNK,
ERK1/2 et MAPK. Les ABs secondaires produits dans le c6lon, le LCA et le DCA, activent
TGRS intestinal via la voie de signalisation de I'AMPc. Celle-ci va stimuler la sécrétion du

glucagon-like-1 peptide (GLP-1) a partir de cellules L entéroendocrines (16).

VII- Transporteurs impliquées dans la sécrétion biliaire

Les sels biliaires sont concentrés dans la bile par des systemes de transport actif (Figure 6,
Tableau 2). L'absorption hépatique des constituants biliaires et de leurs précurseurs est initiée
au niveau de la membrane basolatérale, qui est en contact direct avec le plasma sanguin de la
veine porte via les cellules endothéliales sinusoidales et dans l'espace de Disse. Aprés

absorption dans les hépatocytes, les sels biliaires et d'autres choléphiles atteignent le pdle

11
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canaliculaire par diffusion, soit dans le cytoplasme aqueux, soit dans les membranes lipidiques

intracellulaires, en fonction de leur hydrophobicite.
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Figure 6: Systéemes de transport hépatobiliaire dans le foie et les tissus extrahépatiques

Les sels biliaires (SB) sont absorbés par les hépatocytes via NTCP et OATP. Les SB
monovalents sont excrétés par BSEP au niveau du canalicule tandis que les SB divalents et les
anions conjugués (OA) sont excrétés par la pompe canaliculaire d’exportation MRP2. Les
phosphatidylcholines (PC) sont excrétées par MDR3. La PC forme des micelles mixtes dans la
bile avec les SB et le cholestérol. Les médicaments cationiques (CO) sont excrétés par la pompe
MDR1. MRP1 et MRP3 (isoformes basolatéraux de MDR1) constituent une voie alternative
pour 1’élimination des SB non conjugues des hépatocytes dans la circulation systemique. Les
SB sont réabsorbés dans I'iléon terminal par I'intermédiaire du transporteur iléal de sels biliaires
dépendant du Na* (ISBT) et efflués par MRP3. MRP2 est également présent dans la membrane
apicale des entérocytes et des tubules rénaux proximaux, tandis que MDR1 est également
présent dans les voies biliaires et I'intestin (17).

12
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La membrane canaliculaire représente le pble excréteur de I'hépatocyte et forme la frontiere
du canalicule biliaire. L’excrétion canaliculaire des constituants biliaires représente 1’étape
limitante de la sécrétion biliaire puisque les constituants biliaires sont excrétés contre un
gradient ¢levé de concentration d’ABs dans la bile. Les membranes basolatérales et
canaliculaires difféerent par leurs compositions biochimiques et leurs caractéristiques
fonctionnelles. Elles sont séparées par des jonctions serrées qui obturent les canalicules biliaires
et forment ainsi la seule barriére anatomique maintenant les gradients de concentration entre le

sang et la bile (18).
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Nomenclature, localisation et fonction des principaux transporteurs

membranaires hépatobiliaires dans le foie et les tissus extrahépatiques
Adapté d’apres (Trauner, 2003) (17).

Nom

Abréviation
(Nom du géne)

Fonction

Sodium-taurocholate
cotransporting
polypetide

Organic anion
transporting proteins

Multidrug resistance-
Associated protein 3

Multidrug resistance-1
P-glycoprotein *

Multidrug resistance-3
P-glycoprotein
(phospholipid
transporter) *

Multidrug resistance-
associated
protein-2 *

Canalicular bile salt-
export pump*/(sister
of P-glycoprotein

Familial intrahepatic
cholestasis-1

Chloride bicarbonate
anion
exchanger isoform-2

NTCP
(SLC10A1)

OATPs

(SLC21A)

MRP3
(ABCC3)

MDR1 (ABCB1)

MDR3 (ABCB4)

MRP2 (ABCC?2)

BSEP (SPGP)
(ABCB11)

FIC1
(ATP8B1)

AE2
(SLC4A2)

Membrane canaliculaire des hépatocytes
Transporteur primaire pour I'absorption

de SB conjugués dépendants du sodium a
partir du sang portal

Transporteurs multi spécifiques d’anions
organiques pour la captation de SB indépendants du
sodium et un large éventail d’autres anions et cations

Membrane canaliculaire des hépatocytes

Transporteur multi spécifique des solutés organiques,
faiblement exprimé dans le foie normal mais surexprimé
sur la membrane basolatérale des hépatocytes de la
cholestase ; capable d'extraire les SB conjugués du foie

Sécrétion dépendante de I'ATP de divers cations
organiques, de xénobiotiques et de cytotoxines dans la
bile

Translocation ATP-dépendante des
phosphatidylcholines du feuillet interne au feuillet
externe de la bicouche membranaire ; la pompe
d'exportation de phospholipides

Transport multi spécifique d’anions organiques
dépendant de I’ATP (la bilirubine diglucuronide,
sulfates, glutathion conjugué) dans la bile ; déterminant
majeur du flux biliaire indépendant de SB par transport
de GSH

Transporteur majeur de SB dépendant de I'ATP dans la
bile ; stimule le flux biliaire dépendant des SB

ATPase responsable de la translocation des
aminophospholipides

Chargeur acide. Sécrete du bicarbonate dans la bile et
stimule le flux biliaire indépendant des SB

14
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Nom

Abréviation
(Nom du gene)

Fonction

lleal (apical) sodium-
dependent bile salt
transporter

Cystic fibrosis
transmembrane
regulator

Chloride-bicarbonate
anion exchanger
isoform 2

Multidrug resistance-
associated
protein 3*

lleal sodium
dependent
Bile salt transporter

Multidrug resistance-
associated
protein 3*

lleal sodium
dependent
bile

salt transporter

Multidrug-resistance-
associated
protein 2*

ISBT (ABST)
(SLC10A2)

CFTR
(ABCC?)

AE2
(SLC4A2)

MRP3 (ABCC3)

ISBT (ABST)
(SLC10A2)

MRP3 (ABCC3)

ISBT (ABST)
(SLC10A2)

MRP2 (ABCC2)

Cholangiocytes

Localisé sur la membrane luminale ; élimine les SB de
la bile et facilite I'élimination des SB lors de la
cholestase ; identique au transporteur iléal.

Canal de chlorure sur la membrane luminale ; facilite
l'entrée du chlorure dans la bile pour 1’échange avec les
anions HCO;

Localisé sur la membrane luminale ; facilite la
sécrétion de bicarbonates dans la bile et contribue au
flux biliaire indépendamment des SB

Exprimé sur la membrane basolatérale

Intestin

Transporteur primaire dépendant du sodium impliqué
dans l'absorption de SB dans I'iléon ; déterminant
critique de la circulation entérohépatique des SB

Exprimé sur la membrane basolatérale de 1’éon et du
cblon ; peut-étre le transporteur majeur responsable du
retour des SB dans la circulation portale

Rein

Localisé sur la membrane luminale du tubule

proximal ; extrait les SBdu filtrat glomérulaire ; régulé
négativement lors de la cholestase pour faciliter la
sécrétion des SB dans l'urine ; identique au transporteur
iléal

Localisé sur la membrane luminale du tube proximal,
transporteur ATP-dépendant d'anions organiques
conjugués (sulfates, glucuronides et glutathion) dans
l'urine

SB, sels biliaires ; GSH, glutathion réduit ; * Transporteurs membres de la famille des ABC
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1- Transporteurs sinusoidaux

La captation hépatique des ABs s’effectue au niveau de la membrane sinusoidale contre
un gradient électrochimique par des mécanismes dépendant et indépendant du sodium (Na*).
La captation dépendante du Na'est réalisée par le transporteur Na*-taurocholate
cotransporting polypeptide (NCTP), en revanche, ce sont les membres de la famille des OATP
(Organic anion transporting polypeptides) tels que OATP1A2 et OATP1B1 qui sont
responsables du transport indépendant du Na'. Le NTCP et les OATPs font partie de
la famille des Solute carriers (SLC) et permettent I’entrée des ABs dans I’hépatocyte par
diffusion facilitée ou transport actif secondaire. 1l existe aussi des transporteurs non spécifiques
a la membrane basolatérale des hépatocytes et des entérocytes permettant le passage des ABs
et des stéroides. Il s’agit des Organic solute transporters (OSTa/B) qui font aussi partie de la

famille des SLC.

A- Na*-taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP)

Le transporteur NTCP est codé par le gene SLC10A situé sur le chromosome 14q24.
C’est une glycoprotéine membranaire de 349 acides aminés (362 acides aminés chez le foie de
rat) avec sept domaines transmembranaires, un domaine N-terminal extracellulaire et un
domaine C-terminal intracellulaire. Sa masse moléculaire est de 51 kDa. Il représente le
principal transporteur responsable de I'absorption hépatique des sels biliaires conjugués
(comme le taurocholate) du sang sinusoidal vers 1’hépatocyte. NTCP est un transporteur couplé
au sodium et puise son énergie du gradient de sodium maintenu par la pompe a sodium
dépendante de ’ATP, Na*/K* ATPase. La pompe a sodium est également localisée dans la
membrane basolatérale et est exprimée dans le lobule hépatique (19-21). La pompe a sodium
établit deux forces motrices importantes pour les mécanismes de transport de 1’absorption

hépatique : d’une part, il y a un gradient chimique dirigé vers I’intérieur pour le Na*, ou 3 ions
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Na* sont échangés contre 2 ions K*, ce qui entraine des concentrations intracellulaires de ces
cations d’environ 15 et 130 mEq/L, respectivement. D’autre part, il existe un gradient électrique
intracellulaire négatif d'environ -35 a -40 meV (22). Les deux gradients chimiques et électriques
produits par la pompe a sodium sont capables de déplacer les solutés dans I'népatocyte contre
leurs gradients de concentration, un processus connu sous le nom de transport actif secondaire.

L’inhibition de NTCP induit une augmentation du taux de sels biliaires dans le sérum,
mais ces effets peuvent étre variables. L hépatocyte exprime aussi des transporteurs de sels
biliaires qui sont sodium indépendant tels que les OATPs et qui peuvent partiellement
compenser I’inhibition de NTCP. Cependant, ces inhibiteurs peuvent parfois inhiber les OATPs
en plus de NTCP comme c’est le cas de la rifampicine chez le rat (23) et la cyclosporine chez
I’homme (24). Cette inhibition augmente le taux de sels biliaires dans les hépatocytes et elle
dépend de I’affinité de ces inhibiteurs pour ces transporteurs.

La régulation de la transcription de NTCP est indirectement dépendante de FXR. En
effet, ’expression de Ntcp chez le rat est diminuée par des concentrations élevées d’ ABs qui se
fixent sur FXR. Or cette action de FXR est médiée par la stimulation de 1’expression de SHP
qui inhibe le dimére Retinoic acid receptor/Retinoic X receptor (RAR/RXR) fixé sur le
promoteur de Ntcp, entraine I’inhibition de la transcription de ce transporteur (25). De plus,
NTCP est régulée au niveau post-traductionnel par la voie de signalisation de 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) qui stimule I’insertion a la membrane plasmique des
vésicules contenant Ntcp. L’AMPc induit une augmentation du taux de calcium (Ca?")
intracellulaire nécessaire a 1’activité de la protéine phosphatase 2B (PP2B). La PP2B
déphosphoryle NTCP (26) maintenant sa rétention a la membrane plasmique et empéchant son
¢limination, ce qui conduit a une augmentation de son activité d’absorption d’ABs (27).

L homologue iléal de NTCP est le transporteur apical des ABs sodium-dépendant (ASBT),

connu aussi sous le nom de ISBT (ileal sodium-dependent bile acid transporter), codé par le
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gene SLC10A2. ASBT est une protéine de 348 acides aminés responsable de I'absorption initiale
des ABs a travers la membrane de la bordure en brosse des entérocytes. Les ABs sont ensuite,
efficacement transférés a travers la cellule et exportés a travers la membrane basolatérale par
I'hétéromere OSTa-OSTP. Le fonctionnement d’ASBT nécessite le cotransport de deux
molécules de Na" avec une molécule d’AB. Comme pour NTCP, la pompe Na+/K+-ATPase
crée un gradient électrochimique nécessaire pour I’absorption des sels biliaires dans les
entérocytes iléaux et les cellules du tubule proximal rénal (28). De maniere similaire a NTCP,
ASBT transporte préférentiellement les ABs tauro et glycoconjugués et avec une affinité plus
importante comparés aux ABs non conjugués (29). A I’inverse de la localisation basolatérale
de NTCP, ASBT est fortement exprimé a la membrane apicale des entérocytes de 1’iléon
terminal (30). Les mutations du gene ASBT humain engendrent une malabsorption primaire des
ABs, une interruption de la circulation entérohépatique de ces derniers et une réduction du taux

plasmatique de cholestérol (31).

B- Organic anion transporters polypeptides (OATPS)

Contrairement aux sels biliaires conjugués, les sels biliaires non conjugués sont
absorbés au niveau de la membrane sinusoidale basolatérale des hépatocytes par des
mécanismes indépendants du sodium : les OATPs. L’absorption des sels biliaires indépendants
du sodium est quantitativement moins importante que 1’absorption dépendante du sodium et
semble étre largement médiée par un échange facilité avec des anions intracellulaires (par
exemple, glutathion (GSH), HCO™®) (32). Les OATPs appartiennent a la superfamille des génes
SLCO (anciennement SLC21) qui est subdivisée en 6 familles (OATP1-OATP6) et 13 sous
familles. Ce sont de glycoprotéines de 643 a 724 acides aminés ayant un poids moléculaire de
80 kDa, organisés en 12 domaines transmembranaires (33). Les extrémités amino et carboxy
terminales sont localisées toutes les deux en intracellulaire. Ces transporteurs transportent un

large spectre de substrats : anions et cations organiques hydrophiles, bilirubine, certains
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médicaments, substances xénobiotiques, stéroides et hormones thyroidiennes. Leur distribution
tissulaire s’étend au-dela du foie. En effet, les OATPs sont retrouvés dans le cerveau, les reins,
les intestins et les testicules. Au poéle sinusoidal de 1’hépatocyte humain, il existe quatre
transporteurs OATP qui ont été caractérisés : OATP1A2 anciennement OATPA (symbole du
gene SLCO1A2), OATP1B1 anciennement OATPC, OATP1B3, anciennement OATP8 et
OATP2B1 anciennement OATPB. OATP1B1 et OATP1B3 sont spécifiques des hépatocytes et
fonctionnellement les plus importants (34, 35). OATP1A2 est exprimé uniquement dans les
cholangiocytes. Il semblerait qu’il soit impliqué dans la réabsorption des xénobiotiques excrétés
dans la bile (36).

L'expression des OATPs est en grande partie contr6lée et régulée au niveau
transcriptionnel. L'expression constitutive (transactivation) d'OATP1B1 dans les hépatocytes
dépend de HNF1a (37) tandis que I'OATP1B3 est régulée négativement par HNF3p (38) et

positivement par FXR qui se fixe sur son promoteur (39).

C- Organic solute transporter (OSTa/p)

OSTa et OSTP sont codés par les génes SLC51A et SLC51B situés sur différents
chromosomes, et ne présentent aucune identité de séquence l'un avec ’autre (40). OSTa
possede sept domaines transmembranaires, tandis que OSTP possede seulement un seul
domaine transmembranaire. Une hétéromérisation des OSTa et des OST[ est nécessaire pour
la formation d’un complexe fonctionnel stable a la membrane plasmique (41). OSTa et OSTP
sont exprimés dans presque tous les tissus, mais ils sont plus abondants dans les tissus impliqués
dans I'noméostasie des ABs et des stéroides (40). Les deux protéines OST sont localisées a la
membrane basolatérale des cellules épithéliales, notamment les hépatocytes, les entérocytes,
les cellules tubulaires rénales, et les cholangiocytes (42). Des études sur des cellules MDCK
triplement transfectées avec I'OSTa et I'OSTP de souris ainsi que I'ASBT humain ont montré

que 'OSTa-OSTp est capable de transporter une variété d'ABs conjugués a la taurine et a la
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glycine (42, 43). Ces cellules exprimant les deux sous-unités OST induisent un transport
important du taurocholate du pole basolatéral au p6le apical et un transport faible dans I’autre
sens (43). Il semblerait que les ABs conjugués a la taurine soient transportés plus efficacement
que ceux conjugues a la glycine a travers la membrane basolatérale par OSTa-OSTp (42). En
plus des sels biliaires, OSTa-OSTp transporte des stérols conjugués au sulfate ou a l'acide
glucuronique, notamment la déhydroépiandrostérone sulfate et la prégnénolone sulfate. Ces
composés sont des substrats possédant une affinité élevée pour ces transporteurs (44).

Les deux sous-unités OSTa-OSTp sont fortement régulées par les sels biliaires via FXR.
Deux éléments de réponse FXR ont été identifiés dans le promoteur de OSTa et un dans OSTf
(45). Dans les conditions cholestatiques, OSTa-OSTp peut expulser les sels biliaires du foie
dans la circulation systémique dans le cadre de la réponse adaptative a I'augmentation de la

concentration de sels biliaires dans le foie (46).

D- Les autres transporteurs

I s’agit des transporteurs d’efflux des ABs localisés dans la membrane basolatérale des
hépatocytes. Ces transporteurs sont des pompes de type ABC (ATP-Binding Cassette) assurant
le passage des ABs de I’hépatocyte vers la circulation systémique pour étre, ensuite, éliminés
dans les urines. Ceci se fait par un transport actif primaire. Ces transporteurs appartiennent a la
famille des MRPs « multidrug resistance-associated protein » ABCC qui sont faiblement
exprimés mais peuvent étre induits dans les conditions cholestatiques. Chez 1’humain, cette

famille comporte dix membres : MRP1-10. MRP3 et 4 sont décrits briévement ci-dessous.
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a- Multidrug resistant associated protein 3 (MRP3)

MRP3 est une protéine de 1527 acides amineés, codée par le gene ABCC3, localisée a la fois,
dans le pole basolatéral de 1’hépatocyte, la membrane du cholangiocyte, des entérocytes et la
membrane des cellules rénales (47). MRP3 transporte une large gamme de substrats constitues
principalement de solutés conjugués aux gluconates et au GSH (48). MRP3/Mrp3 excrete les
sels biliaires conjugués au sulfate (taurolithocholate et taurochénodésoxycholate) qui sont deux
métabolites des sels biliaires pouvant s'accumuler dans le foie en cas de maladies

cholestatiques, ainsi qu’un certain nombre de médicaments (49).

b- Multidrug resistant associated protein 4 (MRP4)

MRP4 est une protéine de 1325 acides aminés, codée par le géne ABCC4. Le transporteur
MRP4 est exprimé dans le foie, le cerveau, les reins, le colon, les poumons et le placenta. Il est
localisé a la membrane basolatérale des hépatocytes et a la membrane apicale des cellules du
tubule proximal rénal (50). Sa principale fonction est de pomper les anions organiques a travers
les membranes biologiques contre un gradient de concentration. Parmi ses substrats endogenes,
la plupart sont des molécules de signalisation (par exemple, les eicosanoides prostaglandine E2,
leucotriene B4 et thromboxane 2) et des seconds messagers (les nucléotides cycliques AMPCc et
GMPc), ainsi que les ABs, les stéroides conjugués et 1’acide folique (50, 51). MRP4 a
également la capacité d'efflux d'une gamme d'agents thérapeutiques, en particulier des
médicaments anticancéreux, tels que les thiopurines et le méthotrexate; les antiviraux a base de
nucléosides, notamment le ganciclovir et le nelfinavir (50-52). Des études experimentales ont
montré que MRP4 etait implique dans la résistance a I'agent anticancéreux topotécan, suggérant
que les agents modulateurs du transport membranaire de MRP4 pourraient améliorer I'efficacité

thérapeutique de medicaments qui sont des substrats de MRP4 (53). Comme MRP3, MRP4 est
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surexprimé dans les cholestases (54-56). Il a été montré que la concentration des ABs dans le
sérum est plus faible chez les souris MRP4” comparée aux souris sauvages. Ceci est di
probablement a une altération de la sécrétion d’ABs de la membrane basolatérale des

hépatocytes (57).

2- Transporteurs cytoplasmiques

Apres la captation des ABs et d’autres substances anioniques hydrophiles dans
I'népatocyte, ceux-ci se lient aux protéines cytosoliques, telles que la 3a-hydroxylstéroide
déshydrogénase (30-HSD), la GSH S-transférase et la protéine de liaison des acides gras du
foie Liver fatty acid binding protein (L-FABP), puis ils diffusent rapidement vers la membrane
canaliculaire pour y étre sécrétés. La 3a-HSD est la protéine cytosolique de liaison des sels
biliaires la plus importante. En revanche, les substrats lipophiles peuvent s'associer aux
membranes intracellulaires pour y étre métabolisés avant excrétion, alors que les cations
organiques peuvent étre séquestrés dans les structures lysosomales chargées négativement
retardant ainsi leur excrétion dans la bile (58). L’expression de HSD et de L-FABP est induite

par les sels biliaires via FXR (59) et HNF1 régule leur expression (60).

3- Transporteurs canaliculaires

Les acides biliaires conjugués captés par le foie via la circulation entérohépatique se
joignent aux acides biliaires nouvellement synthétisés pour atteindre la membrane canaliculaire,
pour étre ensuite, excrétés dans la bile. Le transport de ces ABs a travers la membrane
canaliculaire constitue I’étape critique limitant la vitesse de la circulation entérohépatique. Il
est le principal générateur de la circulation biliaire. La sécrétion d'ABs dans la bile se produit

contre un gradient de concentration éleve (la concentration d'ABs dans la lumiere canaliculaire
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est 100 a 1000 fois plus élevée que celle retrouvée dans le cytoplasme) (17, 61). Plusieurs
transporteurs canaliculaires appartiennent a la super famille des transporteurs ABC. Les
principaux ABC transporteurs sont MDR1 (ABCBL1) responsable de 1’excrétion biliaire de
xenobiotiques, BSEP (ABCB11) principal transporteur des ABs, MRP2 (ABCC2) responsable
du transport de la bilirubine conjuguée et du GSH (principal déterminant de la fraction
indépendante des ABs) et MDR3 (ABCB4) responsable du transport des phospholipides (la
phosphatidylcholine, PC). Il existe aussi, d’autres transporteurs localisés dans la membrane
canaliculaire des hépatocytes qui ne sont pas de type ABC tels que Familial intrahepatic
cholestasis 1 (FIC1/ATP8B1). C’est une ATPase responsable de la translocation de la

phosphatidylsérine dans les deux feuillets de la membrane plasmique.

A- Multidrug resistance protein 1 (MDR1)

MDR1 est le premier transporteur ABC humain a avoir été cloné. MDRL1 a été appelée
a ’origine permease glycoprotein (P-gP) car il confere une résistance aux médicaments en
exportant entre autres des médicaments anticancéreux (vincristine, vinblastine) hors de la
cellule (62). C’est une glycoprotéine transmembranaire de 1280 acides aminés, d’un poids
moléculaire de 170 kDa chez I’homme (son homologue chez la souris : Mdr1 est de 150 kDa).
Elle est exprimée au pdle apical des hépatocytes, des cellules épithéliales de la lumiere
intestinale, des cellules proximales rénales, des cholangiocytes et des cellules endothéliales de
la barriére hémato-encéphalique (63). Dans le foie, elle est impliquée dans I’excrétion biliaire
de xénobiotiques. En effet, des études chez des souris knock-out Mdrl” ont montré
I’importance de ce transporteur dans 1’excrétion biliaire de divers composants qui sont pour la
plupart des cations organiques incluant des métabolites exogénes et endogenes, des
médicaments et des toxines, des peptides hydrophobes des glycolipides et des hormones

stéroidiennes (64, 65). D’autres études sur les membranes canaliculaires de vésicules ont
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montré que MDRL1 peut transporter des sels biliaires avec une affinité 5 fois moindre comparée

4 BSEP (66).

B- Multidrug resistance protein 3 (MDR3/ Mdr2)

Contrairement a MDR1, MDR3 (Mdr2 chez la souris) ne confere pas de résistance aux
médicaments malgré son homologie de séquence (77%). MDR3 est une floppase qui maintient
les PC sur la face externe de la bicouche membranaire canaliculaire (67, 68). Cette fonction
importante de MDR3 a été établie apres avoir découvert que la suppression du gene codant
Mdr2 chez la souris a entrainé I'absence de PC dans la bile malgré la capacité normale de
transport biliaire des sels biliaires (69, 70). De ce fait, les phospholipides deviennent alors,
disponibles pour I'excrétion dans la bile, et participent a la formation de micelles mixtes avec
les sels biliaires et le cholestérol (71) protégeant ainsi les voies biliaires des effets délétéres de
la bile (Figure 7). En effet, il a été montré que la translocation de la PC vers le feuillet externe
des vésicules de la membrane canaliculaire des hépatocytes de rat augmentait en présence du
taurocholate (TC), un AB capable de former des micelles et que ce processus était ATP
dépendant (72).

MRD3 est une protéine glycosylée de 1279 acides aminés et son poids moléculaire est
de 170 kDa chez ’homme (Mdr2 est a 150 kDa chez la souris et le rat). Les ABs, en particulier
le taurocholate et le taurodéoxycholate induisent une augmentation transcriptionnelle d’ABCB4
via FXR et LXR. A I’inverse, ABCB4 est diminué par le cholestérol (73, 74). Les mutations du
gene ABCBA4 sont associées a plusieurs maladies ou syndromes. Les mutations homozygotes de
MDR3 sont responsables de la cholestase familiale intrahépatique progressive de type 3
(PFIC3) (75, 76) alors que les mutations hétérozygotes prédisposent les femmes lors de la
grossesse a une cholestase gravidique (ICP) (77) et d’autres a des lithiases intrahépatiques liées

a un faible taux de phospholipides (LPAC) (78).
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Figure 7 : Mécanisme de la sécrétion de la phosphatidylcholine dans la bile

Les sels biliaires sont transportés dans la lumiére canaliculaire par le transporteur canaliculaire
de sels biliaires (BSEP). La PC s’accumule du c6té luminal de la membrane canaliculaire par
I'action de MDR3. Les sels biliaires, dans la lumiére, extraient ensuite la PC de la membrane et

forment des micelles avec le cholestérol (1).

C- Membres 5 et 8 de la sous famille G des transporteurs ABC : ABCG5/8

En plus de I’excrétion biliaire des phospholipides, la bile constitue une voie majeure
d’¢élimination du cholestérol. ABCG5 et ABCGS8 codant respectivement les transporteurs du
stérol végétal, sterolin-1 et sterolin-2 sont responsables du transport du cholestérol dans
I’hépatocyte (membrane canaliculaire) et de son absorption dans les entérocytes (membrane
apicale) (79, 80). Les protéines ABCG5 et ABCG8 forment un hétérodimere dans le réticulum
endoplasmique qui est adresse a la membrane apicale et forme ainsi un complexe fonctionnel
capable de transporter des stérols neutres dans la bile ou dans la lumiere intestinale (81).
L'expression des genes ABCG5 et ABCG8 est controlee par LXR (82). LXR est active par les
oxystérols et est donc considéré comme «un senseur cellulaire du cholestérol» (83).

Les mutations du géne ABCG5 ou d’ABCG8 sont responsables de la sitostérolémie,
maladie autosomique recessive rare, caractérisée principalement par une augmentation de

I’absorption du cholestérol et des sitostérols et aussi de la diminution de la sécrétion de ces
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stérols dans la bile (65). Chez la souris G5G87 (invalidée pour les génes ABCG5/8), une
diminution significative du taux de cholestérol biliaire et une accumulation de cholestérol dans

le foie (aprés une alimentation en cholestérol seulement), sont observées (80).

D- Multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2)

Codée par le gene ABCC2, MRP2 est une phosphoglycoprotéine de 190 kDa, connue
sous le nom de cMOAT pour transporteur multispécifique canaliculaire d’anions organiques.
Elle est localisée a la membrane apicale des cellules polarisées comme les hépatocytes, les
entérocytes et les cellules du tubule proximal rénal ou elle facilite I’excrétion des médicaments
et des produits chimiques. En effet, MRP2 intervient dans 1’efflux dépendant de I’ATP de divers
médicaments (y compris les médicaments anticancéreux), xénobiotiques et anions organiques.
La plupart d’entre eux sont des conjugués amphipathiques divalents avec le GSH, du
glucuronate et du sulfate (84). Les sels biliaires sulfatés et glucuronidés tels que le tauro- ou
glycolithocholate sulfaté sont transportés par Mrp2/MRP2, alors que les sels biliaires
monovalents ne sont pas des substrats pour Mrp2/MRP2 (85). Les isoformes de MRP2 (MRP1
et MRP3) sont localisés a la membrane basolatérale ou ils peuvent servir de systéeme
compensatoire lorsque la fonction excrétrice de MRP2 est altérée (86). L’expression de MPR2
est regulée par FXR, le constitutive androstane receptor (CAR), et le pre-gnane X receptor
PXR (Figure 8). En effet, il été montré que les ligands de FXR, PXR et CAR activent la
transcription du géne codant MRP2 dans le but d’excréter des agents toxiques conjugués des
hépatocytes dans la bile (87).

Des mutations du géne ABCC2 ont été identifiées et entrainent le syndrome de Dubin-
Johnson, maladie autosomique récessive rare caractérisée par une altération de I'excrétion
canaliculaire d'un large éventail de composés amphipathiques endogénes et exogénes et par
conséquent une hyperbilirubinémie bénigne et le dépdt d'un pigment noir dans les

hépatocytes (88).
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Figure 8 : Régulation de ’expression de MRP2 par les récepteurs nucléaires

L’activation de I’hétérodimére hépatique FXR/RXR stimule 1’exportation des sels biliaires
(BS) et les anions organiques (OA) des hépatocytes dans la bile en augmentant I'expression de
BSEP et MRP2. FXR et ses génes cibles sont montrés en rouge. L’activation de I’hétérodimére
PXR/RXR augmente I’absorption d’OA du sang a travers la membrane basale en augmentant
I'expression d’OATP2. PXR et ses genes cibles sont montrés en bleu. Dans les hépatocytes, les
OA et les BS sont ensuite métabolisés par le CYP3A, qui est lui-méme régulé par les récepteurs
PXR et RXR. Ces métabolites sont alors transportés de I'hépatocyte aux canalicules biliaires
via MRP2. L’expression de MRP2 est induite par les récepteurs PXR/RXR ou CAR/RXR
activés (en rose). En plus de FXR/RXR, PXR/RXR augmente également I’expression de
MDR2/3, qui transporte les PC a travers la membrane canaliculaire de maniére ATP
dépendante. NTCP facilite I'absorption des ABs par le sang (87).

E- Familial intrahepatic cholestasis 1 (FIC1)

La proteine Familial intrahepatic cholestasis 1 (FIC1) est codee par le géne ATP8B1.
FIC1 fait partie de la famille des ATPase de type 4. Les ATPases de type 4 sont des protéines
transmembranaires qui interviennent dans la translocation des phospholipides de la bicouche

des membranes biologiques. FIC1 est situé sur la membrane canaliculaire des hépatocytes. Elle
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agit comme une flippase qui entraine le déplacement de la phosphatidylsérine (PS) et de la
phosphatidyléthanolamine (PE) du feuillet externe au feuillet interne de la membrane plasmique
de I'hépatocyte (84). Cette activité de flippase aide a maintenir une distribution asymétrique des
phospholipides dans la bicouche membranaire (concentration plus élevée de PS et de PE dans
la couche interne), ce qui aide a protéger la membrane des fortes concentrations de sels biliaires
dans la lumiére canaliculaire (85) et a maintenir son intégrité (89). En effet, les lipides sont
répartis asymétriquement dans les membranes plasmiques. Le feuillet interne de la membrane
contient des aminophospholipides (PS et PE), alors que le feuillet externe contient

principalement de la PC et de la sphingomyéline (Figure 9).
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Figure 9 : Role de ’asymétrie lipidique au niveau de la membrane canaliculaire

L'asymeétrie lipidique au niveau de la membrane plasmique est connue pour étre importante
pour la fonction de barriere. Les sels biliaires sont exportés dans le canalicule biliaire par
BSEP/ABCBL11. La floppase MDR3/ABCB4 bascule les PC dans le feuillet externe de la
membrane canaliculaire, ou ils sont extraits dans la bile par les sels biliaires. L'excés du
basculement de la PC déstabilise la membrane canaliculaire, ce qui provogue un flop spontané
du PS dans le feuillet externe. La dilution de la sphingomyéline dans le feuillet externe induit
une phase liquide désordonnée et rend la membrane canaliculaire plus sensible a la
solubilisation des détergents. La flippase ATP8B1 doit donc rebasculer la PS dans le feuillet

interne de la membrane canaliculaire pour maintenir cette asymétrie (90).
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Le maintien de cette distribution asymétrique est nécessaire pour une activité optimale
de divers transporteurs (91). FIC1 est également fortement exprimée dans les tissus
extrahépatiques : I'intestin gréle, les reins et le pancreas (92). FIC1 fonctionne en association
avec la protéine accessoire CDC50 et forme un complexe (93). En I'absence de cette flippase,
I'asymétrie lipidiqgue membranaire est perturbée et la fonction de BSEP est altérée conduisant a

une cholestase (94).

Des mutations du géne codant FIC1 sont responsables de la cholestase intrahépatique

familiale progressive de type 1 (PFIC1).

F- Bile salt export pump (BSEP)

La pompe d’exportation de sels biliaires (BSEP) est le principal transporteur
responsable de la sécrétion biliaire dépendante des ABs. Il est exprimé de maniére exclusive
dans la membrane apicale/canaliculaire des hépatocytes. BSEP fournit la force motrice du flux
biliaire entre les hépatocytes et la vésicule biliaire, ou des gradients de concentration éleves
d’ABs doivent étre surmontes.

A Tlorigine, la pompe canaliculaire d'exportation des sels biliaires BSEP/Bsep
(ABCB11/Abch11) était décrite comme étant la sceur de la glycoprotéine P (SPGP/Spgp). En
1995, I’équipe de Childs S. a réalisé le clonage partiel de la Spgp dans le foie de porc (95). Ce
n’est qu’en 1998 que cette équipe ainsi qu’une autre ont réussi a cloner I'ADNc complet de la
Spgp a partir de foie de rat (96, 97). L'expression fonctionnelle de cette glycoprotéine P de rat
dans les cellules d'insecte Sf9 a démontré qu’elle fonctionne comme un transporteur de sels
biliaires dépendant de I'ATP avec des caractéristiques de transport comparables a celles des
vésicules de la membrane plasmique canaliculaire du foie (97). Ces données fonctionnelles,
associées a l'expression spécifique dans les hépatocytes, a la surface des microvillosités

canaliculaires, indiquent que la Spgp représente la pompe d'exportation canaliculaire de sels
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biliaires chez les mammiféres. La SPGP a ensuite été renommée BSEP. Elle a été décrite
comme étant une protéine de deux domaines transmembranaires (DTM) constitué de six hélices
chacun. Les deux DTMs sont séparés par un grand domaine cytoplasmique et le deuxieme DTM
est suivi par un autre grand domaine cytoplasmique. Ces deux domaines cytoplasmiques
constituent les NBDs (nucleotide binding domains) qui participe au site de liaison a I'ATP
(fournissant 1’énergie nécessaire a la translocation du substrat) (97). Cette organisation
structurelle constitue la principale base structurale typique de transporteurs ABC (98, 99)
(Figure 10). Les NBDs contiennent des motifs conservés qui sont le Walker A et Walker B ainsi
le motif de signature de la famille des transporteurs ABC (LSGGQ), ainsi que les boucles A-

D-H et Q.
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Figure 10 : Structure prédictive de quelgues membres de la superfamille des

transporteurs ABC

Quatre classes sont ici représentées. Elles sont basées a la fois sur la structure prédite et sur
I’homologie des séquences d’acides aminés. (1) La P-glycoprotéine (ABCB1), comme ABCB11,
est composée de deux DTMSs contenant chacun 6 segments transmembranaires, et deux NBDs.
Elle est N-glycosylée sur sa premiére boucle extracellulaire. (2) Les MRPs 1, 2 et 3 (ABCC1, 2
et 3) ont un domaine supplémentaire de 5 segments transmembranaires du c6té N-terminal. (3)
Les MRPs 4 et 5 (ABCC4 et 5) n’ont pas ce domaine supplémentaire. (4) BCRP (ABCG2) est
un hémi-transporteur inversé, comme ABCG5 et ABCGS. Il est N-glycosylé sur la troisieme
boucle extracellulaire. Au contraire des autres transporteurs, le domaine NBD est du c6té

N-terminal et le domaine DTM est du cété C-terminal (100).

Le géne ABCB11 codant BSEP est situé sur le chromosome 2g24-31, possede 27 exons
et code pour 1321 acides aminés. Chez la souris et le rat, Bsep présente une homologie de
séquence a plus de 80%, avec BSEP humain et la différence entre ces especes se trouvent
principalement dans les hélices transmembranaires prédites, tandis que les boucles

cytoplasmiques présentent une trés faible variabilité (58, 60, 101). BSEP est une glycoprotéine
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a quatre sites putatifs de N-glycosylation et d’un poids moléculaire de 140 a 170 kDa (60, 97,
102-104) (Figure 11). Bsep de rat est N-glycosylé sur les quatre sites de glycosylation putatifs.
En effet il a été montré que cette N-glycosylation est requise pour la stabilité de la protéine, son
trafic intracellulaire et son fonctionnement a la membrane apicale (105). Outre la glycosylation,
la phosphorylation et 1’ubiquitination représentent les autres modifications post-

traductionnelles de Bsep (101).

NH

Signature
motif C

Figure 11 : Modeéle topologique prédictif de la protéine BSEP

La protéine contient deux domaines transmembranaires (DTMs) et les domaines de liaison a
I’ATP (NBDs). Les domaines fonctionnels Walker A et B, et la signature ABC (motif C) ainsi

que les sites de glycosylation sont indiqués (106).

En tant que principal transporteur canaliculaire d'ABs, BSEP/Bsep transporte
principalement les ABs conjugués de maniere ATP-dépendante avec un ordre d’affinité :
I’acide taurochénodésoxycholique > I’acide taurocholique > I’acide tauroursodésoxycholique
> I’acide glycocholique (60, 104). En revanche, dans les vésicules de cellules d’insecte S9,
Bsep ne transporte pas I'acide cholique (102). Bien que BSEP transporte principalement des

ABs, il peut egalement transporter des médicaments tels que la pravastatine (hypolipidémiant
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de la famille des statines qui inhibe la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA)
réductase) (107). En effet, jusqu'a présent, seule la pravastatine a été identifiée comme un
substrat non biliaire de BSEP. L’équipe de Hirano a montré que BSEP peut I’accepter comme
substrat et que I’absorption de ce médicament par BSEP humain est significativement plus
importante que par Bsep de rat.

BSEP/Bsep est une cible majeure des lésions cholestatiques induites par les
médicaments dans le foie (108). Les études sur les vésicules d’insectes Sf9 ont montré que les
médicaments cholestatiques ou leurs métabolites peuvent, soit inhiber le transporteur
directement du coté cytoplasmique comme le bosentan, le glibenclamide, la rifampicine et la
cyclosporine (104, 109, 110), ou indirectement apres excrétion dans le canalicule par MRP2

comme c’est le cas pour l'estradiol-17p-glucuronide (110).

VIII- Biosynthese et trafic intracellulaire d’ABCB11

1- Régulation transcriptionnelle de I’expression d’ABCB11

Les principaux régulateurs de I'expression de BSEP sont les suivants : FXR, LRH-1 et
nuclear erythroid 2 p45-regulated factor 2 (Nrf2) (Figure 12). L’expression de BSEP est
fortement régulée par FXR chez I’homme, la souris et le rat via son hétérodimérisation avec
RXRa et sa liaison avec FXRE (FXR response element) et IR-1 (inverse repeat 1) sur le
promoteur de BSEP (111-113). L’agoniste physiologique de FXR (le CDCA) et les agonistes
synthétiques potentiels de FXR les plus puissants (le GW4064 et [lacide
6-éthylchénodésoxycholique), induisent I'expression de I'ARNmM et de la protéine BSEP dans
de nombreuses lignées cellulaires et modéles animaux. Le CDCA, facilite également le
recrutement du complexe ASCOM conduisant a la méthylation des histones dans la région

promotrice. Ce processus se révele étre essentiel pour 1’expression de Bsep dépendante de
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FXR (114). Le coactivateur du récepteur stéroidien -2 (SRC-2) a également été montrée comme
interagissant de maniére coopeérative lors de la stimulation du promoteur de BSEP par
FXR. L’AMPK active SRC-2 en le phosphorylant puis a son tour active BSEP en synergie avec
le récepteur nucléaire FXR, entrainant la sécrétion d’ABs hépatiques et 1’absorption des
graisses alimentaires (115). Le rdle physiologique de FXR dans la régulation de Bsep est
également, démontré chez les souris Fxr”- oul le niveau basal d'expression de Bsep est nettement

réduit et ne peut étre induit par les ABs (59).

e
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Figure 12 : Regulation transcriptionnelle d’ABCB11

Les ABs sont des régulateurs majeurs de 1’expression de BSEP par FXR. Le complexe
d’activation ASCOM est recrute par les ABs/FXR pour la méthylation (Me) des histones dans
le promoteur de BSEP. NRF2 est activé par le stress oxydatif, se lie a un élément de
reconnaissance et transactive le promoteur de BSEP. Le co-activateur des recepteurs
stéroidiens-2 (SRC2) est activé par la kinase du foie B1 (LKB1) et ’AMPK et active
I’expression génique par acétylation (Ac) d’histones. LRH1 transactive BSEP et CYP7A. La
transcription accrue de BSEP augmente éventuellement I’expression protéique de BSEP et
I’élimination des ABs intracellulaires. Les fleches indiquent une stimulation/activation, les

lignes en pointille représentent le flux des ABs (116).
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La kinase du foie (LKB1), qui est une sérine/thréonine kinase, agit en amont de I’AMPK
et active en outre d’autres kinases de la famille des AMPK. LKB1 régule la polarité cellulaire
et I'noméostasie énergétique cellulaire via I’AMPK. L’inactivation de LKB1 chez des souris
kb1 entraine une altération de la formation des voies biliaires et de la clairance des ABs et
une diminution marquée de I’ARNm de Bsep et Ntcp dans le pool intracellulaire avec une
réduction de I’expression protéique (117).

Bien que FXR soit un régulateur essentiel de I'expression de Bsep, d'autres facteurs de
transcription peuvent également étre impliqués. L'activité du promoteur de BSEP est induite
par I'hnomologue spécifique du récepteur hépatique (LRH-1, NR5A2) (118). LRH-1 est un
régulateur clés de la CYP7A1L (synthese des ABs a partir du cholestérol). Il a été retrouvé chez
les souris Lrh1” que l'expression de Bsep est diminuée dans leur foie accompagnée d’une
réduction de la synthese de CA (119). En revanche, il a été montré dans la lignée cellulaire
CV-1 que la 1,25-dihydroxyvitamine D3 inhibe la transactivation du complexe CDCA-FXR et
donc I’activité du promoteur de BSEP (120). D’autre part, le promoteur de BSEP est régulé
positivement par NRF2), qui joue un role important dans la réponse au stress oxydatif. NRF2
est un senseur du stress oxydatif (121) qui peut étre utile pour contrecarrer les espéces réactives
de I'oxygene (ROS) induites par les ABs toxiques (122). 1l se lie aux éléments de réponse qui
régulent de nombreuses enzymes de la phase hépatique | et 11 et les transporteurs d'efflux tels

que MRP3 et MRP4 (123).

2- Biosynthése de la chaine polypeptidique et maturation

La biosynthése des protéines dont les transporteurs ABC, destinés a la membrane
canaliculaire de 1’hépatocyte commence dans le réticulum endoplasmique (RE). Ces protéines
néosynthétisées subissent un contrdle qualité dans le RE puis traversent différents

compartiments avant d’atteindre la membrane plasmique/canaliculaire. Les transporteurs ABC
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sont cotraductionnellement transloqués par le complexe Sec61 en formant un translocon sur
lequel le ribosome vient se placer, a I’aide de la SRP (Signal recognition particule) et de son
récepteur, assurant ainsi le passage de la chaine polypeptidique en cours de synthése a travers

la membrane du RE (124) (Figure 13).

Cytoplasmp
Lumiére R :
Membrane du RE .
Sec61
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Figure 13 : Modé¢le de biosynthése d’ABCC7/CFTR

La biosynthese de la chaine polypeptidique de CFTR est initiée par le ribosome qui est ciblé
vers la membrane du RE gréace a la SRP et a son récepteur. La traduction a lieu a travers le
complexe Sec61. La chaine polypeptidique émergente est co-traductionnellement insérée dans

la membrane du RE a I’aide de séquences signal (125).

Les protéines membranaires sont adressées suivant le méme mécanisme, chaque
segment transmembranaire étant intégré a la membrane durant la synthese. La N-glycosylation
commence dans le RE et se termine dans 1’appareil de Golgi avec la maturation des chaines
glycanes, apres un repliement correct de la chaine peptidique. La N-glycosylation joue un role
dans le repliement, le trafic et surtout la stabilité des transporteurs a la membrane.

ABCB11/BSEP posséde quatre sites de N-glycosylation (Asn109, Asn116, Asn122, et Asn125)
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dans la premiére boucle extracellulaire. Des délétions progressives des sites de N-glycosylation
ont montré qu’il en fallait au moins deux pour garantir sa stabilité (105).

Les protéines chaperones, telles que Hsp70 (Heat shock protein) (cytosolique), la
calnexine et la calréticuline (résidant dans le RE), permettent son repliement correct et son
passage vers 1’appareil de Golgi. Si la conformation native est acquise, la protéine quitte le RE
par des veésicules a destination du compartiment intermédiaire RE-Golgi puis vers I’appareil de
Golgi. Dans le cas contraire, la présence de la protéine est prolongée dans le RE jusqu'a
I’adoption d’une conformation correcte. Si le mauvais repliement persiste, la protéine est alors
ciblée par des enzymes de déglycosylation, retro-transloguée dans le cytosol (via Sec61), et
dégradee par le systtme ERAD. In vitro, il est possible de restaurer un adressage correct a la
membrane cellulaire par diminution de la température de culture des cellules a 27°C. Ceci serait
di a la diminution de la force d’interaction entre les protéines mal conformeées et les Hsp,
permettant ainsi leur maturation. Une fois insérée dans la membrane, les protéines présentent
une activité. Toutefois, cette activité est inférieure a celle de la protéine sauvage.

La phosphorylation ainsi que 1’ubiquitinylation sont d’autres types de modifications
post-traductionnelles qui affectent BSEP. Elles sont toutes aussi importantes dans la

localisation, le trafic et I’activité de BSEP.

3- Trafic intracellulaire d’ABCB11 dans les hépatocytes

A- Le ciblage polarisé

Les hépatocytes possédent une polarité complexe avec formation de domaines
membranaires fonctionnels bien distincts qui sont le pdle sinusoidal (basolatéral) et un pole
canaliculaire (apical). La plupart des protéines a destination de la membrane canaliculaire

passent d’abord par la membrane basolatérale avant de rejoindre le canalicule biliaire par
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transcytose (126, 127). Cette voie de trafic indirecte ne s’applique pas pour les transporteurs
ABC nouvellement synthétisés. Kipp et al. ont montré par des expériences de pulse-chase,
d’immunoprécipitations et de purification de compartiments subcellulaires, que BSEP
nouvellement synthétisée passait directement du Golgi vers un compartiment vésiculaire
subapical ou elle peut étre séquestrée temporairement (plusieurs heures) avant d’atteindre la
membrane plasmique apicale (le canalicule biliaire) (128). Ce compartiment subapical est
constitué d'endosomes de recyclage qui expriment rab11 (129). Rabl1, est une petite protéine
de liaison au GTP qui s'associe au recyclage des endosomes dans des cellules non polarisées et
polarisées (130). Il a été montré que BSEP est colocalisée avec des endosomes associés a Rab11
et ceux-ci apparaissent sous forme de tubulo-vésicules ou de structures globulaires proches des
centres cellulaires organisateurs des microtubules (129). En revanche, d'autres protéines
apicales de la famille des ABC transporteurs tels que MDR1, MDR2 et MDR3, semblent
également se rendre directement du Golgi vers la membrane canaliculaire, mais elles ne
s'attardent pas comme BSEP dans le compartiment vésiculaire subapical appelé « réservoir »

intracellulaire (128).

B- La stabilité membranaire, le recyclage et le réservoir intracellulaire

Il existe un pool de recyclage pour BSEP qui peut étre rapidement mobilisable vers la
membrane plasmique apres sa stimulation. Lors d’un repas ou il y a un besoin de sécréter des
ABs pour faciliter la digestion, les pools cytoplasmiques qui servent de réservoir de stockage
de BSEP, peuvent étre rapidement ciblés vers la membrane plasmique pour augmenter la
capacité de transport (131). Le réservoir intrahépatique est volumineux contenant au moins six
fois plus de transporteurs ABC que dans la membrane canaliculaire. L’augmentation du flux
biliaire est directement liée a 1’augmentation rapide de la quantité des transporteurs ABC au

niveau de la membrane canaliculaire des hépatocytes. L’AMPc, le taurocholate (TC), le
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tauroursodeoxycholate (TUDCA) induisent I’augmentation du trafic des transporteurs ABC au
canalicule biliaire. Cette réponse physiologique est due a une demande temporelle de sécrétion
biliaire. Cette augmentation d’expression membranaire qui représente environ trois fois la
quantité de transporteurs peut étre inhibée par la colchicine, un inhibiteur de la polymérisation
des microtubules. Cela prouve que le réseau de microtubules intervient dans 1’adressage apical
des transporteurs (132). Il a été montré dans des modéles animaux expérimentaux de cholestase
que le TUDCA stimule I'insertion de Mrp2 (Abcc2) et de Bsep dans la membrane plasmique
apicale (133-135). La sécrétion de sels biliaires stimulée par 'AMPc dans le foie de rats isolé
et perfusés est bloguée par les inhibiteurs de microtubules, ce qui indique la nécessité d'un
cytosquelette intact dans cette régulation (136).

Le trafic vers la membrane apicale de ces transporteurs dépend aussi d’une enzyme clé
de la signalisation cellulaire : la phosphoinositide 3-kinase (PI13K). La PI3K est une enzyme
ubiquitaire activée par I’AMPc. Son inhibition entraine une diminution de la sécrétion biliaire
liée & une diminution des transporteurs (137). Lors d’une cholestase induite par ligation des
voies biliaires, par une administration de Phalloidine ou de lipopolysaccharides chez le rat, le
trafic membranaire est perturbé. Dans ces conditions, BSEP, MDR3, MDR1 et MRP2
colocalisent dans des structures intracellulaires péri-canaliculaires (138, 139).

La demi-vie de BSEP/Bsep dans la membrane apicale est d'environ 4-6 jours et il a été
suggeré que la protéine est recyclée de maniere constitutive entre la membrane plasmique et les
veésicules subapicales (endosomes) et nécessite la myosine 5B (MYO5B) (140, 141). Dans les
cellules WIF-B9 exprimant BSEP, ce recyclage constitutif est dépendant des microtubules et
sensible aux inhibiteurs de I'actine, mais non affecté par la bréfeldine A, 'AMPc, le TC ou les
inhibiteurs de la phosphatidylinositol 3-kinase (129). Cette voie a été proposée pour fournir une

réponse rapide aux transporteurs canaliculaires lorsque la sécrétion d'ABs est necessaire (142).
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C- Les protéines partenaires du trafic intracellulaire

D'autres études ont identifié d'autres protéines qui s'associent a BSEP/Bsep et aident a
« I’ancrage » du transporteur sur son site d'action. La chaine legére régulatrice de la protéine
motrice myosine 1l (MLC2) interagit avec la région NBD de BSEP et joue un réle important
dans le trafic de BSEP vers la membrane plasmique (143). L'expression d'une forme dominante
négative, non phosphorylable, de MLC2 a réduit les niveaux de BSEP dans la membrane apicale
des cellules MDCK. Ainsi, le traitement avec I'inhibiteur de MLC2, la blebbistatine, a réduit
I'apport de BSEP a la membrane plasmique apicale (143). De plus, Kruglov et al. ont découvert
que le récepteur du 1,4,5 triphosphate d'inositol de type 11 (InsP3R2) colocalisait avec Bsep au
niveau de la membrane canaliculaire et que la perte de ce régulateur de Ca?* entrainait une
endocytose de Bsep dans un compartiment intracellulaire, peri-canaliculaire, avec une
diminution conséquente de la sécrétion en sels biliaires (144). 1l a également été montré que la
région NBD se liait a la protéine X-1, associée au cytosquelette (Hax-1), qui interagit également
avec la cortactine (145). La déplétion de Hax-1 ou la surexpression des formes négatives
dominantes de cortactine ou EPS15 entraine une augmentation du taux de BSEP dans la
membrane apicale des cellules MDCK, ce qui suggere que ces protéines jouent un role
important dans l'internalisation de BSEP a partir de la membrane plasmique. Soroka et al. ont
montré que I’extrémité C-terminale de la protéine Bsep contient un motif tyrosine
(*P1O0YYKLVE) qui est essentiel & I'endocytose constitutive de Bsep. Ce motif est conservé
parmi les membres étroitement apparentés de la sous-famille ABCB (146). L’équipe de Hayashi
et al. a également montré que le motif tyrosine C-terminal de BSEP interagissait directement
avec AP-2, une protéine adaptatrice associée a une endocytose dépendante de la dynamine et

de la clathrine (147). La figure 14 résume ces interactions.
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Figure 14 : Les partenaires du trafic régulant le recyclage endosomal de BSEP dans

I’hépatocyte

Apres modification post-traductionnelle dans le Golgi, BSEP est acheminée vers un
compartiment de recyclage subapical. Le trafic a destination et en provenance de ce
compartiment endosomal est fortement régulé par diverses voies de kinases. L'AMPc et le
traitement au tauroursodésoxycholate (TUDCA) entrainent notamment une augmentation du
mouvement vers la membrane plasmique canaliculaire, alors que le traitement par I'cestradiol-
17-glucuronide (E, 17G) et le taurolithocholate (TLC) entrainent une augmentation de
I'endocytose vers I'endosome de recyclage et éventuellement le lysosome pour la dégradation.
Le phénylbutyrate (PB) peut agir en modifiant le taux d'ubiquitination (Ub) et la dégradation
lysosomale de BSEP. L'internalisation de BSEP a la membrane plasmique est un processus
dépendant de la clathrine impliquant I’interaction de nombreux partenaires. L'AP-2 se lie a un
motif contenant la tyrosine dans I'extrémité C-terminale de Bsep, permettant I'endocytose par
un mécanisme dépendant de la clathrine. Le 4-PB diminue I'expression de la sous-unité
a-adaptine de I'AP2, altérant ainsi la capacité de I'AP2 a interagir avec BSEP et a reduire
I'endocytose du transporteur. L’endocytose apicale dépend de la clathrine et requiert HAX-1,

la cortactine et d’autres composants de fixation a I’actine (146).
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D- Les voies de dégradation des transporteurs ABC

Les protéines sont continuellement renouvelées, ce qui implique des processus
permanents de synthése et de dégradation. Les transporteurs ABC sont degrades selon deux
Vvoies : soit par le protéasome soit par le systeme lysosomal. Le mécanisme de dégradation des
protéines matures ou en cours de synthese est différent. Il faut noter que le repliement des
transporteurs ABC n’est pas trés efficace. Des données montrent que seuls 30% de CFTR subit
une maturation correcte alors que le reste est dégradé aussi rapidement comme c¢’est le cas du

mutant immature AF508 (148).

a- Le protéasome

Le RE est le site principal ou les protéines membranaires nouvellement synthétisées
telles que BSEP, subissent une maturation et se replient pour atteindre la structure
tridimensionnelle adéquate. Les protéines néosynthétisées sont ensuite soumises a un contrdle
qualité puis traversent différents compartiments pour atteindre la membrane plasmique. Seules
les protéines correctement repliées et assemblées sont capables de quitter le RE. La plupart des
protéines mal repliées sont retenues dans le RE et ensuite dégradées dans le cytosol par un
processus connu sous le nom de la dégradation des protéines associée au RE (ERAD). Au cours
du processus ERAD, une protéine membranaire aberrante est, d'abord, reconnue et
ubiquitinylée par une enzyme spécifique E3, exportée hors du RE par le mécanisme de rétro-
translocation et finalement dégradée par le protéasome (149). Le protéasome est constitué de
protéases multimériques ATP dépendantes. Il est abondant dans le cytoplasme et le noyau des
cellules eucaryotes, ou il intervient dans la dégradation des substrats ubiquitinylés dont les
transporteurs ABC auxquels ’ubiquitine est greffée sur les résidus lysines afin de marquer les
protéines destinées a la dégradation comme le mutant CFTR/AF508. Plusieurs données

suggerent que les protéines CFTR mal repliées sont des substrats de la voie du protéasome et
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de l'ubiquitine. Le traitement de cellules avec des inhibiteurs du protéasome (la lactacystine et
le MG132) provoquent I’accumulation de formes multi-ubiquitinylées de CFTR. Dans des
cellules exprimant une forme dominante négative de 1’ubiquitine, le transporteur s’accumule,
démontrant que la multi-ubiquitinylation est un prérequis pour la dégradation (148).
L’inhibition du protéasome stabilise certains mutants d’ABCB11/BSEP retenus dans le RE,
dans des cellules MDCK et HEK293 (140, 150-153). Ces résultats montrent que le protéasome

joue un réle majeur dans la dégradation des mutants des transporteurs ABC au niveau du RE.

b- Le systeme lysosomal

Le protéasome représente la voie majeure de dégradation des transporteurs ABC aberrants.
Cependant, un certain nombre d’études suggerent qu’il existe une autre voie impliquée dans
I’élimination des protéines malformées. Il s’agit du systeme de dégradation par
macro-autophagie/lysosome. En atteignant la membrane plasmique, les transporteurs ABC sont
réinternalisés dans les endosomes précoces puis recyclés. Cependant, une partie des protéines
échappe au recyclage et sera sujet a la dégradation lysosomale. Bien que les protéines
membranaires non-natives qui ont échappé au contr6le qualité du RE soient dégradées
préférentiellement par les lysosomes, il semble que le protéasome soit aussi impliqué. Certains
mutants de CFTR tronqués de leur extrémité C-terminale atteignent la membrane plasmique
mais sont instables. Ils ne sont pas pris en charge par le lysosome, mais par le protéasome (154).
D’autres mutants, qui n’entrainent pas de rétention dans le RE, subissent une maturation
normale, mais leur stabilité & la membrane plasmique est affectée. Le mutant BSEPP482¢, par
exemple, a une demi-vie trés réduite par rapport a celle de la protéine sauvage, par conséguent,
son activité est egalement réduite. L’inhibition du protéasome augmente sa stabilité,

contrairement a I’inhibition des protéases lysosomales (155).
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IX- Les cholestases

1- Définition et étiologie

La cholestase est définie comme une perturbation de I'écoulement de la bile provoquée
par des maladies soit dans les hépatocytes, soit dans les voies biliaires intrahépatiques ou dans
le systeme biliaire extrahépatique. Les maladies cholestatiques du foie sont les formes les plus
courantes des troubles du foie résultant de maladies hépatiques acquises ou héréditaires. Un
débit biliaire insuffisant entraine une accumulation des composants de la bile (la bilirubine, les
ABs et les lipides) dans le foie. Par conséquent, cette surcharge peut causer une €lévation des
taux de bilirubine et des sels biliaires dans le foie et le sang, ainsi que la dérégulation du
métabolisme lipidique. Cliniquement, les patients manifestent souvent un ictére (jaunisse) suite
a une hyperbilirubinémie. Un des symptémes les plus handicapants est le prurit
(démangeaisons). Une maladie cholestatique hépatique chronique peut évoluer vers la cirrhose
et I’insuffisance hépatique, cause principale de transplantation hépatique pédiatrique.

Anatomiquement, il faut distinguer la cholestase d’origine extrahépatique ou
intrahépatique. La cholestase extrahépatique est causée par des anomalies structurelles des
voies biliaires, telles que I'obstruction des voies biliaires extrahépatiques (visible en imagerie).
Les traitements chirurgicaux sont généralement appliqués pour restaurer la fonction
physiologique. La cholestase intrahépatique est plus compliquée, causée par une diminution ou
un arrét de la sécrétion canaliculaire de la bile conduisant a une accumulation de composants
toxiques dans I’hépatocyte. Les causes communes de ces deux types de cholestases sont
illustrées dans la figure 15.

Les troubles cholestatiques peuvent provenir soit de mutations génétiques, soit de
maladies acquises. Les maladies heéréditaires caractérisées par une cholestase

hépatocanaliculaire due a des anomalies des transporteurs hépatobiliaires, comprennent les
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cholestases génétiques (cholestases intrahépatiques familiales progressives: PFIC), les
cholestases intrahépatiques récurrentes bénignes (BRIC), les cholélithiases familiales causée
par un manque de sécrétion biliaire de phospholipides (cholélithiases associées a de faibles
phospholipides ou maladie de la vésicule biliaire, LPAC), la cholestase intrahépatique de
grossesse (ICP) et plusieurs autres maladies rares. Les cholestases acquises comprennent des
troubles tels que la cirrhose biliaire primitive, la cholangite sclérosante primitive, la cholestase
induite par I’inflammation, la cholestase induite par les médicaments ou encore la cholestase
gravidique. La prédisposition héréditaire joue également un réle important dans la cholestase

intrahépatique induite par un médicament.

Infections hépatobiliaires
Maladies métaboliques héréditaires
Anomalies ductulaires

|:> Intrahépatique Désordres endocrinologiques

Prématurité

A Médicaments
Ischémie
Nutrition parentérale

- Sépticimie
Atrésie des voies biliaires
3 % kyste de cholédoque
Extrahépatique Cholélithiases

Cancers
Anomalies ductulaires

Figure 15 : Etiologie des cholestases intrahépatiques et extrahépatiques

Adaptée d’aprés Chen, 2018 (156).

2- Cholestases Familiales Intrahépatiques Progressives (PFIC)

Les PFIC constituent un groupe hétérogene de maladies hépatiques récessives
autosomiques d’origine héréditaire. Elles ont été décrites pour la premiere fois par Clayton et
ses collaborateurs en 1969 sous le nom de maladie de Byler dans une population apparentée
aux Amish (157). Elles se présentent sous forme d'une cholestase intrahépatique chez le

nourrisson ou le jeune enfant et entrainent une maladie grave du foie pouvant conduire a la
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transplantation hépatique pendant I'enfance ou a I'dge adulte voire méme au déces (158-160).
Les PFIC représentent 10 a 15% des cas de syndrome de cholestases néonatales et 10 a 15%
des enfants nécessitent une greffe du foie (159, 160). Il s’agit d’une maladie rare dont
I’incidence est estimée entre 1 pour 50 000 et 1 pour 100 000 naissances bien que la prévalence
exacte ne soit pas connue. La maladie affecte les deux sexes de maniéere égale et a été signalée
dans le monde entier (159) . Cliniquement, les PFIC se manifestent souvent durant la premiére
année de vie et se caractérisent par un ictere, un prurit sévere, une hépatosplénomégalie, un
retard de croissance et un retard mental. La coagulopathie, I'ostéopénie et les troubles
neuromusculaires sont d'autres symptomes causés par un déficit en vitamines liposolubles. Sans
traitement adéquat, la maladie évolue en fibrose hépatique et en cirrhose et aboutit généralement
au deces par insuffisance hépatique au cours de la premiere année de vie ou, plus rarement, au
cours de la deuxiéme décennie (159).

Le groupe des PFIC consiste en trois types de défauts génétiques (Figure 16) : PFIC1-3,
classés en deux catégories selon le taux de y-glutamyl transférase (y-GT) dans le sérum. PFIC1
et PFIC2 sont caractérisées par un taux normal de y-GT contrairement a la PFIC3. Cette activité
élevée de y-GT est associée a un endommagement de la membrane apicale des voies biliaires
et D’interruption des connexions intracellulaires due a des concentrations élevées de sels
biliaires dans la bile, chez les patients atteints de PFIC3.

La PFIC1 (ou maladie de Byler) est la conséquence d'un défaut sévere du géne codant
I'ATPase, ATP8B1/FIC1 (92). Le déficit en ATP8BL/FIC1 entraine une asymétrie
phospholipidique de la membrane canaliculaire (le feuillet externe de la membrane, plus riche
en aminophospholipides, devient moins résistant aux effets détergents des ABs) et reduit la
capacité du foie a sécréter la bile (94). La forme la moins sévere et non progressive de ce déficit

est appelée BRIC1.
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La PFIC2 (ou syndrome de Byler) est causée par un défaut d’ABCB11/BSEP, le transporteur
des ABs a la membrane canaliculaire des hépatocytes (161). Diverses mutations du géne de
BSEP entrainent une diminution de la sécrétion des ABs, donc un ralentissement du flux biliaire
et une accumulation des acides biliaires toxiques dans les hépatocytes. C’est cette pathologie
qui a fait I’objet de mes travaux de thése.

La PFIC3 est différente des deux premieres dans la présentation clinique (v -GT élevées), elle

est causée par un défaut dans le géne ABCB4 codant la protéine MRD3 (transporteur
canaliculaire des PC) (75, 76). L'absence de phospholipides dans la bile déstabilise également
les micelles et favorise la cristallisation du cholestérol, ce qui entraine une augmentation de la
lithogénicité biliaire. Cela augmente encore les dommages dans le foie en obstruant de petits
canaux biliaires (159). Les anomalies bialléliques ou monoalléliques d’ABCB4 peuvent causer
ou prédisposer les patients a un large spectre de maladies du foie, telles que le syndrome LPAC,
I’ICP, les Iésions hépatiques d'origine meédicamenteuse, la cholestase néonatale transitoire, la
cholangite sclérosante des petits canaux et fibrose biliaire de I'adulte ou cirrhose (162-164). Des
carcinomes hépatocellulaires et des cholangiocarcinomes intrahépatiques ont également été
observés chez des patients présentant des mutations ABCB4/MDR3 (164).

De plus, la protéine des jonctions serrées (tight junction protein 2, TIP2) et la MYO5B ont
été retrouvees comme causant les PFIC. Le déficit en TIP2 (PFIC4) a été décrit pour la premiére
fois en 2014 (165). TJP2 est un composant important des jonctions serrées, et le déficit en TIP2
perturbe les connexions intracellulaires et la fuite de la bile a travers I'espace paracellulaire dans
le parenchyme hépatique. Le déficit en MYO5B a eté egalement décrit pour la premiere fois en
2016 (166), causé par les mutations du gene NR1H4 qui code pour FXR. La perte de FXR est
associee a une cholestase neonatale sévere et une coagulopathie debutante indépendante de la

vitamine K, évoluant rapidement vers une maladie hépatique au stade terminal. De plus, les
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mutations de la MYO5B entrainent une dérégulation des protéines de Rabl11a/b et perturbent

davantage le trafic de BSEP (167, 168).

Disease Gene ‘ Transport defect ‘

Aminophospholipids

ATP8B1
PFIC1
G 18q 21-22
Phosphatidyl serine
Phosphatidyl ethanolamine
PFIC2 ABCB11 BA BA
2q 24
PFIC3 ABCB4 PC —-> PC
79 21
Hepatocyte | Canaliculus

Figure 16 : Cholestases intrahépatiques familiales progressives (PFIC) : Types, génes

impliqués et défauts de transports

BA : acides biliaires, PC : phosphatidylcholine (158).

X-  La Cholestase Familiale Intrahépatique Progressive de type 2 :

PFIC2

Lors de mes travaux de these, je me suis intéressée plus particulierement a cette maladie.
La PFIC2 est une maladie autosomique récessive rare. Sa prévalence est de 1/100 000
naissances. Cette pathologie hépatique est causee par des mutations du géne ABCB11 codant le
transporteur hépatocytaire BSEP (161, 169, 170). Chez les patients atteints de PFIC2,
I’altération de la sécrétion des ABs entraine une diminution du flux biliaire, une accumulation
de sels biliaires dans les hépatocytes, des lésions hepatocellulaires persistantes et un risque
accru de carcinome hépatocellulaire (169, 171). Cliniquement, la PFIC2 se manifeste par une
cholestase souvent ictérique (avec jaunisse) dans les premiers mois de vie. Le plus souvent,

persiste une cholestase sévére responsable d’un prurit handicapant (démangeaisons), d’un
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retard de croissance et d’un ictére. La maladie évolue rapidement vers la cirrhose et
I’insuffisance hépatique. Les patients développent une fibrose et une insuffisance hépatique
avant I'age adulte et en 1’absence de transplantation hépatique, les enfants meurent souvent
avant I'age adulte. Suivant le type de mutation, le marquage canaliculaire de BSEP détectée par
immunohistochimie du foie est plus ou moins impacté (169) (Figure 17). La conséquence est
une sécrétion canaliculaire réduite des sels biliaires (< 1mM, normale > 10mM) qui

s'accumulent alors dans I'hépatocyte et y exercent leur toxicité.

Figure 17 : Histopathologie de la PFIC2

(A) L'hépatite a cellules géantes (fleches) avec cholestase hépatocanaliculaire ou (B) I'absence
totale de la protéine BSEP sont des signes typiques observés chez les patients atteints de PFIC2.
Encadré : immunohistochimie positive de BSEP dans le domaine apical (canaliculaire) des
hépatocytes chez un témoin sain. (A) Hématoxyline et éosine. (B, encadré) immunohistochimie
avec l'anticorps polyclonal de lapin anti-ABCB11. Adaptée d’apres Sticova, 2018 (172).

Actuellement, les patients sont traités par 1’acide ursodésoxycholique (UDCA) qui est
un acide biliaire peu toxique du fait de son caractére hydrophile, la rifampicine qui est un
antibiotique, inducteur enzymatique du cytochrome P450 et parfois par un traitement
chirurgical (dérivation biliaire). Cela permet d’améliorer parfois le quotidien des patients et de

ralentir I’évolution de la maladie. Néanmoins, une transplantation hépatique est nécessaire,
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dans plus de la moitié des cas, avant I'dge adulte (159) en raison d'un prurit ininterrompu, d'une
insuffisance hépatique ou d'un carcinome hépatocellulaire. Alors que la transplantation
hépatique est curative dans la plupart des cas, des rapports récents ont indiqué que les patients
atteints de PFIC2 ayant recu une greffe du foie peuvent développer des récidives dues au
phénomene d’allo-immunisation. Des anticorps anti-BSEP inhibent 1’activité de la protéine
BSEP nouvellement synthétisée, reconnue comme étrangere par le receveur (173, 174). Les
mutations d’ABCB11 sont responsables d’au moins trois formes cliniques de maladies du foie :

la PFIC2 et deux phénotypes moins sévéres, la BRIC2 et I’ICP.

1- Les mutations d’ABCB11/BSEP identifiées chez les patients

Plus de 200 mutations ont été identifiées tout au long des 27 exons de la séquence du
géne ABCB11 codant BSEP (116). L'hétérogénéité génétique est la caractéristique de ce type
d’atteintes pathologiques (175), avec un grand nombre de mutations décrites telles que les faux
sens, I'épissage, les non-sens, les insertions/délétions. La majorité des mutations conduisent a
des substitutions d’un acide aminé par un autre (mutations faux sens). L’évaluation de 1I’impact
d’un changement d’acide aminé peut étre réalisée par des logiciels de prédiction in silico (par
ex : Polyphen-2). C’est un outil mathématique basé sur des algorithmes permettant de prédire
I'impact d’un changement d'acide aminé sur la structure et la fonction d'une protéine donnée.
Ces logiciels peuvent donner une premiére indication, mais apportent peu d’explications sur les
impacts réels de la mutation sur la proteine.

De nombreuses mutations identifiées chez ces patients se regroupent dans les deux
domaines de liaison a I’ATP (NBD) de BSEP (169) (Figure 18). Ceci est en accord avec la
haute conservation de ce domaine entre les différentes espéces (101) et souligne 1’importance
d’une structure correcte des deux NBDs pour le bon fonctionnement des transporteurs ABC

(176).
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Figure 18 : lllustration 2D et 3D des variants d’ABCB11 identifiés

(A) Modéle de BSEP représenté avec le logiciel TOPO2 dont 1’acide aminé muté est représenté
par des carrés ou des étoiles colorés. La premiere position affectée est marquée pour les variants
de décalage du cadre du lecture. Rouge : faux sens, vert : non-sens, bleu : suppression/décalage
du cadre de lecture, bleu foncé : site d'épissage, gris : polymorphisme, les étoiles mettent en
évidence les nouveaux variants. (B) Vue schématique de la fonction de transporteur ABC
couplée a I'ATP. TMD, domaine transmembranaire, CH, hélice de couplage, NBD, domaine de
liaison aux nucléotides. (C) Mutations faux sens spécifiques dans un modeéle 3D de BSEP basé

sur la structure de la P-gp. TMH, hélice transmembranaire (174).

A- Mutations et corrélation génotype-phénotype

La corrélation genotype-phénotype est importante et doit étre établie pour determiner
quels mutants d’ABCB11 pourraient bénéficier d'une pharmacothérapie ciblée capable de
modifier I'épissage, d'induire une translecture de codons stop prématureés, de restaurer un trafic
normal et diminuer la dégradation et/ou augmenter l'activité du transporteur. Bien que, la
connaissance du génotype d’un individu ne permet pas de prévoir la symptomatologie et

I’évolution de la maladie. Cependant, il a été rapporté que certaines mutations de BSEP sont
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associees plus freguemment a une forme particuliere de cholestase, suggérant une corrélation
possible avec la gravité de la maladie (146, 177). De plus, dans une étude récente portant sur
une grande cohorte de patients atteints de PFIC2, suggérait que la gravité de la maladie était
corrélée a l'altération du niveau d'expression et de la fonction du mutant BSEP résultant (169,
178).

La forme sévere de la maladie est associée a des mutations bialléliques de type non-sens,
les délétions/insertions qui font apparaitre un codon-stop prématuré dans la séquence
nucléotidique ou un décalage dans le cadre de la lecture. En effet, dans ces cas-1a, ces mutations
aboutissent a la synthése d’une protéine tronquée non fonctionnelle. La protéine n’est
généralement pas détectée a I’analyse immunohistochimique. L’absence de BSEP entraine une
accumulation des sels biliaires dans les hépatocytes des patients atteints. Les patients présentant
des formes severes de syndrome de déficit en BSEP sont souvent trés jeunes, répondent moins
bien aux traitements médicaux et chirurgicaux et courent un risque important de développer un
carcinome hépatocellulaire tres t6t dans la vie (169, 171). Par conséquent, la survie avec le foie
natif apres I'age de 10 ans a été estimée a environ 33% chez les patients atteints de PFIC2
porteurs de deux mutations bialléliques graves (Figure 19) (178). De plus, il été suggéré que
ces patients présentaient un risque plus élevé de développer des anticorps anti-BSEP contre la
protéine néosynthétisée (phénomene d’allo-immunisation) apres une transplantation hépatique
(174).

Les formes moins séveres de la PFIC2 sont souvent associées quant a elle, a des
mutations monoalléliques de type faux sens. La gravité de la maladie dépend du résidu touché.
En effet, la persistance d’une activité résiduelle de la protéine a la membrane canaliculaire
pourrait repousser 1’apparition des symptdmes et étre moins delétere pour le patient. Le statut
homozygote (biallélique) ou hétérozygote composite (deux mutations monoalléliques

différentes) entre également en considération. Un déficit des génes des PFIC a I’état
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hétérozygote (monoallélique) est responsable de lithiases biliaires, ou de susceptibilité accrue
a developper une cholestase pendant la grossesse ou lors de la prise de certains médicaments
en particulier les oestroprogestatifs, voire une cholestase néonatale transitoire.

Il existe également plusieurs polymorphismes de BSEP, les plus courants sont V444A
et M677V avec une variation considérable entre les différents groupes ethniques. Le
polymorphisme V444A est tres fréquent, et est associe a une ICP et une cholestase induite par

les médicaments, malgré le maintien de I'activité normale de BSEP (179).
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c T T | ] 1
0 5 10 15 18
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Moderate 99 47 26 15 10
Severe 35 8 5 2 0

Figure 19 : La survie avec un foie natif est associée avec la sévérité de la mutation

(178)

B- Effets des mutations sur le transporteur

Le nombre de mutations affectant ABCB11/BSEP ne cesse d’augmenter. Les mutations
fréquentes du gene ABCB11 peuvent étre groupées en mutations non-sens, mutations faux sens,
délétions, insertions et mutations qui altérent les sites d'épissage.

Synthése d’une protéine tronquée : L’apparition d’un codon-stop prématuré (CSP) dans le
cas de mutations non-sens ou lors de délétions et d’insertions génére une protéine tronquée le
plus souvent non fonctionnelle. Les ARNm porteurs d’un CSP sont sujets a la voie NMD

(Nonsense-mediated RNA decay), le systéme de surveillance spécifique des ARNm aberrants,
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et sont rapidement dégradés (180). Le phénotype observé dans ce cas, est en général plus sévéere
du fait de I’absence totale ou partielle de la protéine et donc d’une perte totale de fonction.
Défaut de repliement et de maturation : Dans ce cas, les protéines n’arrivent pas a atteindre
une conformation correcte et s’accumulent dans le cytoplasme au niveau du RE puis sont
dégradées par le systtme ERAD. Les mutants BSEPRII26C, T1210P et G982R gnt yne expression
réduite a la membrane plasmique (181). C’est également le cas de la mutation CFTR/AF508
qui n’atteint pas la membrane plasmique (182).

Défaut d’activité : Les mutations produisent un transporteur correctement localisé a la
membrane plasmique, mais dont la capacité de transport est réduite. Le mutant BSEPT46%!
identifiée chez un malade du service d’hépato-pédiatrie de I’hopital Bicetre présente ce défaut.
Dans le cas d’ABCB11, la mutation p.T463l est par exemple localisée au niveau du NBD1, elle
aboutit & une synthése d’une protéine mature correctement adressée, mais inactive.

Défaut de stabilité : Les mutations affectent la stabilité de la protéine mature, en réduisant sa
demi-vie et donc sa présence a la membrane. Le mutant BSEPP482C représente 30% des familles
européennes atteintes de PFIC2. Cette mutation entraine une protéine instable avec une

réduction de sa demi-vie d’environ deux tiers par rapport a la protéine sauvage (155).

2- Les approches thérapeutiques ciblant les effets d’un défaut
d’ABCB11

A- Les thérapies actuelles : I’UDCA et la transplantation hépatique

Actuellement, il n’existe pas de traitement curatif pour les PFIC d’une maniére générale.
Les méthodes thérapeutiques reposent uniquement sur des traitements asymptomatiques dont
le but est d’améliorer la qualité de vie des patients et de freiner 1’évolution de la maladie afin

que les enfants arrivent a 1’age ou ils peuvent supporter une transplantation hépatique. Ces

54



Introduction bibliographique

traitements consistent en I’administration de ’UDCA. L’UDCA est un AB hydroxylé (acide
3a, 7b-dihydroxy-5b-cholanique) isomére du CDCA, qui est normalement présent dans la bile
humaine a 1’état de trace (1 a 3% des ABs totaux). Il représente 1'AB majeur de la bile d'ours
noirs et a été utilisé pendant des siecles dans la médecine traditionnelle chinoise comme remede
pour les maladies du foie. Il a été le premier traitement chez les patients atteints de cirrhose
biliaire primitive (183). Il est également, utilisé dans le traitement de la cholangite sclérosante
primitive, les hépatites chroniques ainsi que pour traiter les effets hépatiques liés a la
mucoviscidose. Il a été suggéré dans d'autres maladies cholestatiques chroniques (184). C’est
un AB peu toxique du fait de son caractére hydrophile. Il permet une meilleure hydroxylation
des ABs et facilite leur élimination urinaire. Le traitement par ’'UDCA modifie la composition
de la bile en AB en la rendant moins hydrophobe De fait, cela diminue la proportion d’ABs
hépatotoxiques : CDCA, CA et DCA et donc réduit la toxicité potentielle de la bile qui peut
aggraver les lésions hépatiques. Il présente une activité anti-apoptotique (apoptose induite par
les ABs toxiques), immunomodulatrice et anti-inflammatoire. Il stimule la sécrétion biliaire par
la régulation des transporteurs hépatiques présents a la membrane apicale y compris Mrp2 et
Bsep. Le traitement par I'UDCA doit étre envisagé dans la prise en charge thérapeutique initiale
des enfants avec tous les types de PFIC. La meilleure réponse au traitement par ’UDCA est
obtenue chez certains patients, en particulier ceux atteints de PFIC3 avec des mutations faux
sens et qui ont une maladie moins grave que les patients avec une mutation conduisant a une
protéine tronquée. La majorité des patients ayant le syndrome LPAC di a des mutations faux
sens répondent de facon tres satisfaisante a I’administration d’UDCA a des doses de I’ordre de
8 mg/kg/jour (158).

Lorsque la thérapie par ’'UDCA ainsi que la dérivation biliaire s’averent inefficaces, la
transplantation hépatique reste la seule alternative pour ces patients. Cependant cette option

thérapeutique présente des risques immediats, mais également a plus long terme, avec les
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risques de rejet du greffon, les effets indésirables des immunosuppresseurs, ainsi qu’une
allo-immunisation contre la protéine BSEP nouvellement synthétisée par des anticorps

anti-BSEP (174).

B- La pharmacothérapie ciblée

Les options thérapeutiques pour les maladies cholestatiques sont rares et les options de
traitement sont limitées. Considérant que la transplantation hépatique est la seule thérapie
efficace a long terme pour les patients atteints de PFIC2, de nombreux efforts ont été déployés
pour identifier des composés qui pouvant offrir une nouvelle alternative médicale. Le
rétablissement de 1’expression partielle d’une protéine fonctionnelle pourrait suffire a retarder
ou a eviter la transplantation hépatique. La figure 20 résume les différentes stratégies de

pharmacothérapie ciblée qui peuvent étre envisagées selon le déficit fonctionnel observe.

Comprendre les effets de certaines mutations d’ABCB11 au niveau protéique et tester in
vitro des molécules spécifiques a chaque type de mutation, reléverait de la médecine

personnalisée et peut étre plus efficace pour les patients atteints de PFIC2.

56



Introduction bibliographique

. Membrane plasmique
Potentiateurs : VX-770 \
Agonistes de FXR : 6-CDCA W
Trafic Golgi
Drogues chaperonnes : 4-PB Régulateurs MG132
de protéasome
-—,
jDégradatuon

fé =
Transloc%ion
y A e

~——
Translectu r7] (exon )

Epissage
Inducteurs de p~—>*~ W Modulation de
translecture ; _ Transcription facteurs d’épissage :
aminosides Mutation NOCOOA snRNA
Non-sens
PTC124 \= Noyau

Figure 20 : La pharmacothérapie ciblée de la PFIC2

Différents types de mutations sont responsables de la PFIC2. Différentes approches pourraient
étre utilisées pour permettre une expression suffisante d’une protéine fonctionnelle au niveau
de la membrane canaliculaire. Pour les mutations altérant les sites d’épissage, une modulation
des facteurs d’épissage (utilisation de SNnRNA) pourrait aboutir a la restauration d’un épissage
normal. Les mutations non-sens conduisent a la formation d’une protéine tronquée. Des
composés tels que les aminosides et le PTC124 pourraient potentiellement induire la
translecture du codon-stop prématuré et la synthése d’une protéine entiere et fonctionnelle. Les
mutations faux sens sont responsables d’un défaut de trafic. Les protéines mal repliées sont
reconnues par le systeme de dégradation associé au RE (ERAD). Des correcteurs tels que les
drogues chaperones (par ex. 4-PB, SAHA) ainsi que les composés qui inhibent ou modulent le
systéeme du protéasome (régulateurs du protéasome) peuvent partiellement restaurer le trafic a
la surface de la cellule. L’augmentation de la transcription génique par les agonistes des
récepteurs nucléaires (FXR) (par exemple 6-ECDCA, fibrates et statines) suivi de 1’utilisation
de molécules potentiatrices (par exemple VX-770) augmenterait la fonction de la protéine.
Adaptée d’aprés Van der Woerd, 2017 (185).
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a- Cibler les récepteurs nucléaires

FXR est impliqué dans la régulation de nombreux processus, raison pour laquelle il fait
I’objet d’une cible thérapeutique intéressante dans diverses maladies métaboliques et dans les
cholestases. En effet, de nombreux médicaments ont été développés qui ciblent FXR ou TGR5
(récepteur des ABs). Ces médicaments stimulent les effets regulateurs de la signalisation des
sels biliaires dans le métabolisme au-dela de leur réle physiologique et font actuellement I'objet
d'une évaluation d'efficacité clinique. L’utilisation d’agonistes de FXR, les mimétiques du
FGF19 et de composés qui interrompent le cycle entérohépatique des sels biliaires constituent
une nouvelle stratégie thérapeutique pour traiter ces maladies. Au niveau transcriptionnel,
I’expression d’ABCB11/BSEP est fortement régulée par le récepteur nucléaire FXR. L’agoniste
physiologique de FXR est le CDCA. L'activation de FXR par des agonistes synthétiques tels
que les GW4064 et l'acide obéticholique (OCA, également appelé INT-747 ou 6-ECDCA)
réduira la charge de sels biliaires sur les hépatocytes en limitant I'expression des récepteurs
d'absorption des sels biliaires (inhibition de NTCP), en réduisant la synthese des sels biliaires
(inhibition de la synthése de la 7a-hydroxylase7) et en stimulant la sécrétion des sels biliaires
(activation de la synthése d’ABCB11/BSEP) ainsi qu’une stimulation de la sécrétion des
phospholipides (activation de la synthése d’ABCB4) (186, 187). Ces molécules ont permis de
réduire efficacement les lésions dues a la cholestase.

Le NGM282 (anciennement appelé M70) est un des mimétiques de FGF19. Il a été concu
afin d’affecter de maniere sélective la synthese des sels biliaires sans stimuler la prolifération
des hépatocytes. Il a éte démontré que le NGM282 empéchait les lésions hépatiques statiques

dans un modele murin de cholestase (188).
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b- Les « suppresseurs » de codons stop

Les mutations non-sens se traduisent par 1’apparition d’un codon-stop prématuré (CSP)
dans la sequence codante du gene. Dans ce type de mutation, la protéine est absente : son
ARNM est rapidement dégradé par la voie NMD. Lorsqu’elle est toutefois produite, la protéine
est tronquée et, est le plus souvent instable et non fonctionnelle. Les maladies génétiques
humaines liées a l'apparition d'une mutation non-sens dans la phase codante d'un gene

représentent 10% a 30% de ces maladies (189).

La nécessité de développer des stratégies thérapeutiques de suppression des CSP représente
donc un enjeu important. L’une d’entre elles est d’exploiter le phénomeéne de translecture avec
’utilisation de molécules favorisant le saut du codon-stop prématuré afin de réexprimer une
protéine entiere et fonctionnelle. Les premiéres pathologies génétiques a avoir fait 1’objet
d’essais de suppression traductionnelle de CSP due a des mutations non-sens dans un but
thérapeutique sont la mucoviscidose et la myopathie de Duchenne. Cette stratégie s’est étendue,

depuis, a plusieurs autres maladies a CSP.

«»» Mécanisme de translecture

La traduction comprend trois étapes (I’initiation, 1’élongation et la terminaison) et
correspond a la synthése des protéines par le ribosome. La terminaison de la traduction a lieu
lorsqu’un des codons stop (UAA, UAG ou UGA) entre au niveau du site A du ribosome. A ce
niveau, il est reconnu préférentiellement par les facteurs de terminaison (eRF1 et eRF3). Le
polypeptide est alors libéré et le ribosome se dissocie. Il existe toutefois la possibilité que le
codon-stop soit reconnu par un ARNt dit « proche cognat » (c’est a dire qui présente 2
appariements sur 3 avec le codon), qui entre en « compétition » avec les facteurs de terminaison.

Des études récentes indiquent que 1’interaction entre CSP et un anticodon d’ARNt proche
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cognat se produit en cas de mauvais appariement en position 3 ou 1 du codon-stop (190).
L’interaction de I’ARNt proche cognat avec le CSP au niveau du site A du ribosome permet le
transfert de L’acide aminé et son incorporation dans la chaine polypeptidique. Ceci induit une
poursuite de la synthése protéique dans le méme cadre de lecture jusqu’au prochain codon-stop

naturel : ¢’est le phénomene de translecture spontanée (Figure 21).
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Figure 21 : Terminaison de la traduction et processus de la translecture du CSP

(A) Lorsque le ribosome rencontre un CSP, le site est reconnu par la machinerie de fin de
traduction et I'élongation du polypeptide est terminée prématurément. (B) Aprés 1’ajout des
inducteurs de translecture, la machinerie traductionnelle décode le CSP (reconnu par les ARNt
proche cognat) et la traduction se poursuit jusqu'au codon de terminaison normal. Cela permet
de traduire une protéine compléte. PTC : codon-stop prématuré (CSP), NTC : codon-stop
naturel (191).

Il existe plusieurs facteurs influencant la translecture : la nature du codon stop, le contexte
nucléotidique entourant le codon stop, notamment, le nucléotide en position N+4 (nucléotide
situé juste apres le codon stop) et les molécules ciblant le ribosome (Figure 22). Ainsi, une
translecture spontanée est plus fréquente dans le cas d’un codon-stop UGA que d’un codon
UAG ou UAA (192-195) et dans le cas ou le nucléotide en position N-1 est un uracile et en

N+4 une cytosine (C>U>A>G) (195-198).
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Figure 22 : Les facteurs modulant la fidélité de la terminaison de la traduction

La compétition entre terminaison et translecture peut étre modulée par des facteurs agissant en
cis ou en trans. Les facteurs cis (en violet) présents sur I’ARNm sont la nature du codon stop,
son contexte nucléotidique ou encore la présence d’une structure secondaire de type tige-
boucle. Parmi les facteurs trans (en vert), les molécules inductrices de translecture telles que les
aminoglycosides peuvent impacter 1’efficacité de la terminaison. Le codon-stop (en rouge) et
le contexte nucléotidique (en bleu) sont sur I’ARNm (199).

Il a été estimé que la translecture spontanée est tres faible pour les codons stop normaux
(elle est de I’ordre de 0.01 a 0.1%), mais peut aller de 0.1 a 1% dans le cas de CSP (192, 197,
200). Actuellement, les chercheurs sont incapables d’expliquer cette différence. Une des
hypothéses qui a été émise est que la terminaison de la traduction pour qu’elle soit efficace,
nécessite un contact étroit entre les facteurs de libération interagissant avec le codon-stop
naturel et la poly(A)-binding protein (PABP) (201, 202). La présence d’un CSP dans un

transcrit, généralement plus éloigné du 3’UTR, pourrait limiter 1’interaction entre les eRFS et

les PABP, conduisant a une action de moindre efficacité des eRF3.(203). La présence prolongée
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de la machinerie traductionnelle au CSP augmenterait la sensibilité de la translecture basale du
CSP (204).

De plus, la voie NMD intervient dans 1’efficacité de la translecture. Il s’agit de la voie
de dégradation spécifique des ARNm aberrants (contenant un CSP) permettant ainsi d’éviter
I’accumulation de protéines tronquées non fonctionnelles. D'un individu a un autre, I’efficacité
de cette voie peut varier (205). Ces différences modulent la séverité clinique de nombreuses
maladies a codon-stop (206), en modifiant probablement 1’abondance des transcrits aberrants
et donc le niveau de protéines tronquées et de protéines complétes issues de la translecture

basale de ces transcrits (Figure 23).
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Figure 23 : Inhibition de la voie NMD

La voie NMD est une voie de surveillance qui reconnait et dégrade les ARNm aberrants, dont
ceux qui contiennent un CSP. La présence d’un CSP dans la phase codante conduit a la
dégradation de I’ARNm par la voie NMD, le niveau de protéines synthétisées est donc faible.
Les inhibiteurs de la NMD comme le NMDI1 permettent d’augmenter le niveau d’ARNm et
donc de protéines. Cette stratégie thérapeutique est souvent associée a la suppression du CSP

pour augmenter le niveau de protéines entiéres réexprimées. CSP: codon-stop prématuré (207).
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En outre, cette variabilité influence également I'efficacité de la thérapie de suppression
de CSPs. Les patients qui expriment des niveaux plus élevés d’ARNm contenant un CSP, du
fait d’une moins bonne efficacité de la voie NMD, répondent mieux a ce type de thérapies (208).
D’un point de vue thérapeutique, si I’ARNm porteur d’un CSP est la cible du NMD, I’ utilisation
de ces molécules permet a la fois d’induire la translecture des CSPs et de stabiliser les transcrits
et donc de produire davantage de protéines, ce qui est particulierement bénéfique pour le
patient. Il serait également possible d’utiliser des inhibiteurs de la NMD comme le NMDI1 et
le NMDI14 qui potentialiseraient I’effet des inducteurs de translecture et augmenteraient la

synthese de protéines completes.

«» Molécules inductrices de translecture

Certaines molécules de petite masse moléculaire peuvent affecter la fidélité de la
traduction. C’est le cas des antibiotiques de la famille des aminoglycosides dont 1’activité
antibactérienne est liée a une grave perturbation de la synthése protéique. La fixation des
aminoglycosides au niveau du ribosome bactérien inhibe la synthése protéique en diminuant
fortement la fidélité du processus de traduction et en favorisant le phénomeéne de translecture.
Ceci entraine secondairement une accumulation de protéines aberrantes issues d’erreurs de
traduction (209, 210). Il semble que les aminoglycosides exercent une action globalement
similaire sur le ribosome eucaryote, mais avec une affinité moindre permettant de les envisager
comme un moyen thérapeutique dans le cadre des CSPs. Il existe toutefois un risque théorique
de perturbation de la synthése protéique chez 1’homme et de translecture de codons stop
normaux, mais il n’a pas ¢té rapporté que ce phénoméne soit a 1’origine de la toxicité des
aminoglycosides, qui passerait plutot par la formation de radicaux libres delétéres pour la
cellule (211). De nombreuses études concernant la capacité des aminoglycosides a stimuler la

translecture ont été publiées. I s’agit d’études in vitro et in vivo ciblant des deficits génetiques
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variés : la myopathie de Duchenne (DMD), la mucoviscidose, les maladies héréditaires
métaboliques, ainsi que certains cancers (mutations du géne p53). La premiere étude in vivo
démonstrative de 1’effet thérapeutique des aminoglycosides a été établie chez la souris Mdx ™",
le modéle animal de la DMD. Le traitement par la gentamicine restaurait 10 a 20% du taux
normal de la dystrophine dans les muscles squelettiques (212). Depuis, les aminoglycosides ont
fait I’objet de plusieurs essais cliniques (mucoviscidose et DMD) (208, 213-215).

Compte tenu de I’influence du contexte nucléotidique sur la translecture, pour un méme
gene les différentes mutations existantes ne répondent pas de facon équivalente a ces molécules.
Leur spectre d’action est donc étroit. De plus, le développement de cette stratégie in vivo se
heurte au probleme de la toxicité des aminoglycosides, incompatible avec un usage a long
terme. Ceci a motivé la recherche de nouveaux composés translecteurs, par cribles de
chimiothéque a grande échelle. Cette étude a permis d’isoler, parmi plus de 800 000 cribles,
I’acide 3-[5-(2-fluorophényl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl]-benzoique, connu sous le nom du PTC124
(Ataluren®), qui n’a aucune similarité structurale avec les aminoglycosides (Figure 24), mais
posséde un fort potentiel inducteur de translecture (216). Certaines publications ont rapporté sa
capacité a induire in vitro et in vivo une translecture de CSPs (216-219). Le PTC124 est bien
toléré et les doses efficaces sont bien inférieures a celles utilisées pour la gentamicine (216).
Malgré les études intensives, le mécanisme d'action exact du PTC124 reste inconnu. La
modélisation informatique suggere que les ARNm contenant un CSP forment des complexes
stables avec le PTC124, qui peuvent interférer avec le facteur de terminaison de traduction
eRF1 et induisent la suppression de la terminaison de la traduction. Cependant, cette interaction
s'est avérée étre stable uniquement pour le codon UGA (220). Une étude récente indiquait que
le PTC124 se fixait de maniere sélective sur le site A du ribosome et qu'il favorisait I'insertion

d'’ARNt-proche cognat sur le CSP (221).
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Figure 24 : Structure de la Géneticine, gentamicine et du PTC124

% Nature de I’acide aminé incorporé

La thérapie de suppression de CSP par des inducteurs de translecture dans les maladies
génétiques a codon-stop ne conduit pas systématiquement a un bénéfice thérapeutique. D’autres
parameétres, autres que 1’efficacité de translecture et la toxicité des molécules utilisées doivent
étre considerés. Tout d’abord, il est nécessaire d’avoir un ARNm en quantité suffisante afin
d’atteindre un niveau suffisant de protéine compléte. Ces protéines doivent étre fonctionnelles,
ce qui implique que I’acide aminé incorporé doit étre compatible avec I’activité de la protéine
et que la protéine compléte réexprimée, soit correctement repliée et adressée au bon endroit
dans la cellule. En effet, lors de la translecture, 1’acide aminé qui est incorporé peut-étre
différent de celui de la protéine sauvage, aboutissant & la synthese d’une protéine
potentiellement non fonctionnelle. Cette derniere pourrait avoir en plus, des propriétés
biochimiques différentes et une stabilité variable. L’acide aminé incorporé pendant le décodage
de CSP peut étre prédit a partir des anticodons d”’ ARNt proche cognat (222). 1l existe plusieurs
ARNIt proche cognat qui peuvent reconnaitre les trois codons de terminaison de la traduction,
et leur intervention dans le processus traductionnel lié a la translecture ne semble pas étre

aléatoire. Selon plusieurs études, principalement dans les ARNm de virus et de levure, 'UGA
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est le plus souvent décodé en tryptophane (W), mais il peut également étre décodé par I’ARNt
de la cystéine (C) ou de I’arginine (R) (223, 224). L'UAA est décodé en tant que glutamine
(GIn) (223) et ’UAG peut étre decodé soit en glutamine, tryptophane (223, 225), tyrosine (Tyr)
ou lysine (Lys) (226). Des études récentes utilisant une nouvelle approche basée sur la
spectrométrie de masse ont confirmé que le codon UGA est décodé en tryptophane, cystéine ou
arginine, mais les deux autres types de codon-stop : UAA et UAG peuvent étre décodés en tant
que glutamine, tyrosine ou lysine (190, 227-229). En outre, il a été suggéré que la séquence
entourant le codon-stop n’avait aucun impact sur 1’identité ou la proportion des acides aminés

incorporés au cours du processus de la translecture (227, 229).

c- Les correcteurs

Les mutations faux sens se traduisent par un changement d’un acide aminé, générant le plus
souvent une rétention de la protéine sous forme immature dans le RE, entrainant sa dégradation
prématurée par le protéasome. Il existe deux types de mutations faux sens : les mutations
responsables d’un défaut d’adressage (la protéine est synthétisée, mais reste coincée dans le
RE) et les mutations faux sens correctement adressees, mais non fonctionnelles. L’exemple le
plus étudié est le mutant CFTR/AF508, mutation la plus fréquente du géne CFTR responsable
de la mucoviscidose. Cette mutation est responsable d’une production d’une protéine mal
adressée a la membrane possédant une faible activité et étant retenue dans le cytoplasme.
Diverses études ont été menées dans le but de découvrir des molécules capables de restaurer
I’adressage du mutant CFTR/AF508. Ces molécules en question sont appelées correcteurs. Il
existe trois types de correcteurs : les chaperones chimiques, les chaperones pharmacologiques
et les molécules modulant les chaperones cellulaires en modifiant leurs niveaux d’expression

ou leurs capacités d’interaction avec la protéine déficiente.
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% Les chaperones chimiques

Comme pour le CFTR, des études visant a restaurer 1’expression a la surface cellulaire des
protéines mal repliées et retenues dans le RE des autres transporteurs ABC ont débuté par
I’utilisation de chaperones chimiques. Ce sont des molécules non spécifiques qui miment les
effets des chaperones moléculaires cellulaires. Parmi ces chaperones chimiques on peut citer le
glycérol, le polyéthylene glycol, le diméthylsulfoxyde (DMSQO), la taurine et la bétaine. Ces
composés pourraient agir par différents mécanismes pendant la biosynthese de la protéine
mutée dans le RE : ils peuvent interagir directement avec le mutant, ce qui diminue sa
dégradation et augmente son taux de repliement ; ou interagir alternativement avec les
chaperones endogenes résidant dans le RE ayant un effet stimulant indirect sur la synthése des
protéines (230). Dans ce contexte, les traitements avec le glycérol, le DMSO ou le polyéthylene
glycol aboutissent a une augmentation partielle, mais significative de 1’expression de la forme
mature des mutants mal repliés d’ABCB1/MDR1/P-gp (231), ABCB11/BSEP (150, 177),

ABCC4/MRP4 (232) et ABCC8/SURL1 (233).

Du fait de leur aspécificité, de la modification du niveau d’expression d’autres protéines
(230) et de la nécessité d’utilisation de fortes doses pour exercer leur action, ces COMpOSES ne

peuvent pas étre utilisés comme médicament.

¢ Les chaperones pharmacologiques

Appelées également pharmacochaperones, elles sont décrites comme étant des petites
molécules qui se lient spécifiqguement aux protéines cibles, et induisent un repliement et trafic
correct (234). Pour aboutir a une protéine correctement repliée, 1’utilisation de ligands qui
agiraient de facon ciblée en tant que chaperones pharmacologiques serait un traitement potentiel

pour ce genre de mutations. Cette approche a déja démontré des résultats prometteurs avec les
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mutants d’ABCB1 retenus dans le RE. Ainsi, la vinblastine, la capsaicine, le
nonylphénoléthoxylate, le tariquidar, le nilotinib, la valinomycine et le paclitaxel ont tous été
efficaces pour corriger la localisation de ces mutants d’ABCB1 de maniére dose dépendante et
par conséquent I’expression d'une protéine fonctionnelle a la surface de la cellule (235-237).
En revanche, lorsque des expériences ont été effectuées avec des molécules qui ne sont pas des
substrats ou des modulateurs d’ABCBL1 telles que la cisplatine ou la camptothécine, le vérapamil
ou encore la cyclosporine A, I’adressage de ces mutants retenus dans le RE a la membrane
plasmique n'a pas été corrigé (236). Il existe également une autre stratégie qui consiste a
repositionner les médicaments et a trouver de nouvelles applications aux médicaments déja
disponibles et approuvés par la FDA. C’est notamment le cas du 4-phénylbutyrate ou le
phénylbutyrate de sodium (4-PB). Le 4-PB est un acide gras aromatique utilisé comme agent
thérapeutique depuis 1975 lorsque Brossmer et ses collegues ont rapporté son réle dans
I'inhibition d'agrégation plaquettaire (238, 239). Ensuite, la FDA a approuvé cette molécule,
bien tolérée, pour des applications en clinique dans les troubles du cycle de l'urée et la
B-thalassémie (240-242). Bien que les mécanismes moléculaires impliqués dans les actions
thérapeutiques du 4-PB ne soient toujours pas completement compris, plusieurs évidences
suggerent que ce composé agit via des modes d'action non exclusifs. Il posséde une activité
chaperone et régule la transcription de chaperones endogenes. Il posséde des propriétés
dé¢limination de I'ammoniac, inhibe les histones désacetylases et le stress du RE (239, 243,
244). Son action bénefique a été observée dans diverses pathologies neurodegénératives
hémoglobinopathies, ischémie et certains cancers (245, 246). Il a été montré que le traitement
par le 4-PB restaurait, au moins partiellement, I’expression du mutant CFTR/AF508 a la surface
des cellules et le transport du chlorure (247, 248). Chez les patients porteurs de cette mutation,
I’administration du 4-PB augmentait le transport de chlorure dans 1’épithélium nasal (249). Il

a également été rapporté que le 4-PB augmentait I’expression des mutants faux sens d’ABCB11
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(E297G and D482G) a la membrane canaliculaire et la capacité de sécrétion d’ABs in vitro
(140, 250) et chez les patients atteints de PFIC2. En effet, la thérapie chaperone avec le 4-PB
était bénéfique lors du traitement de 4 enfants atteints de PFIC2 porteurs d’au moins une
mutation faux sens (p.A257V, p.G982R, p.R1128C et p.T1210P) (181). Dans cette étude
réalisée par notre équipe, il a été montré in vitro, que le 4-PB augmente 1’expression
canaliculaire de ces mutants faux sens lorsqu’ils sont introduits dans la lignée hépatocellulaire
Can 10. Chez les patients traités par le 4-PB, une amélioration des parametres biologiques de
la cholestase et de la fonction hépatique est obtenue, en raison de la correction partielle du
ciblage canaliculaire des mutants de BSEP, ce qui entraine une augmentation de la sécrétion
d'’ABs accompagnée d’une amélioration clinique des patients (181, 251, 252). Les effets
bénéfiques du traitement par le 4-PB ont également été rapportés chez des patients atteints de
BRIC2 et PFIC1, porteurs de mutations responsables de la rétention des protéines FIC1 et BSEP

dans le RE (253, 254).

Le criblage a grande échelle a permis d’identifier diverses petites molécules plus
efficaces qui corrigent le défaut de repliement sans bloquer la fonction des protéines. Des
résultats ont ainsi été obtenus pour le mutant CFTR/AF508 ou plusieurs correcteurs potentiels
ont été identifiés. Le VX-809/Lumacaftor, criblé par Vertex Pharmaceuticals, a été testé au
cours d’essais cliniques. Malheureusement, administré seul, le VX-809 n'entraine aucune
amélioration clinique significative chez les patients (255), bien que la combinaison avec le
potentiateur VX-770 (lvacaftor) n'entraine qu'une faible amélioration clinique, mais qui est
significative chez les patients (256). Cette combinaison est actuellement, approuvée par la FDA
et PTEMA et est commercialisée sous le nom d’Orkambi®. Elle est uniquement indiquée pour
les patients de plus de 12 ans, homozygotes pour la mutation CFTR/AF508

(http://www.vrtx.com/our-medicines/our-approved-medicines).
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Le VX-325, le VX-422 (dérivés de quinolizinium) et le Corr 4a, sont d’autres
correcteurs criblés par Vertex, prédits pour agir a la fois sur les mutants CFTR et les protéines

structurellement similaires (257).

% La modulation des chaperones moléculaires

Les chaperones moléculaires sont définies comme étant des protéines qui aident au
repliement ou a l'assemblage d'autres protéines, mais ne sont pas présentes dans la protéine
fonctionnelle finale. Elles interviennent pour empécher 1’agrégation de protéines intermédiaires
ou de protéines non repliées et faciliter le repliement de protéines mal repliées. Pour cela,
moduler ’expression de ces chaperones a été une stratégie tres intéressante dans le cas de
mutants présentant des défauts conformationnels. L’une des chaperones cellulaires jouant un
role crucial dans la dégradation de ce type de mutants est la chaperone HSC70. Le 4-PB est un
inhibiteur des histones désacétylases, qui active la transcription d’une variété de génes
importants dans la régulation de la prolifération et le développement des cellules via diverses
voies de signalisation (258). Des études in vitro ont montré que la 4-PB, en régulant
négativement la HSC70 (en diminuant son expression via la diminution de la stabilité de son
ARNmM), induisait le trafic du mutant CFTR/AF508 vers la membrane plasmique avec la
restauration de I’activité du canal CFTR (247, 248). Le 4-PB augmente également I’expression
membranaire de certains mutants d’ABCB11/BSEP, en stabilisant la forme mature, en stimulant
le trafic a la membrane et en inhibant le processus d’internalisation (en promouvant le
recyclage) a la surface cellulaire et leur dégradation ultérieure, afin de conserver une activité
normale de transport (140, 250). Les essais cliniques chez les patients atteints de PFIC2,
montrent une efficacité de cette molécule a améliorer les parametres biologiques et cliniques

avec une diminution de la cholestase chez ces patients (181, 251, 252).

70



Introduction bibliographique

Les inhibiteurs des pompes a calcium du réticulum (SERCA/Sarco-Endoplasmic Reticulum
Ca?"ATPase) telles que la curcumine et la thapsigargine permettent de réduire les quantités de
calcium dans le RE, ce qui permet d’inhiber 1’action des chaperones calcium dépendantes
comme la calnexine ou la calréticuline. Certaines études effectuées sur le mutant CFTR/AF508
en présence de ces composés ont montré une relative efficacité pour provoquer sa maturation
malgré des résultats contradictoires (259, 260). Le miglustat (ou N-ButylDeoxyNoJirimycin,
NB-DNJ), inhibiteur de la a-1,2-glucosidase 5 qui est une enzyme de déglycosylation impliquée
dans les interactions avec la calnexine, a également montré sa capacité a sauver partiellement

la maturation, le trafic et la fonction du mutant CFTR/AF508 (261).

d- Les potentiateurs

La stratégie d’utilisation de molécules potentiatrices dans le cas de mutations faux sens
correctement adressées mais non fonctionnelles, est tres prometteuse pour corriger ce type de
défaut. Le criblage a grande échelle realisé par Vertex a permis d’identifier 1’Tvacaftor
(VX-770) commercialisé sous le nom de Kalydeco®. C’est un composé qui a été cliniquement
approuveé pour le traitement de mutations de classe 11l de CFTR localisées dans les domaines
NBD tel que la G551D. Les potentiateurs ne peuvent fonctionner que si le CFTR est déja
présent a la membrane cellulaire, ainsi ils augmentent la probabilité d'ouverture du canal CFTR
(262). Le VX-770 est donc, un potentiateur qui améliore I'ouverture du canal des mutants CFTR
présentant des défauts de conductance (263, 264). 1l a été recemment montré in vitro, que le
VX-770 était capable d’augmenter la sécrétion des PC chez les mutants ABCB4/MDR3
également localisés dans les domaines NBDs (265). Cependant, les mutations CFTR
susceptibles de bénéficier du VX-770 représentent environ 8 a 10% de la population totale de
patients. La caractérisation d’autres molécules potentiatrices présentant une efficacité et une
sécurité améliorées pourrait apporter un avantage supplémentaire a celles fournies par le

VX-770. C’est notamment le cas de deux molécules : GLPG1837 et GLPG2451 qui ont été
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identifiées récemment (266). Ces deux molécules sont capables de potentialiser le mutant
CFTR/AF508. Les effets pharmacologiques mesurés se sont avérés bien corrélés avec les
résultats des tests plus pertinents sur le plan physiologique utilisant des cellules primaires
dérivées des patients (267).

Des combinaisons thérapeutiques contenant VX-770 et VX-809 ou VX-661 (Orkambi® et
Symdeko®, respectivement), ont éteé utilisées pour le traitement de patients homozygotes pour
la mutation CFTR/AF508. Ces combinaisons ne montrent qu'un bénéfice mineur pour les
patients (256).

Ainsi, il existe une demande forte d'identification et de développement de nouveaux
correcteurs et potentiateurs ou de combinaisons plus puissantes de modulateurs CFTR pour un
traitement plus efficace des patients atteints de mucoviscidose. Ceci pourrait se transposer
d’autres maladies présentant ce genre de défaut.

Le tableau 3 résume les différentes molécules qui peuvent étre utilisées comme
thérapeutiques pour restaurer 1’expression d’une protéine entiere fonctionnelle correctement

adressée au canalicule biliaire.
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Tableau 3: Synthese des molécules qui peuvent étre utilisées en pharmacothérapie ciblée

de la PFIC2
Type de Défaut
mutation

Non-sens Protéine
troquée

Faux sens Trafic/
adressage

Faux sens  Activité

Stratégie

Translecture

Chaperone

Potentiatrice

Molécules

Aminoglycosides et
dérivés (NB124)
PTC124

Clitocine

Escine

4-PB, UDCA, SAHA
Glycérol

Correcteurs de CFTR
Inhibiteurs du
protéasome (MG132)
VX-770

GLPG1837,
GLPG2451
Agonistes des
récepteurs nucléaires
(CDCA, OCA,
fibrates, statines)

C- Autres thérapies alternatives

a- La transplantation d’hépatocytes

Mode d’action Références

Saut du codon-
stop prématuré
et synthése
d’une protéine
entiére
fonctionnelle
Rétablissement
d’un trafic
normal et
correction
d’adressage
Augmentation
de I’activité
d’une protéine
correctement

adressée

(208, 212-215)
(291, 292)
(216-219)
(294)

(297)

(140, 181,
247-253)
(308-310)
(150, 177,
231-233)
(263, 265)
(266)

(186, 187)

La transplantation hépatique est souvent 1’option ultime pour les patients développant

une cholestase séveére. Les enfants atteints de PFIC2 ont généralement un mauvais pronostic en

raison du nombre limité de donneurs de foie et du risque élevé associé a la transplantation a un

jeune age. La transplantation d'hépatocytes pourrait étre une thérapie alternative permettant

d’utiliser efficacement le tissu du donneur de maniére moins invasive. La thérapie cellulaire a

été étudiée dans des modeles animaux de PFIC2 (souris Abcb117), de PFIC3 (Souris Mdr2")
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et de tyrosinémie (souris fah™") (268-270). Il a été montré par Chen et al. que chez les souris
Abcb11”, ’'UDCA permet la croissance des hépatocytes du donneur, améliore la repopulation
des hépatocytes du donneur et corrige partiellement le profil d'/ABs (271). A ce jour, plus de 20
patients atteints de troubles métaboliques héréditaires d'origine hépatique ont recu une
transplantation d'hépatocytes. La plupart de ces patients n‘ont présenté que des ameliorations
partielles et transitoires dans la fonction métabolique pendant plusieurs mois et enfin subi une
transplantation hépatique (272, 273). Parmi eux, deux patients atteints de PFIC2, n’ont montré
aucune amélioration apres la transplantation d’hépatocytes, en raison de la fibrose qui a altéré
la prise des hépatocytes greffés (273). 1l a été récemment montré que 1’utilisation de trinitrate
de glycéryle améliore I'efficacité du repeuplement des hépatocytes transplantés chez les souris

Mdr27 (274).

b- La thérapie génique

Remplacer un géne défectueux directement dans I’organisme représente une option
thérapeutique attractive pour le traitement des maladies génétiques. Le principe est simple, il
revient a remplacer ou a réparer le gene en question porteur de mutation. Le remplacement du
gene défectueux implique I'ajout de la séquence codante sauvage a la cellule, ainsi qu'un
promoteur pour permettre une expression a long terme. Pour réparer une mutation, il faut une
stratégie d’édition de génes qui supprime et/ou remplace la séquence mutée, soit pour rétablir
une fonction normale, soit pour supprimer le gene produisant le dysfonctionnement. Le géne
alors introduit dans la cellule est appelé transgéne. Ce transgene est acheminé par un vecteur
viral qui permet la délivrance du matériel génétique dans I’organisme. L’utilisation des vecteurs
viraux n’est pas sans risque. En effet, au tout début de la thérapie génique, divers incidents ont
été observés: des réactions inflammatoires incontrdlables, 1’apparition de cancers liée a

I’intégration du transgéne dans des régions porteuses d’oncogénes. Les vecteurs viraux utilisés
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sont les adénovirus, les Adeno-Associated-Virus (AAV), le virus herpés simplex (HSV), les
baculovirus, les virus d’Epstein-Baar et les lentivirus. Les AAVSs étaient considérés comme
srs, cependant, les niveaux d'expression de CFTR étaient généralement inférieurs a la limite
de détection. Malgré de faibles niveaux d'expression de CFTR (275), les résultats étaient
encourageants car ils démontraient la sécurité du vecteur. Dans le foie, les génes comme
ATP8B1/FIC1 et ABCB11/BSEP sont volumineux et il existe des difficultés pour les insérer
dans les vecteurs viraux conventionnels.

Malgré de réelles avancées, cette technique a ses limites. Des essais sur I’homme souffrant
d’autres pathologies ont abouti a des décés, certains inexpliqués (276). L'édition de génes in
vivo a l'aide du systéme bactérien CRISPR/cas9 pourrait devenir une option tres intéressante
dans le futur (277).

La caractérisation (expression et fonction) des mutations en amont semble étre un point

primordial pour avoir un réel effet bénéfique d’une pharmacothérapie ciblée.
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Objectifs des travaux de these

Mes travaux de thése ont porté sur I’étude du transporteur hépatobiliaire des acides biliaires
ABCB11/BSEP impligué dans la PFIC2.

Une caracterisation phénotypique complete des mutations : expression de BSEP au niveau
de I’hépatocyte (localisation) et sur le plan fonctionnel pour confirmer le caractére pathogéne
en particulier des nouvelles mutations identifiées chez les patients, constitue un prérequis pour
I’efficacité d’une pharmacothérapie ciblée afin de corriger les conséquences des mutations au
niveau protéique. L’importance de cette caractérisation réside également dans I’initiation a
classer ces mutations sur la base des défauts moléculaires ainsi identifiés et les défauts
phénotypiques observés.

La stratégie de translecture qui a donné des résultats prometteurs notamment chez les
patients atteints de mucoviscidose n’a pas encore été étudiée dans le cadre de la PFIC2. La
stratégie de la suppression traductionnelle de CSPs déja développée pour d’autres maladies
génétiques et pourrait donc étre transposée a la PFIC2. Cette approche a été réalisée en
collaboration avec le Dr Olivier NAMY (12BC, UMR-9198, Orsay, France).

L’objectif de cette premiére partie du travail était de tester in vitro, la capacité de molécules
de type aminoglycoside (gentamicine, G418) et non-aminoglycoside (PTC124) a induire une
translecture de codon-stop dd a des mutations non-sens d’ABCB11 identifiées chez les malades
et d’étudier la localisation cellulaire et I’activité de la protéine générée apres translecture. Dans
ce but, nous avons utilisé deux modéles d’étude successifs. La premiére étape consistait a
évaluer la sensibilité aux drogues inductrices de translecture de séquences cibles (codon-stop
et son environnement nucléotidique) correspondant a six mutations non-sens d’ABCB11, a
I’aide d’un systéme double rapporteur quantitatif. Par la suite, nous avons étudi¢ 1’expression

cellulaire de ces mutants dans un systeme différent (synthése de la protéine entiére) afin
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d’évaluer si I’induction de translecture permettrait la production d’une protéine de pleine taille
détectable puis d’étudier son adressage et sa capacité a transporter des ABs. Enfin, nous avons
testé une stratégie de bithérapie associant inducteurs de translecture et drogues chaperones, en
recherchant leurs effets additifs sur les mutants stop translus retenus dans le cytoplasme.
La deuxiéme partie était consacrée a 1’étude des mutations faux sens, identifiées chez les
malades atteints de PFIC2. En particulier, les mutations responsables d’un défaut de repliement
entrainant la rétention du mutant dans le RE. Le but était d’identifier de nouvelles molécules
actives sur la correction de 1’adressage de ces mutants aux canalicules biliaires. Pour cela, deux
approches ont été realisées. La premiere était une approche de chimie médicale basée sur la
modification de la structure chimique de molécules déja connues pour avoir cette activité
(4-PB) afin d’optimiser leur capacité a relocaliser les protéines retenues dans le RE dans la
perspective de rendre leur utilisation compatible avec des traitements cliniques. Cette approche
était réalisée en collaboration avec le Pr Delphine Joseph (BioCIS, UMR-CNRS-8076,
Chatenay, France). La deuxiéme approche était basée sur le test :
- De diverses petites molécules identifiées lors d’un criblage a grande échelle et qui
s’averaient étre prometteuses pour corriger la fonction, le défaut de repliement et de
trafic du mutant CFTR/AF508 (molécules disponibles a la Cystic Fibrosis Foundation

Therapeutics (CFFT) (http://www.cftrfolding.org/CFFTReagents.htm).

- D’autres médicaments avec un effet chaperon (drogues de repositionnement) capables

de corriger le repliement et le trafic des protéines.
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Matériels et méthodes

I- Quantification de la translecture par mesure d’activité

enzymatique : identification de mutations sensibles a la
translecture

1- Clonage des sequences cibles dans un plasmide rapporteur

Parmi la cohorte de patients PFIC2 référés au centre de référence des maladies rares
dédié a I'atrésie des voies biliaires et aux cholestases génétiques (Hopitaux Universitaires Paris-
Sud, Hopital Bicétre, Le Kremlin-Bicétre, France), nous avons selectionné des patients porteurs
de six mutations non-sens ABCB11 (p.Y354X, p.R145X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X et
p.E1302X) au moins sur un alléle ont été reproduites (Tableau 2).

Tableau 2 : Séquences cibles rat et homme des différentes mutations étudiées

Pour chaque mutation, une séquence de 21 nucléotides centrés sur le codon-stop (en rouge) est
insérée dans le plasmide.

Codon WT Mutation Séquence (Rat) 5’3’
TAT p.Y354X GAAGAAGAGTAAACACCAGGG
CGA p.R415X AAGCTAGACTGAATCAAGGGT
CGA p.R470X CTCATTCAGTGATTCTATGAC
CGA p.R1057X CTGCTAGATTGAAAACCTCCA
CGA p.R1090X TATCCTTCTTGACCCGATATT
GAA p.K1302X ACCCATGAATAACTGATGGCC

Codon WT Mutation Séquence (Homme) 5’3’
TAT p.Y354X GAAGGAGAATAAACACCAGGA
CGA p.R415X AGTTGGATTGAATCAAGI-GT
CGA p.R470X CTCATTCAGTGATTCTATGAC
CGA p.R1057X CTGCTGGACTGACAACCCCCA
CGA p.R1090X TATCCTTCTTGACCTGACTCG
GAA p.E1302X ACCCATGAATAACTGATGGCC
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Les seéquences « cibles » correspondantes aux mutations eétudiées dans leur
environnement nucléotidique direct (soit 21 nucléotides) sont insérées par clonage dans un
plasmide vecteur pAC99 (Figure 25, fourni par TUMR8621, Orsay, France) au niveau d’un site
de restriction unique Mscl encadré par 2 génes : B-gal (B-galactosidase) en amont et Luc

(luciférase) en aval du site de restriction.

_Sequences cibles

-~
>

ATG e ~ S\op

CL
ADN LaZ(fg) BE 0

Mutations non-sens

; |
L) R
|

protéine [6,0,0000.0600000000

Aclivite beta-galactosidase

Activites beta-galactosidase et luciferase

AU
ARNmM

Figure 25 : Systéeme rapporteur pAC99

Les mutations non-sens entourées de leur contexte nucléotidique naturel sont insérées en phase
entre les séquences codantes des genes LacZ et Luc. Le ratio des activités enzymatiques
luciférase sur B-galactosidase permet de calculer le taux de translecture de la mutation analysée.
Ce ratio est normalisé par rapport a celui d’un vecteur témoin qui n’a pas de codon-stop entre

les ORFs LacZ et Luc. Ce rapport représente le 100% d’activité luciférase.

Différentes étapes ont été entreprises afin d’insérer les séquences cibles dans le vecteur.
Dans un premier temps, la dénaturation des éventuelles structures secondaires internes aux
oligonucléotides est réalisée a 90°C pendant 3 minutes. Puis, un retour progressif a la

température ambiante permet 1’appariement des brins sens et antisens des séquences cibles
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(1 codon-stop entouré de 3 codons en 5’ et 3 codons en 3’ = 21 nucléotides) afin de former un
ADN double brin. La deuxieme étape consiste a linéariser le vecteur de clonage en utilisant
I’enzyme de restriction Mscl, site de restriction unique du vecteur double rapporteur utilisé qui
exprime les genes codant la B-galactosidase et la luciférase autour de ce site de restriction. La
digestion est réalisée durant 2h a 37°C et a la fin la vérification de la réaction d’hydrolyse se
fait sur gel d’agarose. La troisiéme étape consiste a faire une réaction de ligation des inserts
apparieés au vecteur de clonage linéarisé. Ceci se fait grace a I’action de la ligase (une nuit a
4°C) sur le vecteur digéré par Mscl, puis 1’action de la ligase est inactivée 10 minutes a 70°C.
Enfin, la derniere étape consiste a transformer, par choc thermique, des bactéries compétentes
DH5a par les constructions plasmidiques. Les bactéries sont étalées sur gélose contenant
I’antibiotique de sélection (I’ampicilline, géne de résistance bactérien contenu dans le vecteur).
La présence de I’insert ainsi que son orientation est ensuite vérifiée par PCR sur colonies
(vérification du sens de I’insertion). Pour chaque clone, la présence de la mutation cible est

ensuite vérifiée par sequencage (Genoscreen, Lille, France).

2- Cultures cellulaires, transfections et traitements

A- Lignées cellulaires et conditions de culture

Les cellules NIH3T3 sont des fibroblastes de souris immortalisés. Les cellules sont
cultivées dans un milieu DMEM + Glutamax (Gibco-Life technologie, Saint Aubin, France)
enrichi a 10% de sérum de veau feetal (Invitrogen, Cergy pontoise, France), en présence d’une
solution antibactérienne et antifongique. Elles sont ensemencées en plaques 6 puits (135 000

cellules/puits) et incubées a 37°C, en atmosphére humide a 5% de CO2.
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B- Transfection

Les cellules sont transfectées transitoirement 24h apres ensemencement, grace a un
agent de transfection Jet Pei® (Invitrogen) avec 1’une des constructions plasmidiques dans les
proportions suivantes : 1.33 ug d’ADN/3.33 uL de Jet Pei®. Pour chaque expérience de
transfection indépendante, une transfection parallele est réalisée avec un plasmide pAC TQ

contréle, contenant une séquence consensus sans codon-stop entre les deux géenes rapporteurs.

C- Traitements

Le lendemain de la transfection, les cellules sont incubées pendant 24h avec du milieu
frais supplémenté ou non en G418 a 200 pg/mL (Généticine), gentamicine a 800 ug/mL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) ou PTC124 a 15 uM (Ataluren®, PTC Therapeutics—Selleckchem,
South Plainfield, USA). Pour le mutant et BsepR%X une courbe dose-réponse de la

gentamicine a été realisée (400 a 1200 pg/mL).

D- Mesure de lactivité enzymatique

A 24h du traitement, les cellules sont décollées par une solution de trypsine, et les culots
cellulaires sont repris dans un tampon de lyse (tampon Tris-phosphate 25 mM, MgCl> 8 mM,
DTT 1 mM, EDTA 1 mM, Triton X100 1%, BSA 0,1% et Glycérol 15%) puis extraits par agitation.
Le dosage enzymatique est réalisé sur les extraits cellulaires : I’activité de la luciférase est
mesurée par bioluminescence en lecteur microplaque (Tecan, Infinite 200Pro) apres injection
d’un tampon ATP/luciférine (Promega, Madison, USA) comme deécrit par Nguyen et al. (278).
Le dosage de ’activité B-galactosidase (B-gal) se fait en présence d’ONPG (Ortho-nitrophényl-
[-galactoside, substrat de la 3-gal). La densité optique de la réaction est mesurée a 420 nm. Le
niveau d’activité de la luciférase reflete donc I’efficacité de translecture, tandis que celui de la

B-gal reflete Defficacité de transfection et d’extraction protéique. Le pourcentage de
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translecture est calculé en faisant le rapport de ’activité luciférase/B-gal, normalisee par le
rapport obtenu avec le vecteur contréle pAC TQ dans les mémes conditions. Ceci permet une

calibration interne de chaque expérience indépendante.

II-  Effet de la gentamicine et du PTC124, sur I’expression et la
localisation de mutants stop de Bsep dans la lignée HEK293 et
Can 10

1- Présentation du plasmide vecteur

La carte du plasmide pEGFP-N1 (4,7 kb) contenant le cDNA Bsep de rat couplé, en C
terminal & la GFP produisant, apres traduction, la protéine de fusion Bsep-GFP, est présentée
dans la figure 26 ci-dessous. Ce plasmide a été gracieusement fourni par James BOYER (Yale
Liver Center, New Haven, USA). Nous travaillons avec le cDNA bsep de rat, car il présente
une forte homologie de séquence (> 80%) avec la protéine humaine et qu’il est plus fortement

exprimé que I’ADNc humain dans les modeles cellulaires.

Asel ;
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Figure 26 : Carte du plasmide pEGFP-N1
Ce plasmide de 4.7 kb contient un promoteur précoce pCMV, et une séquence E-GFP en C-ter
de la séquence de Bsep. Il posséde un géne de résistance a la kanamycine pour la culture

bactérienne et a la néomycine (résistance au G418) pour les cellules eucaryotes.
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2- Clonage des mutants

Les mutations ont été introduites par mutagénése dirigée au sein d’un plasmide
pEGFP-N1. La mutagénése dirigée a pour objet de muter une séquence d'’ADN a un endroit
précis. Elle permet de reproduire dans le plasmide les mutations identifiées chez les malades.
Dans un premier temps, nous avons procede au design des primers reproduisant les mutations
désirées via le logiciel Agilent (Agilent Technologies/Genomics) (Tableau3).

Tableau 3 : séquences des primers utilisés pour la mutagenese dirigée de Bsep (rat)

Nom du primer Séquence des primers (5" = 3")
Y 354X sens cctagatgaagaagagtaaacaccagggacactggtc
Y 354X antisens gaccagtgtccctggtgtttactcttcttcatctagg
R 415X sens gagacggctacaagctagactgaatcaagggtgaaattgag
R 415X antisens | ctcaatttcacccttgattcagtctagcttgtagecgtcte
R470X sens gcattacagctcattcagtgattctatgacccctgtg
R470X antisens cacaggggtcatagaatcactgaatgagctgtaatgc
R1057X sens cacgcttttttcaactgctagattgaaaacctccaattaatgtgtacag
R1057X antisens | ctgtacacattaattggaggttttcaatctagcagttgaaaaaagcgtg
R1090X sens cgtatccttcttgacccgatattcaagttctg
R1090X antisens | cagaacttgaatatcgcaagaaggatacg
K1302X sens aaaaagggacccatgagtaactgatggcccagaag
K1302X antisens | cttctgggccatcagttactcatggcetcccttttt
R1090C sens gattttattgactgtaaatttacgtatccttcttgtcccgatattcaagttct
R1090C antisens | agaacttgaatatcgggacaagaaggatacgtaaatttacagtcaataaaatc
R1090W sens gattttattgactgtaaatttacgtatccttcttggceccgatattcaagttct
R1090W antisens | agaacttgaatatcgggccaagaaggatacgtaaatttacagtcaataaaatc
A257V sens ttggcattggggcagtcgtcataggtctgag
A257V antisens ctcagacctatgacgactgccccaatgccaa
R1128C sens cagcattcagctgttggaatgtttctatgatcccgatcag
R1128C antisens | ctgatcgggatcatagaaacattccaacagctgaatgctg
T1210P sens gctcccagagaaatatgaacctaatgttgggatccaggge
T1210P antisens gccctggatcccaacattaggttcatatttctctgggagce
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Le kit de mutagénese dirigée (QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent

Technologies) a été utilisé conformément aux recommandations du fournisseur.

A- Amplification et purification des plasmides mutés

Les plasmides mutés ont été amplifiés en transformant des bactéries XL10-Gold
ultra-competentes (fournies avec le kit de mutagénése) par choc thermique. Puis du milieu SOC
(milieu riche utilisé pour la culture des bactéries) a été ajouté et le mélange ADN/bactéries a
été incubé a 37°C pendant 50 minutes sous agitation, ceci dans le but de régénérer la membrane
bactérienne. Les bactéries ainsi transformées ont été cultivees sur gélose contenant un
antibiotique (kanamycine 50 pg/ml). Des colonies ont été prélevées puis amplifiées en milieu
liquide en présence de 1’antibiotique. Enfin, ’ADN a été extrait et purifi¢ via le kit

« NucleoBond® Xtra plasmid purification » (Macherey-Nagel).

B- Vérification des plasmides par séquencage

Les plasmides ont été sequencés afin de vérifier la présence de la mutation et I’absence
d’autres mutations indésirables (Genoscreen). L’ ADNc codant la protéine Bsep étant de 4228
nucléotides, plusieurs primers permettant de couvrir toute la séquence nucléotidique (un primer
permet une lecture d’environ 800 bases) ont été utilisés. Les séquences ont été vérifiées avec la
fonction Align de « BLAST » du site internet du National Center for Biotechnology

Information (NCBI).

3- Cultures cellulaires, transfections et traitements

A- Lignées cellulaires et conditions de culture

La lignée cellulaire Can 10 a été isolée et caractérisée au sein de notre laboratoire. Ces
cellules proviennent des cellules Fao (hépatome de rat), cultivées temporairement sous forme

de sphéroides. Ce mode de culture a induit la polarisation irréversible d’une faible fraction de
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cellules. Ce clone est le plus polarisé avec de longs canalicules biliaires dilatés et ramifiés. Ces
cellules ne forment pas de tapis a confluence, car elles poussent sous forme de grappes, peu
adhérentes sur support (279). Le milieu de culture est un milieu de type F12 modifié par Coon
(Sigma), auquel est ajouté 5% de Sérum de veeu feetal (Invitrogen), 2 mM de Glutamine (Gibco)
et une solution antibiotique-antifungique (SPF).

La lignée cellulaire HEK293 dérive de cellules embryonnaires rénales humaines, modifiée
par un adénovirus. Ces cellules proliferent rapidement et sont facilement transfectables. Le
milieu de culture des cellules HEK293 est le milieu DMEM + Glutamax (Gibco), auquel sont
ajoutés 10% de sérum de veau foetal, 1% d’acides aminés non essentiels (MEM NEAA 100X,

Gibco) et une solution antibiotique (SPF).

Les cellules sont incubées a 37°C, en atmosphére humide a 7% de COg, puis cultivées en
plaque 12 puits, sur lamelles de verre (5.10% ou 2.10° cellules/puits, pour Can10 et HEK293,
respectivement). Pour 1I’étude en Western blot, les HEK293 sont ensemenceées en plaques 6

puits (4.10° cellules/puits).

B- Transfection transitoire des HEK293 et Can 10

Les cellules sont transfectées de maniére transitoire avec le plasmide sauvage (Bsep"'™) ou
chacun des six mutants. Pour HEK293 : la transfection est réalisée a 24 heures de
I’ensemencement des cellules, a I’aide de I’agent de transfection liposomique Fugene HD®
Transfection reagent (Promega), avec le rapport suivant : 4 ul d’agent de transfection/1 pg de
cDNA. Pour les Can 10 : la transfection est réalisée a 48 heures de 1I’ensemencement des
cellules, a I’aide de I’agent de transfection non liposomique X-trémeGene HPDNA®
Transfection reagent (Roche Diagnostics, Meylan, France) avec le rapport 1 pL d’agent de

transfection/ 0,5 pg de cDNA.
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C- Traitements

Six heures apres transfection, les cellules ont été traitées avec la gentamicine (800 ou
1200 pg/mL), PA, MHMPB, OTNC and HMPB (150 pM, 500 pM ou 1 mM), GPB (1 mM),
SAHA, curcumine (1 pM) ou C18 (3 uM). Dans certaines expériences, 12 heures apres
traitement par la gentamicine (soit 18 h apreés transfection) les cellules ont été traitées par le
4-PB (1 mM), ’'UDCA (50 uM) ou I’association de ces traitements pendant 24 heures. Pour le
traitement a 27°C, les cellules Can 10 ont été mises dans un incubateur a 27°C en atmospheére

humide 7% de CO., 24 heures apres la transfection (J3) pendant 24 heures.

D- Immunofluorescence indirecte :

Les cellules ont ét¢é d’abord fixées avec le formaldéhyde 2% et méthanol.
L'immunofluorescence est utilisée pour localiser, via différents marqueurs, les protéines Bsep
(sauvages ou mutées) dans les cellules. C'est une technique indirecte, permettant I'amplification
du signal par rapport a une technique directe, qui consiste en une incubation séquentielle
d’anticorps primaires obtenus chez une espece donnée dirigés contre les protéines d’intéréts
(dans notre cas c¢’est I’anticorps anti-GFP souris ou lapin (Roche diagnostics) dilué au 1/80° ou
1/500¢, respectivement dans I’anticorps anti-ZO1 pur (donné par B.R Stevenson), anti-c-Myc
(1/250, BD Pharmigene, San Diego, CA) et d’anticorps secondaires fluorescents de type Alexa
(Molecular Probes), dirigés contre 1’espéce des anticorps primaires dilués au 1/500° dans le

PBS.

E- Analyses microscopiques

Les échantillons sont analysés au microscope inversé a épifluorescence (Zeiss,
Axioskop) équipé d’objectifs a contraste de phase, avec capture d’image par caméra (C10600,

Hamamatsu) et par microscopie confocale (TE2000, Nikon) avec le logiciel d’acquisition EZ-
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C1 sur des coupes z de 0,3pum. Les images prises au microscope confocale présentées sont une

projection de 2 a 3 coupes.
F- Quantification des cellules exprimant Bsep

Les cellules HEK?293 et les cellules Can 10 exprimant Bsep-GFP (WT et les mutants)
ont été quantifiées comme suit : 10 champs par lamelle ont été capturés de maniére aléatoire
avec le méme temps d'exposition. Pour chaque champ, le nombre de cellules présentant un
degré détectable de fluorescence verte a été exprimé en pourcentage du nombre total de cellules
(nombre de noyaux, visible dans la coloration de Hoechst). Dans les cellules Can 10, le
pourcentage de cellules enrichies en Bsep-GFP au pdle canaliculaire a été déterminé (GFP

canaliculaire) versus I'enrichissement cytoplasmique (GFP cytoplasmique).

G- Western blot

Les cellules ont été lysees apres 4 jours de culture. L'immunodétection a été réalisée
avec des anticorps primaires spécifiques : anti-GFP souris (1/500) et anti-actine lapin (1/1000).
Des anticorps secondaires conjugués a la peroxydase (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) ont

été utilisés pour détecter l'activité de la peroxydase par chimioluminescence.

I11- Etude fonctionnelle par mesure du transport vectoriel du

taurocholate tritié

1- Lignée cellulaire MDCK et conditions de culture

La lignée cellulaire Madin-Darby canine kidney (MDCK) provient du sous-clonage des
cellules MDCK qui ont été isolées a partir de cellules rénales de chien. Elles sont capables de
former in vitro un épithélium monostratifié (tapis cellulaire) avec une polarité simple (pole

apical et pole basal accessibles). Cette lignée a été enormément utilisée comme modele
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cellulaire pour les études de transport vectoriel d’ABs. Le milieu de culture est le méme que

pour les cellules Can 10.

2- Genération de clone MDCK stables exprimant Bsep et Ntcp de rat

Le clonage des cellules permet d’obtenir des lignées homogeénes qui expriment de
maniére stable les transgénes d’intérét. Le plasmide pEGFP-N1, codant BsepVT, BsepR1128¢,
Bsep 121 et BsepRl99X de rat, ont d'abord été transfectés dans des cellules MDCK en utilisant
I’agent de transfection Fugene HD (4 pL d'agent de transfection/1 pug d’ADNc). La sélection
clonale de cellules transfectées de maniére stable a été obtenue avec 600 pg/mL de G418
(Généticine), ajoutée 2 jours aprés la transfection et maintenue durant toute la période de
production du clone. Arrivées a confluence, les cellules sont trypsinées et diluées de maniére
a générer des clones a partir d’une seule cellule et réduire le risque de chevauchement entre
deux clones proches dans la boite de pétri. Lorsque les colonies sont visibles a I’ceil nu, elles
sont par la suite, récupérées a 1’aide d’une pointe de 200 uLL dans des puits de plaque 12 puits
(avec une lamelle en verre de 14 mm de diametre) apres avoir déposé une goutte de trypsine
pour décrocher les cellules. Une caractérisation de clones est ensuite réalisée en western blot et
en immunofluorescence (Bsep™'™ et les mutants faux sens). Pour le mutant non-sens BsepR1099%
la protéine ne peut étre détectée par ces techniques. Sa caractérisation est réalisée en gRT-PCR.

Briévement, L'ARN total a été extrait du clone MDCK BsepR1%% en utilisant le réactif
TRI-Reagent puis a été converti en ADNCc en utilisant la transcriptase inverse SuperScript Il
(Invitrogen). La PCR en temps réel a été réalisée a ’aide du iQ SYBR Green Super Mix
(Bio-Rad, Hercules, CA), conformément aux instructions du fabricant. L'expression relative de
BsepR10%% 3 été quantifiée en utilisant la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase et la
[B-actine en tant que genes de référence. Les amorces sens et anti-sens utilisées sont les
suivantes:

BsepR1090%, 5’-GCCATGACATTCGCTCTCTT-3’ et
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5’-CGGTACTGTAAGCGAGAGAA-3’; GAPDH, 5’-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3 ’et
5’-AGATCCACAACGGATACATT-3’; B-actine, 5’-ATCGTGGGCCGCCCTAGGCAC-3’
et 5’-TGGCCTTAGGGTTCAGAGGGGC-3°.

Le transport vectoriel du taurocholate tritié médié par Bsep (localisé dans le p6le apical
des clones MDCK) n’est possible que si le taurocholate peut entrer dans les cellules. Or, notre
modele d’étude n’exprime pas de fagon endogéne le transporteur basolatéral des ABs (Ntcp).
Pour cela, le transgéne Ntcp (ADNCc de rat) a été cloné dans un plasmide pLenti-Ntcp-cMyc-
DDK-IRES-Puro (Origene Technologies, Inc., Rock-ville, MD) (Figure 27). Ce plasmide a été
intégré dans un vecteur lentiviral permettant une expression stable du transgéne. Les particules
lentivirales contenant le plasmide qui exprime Ntcp, ont été produites par la plateforme de
Vecteurs Viraux et Transfert de Génes SFR-Necker (Université Paris Descartes - Sorbonne

Paris, France) et titrées par gPCR.

EcoRlI
/ . :
o Plenti-C-Myc-DDK- g ~ Ntcp
IRES-Puro N
7.6 kb ‘;:::‘): (ADNc, rat
el - S

Figure 27 : Carte du plasmide pLenti-Ntcp-cMyc-DDK-IRES-Puro
Ce plasmide de 7,6 kb contient un promoteur précoce pCMYV et une séquence cMyc-DKK en
C-ter de la séquence codant Ntcp, produisant apreés traduction la protéine de fusion Ntcp-Cmyc-

DKK. Il posséde un géne de résistance a la puromycine pour les cellules eucaryotes.

Les clones MDCK, préalablement, transfectées de maniére stable avec Bsep*’T et ses
mutants ont été transduites 24 heures aprés leur ensemencement, avec les particules lentivirales

a une multiplicité d'infection de 30 pour 1,8 x 10° cellules pendant 4 & 5 h. Quarante-huit heures
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aprés l'infection, les cellules ont été sélectionnées avec de la puromycine (3 pg/mL).
L'expression de Ntcp a été contrdlée par western blot et immunofluorescence avec mise en

évidence de la présence de c-Myc.

3- Transport vectoriel du taurocholate tritie

A- Mesure de la résistance électrique transepithéliale (TEER) et la

perméabilité paracellulaire (au jaune de Lucifer) des clones MDCK

Les expériences de transport ont été effectuées sur une monocouche de cellules
confluentes (tapis cellulaire) obtenues par culture sur une membrane d’insert en polyester (taille
de pores de 3 um, BD Falcon ; BD Biosciences) pendant 5-6 jours. L'intégrité du tapis cellulaire
a été évalué en mesurant la résistance électrique transépithéliale (TEER) une fois par jour a
I'aide d'un voltmeétre Millicell-ERS (Merck Millipore, Billerica, MA) et la perméabilité
paracellulaire en utilisant un composé fluorescent : le jaune de Lucifer (LY). LY (100 uM dans
le DMEM) a été ajouté au compartiment basal et le DMEM au niveau apical. L'ensemble du
volume (300 pL) a été collecté a partir du compartiment apical au bout de 1 h 8 37°C. L’intensité
de la fluorescence a été mesurée a 1’aide d’un fluorométre Wallac (VICTOR 3 ; Perkin Elmer,
Walthamn, MA) a A ex 430 nm et A em 535 nm. La perméabilité de la monocouche MDCK a
été calculée en pourcentage de LY dans le compartiment apical par rapport au témoin (insert
vide sans cellule). Seuls les inserts avec une mesure de TEER correcte et une perméabilité
inférieure a 5% ont été sélectionnés pour les expériences de transport. Le milieu a ensuite été

remplacé par du milieu de culture standard.

B- Transport du taurocholate tritié

Le taurocholate est un AB efficacement transporté par Bsep et Ntcp d’ou le choix de

son utilisation dans ces expériences. Les cellules exprimant a la fois, Bsep et Ntcp de rat sont
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cultivées sur une membrane d'insert jusqu'a ce qu'elles forment une monocouche confluente de
cellules polarisées. Le systeme de transport est illustré dans la figure 28.

Dans un premier temps, plusieurs mises au point ont été réalisées afin de trouver les
conditions optimales de travail. Trois quantités de 3H-TC ont été testées. Des résultats cohérents
de transport ont été obtenus pour les cellules MDCK Bsep*'™ Ntcp avec une quantité de *H-TC
de 0,1 uM qui correspond a 1 uCi/mL et de 0,9 uM de TC. Cette concentration a été retenue
pour tout le reste des expériences.

Les monocouches de cellules ont été traitées pendant 24 heures avec 800 pug/mL de
gentamicine a 37 °C ou 27 °C. Pour la combinaison de traitement, les cellules ont été traitées
pendant 24 heures supplémentaires avec 1 mM du 4-PB en plus de la gentamicine. Tous ces
traitements ont été ajoutés au compartiment apical. Apres 24 ou 48 heures de traitement, un
mélange de taurocholate (TC) (*H-TC 0,1 uM, 1 puCi/mL et TC non marqué, 0,9 uM) a été
préparé dans du tampon de transport (NaCl 118 mM, NaHCO;z; 23,8 mM, KCI 4,83 mM,
KH2PO4 0,96 mM, MgSQOs 1,2 mM, HEPES 12,5 mM, glucose 5 mM et CaCl, 1,53 mM, ajusté
apH 7,4), préchauffé a 37°C. Ensuite, 600 pL ont été placés dans le compartiment basal et 150
puL du tampon de transport sans TC dans le compartiment apical. Les plaques d'insert ont été
mises sous agitation pendant 2 h a 37°C. Puis, des aliquots de 50 pL ont été collectés dans le
compartiment apical et la radioactivité a été mesurée par un compteur a scintillation (Hidex 300
SL, Hidex Turku, FI). Ensuite, les membranes ont été découpées et lysées avec 120 pL de
TritonX-100 a 1%. La concentration en proteine a été déterminée en utilisant le kit BCA Protein
Assay (BioRad, Marnes-La-Coquette, FR). Les résultats de mesure de radioactivité de chaque

insert ont été normalises a la quantité totale de protéines sur les membranes.
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Figure 28 : Transport vectoriel de *H-taurocholate

Les clones MDCK-Ntcp ont été cultivés dans un insert sur une membrane poreuse permettant
le passage du ®H-TC du compartiment basal vers le compartiment apical. Le transport vectoriel
se fait par mesure de la radioactivité dans le compartiment apical du *H-TC pris en charge par

Ntcp en basolatéral puis par Bsep en apical.

IV-  Analyses statistiques

Le logiciel GraphPad Prism® a été utilisé pour les tests statistiques. Les résultats sont
présentés sous forme de moyenne + SEM. Le test utilisé est le test non paramétrique

Mann-Whitney. Une valeur de p < 0.05 a été considérée comme significative.
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Résultats

I- Résumé de P’article : Aminoglycosides rescue some nonsense

ABCB11 mutations identified in PFIC2 patients

Les travaux du premier article ont porté sur la suppression traductionnelle de codons
stop préematurés dans le cas de mutations non-sens identifiées chez les patients atteints de
PFIC2. Les mutations non-sens sont responsables de formes graves de la maladie. Elles
conduisent a la formation de protéines tronquées le plus souvent non fonctionnelles. Les lignées
cellulaires utilisées pour notre étude sont les cellules NIH3T3 pour le systéeme double
rapporteur. Ce sont des fibroblastes de souris immortalisés. lls permettent une meilleure
induction de I’activité luciférase. Les lignées HEK293 et Can 10 ont été utilisées pour 1’étude
la protéine entiere. HE293 dérive de cellules embryonnaires rénales humaines, modifiées par
un adénovirus. Elles sont faciles a transfecter et permettent d’avoir 1’information sur
I’expression de la protéine de fusion Bsep-GFP reflet du saut du codon-stop. La lignée Can 10
quant a elle, permet I’étude de I’adressage des différents mutants de Bsep au canalicule biliaire.
Cette lignée isolée et caractérisée au sein de notre laboratoire présente une polarité de type
hépatocytaire avec formation de canalicules biliaires. Enfin, la lignée MDCK qui dérive des
cellules de rein de chien présente une polarité simple avec un pble basal et apical bien
différenciés. Elle constitue un trés bon modele pour I’étude fonctionnelle du transport vectoriel.

Le but de cette étude est d’évaluer la capacité de molécules décrites comme étant des
inducteurs de translecture a induire le saut du codon-stop prématuré pour aboutir a une
réexpression d’une protéine entiere et fonctionnelle. C’est le cas des aminoglycosides (G418,
gentamicine) et du PTC124. Dans un premier temps, les environnements nucléotidiques

correspondant aux six mutations (séquences cibles rat et homme de 21 nucléotides) est insérée
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par clonage dans un plasmide double rapporteur. Ce systeme permet de quantifier le taux de
translecture par mesure d’activité enzymatique afin d’évaluer la sensibilité de ces mutations
aux différents traitements. Dans ce systeme, les aminoglycosides ont considérablement
augmenté le taux de translecture de toutes les mutations chez I'homme et le rat, tandis que le
PTC124 n'a augmenté que légerement le niveau de la translecture de la mutation p.E1302X.
Dans un deuxieme temps, 1’expression cellulaire de ces mutants a été réalisee dans un
systéme différent afin d’évaluer si I’induction de la translecture permet la production d’une
protéine enticre détectable puis d’étudier la localisation et I’adressage de la protéine générée
par translecture. Pour cela, les six mutations non-sens de BSEP, identifiées chez des malades
atteints de PFIC2, ont été reproduites par mutagenése dirigée dans un plasmide (pEGFP-N1)
contenant I’ADNc de Bsep de rat couplé a la GFP ce qui facilite les études de localisation
intracellulaire. Dans HEK293 et Can 10, la gentamicine a augmenté le nombre de cellules
exprimant Bsep-GFP de quatre mutants (p.R415X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X) versus un
mutant (p.R1090X), respectivement. Les protéines résultantes de pleine taille sont localisées
dans le cytoplasme, a ’exception de BsepR?®% qui a également été détectée au niveau de la
membrane plasmique ou canaliculaire dans la lignée HEK293 et Can 10 respectivement. De
plus, des combinaisons de traitements (thérapie de translecture associée a la thérapie chaperone)
ont également été etudiées. Il a été¢ montré que 1’abaissement de la température ou le traitement
par des molécules chaperones (telles que le 4-PB et ’UDCA) pouvait permettre a des protéines
mal repliées de sortir du réticulum et de poursuivre normalement leur maturation. En effet, la
culture a 27°C ou I’ajout du 4-PB et/ou ’'UDCA pendant 24 heures aprés avoir induit la

translecture par la gentamicine du mutant Bsep™1%%0%

, ont permis d’augmenter significativement
la proportion de protéine compléte au niveau du canalicule, dans les cellules Can 10.
Enfin, dans le cas de BsepR%X le transport de 1’acide biliaire radioactif (*H-TC) a pu

étre mesuré dans les cellules MDCK cultivées sur insert. Le traitement a la gentamicine a
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montré une augmentation significative du transport vectoriel (du péle basal =»pdle apical) du
3H-TC, générant une protéine partiellement fonctionnelle. Cette augmentation est d’autant plus

importante avec la bithérapie (translecture + chaperone).

II- Résumé de Particle : Chaperone therapy for missense BSEPR!128C
mutation responsible for progressive familial intrahepatic

cholestasis type 2

Les travaux du second article ont porté sur I’étude de la mutation faux sens p.R1128C
identifiée chez les patients atteints de PFIC2. Cette mutation est responsable d’un défaut de
repliement entrainant la rétention de Bsep dans le RE. Dans un précédent article, notre équipe
a montré que le 4-phénylbutyrate (4-PB), une drogue chaperone, s'est avéré, in vitro et in vivo,
corriger partiellement I’adressage de ce mutant aux canalicules biliaires ainsi que I’amélioration
clinique de patients avec la disparition du prurit et I'amélioration des tests hépatiques. Mais une
dose relativement élevée (1 mM) est nécessaire pour montrer un effet bénéfique. Le but de cette
étude est d’identifier de nouvelles molécules efficaces afin de corriger le défaut d’adressage des
mutants faux sens BSEP aux canalicules biliaires. Une des stratégies consiste a développer une
approche de chimie médicale basée sur la modification de la structure chimique de molécules
déja existantes (comme le 4-PB) afin d’optimiser leur capacité a relocaliser les protéines
retenues dans le RE. L’autre approche est basée sur le test de diverses petites molécules
identifiées lors d’un criblage a grande échelle, et qui s’avérent étre efficaces pour corriger le
défaut de repliement et de trafic du mutant CFTR/AF508.

Dans la lignée hépatocytaire Can 10, les composés présentant une analogie de structure
avec le 4-PB identifiés lors du screening de la chimiotheque BioCis tels que le Méthyl
3-Hydroxy-2-Méthyl-4-Phenylbutyrate (MHMPB), 4-Oxo0-1,2,3,4-Tetrahydronaphtalene-2-

Carboxylate (OTNC) ainsi que le 3-Hydroxy-2-Méthyl-4-Phénylbutyrate (HMPB) libéré de la
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prodrogue MHMPB possédent une activité pharmaco-chaperone favorisant le trafic adéquat de
BsepR1?8€ qux canalicules. Dans la lignée MDCK, ces molécules augmentent la capacité de
transport du ®H-taurocholate du mutant BsepR'128¢, Ces molécules sont aussi efficaces que le
4-PB a corriger partiellement I’adressage et a augmenter 1’activité de ce mutant a des doses
beaucoup plus faibles que le 4-PB. Dautres drogues chaperones, tels que le
glycérolphenylbutyrate (GPB), I'acide subéroylanilide hydroxamique (SAHA) et le principe
R1128C

actif du 4-PB, le phénylacétate (PA) peuvent partiellement corriger I’adressage de Bsep

au canalicule et augmenter le transport de 3H-TC dans MDCK.
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I11-  Article: Aminoglycosides rescue some nonsense ABCB11

mutations identified in PFIC2 patients
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ABSTRACT

Progressive familial intrahepatic cholestasis type 2 (PFIC2) is a severe hepatocellular
cholestasis due to biallelic mutations in ABCB11 encoding the canalicular bile salt export pump
(BSEP). Nonsense mutations are responsible for severe phenotypes. The study aim was to
assess the ability of drugs to induce readthrough of six nonsense mutations (p.Y 354X, p.R415X,
p.R470X, p.R1057X, p.R1090X and p.E1302X) identified in PFIC2 patients. The ability of
G418, gentamicin and PTC124 to induce readthrough was studied using a reporter system in
NIH3T3 cells. The ability of gentamicin to induce readthrough and to lead to the expression of
a full-length protein was studied in HEK293 and Can 10 cells using immunodetection assays.
The function of the gentamicin-induced full-length protein was studied by measuring the
vectorial transport of S3H-taurocholate in stable MDCK clones co-expressing Ntcp.
Combinations of gentamicin and chaperone drugs (UDCA, 4-PB) were investigated. In
NIH3T3, aminoglycosides significantly increased readthrough levels of all mutations studied,
while PTC124 only slightly increased readthrough of p.E1302X. Gentamicin, but not PTC124,
induced a readthrough of p.R415X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X and of p.R1090X in
HEK293 and Can 10 cells, respectively. The resulting full-length proteins localized within the
cytoplasm, except for BsepR%® that was also detected at the plasma membrane of HEK293
and at the canalicular membrane of Can 10 cells. Additional treatment with 4-PB and UDCA
significantly increased the proportion of BsepRl%* full-length protein at the canaliculus of
Can 10 cells. In MDCK clones, gentamicin induced a 40% increase of the transport of H-
taurocholate of BsepR®®* which was further increased with additional 4-PB treatment.
Conclusion: this study constitutes a proof of concept for readthrough therapy in selected PFIC2

patients with nonsense mutations.
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INTRODUCTION

Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis type 2 (PFIC2) is an autosomal recessive disease
due to mutations in ABCB11 encoding Bile Salt Export Pump (BSEP) (1, 2). BSEP is expressed
at the canalicular membrane of hepatocytes and is the major transporter responsible for biliary
bile acid secretion (3, 4). In patients with PFIC2, impaired biliary bile acid secretion leads to
decreased bile flow resulting in chronic cholestasis with severe pruritus and to bile salt
accumulation responsible for severe ongoing hepatocellular damages leading to fibrosis,
end-stage liver disease and high risk of hepatocellular carcinoma. Medical therapy with
ursodeoxycholic acid (UDCA), rifampicin, and surgical therapy such as biliary diversion may
provide some symptomatic relief. Nevertheless, in the majority of cases, liver transplantation
(LT) is required because of unremitting pruritus, hepatic failure or hepatocellular
carcinoma (1).

More than two hundred variants of ABCB11 have been identified in PFIC2 patients including
missense, nonsense and splice mutations (5). A genotype-phenotype correlation has been
confirmed in a recent study of the largest cohort of PFIC2 patients suggesting that the severity
of the disease being correlated with the impairment of the expression level and of the function
of the resulting BSEP mutant (1, 6). Accordingly, severe mutations such as nonsense mutations
result in severe phenotype with reduced response to medical and surgical therapy, very high
risk of hepatocellular carcinoma leading to a survival with native liver after age 10 years
estimated around 33% in PFIC2 patients carrying two biallelic severe mutations (6). In addition,
those patients have been suggested to be at the highest risk to develop anti-BSEP
alloimmunization after LT, a complication of LT specific to PFIC2 patients (7). Thus, there is
a clear unmet therapeutic need for PFIC2 patients carrying such nonsense mutations. Nonsense
mutations lead to the formation of an in-frame premature termination codon (PTC) and result

in the formation of a truncated protein which is most often poorly expressed - the mRNA being
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degraded by the nonsense mediated mMRNA decay (NMD) pathway -, not correctly localized
and or not functional (8). Targeted pharmacotherapy is a promising personalized therapeutic
approach which aims to partially correct the consequence of the mutations identified in a
specific patient. It is a field of active research especially in diseases involving protein of the
ATP binding cassette (ABC) family such as BSEP (9-11). We and others have shown that some
drugs called correctors —able to correct miss-trafficking and to reduce ERAD- such as 4-
phenylbutyrate (4-PB) could be of benefit in BSEP deficiency including PFIC2 both in vitro
and in selected patients carrying specific missense mutations (4, 9, 10, 12, 13). Concerning
nonsense mutations, it has been known for decades that certain drugs such as aminoglycosides
(e.g. gentamicin, geneticin) can bind to mammalian ribosomes and affect the fidelity of the
translation process and induce a translational readthrough (RT) of the PTC allowing the partial
restoration of full-length protein synthesis (14, 15). More recently, new drugs with some ability
to induce a PTC RT were identified, including PTC124 which has been tested in various
preclinical studies as well as in phase Il and 11 clinical trials, in patients with various genetic
diseases such as cystic fibrosis (CF) and Duchenne muscular dystrophy (DMD) (16-19).
However, the effect of these RT inducing drugs has never been studied in PFIC2.

Herein, we studied in vitro the ability of such drugs to induce RT of six nonsense mutations
identified in patients with PFIC2. Our data show that treatment with aminoglycosides could
induce RT of one of these mutations leading to the expression of a partially functional mutant.
In addition, our data suggest that combination of aminoglycosides with correctors further
improve the rescue of this mutant. This work provides new proof of concept in the field of

targeted pharmacotherapy of PFIC2 resulting from nonsense mutations in ABCB11.
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MATERIALS AND METHODS

PATIENTS

Among the cohort of PFIC2 patients referred to the national reference network for rare liver
diseases dedicated to biliary atresia and genetic cholestasis we studied six patients carrying six
different ABCB11 nonsense mutations (p.Y354X, p.R415X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X
and p.E1302X) at least on one allele. Results of ABCB11 gene analysis and assessment of

patient phenotypes were performed as previously reported (1) and are detailed in Table 1.

READTHROUGH QUANTIFICATION IN NIH3T3 CELLS

Nonsense mutations were reproduced in a dual gene reporter system that allows quantification
of PTC RT, by the measurement of luciferase and B-galactosidase (internal calibration)
activities. Complementary oligonucleotides corresponding to human (and rat when relevant i.e.
different from the human sequence) nonsense mutations embedded in their natural nucleotide
context were annealed and cloned in the pAC99 vector as previously described (20). Twenty-
four hours after seeding in 6 wells plate, NIH3T3 cells were transiently transfected with
corresponding plasmids using Jet Pei (Invitrogen, California, USA; DNA/transfection reagent
ratio: 1 pg/2.5 uL). Eighteen hours after transfection, cells were treated for 24 hours with 200
pg/mL of G418 (geneticin, Sigma-Aldrich Chimie, Lyon, France), 800 ug/mL of gentamicin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 15 uM (i.e. 4.26 pg/mL) of PTC124 (Therapeutics—
Selleckchem, South Plainfield, USA) or vehicle (PBS). These doses were selected according to
published data (16, 21, 22). In some additional experiments concerning the rat p.R1090X
mutant, cells were also treated with 400 and 1200 ug/mL of gentamicin. Then, cells were
harvested and lysed, and B-galactosidase and luciferase enzymatic activities were assayed as

previously described (23). An in-frame construct (TQ), with no stop codon between the two
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reporter genes, was used as a control (Table 2). The RT was calculated as the ratio of luciferase
to B-galactosidase activities normalized to the ratio obtained with the control (TQ) and was

expressed as a percentage, as previously described (23).

STUDIES OF THE NONSENSE MUTANTS

DNA CONSTRUCTS AND MUTAGENESIS

Mutations p.Y354X, p.R415X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X and p.K1302X, were
introduced in a pEGFP-N1 vector (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA) (24)
encoding a rat Bsep-green fluorescent protein (GFP) fusion protein (a gift of J.L. Boyer, Yale
University School of Medicine, New Haven, CT) using the QuickChange Lightning Site-
Directed Mutagenesis kit (Stratagene, Santa Clara, CA) as previously described (9, 10). Primers
sequences used for mutagenesis are detailed in Supporting Table 1. Rat Bsep was used because
of its high degree of homology with the human ortholog and a higher level of expression in

cultured cells (25). The whole constructs were verified by automated Sanger sequencing.

TRANSFECTION, TREATMENTS OF HEK293 AND CAN 10 CELLS,

QUANTITATIVE AND QUALITATIVE STUDIES OF BSEP EXPRESSION

HEK?293 and Can 10 cells were plated at 0.5 and 0.15 x 10*cells.cm-2, respectively, onto glass
coverslips in 12-well plates. HEK293 cells were transiently transfected at day 1 using Fugene
HD Transfection reagent (Promega, Madison, Wisconsin, USA; DNA/transfection reagent
ratio: 1 ug/4 pL) and Can 10 cells at day 2 using X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent
(Roche Diagnostics, Meylan, France; DNA/transfection reagent ratio: 1 pg/2 uL), with the
plasmids, according to the manufacturer’s instructions. Six hours after transfection, HEK293

cells were treated for 24h at 37°C with gentamicin (400-1200 pg/mL), PTC124 (15 puM) or
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vehicle (PBS). Can 10 cells were treated with gentamicin (800 pug/mL) or vehicle (PBS) for 24h
at 37°C or 27°C. In some experiments, after 18h of treatment with gentamicin, Can 10 cells
were co-treated with 4-PB (1 mM, Biovision Clinisciences, Montrouge, France) and/or UDCA
(50 pM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or corresponding vehicle (PBS and DMSO,
respectively) for 24 additional hours. Then, cells were fixed and immunostained using the
following primary antibodies mouse anti-GFP (1:80, Roche Diagnostics, Meylan, France), rat
anti-zonula occludens (ZO-1) (undiluted, obtained from B. Stevenson (26) and rabbit anti-
occludin (1:500, Thermofisher, Waltham, USA). Appropriate goat anti-immunoglobulin G
Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 594 secondary antibodies (Molecular Probes, Eugene, OR)
were used at a dilution of 1:500. Cells were observed using a Zeiss Axioskop epifluorescence
microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) and a confocal microscope (Eclipse TE-2000-Nikon-
C1; Nikon, Tokyo, Japan) as previously described (10). HEK293 cells and Can 10 cells
expressing Bsep mutants were quantified as follows: 10 fields by coverslip were captured
randomly with the same exposure time. For each field, the number of cells with a detectable
degree of GFP was expressed as a percentage of the number of total cells (identified using a
Hoechst staining). Can 10 cells expressing GFP were further classified according to the
presence (canalicular GFP+) or the absence (cytoplasmic GFP+) of a canalicular enrichment of

Bsep-GFP as previously described (10).

GENERATION OF MDCK CLONES STABLY EXPRESSING RAT BSEP AND NTCP

MDCK cells, a well-characterized polarized kidney cell line allowing vectorial transport, were
first transfected with plasmids encoding Bsep""-GFP or BsepR%°X-GFP using Fugene HD
transfection reagent according to manufacturer’s instructions. Clonal selection of stably
transfected cells was obtained with 600 pg/mL of G418, added 2 days after transfection.

R1090X

Expression of Bsep was checked by RT-qPCR as described in Supporting Information.
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To allow BA entry in MDCK cells, the rat cDNA of Ntcp (Na*-taurocholate co-transporting
polypeptide, SIc10Al), a basolateral BA transporter, was cloned into the lentiviral vector
pLenti-cMyc-DDK-IRES-Puro plasmid (PS100069, OriGene, Rockville, MD). Bsep"" and

R1090X expressing MDCK clones were plated into 60 mm diameter Petri dishes at 1.8 x 10°

Bsep
cells. Twenty-four hours after seeding, cells were infected with lentiviral particles containing
the recombined plasmid at a multiplicity of infection of 30 and recombinants were selected with
3 pg/mL puromycin (Ozyme, Paris, France). Expressions of Bsep-GFP and of Ntcp-cMyc were
examined by immunolocalization using rabbit anti-GFP (1:500, Abcam, Cambridge, UK) and
mouse anti-cMyc (1:250, BD Pharmigene, San Diego, CA) as described in the previous section
and by immunoblotting. Briefly, cells were lysed as previously described (27) and
immunoblotting was performed with specific primary antibodies against mouse GFP (1:500),
rabbit a-actin (1:1000, Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO) and mouse c-Myc (1:500).
Appropriate peroxidase-conjugated secondary antibodies (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)

were used to detect peroxidase activity by chemiluminescence (ECL detection kit, BioRad,

Marnes-La-Coquette, France).

VECTORIAL TAUROCHOLATE TRANSPORT ASSAY

MDCK clones stably expressing Bsep-GFP and/or Ntcp-cMyc were seeded on polyethylene
terephthalate membrane inserts (pore size 3 um; BD Falcon) in 24-well plates at a density of
1.4 x 10° cells per insert. During the five following days, the integrity of cell monolayer was
assessed by measuring transepithelial electrical resistance and Lucifer yellow permeability test
(28). The cell monolayers were treated for 24 hours with gentamicin (800 pg/mL) or vehicle at
37°C. In some experiments, cells were treated for 24 additional hours with 4-PB (1 mM) or
vehicle, or grown at 30°C. Thereafter, culture medium was replaced by prewarmed transport

buffer (118 mM NacCl, 23.8 mM NaHCOs, 4.83 mM KCI, 0.96 mM KH2POg4, 1.2 mM MgSOsg,

105



Résultats

12.5 mM HEPES, 5 mM glucose, and 1.53 mM CaCly, adjusted to pH 7.4) (29) in apical and
basal compartments, in the presence of *H-taurocholate (*H-TC) (0.1 uM, 1 puCi/mL, Perkin
Elmer, Waltham, MA) and taurocholate (TC) (0.9 uM, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) in the
basal compartment. After 2 hours, the radioactivity in the apical compartment was measured
by scintillation counter (Hidex 300 SL, Hidex Turku, Finland). Aliquots (50 uL) of cell lysate
(120 pL 1% Triton X-100) were used to determine protein concentration (DC Protein Assay,
BioRad, Marnes-La-Coquette, France), according to the manufacturer’s instructions. All
transport data were expressed as a count per minute normalized to total protein concentration

in each insert.

STATISTICAL ANALYSIS

Data were analyzed using GraphPad Prism 6 (San Diego, CA) and are presented as mean £SD
(standard deviation) or SEM (standard error of the mean). Statistical analyses were performed

using the Mann-Whitney test, with a P value < 0.05 being considered statistically significant.
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RESULTS

AMINOGLYCOSIDES INDUCE A READTHROUGH OF SIX BSEP NONSENSE

MUTATIONS IDENTIFIED IN PFIC2 PATIENTS

For each of the six BSEP nonsense mutations (p.Y354X, p.R415X, p.R470X, p.R1057X,
p.R1090X and p.E1302X) identified in the six PFIC2 patients selected (Tablel), the PTC and
the surrounding nucleotide context are shown in Table 2. Because the following studies were
performed using the rat Bsep cDNA, nonsense mutations were also studied in the rat nucleotide
context as detailed in Table 2. As expected, basal RT levels, quantified in NIH3T3 as described
in the methods section, were dramatically low for all mutations compared to the in-frame
control. The mean basal RT levels ranged from 0.031% for the rat mutation p.Y354X to 0.322%
for the human mutation p.R1057X (Table2). Basal RT levels were in the same ranges for human
and rat mutations except for the mutation p.R1057X (0.047% in the rat context versus 0.322%
in the human context) (Table 2). Thereafter we studied the ability of gentamicin, G418 and of
PTC124 to induce the RT of these PTCs. The maximal responses were obtained with G418,
which increased significantly the RT of all human (Fig. 1A) and rat PTCs (Fig. 1B).
Interestingly, G418 increased the RT of the p.R1090X mutation over a level of 10%,
representing a 50-fold increase over the basal rate for the human mutation. Treatment with
gentamicin also increased significantly the RT of all mutations but to a lesser extent than G418.
The maximum effect was also observed for the mutation p.R1090X with a gentamicin-induced
RT around 3%, representing a 14-fold increase over the basal rate for the human mutation.
(Fig.1A and Fig.1B). In contrast, PTC124 did not significantly increase the RT levels, except
for the mutation p.K/E1302X which RT level was only slightly increased from 0.128% to
0.320% (Fig. 1A and Fig. 1B). Likewise, we studied the dose-response relationship after

treatment with gentamicin of p.R1090X mutation. We observed a dose-dependent increase of
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the RT levels until 800 pug/mL, while there was no significant difference between the 800 and

the 1200 pg/mL doses (Fig. S1).

GENTAMICIN INDUCES A READTHROUGH OF NONSENSE BSEP MUTATIONS

AND LEADS TO THE PRODUCTION OF A FULL-LENGTH BSEP PROTEIN.

Since the pEGFP-N1 plasmid contains a resistance cassette to G418, gentamicin was the only
aminoglycoside that could be used for further studies. BSEP nonsense mutations have been
reproduced in a pEGFPN1 plasmid expressing a rat Bsep-GFP fusion protein and a resistance
cassette to G418. Basal as well as gentamicin-induced RT were studied by immunostaining
after transient transfection of HEK293 cells with the corresponding plasmids. Before
gentamicin therapy, we observed variable levels of expression of Bsep full-length protein (Fig.
2A), ranging from 0.12% (p.R1090X) to 10.76% (p.R470X) of HEK293 cells (Fig. 2B).
Treatment with gentamicin increased significantly the level of expression of Bsep full-length
protein of 4 mutations (p.R415X, p.R470X, p.R1057X and p.R1090X) among the 6 nonsense
mutations studied (Fig. 2B) while virtually neither basal nor gentamicin-induced RT was
detected for the p.K1302X mutation. Interestingly, in line with the results of the dual gene
reporter system, the maximum effect was observed for the mutation p.R1090X, with a
gentamicin-induced RT leading to a detection of a Bsep full-length protein in 35% of HEK293
cells (Fig. 2B). Moreover, no significant effect was observed with p.Y354X and p.K1302X
mutants, these two mutants being the less responsive in the dual reporter system. Furthermore,
PTC124 failed to induce the production of a full-length BsepX**°?* protein (data not shown).
The expression of the various nonsense mutants was also studied in the rat hepatocellular
polarized Can 10 line (Fig. 3A). The basal RT levels were variable and higher than the one
observed in HEK293 line, ranging from to 2.8% to 9.7% (Fig. 3B). The p.R1090X Bsep

mutation was the only mutation for which we observed a significant gentamicin-induced RT
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(Fig. 3B). Interestingly, confocal studies showed that all the 6 nonsense mutants localized
within the cytoplasm of Can 10 cells except the p.R1090X mutant which was also observed at
the canalicular level after gentamicin-induced RT (Fig. 3A). Because the p.R1090X mutant was
the only one for which we observed a significant gentamicin-induced RT in all the systems, we

selected to further study this mutant.

GENTAMICIN-INDUCED FULL-LENGTH BSEPRW09%X:  |MMUNODETECTION

STUDIES AND EFFECT OF COMBINATION THERAPY WITH UDCA AND 4-PB.

In HEK293 cells, treatment of the p.R1090X mutant with gentamicin led to the expression of a
full-length Bsep protein detected both within the cytoplasm but also at the plasma membrane
level, as indicated by the colocalization of GFP with occludin (Fig. 4A). Accordingly, western
blot analysis showed that gentamicin induced the production of both a mature detected at 190
kDa and an immature form of Bsep (Fig. 4B). Subcellular localization of the p.R1090X mutant
was further studied in Can 10 cells by quantification of the cytoplasmic and of the canalicular
expression as indicated in the Methods section. At 37°C, the basal RT of p.R1090X led to
expression of a full-length protein that was only detected within the cytoplasm (Fig. 5) of 3%
of Can cells. After treatment with gentamicin, the expression increased to 8% including 1.5%
of Can 10 cells in which the protein was detected at the canalicular level. Growing cells at 27°C
is a well-known condition to stabilize and to improve trafficking of ER-retained proteins such
as Bsep missense mutant (9, 10, 24, 25, 30, 31). In this condition, we observed a trend toward
an increase of the basal RT of p.R1090X including a slight canalicular localization that was not
observed at 37°C (Fig. 5). In Can 10 cells treated with gentamicin and grown at 27°C, we
observed a dramatic and significant increase of the canalicular expression of the gentamicin
induced full-length Bsep, from 9% to nearly 80% (Fig. 5). Because chaperone drugs such as 4-

PB and UDCA have been shown to increase the canalicular expression of several Bsep missense
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mutants (10), we studied the effect of these drugs at 37°C in combination with gentamicin.
Treatment with UDCA, 4-PB and UDCA + 4-PB, significantly increased the canalicular

expression of the gentamicin-induced full-length Bsep.

GENTAMICIN-INDUCED FULL-LENGTH BSEPRI09X IS PARTIALLY

FUNCTIONAL AND ITS FUNCTION CAN BE INCREASED WITH 4-PB THERAPY

To further study the effect of gentamicin on BsepR'®* mutant, we developed a functional
model to study the activity of Bsep in MDCK cells. MDCK clones expressing wild type Bsep
and Ntcp were selected as indicated in the Methods section. These clones were characterized
using immunodetection techniques (Fig. 6). The expression level of Ntcp and of Bsep™'™ was
controlled using western blot as illustrated in (Fig. 6A, B). The subcellular localization of
Bsep™T, BsepRl9%X (with or without gentamicin treatment) and of Ntcp was studied using
confocal microscopy. While Ntcp was located at the basolateral membrane of MDCK, wild
type Bsep localized at the apical membrane as illustrated in Fig. 6C. After gentamicin-induced
RT, BsepRi9% |ocalized at the basal membrane and also at the apical membrane of the cells as

illustrated in Fig. 6D.

Then, we studied the functionality of Bsep and Ntcp by measuring the vectorial transport of 3H-
TC across MDCK monolayer cultured in inserts. The basal to apical flux of H-TC was not
detected across MDCK Bsep™T cells but was detected across MDCK Ntcp cells, the later
corresponding to background activity, as previously reported (Fig. 6E) (30). Across MDCK co-
expressing Bsep™W™ and Ntcp, this transport was increased 3.6-fold (Fig. 6E). These results
indicated that the expression of Ntcp in the basolateral membrane was required to detect the
vectorial transport of ®H-TC in the apical direction in MDCK monolayers. Next, we assessed

the activity of the p.R1090X mutant in the same cellular system. The vectorial transport of 3H-
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TC measured in MDCK BsepR1®* Ntcp was significantly lower than the one measured in
MDCK Bsep™™ Ntcp and was comparable to the one measured in MDCK Ntcp cells suggesting
that this mutant was not functional (Fig. 6E). Treatment with gentamicin significantly increased
the transport of 3H-TC across MDCK BsepR!%* Ntcp by 40% (Fig. 6F). These data suggested
that a fraction of this gentamicin-induced expression of p.R1090X mutant is expressed at the
apical membrane level and is functional. As for Can 10 cells, we studied the effect of
combination therapy in MDCK. Additional treatment with 4-PB or by growing the cells at 30°C
significantly increased the transport of *H-TC by BsepR!%®% compared to gentamicin treatment

alone (Fig. 6F).
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DISCUSSION

Herein, we studied the capability of aminoglycosides and PTC124 to induce RT of six ABCB11
nonsense mutations identified in patients with PFIC2. We first quantified RT levels of these
mutations embedded in their nucleotide context using a dual reporter assay in NIH3T3 cells.
Aminoglycosides induced a RT of all the mutations tested. This capability of aminoglycosides
has been known for decades and relies on their properties to alter the fidelity of translation (14).
Interestingly, among the two types of stop codon studied, we observed a higher induction of
RT of sequences containing a UGA (p.R415X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X) than those
containing a UAA (p.Y354X, p.E/K1302X). These results are in line with previous studies
showing the following order of gentamicin-induced PTC RT efficiency: UGA>UAG>UAA
(32, 33). In this study we did not study any mutation introducing a UAG stop codon. In addition,
we observed a higher aminoglycoside-induced RT of the human p.R1057X sequence than of
the rat p.R1057X sequence. This difference could be due to the nature of the first nucleotide
after the stop codon, in position n+4, as it has been shown that a C nucleotide, as in the human
sequence, is more favorable to aminoglycoside-induced PTC RT than an A, as in the rat
sequence (34-36). Importantly, PTC124 (3- [5- (2- fluorophenyl) - [1,2,4] oxadiazol-3-yl]
benzoic acid), an FDA and EMA approved drug in Duchenne muscular dystrophy and in cystic
fibrosis, did not significantly increase the RT levels of the 10 sequences studied, except for the
sequence corresponding to the mutation p.E1302X. However, in further experiments in
HEK?293 cells, PTC124 failed to induce the production of a full-length BsepX**%?* protein. Such
negative in vitro results have been previously reported in other diseases and in other models

and the efficiency of PTC124 is still a matter of debate (37).

Then we studied the capability of gentamicin to induce RT of these nonsense mutations and to

lead to the production of a full-length Bsep protein in a non-polarized (HEK293) and in a
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hepatocellular (Can 10) line. In HEK293, gentamicin-induced a RT of the 4 UGA PTC out of
the six PTC studied leading to a significant increase of the expression of a Bsep full-length
protein. Up to 35% of the cells expressed a Bsep full-length protein after treatment with
gentamicin of the BsepR!%®* mutant. Conversely, the 2 mutants caused by a UAA PTC did not

R1090X

respond to gentamicin therapy. In Can 10 cells, Bsep was the only mutant among the six

mutants studied for which expression was significantly increased, up to 10% of cells, after

R10%0X \v/as the most

gentamicin therapy. In line with its unique favorable UGA-C sequence, Bsep
responsive mutant to gentamicin therapy and the only one to respond in all the three systems
tested. Accordingly, we selected this mutant for further qualitative studies. In HEK293, western
blot studies showed that gentamicin induced the expression of both an immature form and a
mature form of a full-length BsepR%®®* protein. In addition, confocal studies showed that
gentamicin-induced full-length BsepR®* |ocalized both in the cytoplasm and at the plasma
membrane level of HEK293 cells. This pattern of expression was also observed in Can 10 cells,

BsepR19% gentamicin-induced full-length protein being detected in the cytoplasm but also at

the canalicular level.

Because gentamicin-induced RT of UGA PTC can result in the incorporation of 3 amino acids,
namely arginine (CGA) — the wild type residue of Bsep-, cysteine (UGC or UGU) or tryptophan
(UGG) (38-40), the BsepR9X gentamicin-induced full-length protein could in fact be a
mixture of BsepVT and of the two missense mutants BsepR1%°C and BsepRi®®W, Considering
this possibility, we tested the effect of combination therapies of gentamicin with corrector drugs
such as 4-PB or/fand UDCA. These latest drugs have been shown to partially correct the
canalicular trafficking of some Bsep missense mutants (9, 10, 24, 25, 30, 31). Interestingly,
additional treatments with 4-PB or UDCA increased the expression of BsepR?1%* gentamicin-
induced full-length protein, especially at the canalicular level of Can 10 cells. Since it is

currently impossible to predict in which proportion each amino acid will be incorporated into
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the peptides synthesized during RT and since corrector drugs might also increase the canalicular

expression of BsepVT (41) we do not know the respective contribution of Bsep"T and of

R1090C R1090W

Bsep and Bsep mutants in the increase of the expression of gentamicin-induced full-
length Bsep protein observed with UDCA and 4-PB treatments. In this system we did not
observe any additive effect between UDCA and 4-PB treatments. Lastly, we showed in MDCK
cells that treatment with gentamicin led to a significant increase of *H-TC transport activity of

the BsepR1099%

mutant, this transport activity being further increased after treatment with 4-PB.
It is likely that 4-PB increased the apical expression of gentamicin-induced full-length Bsep
protein in MDCK as we observed in Can 10 cells accounting for the increased *H-TC transport
activity observed. It should be mentioned that the experimental models used in this work
overcame the NMD phenomenon which could represent another limitation for the efficiency of
this targeted therapy in patients (8). In addition, because of this experimental limitation, we
could not study the effect of compound that could inhibit NMD and potentially further increase
the expression of the gentamicin-induced full-length Bsep (42). All in all, our results show that
gentamicin can induce a RT of the nonsense p.R1090X mutation of Bsep leading to the
expression of a partially functional full-length protein and that an additional treatment with 4-

PB increased both the canalicular expression and the TC transport activity of this gentamicin-

induced full-length Bsep protein.

Children carrying nonsense mutations of ABCB11 present with a severe phenotype of PCFIC2
including poor response to medical and surgical therapies, high risk of hepatocellular
carcinoma and high risk to develop anti-BSEP alloimmunization post LT. New therapeutic
strategies are needed for these patients and targeted pharmacotherapy to induce RT of PTC
could be a promising one since it is anticipated that induction of the expression of a small
amount of functional BSEP could significantly modify patient phenotypes (6). However, when

considering the transposition of this targeted pharmacotherapy to PFIC2 patients, limitations
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appear. The well-known ototoxicity and nephrotoxicity of aminoglycosides are the major
limitation and preclude their long-term use in humans at the dose that would be required.
Therefore, identification and development of new PTC-RT compounds with better
efficacy/toxicity profiles has emerged as an active field of research (42). These researches have
led to the development and to the identification of promising PTC-RT agents including
synthetic aminoglycoside derivatives such as NB84 and NB124 (22), non-aminoglycoside
compounds such as PTC414 (43) and clitocine (17, 44) as well as compounds already approved
for clinical use such as Escin (42, 45). Interestingly, some of these drugs have different RT
properties with different patterns of PTC RT efficiency than those of aminoglycosides allowing
the RT of aminoglycosides-unfavorable PTC sequences such as UAA. Lastly, compounds such
as CDX5 could increase the RT effect of aminoglycosides allowing a reduction of doses and of
toxicity (46). However, the toxicity of these compounds, except those already clinically
approved and evaluated in a repurposing strategy, has not yet been studied in animal models.
The identification of nontoxic, orally bioavailable, efficacious readthrough agents that could be
evaluated in children suffering from a severe chronic liver disease such as PFIC2 still deserves
further work. When such drugs become available for clinical trials and validated in preclinical
studies, such as the present work, international registries of PFIC2 patients, such as NAPPED,
will help to identify the appropriate patients to be included (6). Application of targeted
pharmacotherapy including PTC suppression in other genetic liver diseases, including other

autosomal recessive genetic cholestasis and Wilson disease should also be considered (1, 9-11).

Our data provide evidence that in vitro, gentamicin can partially rescue a PFIC2-causing BSEP
nonsense mutation by inducing a pharmacological RT and that additional treatment with 4-PB
could further increase the TC transport activity of the resulting full-length protein by increasing

its apical expression.
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TABLE AND FIGURE LEGENDS

TABLE 1. Main characteristics of the six PFIC2 patients carrying the six nonsense mutations

of ABCB11 studied in vitro.

TABLE 2. Oligonucleotide sequences containing the nonsense mutations of ABCB11 in their

human and rat environments and study of their basal readthrough in NIH3T3 cells.

FIG. 1. Induction of readthrough of human and rat ABCB11l nonsense mutations.
Oligonucleotide sequences containing the nonsense mutations of BSEP/Bsep: p.Y354X,
p.R415X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X and p.E/K1302X were cloned in a dual gene reporter
system between lacZ and luciferase sequences and transfected in NIH3T3 cells. Readthrough
efficiencies were estimated 24 h after treatment with G418 (200 pg/mL), gentamicin (800
pg/mL), PTC124 (15 uM) or PBS (control). The readthrough efficiency was expressed as the
luciferase/p3-galactosidase ratio of the tested construct normalized to an in-frame control
sequence that did not contain stop codon. Basal and induced readthrough of human (A) and rat
(B) oligonucleotide sequences are expressed in percentage (mean +/- SEM, n=3 to 7
independent experiments) of the in-frame control sequence (see methods and Table 1). * P <

0.05; ** P < 0.01 versus control.

FIG. 2. Bsep full-length protein expression after gentamicin-induced readthrough in
HEK?293 cells. HEK293 cells were transfected with plasmids containing Bsep-GFP nonsense
mutant. 24 h after treatment with gentamicin or PBS (control), cells were immunostained using
anti-GFP antibody. Hoechst was used to stain nuclei. (A) Immunodetection of Bsep-GFP
mutants by epifluorescence microscopy. Bar: 10 um. (B) Percentage of cells expressing GFP
was assessed as described in the material and methods section. * p <0.05 and ** p < 0.01 versus

control (PBS).
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FIG 3. Gentamicin effect on Bsep full-length protein expression in Can 10 cells. Can 10
cells were transfected with plasmids containing Bsep-GFP nonsense mutant. Twenty-four hours
after treatment with gentamicin (800-1200 pg/mL) or PBS (control), cells were immunostained
using anti-GFP and anti-ZO1 antibodies. (A) Immunodetection of Bsep-GFP by confocal
microscopy. Images show the projection of 2 to 3 slides of 0.3 um; Bar: 10 um. (B) Percentage
of cells expressing GFP was assessed as described in the material and methods section.

**p < 0.01 and *** p < 0.001, versus control.

FIG. 4. Immunodetection studies of BsepR®X in HEK?293 cells. HEK293 cells were
transfected with plasmids containing Bsep-GFP (WT and R1090X). Cells transfected with
BsepRl®X.GFP were treated for 24 h with gentamicin or PBS (control). (A) Cells were
immunostained using anti-GFP and anti-occludine antibodies and examined by confocal
microscopy. Images show the projection of 2 to 3 slides of 0.3 um; Bar: 10 um. (B) Cells were
lysed and cell lysates were analyzed by immunoblotting using anti-GFP and anti-actin

antibodies. Each lane was loaded with 30 pg of proteins.

FIG. 5. Effects of 4-PB, UDCA and incubation at 27°C combined to gentamicin treatment
on BsepR109%X expression in Can 10 cells. Can 10 cells were transfected with BsepR'%X-GFP
and treated for 18 h with gentamicin. Then, cells were co-treated with 4-PB (1 mM) and/or
UDCA (50 puM) or corresponding vehicles or incubated at 27°C for 24 additional hours. Cells
were immunostained using anti-GFP and anti-ZO-1 antibodies and analyzed using
epifluorescence microscopy. Percentage of cells expressing BsepR?®*-GFP in the cytoplasm
(in black) and at the canalicular membrane (in gray) was assessed as described in the material
and methods section and expressed as means +/- SEM of 3 to 5 independent experiments. GFP
positive cells: * p < 0.02 and ** p < 0.005 versus control 37°C. Canalicular GFP positive cells:

#p <0.05, ## p < 0.01 and ### p < 0.005 versus control 37°C. Canalicular GFP positive cells:
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8p < 0.05 and 88 p < 0.02 versus gentamicin 37°C. 4-PB, 4-phenylbutyrate; UDCA,

ursodeoxycholic acid.

FIG. 6. Functional study of BsepR%X and effect of gentamicin alone or in combination
with 4-PB. Characterization of cellular models: (A, B) MDCK and MDCK clones stably
expressing BsepVT-GFP and/or Ntcp-cMyc were lysed and analyzed by immunoblotting using
anti-GFP (A), anti-cMyc (B) and anti-actin antibodies as a loading control. Each lane was
loaded with 30 ug of proteins. * Non-specific band. (C) MDCK, MDCK clones stably
expressing Bsep*'T and/or Ntcp were cultured onto glass coverslips, immunostained using anti-
GFP and anti-cMyc antibodies and examined by confocal microscopy. BsepVT-GFP was
expressed at the apical membrane, whereas Ntcp-cMyc was detected at the basolateral
membrane of cells. Bar: 10 pm. (D) MDCK clones stably expressing BsepR%°X-GFP and Ntcp-
cMyc were treated with gentamicin or PBS (control) and examined by confocal microscopy.
BsepRl0%%X_GFP was detected in the cytoplasm and at the apical membrane of the cells only

after gentamicin-induced readthrough. Ntcp was detected at the basolateral membrane. Bar: 10

fm.

Studies of vectorial transport of ®H- taurocholate and effect of gentamicin and 4-PB on
BsepR109X gactivity. (E) Vectorial transport of 3H-TC in MDCK clones stably expressing Ntcp,
BsepVT or both Bsep'T and Ntcp was assessed as described in the material and methods section.
Results (mean +/- SEM of 3 to 6 independent experiments) were expressed as the counts per
minute (cpm) normalized to total protein concentration in each insert membrane. *** p <0.0001
versus Ntcp; ### p < 0.0001. (F) As described in the material and methods section, MDCK
clones stably expressing BsepR%°X-GFP and Ntcp-cMyc were treated with gentamicin alone
or in combination with 4-PB or grown at 30°C and transcellular transport of *H-TC was

measured. Results (means +/- SEM of 3 to 6 independent experiments) were expressed as the
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counts per minute (cpm) and normalized to protein amount. * p < 0.05, ** p < 0.01 versus non-

treated cells; and # p < 0.05. 4-PB, 4-phenylbutyrate; *H-TC, ®H-taurocholate.

SUPPORTING MATERIAL
Supporting Table 1: Primers (forward and reverse) used for site-directed mutagenesis of

Bsep cDNA.

Supporting FIG. 1: Dose effect of gentamicin on readthrough of rat oligonucleotide
R1090X sequence. The readthrough efficiency was estimated 24h after treatment with
gentamicin (400, 800 and 1200 pg/mL) or PBS (control). Readthrough level was expressed in
percentage (mean +/- SEM, n=3 to 5 independent experiments) of the in-frame control sequence

(see methods). * p < 0.05.

Supporting information

Real-Time RT-gPCR. Total RNA was isolated from MDCK BsepR%%X clone using TRI-
Reagent and was converted to complementary DNA (cDNA) using SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Real-time PCR was performed using iQ SYBR Green SuperMix
(Bio-Rad, Hercules, CA), according to the manufacturer’s instructions. Relative expression of
BsepR1o9% \was quantified using glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase and B-actin as
housekeeping genes. Forward and reverse primers were as follows:
BsepR1090X,5’-GCCATGACATTCGCTCTCTT-3’

and 5’-CGGTACTGTAAGCGAGAGAA-3’; GAPDH, 5’-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-
37 and 5’-AGATCCACAACGGATACATT-3;

B-actin, 5’-~ATCGTGGGCCGCCCTAGGCAC-3’ and

5’-TGGCCTTAGGGTTCAGAGGGGC-3’.
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Table 1. Main characteristics of the six PFIC2 patients carrying the six nonsense

mutations of ABCB11 studied in vitro.

Patient | Mutations in ABCB11 Onset BSEP Biliary [BA] | Evolution
IHC

1* ¢.1062 T>A/c.1062 neonatal | neg 0.02mM LT
T>Ap.Y354X/p.Y354X

2% €.1243C>T/ ¢.1243C>T neonatal | neg NA LT
p.R415X/ p.R415X

3 c.1408 C>T/ c.1308+2 T>A | neonatal | neg 0.19 mM LT
P.RATOX/p.(?)

4 ¢.3169C>T/ ¢.1388C>T 9 months | faint 1 mM no listed for LT
p.R1057X/p.T463I

5* c.3268 C>T/ ¢.3268 C>T neonatal | neg 0.02 mM LT
p.R1090X/ p.R1090X

6 c.3904 G>T/ ¢.3904 >T neonatal | NA NA LT
P.K1302X/ p.K1302X

*, clinical data previously reported (see reference 1). Abbreviations: [BA], bile acid

concentration; allol, post liver transplantation anti-BSEP alloimmunisation; HCC,

hepatocellular carcinoma; IHC, immunohistochemistry LT, liver transplanted; NA, not

available; neg, negative.

TABLE 2. Basal readthroughs of oligonucleotide sequences containing the stop mutations

of BSEP/Bsep.
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Species | WT Mutation Oligonucleotides Basal SEM
codon Readthrough

(%)
Human | TAT Y354X GAAGGAGAATAAACACCAGGA 0.031 0.008
Rat TAT Y354X GAAGAAGAGTAAACACCAGGG 0.012 0.006
Human | CGA R415X AAGTTGGATTGAATCAAGGGT 0.149 0.016
Rat CGA R415X AAGCTAGACTGAATCAAGGGT 0.111 0.014
Human | AGA | R470Xo CTCATTCAGTGATTCTATGAC 0.041 0.004
Rat AGA | R470Xa CTCATTCAGTGATTCTATGAC 0.041 0.004
Human | CGAS§ | R1057X CTGCTGGACTGACAACCCCCA 0.322 0.067
Rat | CGG§ | R1057X CTGCTAGATTGAAAACCTCCA 0.047 0.005
Human | CGA | R1090X TATCCTTCTTGACCTGACTCG 0.214 0.019
Rat CGA | R1090X TATCCTTCTTGACCCGATATT 0.312 0.039
Human | GAAS | E1302X*n | ACCCATGAATAACTGATGGCC 0.128 0.016
Rat | AAAS | K1302X*a | ACCCATGAATAACTGATGGCC 0.128 0.016

TQ :in frame CTGTAATTGCTGTTGTGTTCCTGC 100

control

Human and rat oligonucleotide sequences corresponding to the nonsense mutations (in bold)

and the nucleotidic environment. Nucleotides in position n-1 and n+1 of the stop codon are

highlighted in grey. Basal level readthrough of each sequence is expressed in percentage (mean

+/- SEM, n=5 to 6 independent experiments) of the control sequence (see methods). §, indicates

that human and rat WT codons are different. *, indicates different amino acids between human

and rat wild-type protein and =, indicates that human and rat sequences are the same.

FIGURE 1
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FIGURE 6
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SUPPORTING TABLE 1: Primers (forward and reverse) used for site-directed

mutagenesis to reproduce the six ABCB11 nonsense mutations.

Y 354X forward 5’-cctagatgaagaagagtaaacaccagggacactggtc-3’

Y 354X reverse 5’-gaccagtgtccctggtgtttactcttcttcatctagg-3'

R 415X forward 5'-gagacggctacaagctagactgaatcaagggtgaaattgag-3'

R 415X reverse 5'-ctcaatttcacccttgattcagtct agcttgtageegtctc -3'
R470X forward 5'-gcattacagctcattcagtgattctatgacccctgtg-3'

R470X reverse 5'-cacaggggtcatagaatcactgaatgagctgtaatgce-3'

R1057X forward 5'-cacgcttttttcaactgctagattgaaaacctccaattaatgtgtacag-3'
R1057X reverse 5'-ctgtacacattaattggaggttttcaatctagcagttgaaaaaagcgtg-3'
R1090X forward 5'-cgtatccttcttgacccgatattcaagttctg-3'

R1090X reverse 5'-cagaacttgaatatcgggtcaagaaggatacg-3'

K1302X forward 5'-aaaaagggacccatgagtaactgatggcccagaag-3'

K1302X reverse 5'-cttctgggccatcagttactcatgggtcccttttt-3'

SUPPORTING FIGURE 1
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IV-  Article: Chaperone therapy for missense BSEPRM2C mutation

responsable for progressive familial intrahepatic cholestasis type 2
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Cholestasis type 2; SAHA: SuberoylAnilide Hydroxamic Acid; UDCA : Urso Desoxy Cholic

Acid.
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ABSTRACT
Progressive familial intrahepatic cholestasis type 2 (PFIC2) is a severe hepatocellular
cholestasis due to biallelic mutations in the ABCB11 gene encoding the canalicular bile salt

export pump (BSEP). Missense mutations such as BsepR'128¢

identified in some patients with
PFIC2 are unable to traffic into the canalicular membrane. 4-Phenybutyrate (4-PB) a chaperone
drug, has been shown, in vitro and in vivo, to partially correct mistrafficking as well as clinical
improvement with disappearance of pruritus and improved liver tests. However, a relatively
high dose (1 mM) is required to show benefic effect. Here, we show that analogues of 4-PB
such as 3-Hydroxy-2-Methyl-4-Phenylbutyrate (HMPB), Methyl 3-Hydroxy-2-Methyl-4-
Phenyl Butyric Ester (MHMPB) and 4-Oxo-1,2,3,4-Tetrahydro-Naphthalene-2-Carboxylate
(OTNC) promote proper trafficking with a potent pharmacological chaperone activity and able
to enhance the transport capacity of BsepR*'?8 mutant at lower doses. We, also, show that others
chaperone drugs such as Glycerol Phenyl Butyric Acid (GPB), Suberoyl Anilide Hydroxamic

Acid (SAHA), C18 and Phenyl Acetate (PA), a metabolite of 4-PB, can partially correct

BsepR11?8C targeting and increase the transport of *H-taurocholate.

Keywords: BSEP, PFIC2, missense mutation, 4-PB, chaperone drug,
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INTRODUCTION

Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis type 2 (PFIC2), the most severe ABCB11-related
disease is a rare autosomal recessive disease with a frequency estimated around 1/100 000 births
(1, 2). In PFIC2, impaired biliary bile acid excretion leads to a decreased bile flow, bile salt
accumulation in hepatocytes, ongoing hepatocellular damage and increased risk of
hepatocellular carcinoma. Clinical signs of cholestasis usually appear in the first months of life
with jaundice and pruritus. In the liver of most children with PFIC2, BSEP is not detected at
the canaliculus (1-3). Patients develop fibrosis and end-stage liver disease before adulthood.
Medical therapy with ursodeoxycholic acid (UDCA), rifampicin, and surgical therapy such as
biliary diversion may provide some symptomatic relief. Nevertheless, in most cases, liver
transplantation is required because of unremitting pruritus, hepatic failure or hepatocellular
carcinoma (2). More than 200 mutations have been reported, mostly point mutations (missense,
nonsense and splicing) located throughout the gene's 27 exons, but also small deletions,
insertions and duplications (1-5). All these mutations can result in truncated or misfolded BSEP
proteins that would be subject to quality control mechanisms in the endoplasmic reticulum
(ER), thus preventing their expression on the plasma membrane. Wild-type (WT) BSEP is
synthesized and folded at the ER. Then, correctly folded BSEP acquires Golgi-related
glycosylation and is trafficked to the canalicular membrane. But, the p.R1128C mutation is
considered to be folding-defective (misfolded) (6). As a result, it is retained within the cell on
the ER, and does not acquire the Golgi-related glycosylation. Targeted pharmacotherapy is a
promising personalized therapeutic approach which aims to partially correct the consequence
of the mutations identified in a specific patient. It is a field of active research especially in
diseases involving protein of the ATP binding cassette (ABC) family such as BSEP (6-8). We
and others have shown that some drugs called correctors —able to correct miss-trafficking and

to reduce ERAD-, such as 4-phenylbutyrate (4-PB) could be of benefit in BSEP deficiency
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including PFIC2 both in vitro and in selected patients carrying specific missense mutations and
permits clinical improvement with disappearance of pruritus and improved liver tests (6, 7, 9-
11). In vitro studies suggested that some missense Bsep mutants (including Bsep®%82R,
Bsep 21% BsepF?’C and BsepP*82¢) might be functional and that treatment with 4-PB could

T1210P mutant

increase bile acids transport function (9, 12-14). The transport function of Bsep
observed after 4-PB treatment correlated with an increase of the protein expression level of this
mutant (9).

Although 4-PB can be beneficial for the treatment for PFIC2, a relatively high dose (1 mM or
more) is required to rescue the function of the mutant BSEP in vivo. Pharmacological
chaperones are low-molecular-weight, organic compounds and protein-stabilizing agents that
can help to correct protein folding abnormalities and promote proper trafficking (15, 16). There
are various compounds that are consecrated as chemical chaperones, which have extensive
actions such as enzyme inhibitors, glycerol, dimethylsulfoxide (DMSO), 4-PB and Glycerol
Phenylbutyrate acid (GPB), Suberoyl Anilide Hydroxamic Acid (SAHA) and curcumin. The
advantages of pharmacological chaperones are considered to include high specificity and
efficacy at much lower dose levels than 4-PB.

In the present study, we identified two compounds by screening the BioCIS chemical library (a
local compounds collection contributed to The French National Compound
Library - Chimiotheque Nationale-) by structural homology with 4-PB : Methyl 3-Hydroxy-
2-Methyl-4-Phenylbutyrate (MHMPB) and  4-Oxo-1,2,3,4-Tetrahydro-Naphthalene-
Carboxylate (OTNC) (Fig. 1). Then, we synthesized 3-Hydroxy-2-Methyl-4-Phenylbutyrate
(HMPB) by saponification (17) of MHMPB (prodrug) as well as Methyl (E)-2-Methyl-4-
Phenylbut-3-Enoate (MMPB-3E) and Methyl (E)-2-Methyl-4-Phenylbut-2-Enoate (MMPB-
2E) by dehydration (18) of HMPB. All these compounds are structural analogues of 4-PB

preserving the pharmacophore elements, a phenyl ring separated from a carboxyl group by a
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flexible or semi-rigid three-carbon chain (Fig. 1). We also tested the potential of other
chaperone drugs: Glycerol Phenyl Butyric Acid (GPB), a metabolite of 4-PB ( Phenyl Acetic
Acid, PA), Suberoyl Anilide Hydroxamic Acid (SAHA), curcumin and small-molecule
corrector compound C18 emerged from studies performed on ER- retained ABCC7/CFTR
mutants (F508del, the most common CFTR mutant impairs protein folding). Except curcumin,
MMPB-3E and MMPB-2E, these compounds have a potent pharmacological chaperone

R1128C

activity, promote proper trafficking of Bsep and are able to enhance bile acids transport

capacity of BsepR'?6¢ mutant at lower doses than 4-PB.

RESULTS

Structure-activity relationship

4-PB is metabolized into PA through a cycle of chain shortening. T. Kasumov et al. (19)
identified the presence of the B-hydroxy phenylbutyrate (HPB) metabolite in urine of patients
treated with PB allowing to decipher the metabolic pathway of 4-PB into PA. The latter
proceeds by the subsequent formation of 4-phenylcrotonate (4-PC), HPB and then B-keto
phenylbutyrate (KPB). High structural homology between 4-PC or ferulic acid and MMPB-2E
as well as between HPB and HMPB (or the prodrug MHMPB) suggest that the synthetic
compounds HMPB, MHMPB, MMPB-2E and MMPB-3E may follow a similar metabolic
pathway authorizing the production of the active metabolite (Fig. 1).

ONTC is a constrained analogue of PA (suppression of the conformational freedom of the
carboxylic arm). It may be active without prior metabolization.

HMPB and MHMPB: HPB-like structure; could be the active metabolites; could be better

absorb thanks to an optimized HLB. MHMPB can be considered as a prodrug of HMPB

(Fig. 1).
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Effect of chaperone drugs and analogue compounds of 4-PB on canalicular Bsep
expression

In Can 10 cells, Bsep™* was, as expected localized at the canalicular membrane. In contrast,
BsepR!i?8C was not detected at the canalicular membrane but in the cytoplasm instead (Fig. 2,
3). Treatment with 4-PB partially corrected BsepR!*?€ targeting to the canalicular membrane.
In cells, 4-PB is metabolized in PA, the latter being the "chaperone active" drug. Treatment
with PA indeed increased also canalicular expression of BsepR'2¢, Effects of 4-PB and PA
were observed in the same range of concentrations. Based on the molecular structure of 4-PB
and PA, we screened the BioCIS chemical library and identified two compounds, MHMPB and
OTNC with potential chaperone properties. We tested three concentrations for all compounds:
150, 500 uM and 1 mM (which is the reference concentration of 4-PB). In Can 10 cells,
treatment with MHMPB (150 uM) did not significantly increase the canalicular expression of
BsepR1?8C a5 did OTNC (Fig.3A). At 500 pM and 1 mM, MHMPB and OTNC had a similar
effect as 4-PB and PA and increased significantly the expression of BsepR!*?6C at the canalicular
membrane (Fig.2, 3B and 3C). We did not observe toxicity of treatments with MHMPB and of
OTNC using concentration up to 1mM (data not shown). Thereafter, we synthesized HMPB by
saponification of MHMPB (Fig. 1). We observed an increase of a percentage of cells expressing
BsepR1?8C when treated by 150, 500 uM or 1 mM of HMPB suggesting that MHMPB acts as
a prodrug of HMPB. This increase was not significantly different from 4-PB except at 1 mM
(Fig.3C). In order to mimic the metabolic pathway of 4-PB into PA, (MMPB-3E) and (MMPB-
2E) were prepared by dehydration of HMPB (Fig. 1). However, they had no effect on increasing
the percentage of Can 10 cells expressing BsepRt!?€ at the canalicular membrane (Fig.3A). At
150 uM, these two molecules were already toxic, that’s why we did not test them at higher

concentrations.
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We also tested GPB (Ravicti®) which is a prodrug, SAHA (Vorinostat®) a synthetic
hydroxamic acid derivative which is a member of a larger class of compounds that inhibit
histone deacetylases (HDAC) and interesting correctors emerged from studies performed on
ER- retained ABCC7/CFTR mutants such as C18 (corrector 18). Treatment with GPB (1 mM),
SAHA (1 pM) and C18 (3 uM) also increased canalicular expression of BsepR*26C-GFP but to

a lesser extent than curcumin (1 uM) (Fig. 3D).

Functional study of BsepR128¢

The activity of BsepR*'?8C missense mutant was performed in MDCK cells stably co-expressing
BsepR!1?8C and the basolateral co-transporter Ntcp by measuring the vectorial transport of 3H-
TC across MDCK monolayer cultured in insert. The localization of Bsep and Ntcp were
assessed by using confocal microscopy. In MDCK BsepR'*?6C Ntcp cells, Bsep was localized
on the cytoplasm of the cells and Ntcp on the basolateral membrane as shown in figure 4A.
After treatment with 4-PB (1 mM), UDCA (50 uM), PA (1 mM), GPB (1 mM), SAHA (1 uM),
C18 (3 uM), HMHPB (500 puM), OTNC and MHPB (150 uM) but not curcumin (1 pM),
BsepR128C.GFP was detected within the cytoplasm and also at the apical membrane of MDCK
clones but less prominently than in Can 10 cells (Fig.4A). As shown in figure 5A, treatments
with 4-PB (ImM), UDCA (50 uM) as well incubation at low temperature (30°C), the latter
being known to stabilize misfolded mutant proteins (13, 20-23) increased by 40%, 86% and
121% respectively compared to control, the basal to apical flux of 3H-TC across MDCK co-
expressing Bsep®'1?8¢ and Ntcp. The combination of treatments with 4-PB and UDCA further
increased by 153% the transport of 3H-TC (Fig. 5A). These data corroborate the results already
obtained during the study of the canalicular expression of BsepR!*2&“mutant (6). Treatment
with, PA, MHMPB, OTNC, HMPB, GPB, SAHA C18 (doses as indicated below) and

incubation at 30°C also increased transport of *H-TC (Fig.5B, 5C). These compounds are as
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efficient as the 4-PB as well for targeting Bsep to the canalicular membrane and as for

increasing the activity of the mutant at low doses than 4-PB.

MATERIALS AND METHODS

1- BIOLOGY

DNA constructs and mutagenesis

Patient mutation p.R1128C was introduced in a pEGFP-N1 vector (Clontech,) encoding a rat
Bsep/green fluorescent protein (GFP) fusion protein (a gift of JL Boyer, Yale University School
of Medicine, New Haven, CT, USA) with the following primer forward
5’- CAGCATTCAGCTGTTGGAATGTTTCTATGATCCCGATCAG - 3, reverse
5’ - CTGATCGGGATCATAGAAACATTCCAACAGCTGAATGCTG - 37, using
QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Santa Clara, CA) according
to manufacturer’s instructions. Rat Bsep was used because of its high degree of homology with
the human ortholog and a higher level of expression in cultured cells (12). The whole constructs

were verified by automated Sanger sequencing.

Transfection, treatment and quantification of cells targeting Bsep to the canalicular pole
Can 10, a rat hepatocellular polarized line that express only minimal level of Bsep was used
(21). Can 10 cells were plated at 1.5 x 10%.cm-2 onto glass coverslips (18 mm diameter) in
12well-plates were transiently transfected at day 2 of culture with Bsepwt-GFP or BsepRt128¢-
GFP plasmid, using X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche Diagnostics,
Meylan, France; DNA/transfection reagent ratio: 1 pg/2 ulL) according to the manufacturer’s
instructions. Six hours after transfection, cells were either cultured at 30°C or treated for 24 h
at 37°C with 4-PB, PA (Biovision, clinisciences, Montrouge, France), MHMPB, OTNC and

HMPB (150 pM, 500 uM or 1 mM), GPB (1 mM), SAHA, curcumin (1 uM; Biovision,
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clinisciences, Montrouge, France), C18 (3 uM; Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics) or
with corresponding vehicle (PBS or DMSQO). Then, cells were fixed and immunostained (ice-
cold 2% formaldehyde 1 min, then 100% methanol 10 min) using the following primary
antibodies mouse anti-GFP (1:80), and rat anti-zonula occludens 1 (ZO-1) (undiluted, obtained
from B. Stevenson (24). Appropriate goat anti-immunoglobulin G Alexa Fluor 488 and Alexa
Fluor 594 secondary antibodies were used at a dilution of 1:500 as described (6). Cells were
examined with a Zeiss Axioskop epifluorescence microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany)
equipped with a x40 oil-immersion objective. Images were collected with a CCD camera (Orca,
Hamamatsu) and digitized with the HCI imaging software (Hamamatsu).

Cells expressing BsepR'?2C.GFP forming bile canaliculi (BC) were examined by
epifluorescence microscopy. BC were identified by phase contrast and by immunolocalization
of ZO-1 (a protein present at the tight junctions that seal the BC). The percentage of cells with
Bsep-GFP enrichment at the canalicular pole was determined (40-100 cells examined per

coverslip, mean of 2 coverslips per culture, 3-9 independent cultures) as previously described

(6).

Generation of MDCK clones stably expressed rat Bsep and Ntcp

MDCK cells, a well-characterized polarized kidney cell line allowing vectorial transport, were
first transfected with Bsep-GFP (WT or R1128C) using Fugene HD Transfection reagent
(Promega, Madison, Wisconsin, USA; DNA/transfection reagent ratio: 1 pg/4 pL) according
to manufacturer’s instructions. Clonal selection of stably transfected cells was obtained with
600 pg/mL of G418 added 2 days after transfection.

To allow BA entry in MDCK cells, the rat cDNA of Ntcp (Na*-taurocholate co-transporting
polypeptide, SIc10Al), a basolateral BA transporter, was cloned into the lentiviral vector
pLenti-cMyc-DDK-IRES-Puro plasmid (PS100069, OriGene, Rockville, MD). Bsep™ and

R1128C

Bsep expressing MDCK clones, were plated into 60 mm diameter Petri dishes at 1.8 x 10°
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cells. Twenty-four hours after seeding, cells were infected with lentiviral particles containing
the recombined plasmid at a multiplicity of infection of 30 and recombinants were selected with
3 ng/mL puromycin (Ozyme, Paris, France). Expression of Bsep-GFP and Ntcp-cMyc were
examined by immunolocalization using rabbit anti-GFP (1:500) and mouse anti-cMyc (1:250,
BD Pharmigene, San Diego, CA) as described in the previous section and by immunoblotting.
Briefly, cells were lysed as previously described (25) and immunoblotting was performed with
specific primary antibodies against mouse GFP (1:500), rabbit actin (1:1000, Sigma Aldrich,
Saint-Louis, MO) and mouse cMyc (1:500). Appropriate peroxidase-conjugated secondary
antibodies (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) were used to detect peroxidase activity by

chemiluminescence.

Functional study: vectorial taurocholate transport assay

MDCK clones stably expressing Bsep-GFP and/or Ntcp-cMyc were seeded on polyethylene
terephthalate membrane inserts (pore size 3 um; BD Falcon) in 24-well plates at a density of
1.4 x 105 cells per insert. During the five following days, the integrity of cells monolayer was
assessed by transepithelial electrical resistance (TEER) measuring and Lucifer yellow (LY)
permeability test (26). The cell monolayers were treated for 24 h at 37°C with 4-PB, PA, GPB
(1 mM), UDCA (50 M), SAHA (1 uM), C18 (3 uM), HMHPB (500 uM), ONTC and MHPB
(150 uM), vehicle (PBS or DMSO), or grown at 30°C. Thereafter, culture medium was replaced
by prewarmed transport buffer (118 mM NacCl, 23.8 mM NaHCOs3, 4.83 mM KCI, 0.96 mM
KH2PO4, 1.2 mM MgSOg4, 12.5 mM HEPES, 5 mM glucose, and 1.53 mM CaCl2, adjusted to
pH 7.4) (27) in apical and basal compartments, in the presence of 3H-taurocholate (3H-TC)
(0.1 uM, 1 pCi/mL, Perkin Elmer, Waltham, MA) and taurocholate (TC) (0.9 uM, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO) in the basal compartment. After 2 hours, the radioactivity in the
apical compartment was measured by scintillation counter (Hidex 300 SL, Hidex Turku,

Finland). Aliquots (50 uL) of cell lysate (120 pL 1% Triton X-100) were used to determine
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protein concentration by using the BCA Protein Assay Kit (BioRad, Marnes-La-Coquette,
France), according to the manufacturer’s instructions. All transport data were expressed as a

count per minute normalized to total protein concentration in each insert.

Statistical analysis
Data were analyzed using GraphPad Prism 6 (San Diego, CA) and are presented as mean £SEM
(standard error of the mean). Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test,

with a P value < 0.05 being considered statistically significant.

2- CHEMISTRY

Materials

Commercially available reagents were used throughout without further purification other than
those detailed below. Prior to use, THF was dried by means of a solvent purifier system. All
anhydrous reactions were carried out under argon atmosphere. Analytical thin layer
chromatography was performed on 60F-254 precoated silica (0.2 mm) on glass and was
revealed by UV light and K&gi-Misher reagent. Flash chromatography separations were carried
out on silica gel (40-63um). Infrared (IR) spectra were obtained as neat films. *H and 3C NMR
spectra were recorded respectively at 300 or 400 MHz and 75 or 100 MHz unless otherwise
specified. The chemical shifts for 'H NMR were recorded in ppm downfield from
tetramethylsilane (TMS) with the deuterated solvent resonance as the internal standard.
Coupling constants (J) are reported in Hz and refer to apparent peak multiplications. HRMS
(ESI) analyses realized with a time-of-flight mass spectrometer yielded ion mass/charge (m/z)
ratios in atomic mass units. The atmospheric pressure chemical ionization (APCI) mass spectra
were recorded on a quadrupole time-of-flight mass spectrometer. Purity of synthesized

compounds was determined by reverse phase HPLC using a 150 mm x 2.1 mm (3.5 pm)

145



Résultats

C18-column: compounds were eluted over 20 min with a gradient from 95% ACN/ 5% water/
0.2% FA to 5% ACN/ 95% water/ 0.2% FA. All compounds were purified to > 95% purity as
determined by HPLC.

OTNC and MHMPB were synthesized according to the procedure described in the literature.

Their physical data are congruent with the published ones (28, 29).

Synthetic procedures

Methyl 3-hydroxy-2-methyl-4-phenyl butyric ester (MHMPB)

To a solution of LDA freshly prepared from disopropylamine (4.14 g, 40.9 mmol) and 28.5 mL
of n-BuLi (1.44 mmol/mL hexane) in 100 mL THF, is added dropwise methyl propionate (3.9
mL, 3.60 g, 40.8 mmol) at -78°C. The mixture is stirred during 30 min. Then, phenyl ethanal
(2.45 g, 20.4 mmol) is rapidly added at -78°C. After 30 min of stirring, the reaction mixture is
allowed to warm at -35°C and the reaction is quenched by the sequential addition of 15 mL of
aqueous THF (1:1 v/v) and 15 mL of a saturated NH4ClI solution. The solution is neutralized
with concentrated HCI and extracted twice with diethyl ether (2 x 100 mL). The combined
organic layers are washed with a 5% HCI solution (2 x 50 mL), water (50 mL) and a saturated
NaCl solution (50 mL), dried over MgSO4and concentrated under vacuum to afford a crude oil
(4.60 g). Distillation at 102°C/1 Torr yielded 3.2 g (75%) of 3:1 diastereomeric mixture of
MHMPB, IR (neat, cm™): 3510, 3425, 2980, 1735, 1270, 1 140, 700; *H NMR (CDCls, 300
MHz) § 7.35-7.22 (m, 5Har),4.21-3.90 (m, CH-0), 3.70 (s, 3H, OCHs), 2.7-2.2 (m, 1H,
CH-C0),2.31 (br s, 1H, OH), 2.93-2.53 (m, 2H, CH>), 1.23 (d, J = 7.3 Hz, 3H, CHa); 3C NMR
(CDCls, 75 MHz) § 176.3, 175.9 (CO), 138.3, 138.2 (Car), 129.5, 129.3 (2 x CHay), 128.4 (2 x
CHar), 126.4 (CHar), 74.3, 73.0 (CH30), 51.7 (CH-O), 44.5, 44.0 (CH), 41.0, 40.6 (CH>), 14.1,

12,1 (CHz3); Anal. calcd. for C12H1603: C 69.21, H 7.74; found C, 69.31, H 7.70.
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3-hydroxy-2-methyl-4-phenyl butyric acid (HMPB):

To a solution of MHMPB (278 mg, 1.3 mmol) in aqueous THF (3.7 mL; 1:1 v/v), lithium
hydroxide (32 mg, 1.3 mmol) is added at room temperature and the mixture is stirred for 12 h,
The aqueous phase was washed with ethyl acetate (5 mL), and the aqueous phase was acidified
at 0 °C with a 1N HCI solution. The precipitate is filtered and recrystallized in acetone/hexane
to afford HMPB as white crystals (114 mg, 44% yield). The 100 % purity of HMPB (tr = 10.88
min) was determined by reverse phase HPLC (A = 254 nm). *H NMR (300 MHz, acetone-ds):
§:10.68 (br s, 1H), 7.28-7.17 (m, 5H), 4.16 (dt, J = 7.7, 5.0 Hz, 1H), 3.85 (br s, 1H), 2.83 (dd,
J=13.6,5.2 Hz, 1H), 2.74 (dd, J = 13.6, 8.1 Hz, 1H), 2.48 (qd, J = 7.1, 5.2 Hz, 1H), 1.23 (d, J
= 7.1 Hz, 1H); 3C NMR (75 MHz, acetone-ds): § 176.77 (C=0), 140.41 (Car), 130.36 (2 CHay),
129.12 (2 CHar), 126.98 (CHar), 73.91 (CH-0), 45.22 (CH-CO), 42.12 (CHy), 11.78 (CHa);

HRMS (m/z): [M + H]" calcd for C11H1503, 195.1016; found 195.1067.

General procedure for methyl (E)-2-Methyl-4-phenylbut-3-enoate (MMPB-3E) and Methyl
(E)-2-methyl-4-phenylbut-2-enoate (MMPB-2E)

To a solution of MHMPB (194 mg, 1 mmol) and DMAP (244 mg, 2 mmol) in THF (2mL, 0.4 M) was
added 4-nitrobenzenesulfonyl chloride (222 mg, 1 mmol ) at room temperature. The mixture was
heated at 40 °c for 2h. The crude is extracted with ethyl acetate and washed successively with a 1
N HCl solution, a saturated NaHCO3 solution then brine. The organic phase was dried over MgSO4
and concentrated under vacuum to afford an oily liquid (177 mg, 93% yield) with respectively a
ratio of (MMPB-3E / MMPB-2E) (7/3). The both isomers were separated on a Xbridge column
with an isocratic eluent water/methanol 4/6 and fully characterized. Physical data of MMPB-3E
are in accordance with literature (30).

MMPB-3E : 'H NMR (400 MHz, CD30D): &7.24-7.37 (m,5Ha), 648 (d,J=162 Hz, 1 H), 6.28 (dd, J=
162Hz,J=7.1Hz,1H),3.71 (s, 3H),3.33(m, 1 H), 1.37 (d, J=1.1Hz, 3H); 3C NMR (100 MHz, CD30D): &

175.1 (C=0), 1368 (Cay), 131.2(=CH),128.6 (2 X CHar), 128.5 (2 X CHar), 127.5 (CHar), 126.3 (=CH),
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51.9 (OCHs), 43.1 (CH), 17.4 (CHs); HRMS (m/z): [M + H]* calcd for C12H1402, 191.1067; found
191.1116.
MMPB-2E : 'H NMR (400 MHz, CD30D): §7.18-7.31(m,5Ha), 693 (ct, J=7.2Hz,J=14 Hz, 1 H), 374
(5,3H),354(d, J=72Hz,2H),1.97 (d, J=14Hz,3H);3C NMR (100 MHz, CD30D): §168.5(C=0), 1404
(Ca),1390(2 X CHar),128.5 (2 X CHay), 128.2 (CHar), 127.3 (=C), 126.4 (=CH), 51.8 (OCHs), 34.9

(CHo), 12.5 (CH3); HRMS (m/2): [M + H]* calcd for C12H140,, 191.1067: found 191.1118.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Structure of evaluated compounds and synthetic routes of 4-PB derivatives.

Figure 2. Canalicular targeting of BsepR!128C-GFP in hepatic polarized Can 10 cells. Effect
of 4-PB, PA (1 mM), MHMPB (500 uM) and OTNC, HMPB (150 uM). Immunolocalization
of Bsep"-GFP and BsepR*?8C-GFP examined by epifluorescence microscopy. Phase contrast
of cells and tight junction protein zonula occludens-1 (ZO-1) immunostaining revealed

canalicular joint (white point). GFP immunostaining revealed Bsep protein. Bsep-GFP levels
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were quantified along the red line. Resulting graphs are shown on the right. * Canaliculus, bar:
5 um. 4-PB: 4-Phenyl Butyric Acid; HMPB: 3-Hydroxy-2-Methyl-4-Phenyl Butyric Acid,;
MHMPB: Methyl 3-Hydroxy-2-Methyl-4-Phenyl Butyric Ester; OTNC: 4-Oxo-1,2,3,4-

Tetrahydro-Naphthalene-2-Carboxylic acid; PA: Phenyl Acetic Acid.

Figure 3. Effect of compounds with potential chaperon properties on canalicular targeting
of BsepRi128C, Quantification of the effect of 4-PB, PA, MHMPB, OTNC, HMPB, MMPB-3E
and MMPB-2E at 150 uM (A), 500 uM (B) and 1 mM (C); GPB, SAHA, C18 and curcumin
(D) on BsepR'?8C.GFP. Can 10 cells transfected with plasmid containing BsepR!*?-GFP and
were treated for 24 h with 4-PB, PA, MHMPB, OTNC, and HMPB (150 uM, 500 uM or 1
mM), GPB (1 mM), SAHA (1 uM), C18 (3 uM) and curcumin (1 uM) or with corresponding
vehicles. Cells were immunostained using anti-GFP and anti-ZO-1 antibodies and analysed
using epifluorescence microscopy. Percentage of cells expressing BsepR''?8C-GFP at the
canalicular membrane was assessed as described in the material and methods section and
expressed as means +/- SEM of 3 to 5 independent experiments. ** p <0.01, *** p < 0.001 and
**** 0 <0.0001 as compared to control; # p < 0.05, ## p < 0.01 and ### p < 0.001 as compared
to treatment with 4-PB. 4-PB: 4-Phenyl Butyric Acid; GPB: Glycerol Phenyl Butyric Acid;
HMPB: 3-Hydroxy-2-Methyl-4-Phenyl Butyric Acid; MHMPB: Methyl 3-Hydroxy-2-Methyl-
4-Phenyl Butyric Ester; OTNC: 4-Oxo-1,2,3,4-Tetrahydro-Naphthalene-2-Carboxylic acid;
PA: Phenyl Acetic Acid; SAHA: Suberoyl Anilide Hydroxamic Acid. UDCA: Urso Desoxy

Cholic Acid.

Figure 4. Characterization of the functional model. MDCK clones stably expressing Bsep
(WT or R1128C) and Ntcp were cultured onto insert membrane, treated with 4-PB (1 mM),
UDCA (50 uM) or PA, GPB (1 mM), MHMPB (500 uM), OTNC and HMPB (150 uM), (1

mM) and SAHA (1 uM), C18 (3 uM) or with corresponding vehicles (PBS, DMSO) and
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immunostained using anti-GFP and anti-cMyc antibodies and examined by confocal
microscopy. Bar: 10 um. 4-PB: 4-Phenyl Butyric Acid; GPB: Glycerol Phenyl Butyric Acid,;
HMPB: 3-Hydroxy-2-Methyl-4-Phenyl Butyric Acid; MHMPB: Methyl 3-Hydroxy-2-Methyl-
4-Phenyl Butyric Ester; OTNC: 4-Oxo-1,2,3,4-Tetrahydro-Naphthalene-2-Carboxylic acid;
PA: Phenyl Acetic Acid; SAHA: SuberoylAnilide Hydroxamic Acid. UDCA: Urso Desoxy

Cholic Acid.

Figure 5. Functional study of BsepR'%8C, Effect of 4-PB and/or UDCA and incubation at
30°C (A) PA, MHMPB, OTNC, HMPB (B), GPB, SAHA, C18 and curcumin (C) on MDCK
clones expressing BsepR''?8¢ and Ntcp. MDCK clones stably expressing BsepRt'2€-GFP and
Ntcp-cMyc were incubated at 30°C for 24 h or treated with 4-PB (1mM) and/or UDCA (50
UM) or PA, GPB (1 mM), MHMPB (500 pM), OTNC and HMPB (150 pM), (1 mM) and
SAHA (1 uM), C18 (3 uM) or with corresponding vehicles (control). As described in the
material and methods section, transcellular transport of 3H-TC was measured. Results (means
+/- SEM of 3 to 6 independent experiments) were expressed as the counts per minute (cpm)
and normalized to protein amount. * p < 0.05, ** p < 0.01*** p < 0.001, **** p < 0.0001 vs
control. # p < 0.05, ###H p < 0.0001 vs 4-PB. 8§ p < 0.01 vs UDCA or MHMPB. @ p < 0.05 vs
OTNC. 4-PB: 4-Phenyl Butyric Acid; GPB: Glycerol Phenyl Butyric Acid; HMPB: 3-Hydroxy-
2-Methyl-4-Phenyl Butyric Acid; *H-TC: ®H-taurocholate; MHMPB: Methyl 3-Hydroxy-2-
Methyl-4-Phenyl Butyric Ester; OTNC: 4-Oxo-1,2,3,4-Tetrahydro-Naphthalene-2-Carboxylic
acid; PA: Phenyl Acetic Acid; SAHA: Suberoyl Anilide Hydroxamic Acid. UDCA: Urso

Desoxy Cholic Acid.
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Figure 4
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V- Resultats complémentaires

R1090X ghtenu aprés

L’importance de I’adressage canaliculaire des mutants translus de Bsep
traitement par gentamicine nous a conduit a nous interroger sur la nature de 1’acide aminé
incorporé lors de la translecture. L’acide aminé qui est incorporé peut-étre différent de celui de
la protéine sauvage lors du saut du codon-stop prématureé. Il a été montré que selon la nature du
CSP, plusieurs possibilités de décodage peuvent exister. Le codon UGA est le plus souvent
décodé en tryptophane (W), mais il peut également étre décodé par les ARNt cystéine (C) ou
de l'arginine (R). L'UAA est décodé en glutamine et ’UAG est décodé soit en glutamine (G),
tryptophane (W), tyrosine (Y) ou lysine (L). BsepR'%X se retrouve dans le premier cas de figure
(porteur du codon UGA). L’arginine correspond a I’acide aminé sauvage générant la protéine

sauvage BsepV'. Nous avons généré, par mutagenése dirigée, les deux mutants faux sens

possibles de BsepR'09% ; BsepR10%C et BsgpR1o9W,

1- Caractérisation des mutants faux sens BsepR19%Cc et BsgpR109%W

A- Localisation et quantification de I’adressage aux canalicules: les
mutants faux sens BsepRl90C et BsepRl0%W sont correctement

adressés

La lignée Can 10 caractérisée au laboratoire présentant une polarité de type
hépatocytaire formant des canalicules biliaires a été utilisée pour 1’étude de la localisation des
protéines et la quantification de I’adressage canaliculaire. L’ immunomarquage GFP/ZO1 nous
a permis d’évaluer I’adressage canaliculaire des mutants faux sens dans cette lignée. La
figure 29 illustre les marquages de ces mutants obtenus ainsi que les comptages realises.

Pratiqguement toutes les cellules transfectées expriment ces 2 mutants faux sens aux canalicules.
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Les cellules Can 10 ont été transfectées transitoirement avec les plasmides BsepRi9C et

BsepR1®W En microscopie confocale, nous observons que sans aucun traitement, les deux
mutants sont correctement adressés a la membrane canaliculaire. Ce marquage est comparable
a celui de la protéine sauvage Bsep*'. En microscopie a épifluorescence, nous avons quantifié
le pourcentage de cellules adressées au canalicule. Les résultats de quantification sont
représentés dans la figure 29B. Plus de 80% des cellules présentent un marquage canaliculaire
pour les deux mutants faux sens contre presque 100% pour la protéine sauvage. Ces deux

mutations n’affectent pas le trafic intracellulaire de Bsep a la membrane canaliculaire.

A R1090C R1090W

75+

50+

25+

% de cellulles GFP +
au CB

0 T
WT R1090C R1090W

Figure 29 : Caractérisation des mutations faux sens p.R1090C et p.R1090W dans la lignée
Can 10. (A) Localisation cellulaire de BsepR%%C et BsepR%%W Un double immunomarquage
GFP (vert)/ZO-1 (rouge) a été réalisé. Les images sont réalisées au microscope confocal et
représentent une projection de 2 a 3 coupes de 0.3um ; Barre : 10 um. (B) Quantification de
I’adressage aux canalicules. Le comptage des cellules Can 10 avec un canalicule biliaire marqué
(CB+) a été effectué en microscopie a épifluorescence. Les résultats sont exprimés en pourcentage de
CB+/CB total. Les résultats sont exprimés en moyenne des pourcentages + SEM de 3 expériences
indépendantes. * p < 0,05 versus WT et # p < 0,05.
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B- Analyse fonctionnelle : les mutants BsepR0%C et BsepRi0%W ne sont pas

fonctionnels

L’activité des deux mutants faux sens potentiellement générés apres translecture du
mutant non-sens BsepRl99X a été évaluée. Grace au test fonctionnel, le transport vectoriel (du
pole basal vers le pole apical) du 3H-TC a été mesuré dans les cellules MDCK exprimant de
maniére stable les différents mutants ainsi que le transporteur basolatéral des ABs, Ntcp. Ces
clones ont été caractérisés par les techniques d’immunodétection. L expression et la localisation
de Bsep et de Ntcp ont été contrblées en western blot et microscopie confocale, respectivement.
En western blot, une bande de 190 kDa dont le poids moléculaire correspond a celui de la
protéine BsepVT-GFP « mature » (aprés glycosylation) a été détectée dans les cellules MDCK
BsepR1090C et RI09OW Ntcp, Ntcp est également détectée au poids moléculaire attendu (55 kDa)
dans toutes les cellules (Figure 30A). La figure 30B, montre une localisation apicale de Bsep et
une localisation basolatérale de Ntcp dans MDCK BsepR10%0C et RI090W Ntcn comparable au
marquage obtenu dans MDCK Bsep™'T Ntcp.

Aprés avoir confirmé une localisation correcte des protéines d’intérét Bsep et Ntcp, le test
fonctionnel a pu étre réalisé. Les cellules ont été cultivées sur insert. La figure 30 montre que
I’activité des deux mutants faux sens potentiellement générés apres translecture est réduite d’un
facteur 4 et 7 pour BsepRl9%C et BsepRi9®W respectivement, comparée a la protéine sauvage.
Cette activité n’est significativement pas différente du mutant non-sens BsepR%®%X. Cela
suggere que ces deux mutants n’ont aucune activité de transport et donc ne sont pas fonctionnels
malgré une localisation apicale dans MDCK et canaliculaire dans Can 10.

Les deux mutants faux sens potentiellement générés apres translecture du mutant
non-sens BsepR%®% ne sont pas fonctionnels malgré leur localisation correcte au canalicule

biliaire.
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Figure 30 : Caractérisation des mutants faux sens BsepRi0%0C et BsepR0%OW et transport
vectoriel du 3H-TC, dans la lignée MDCK.

(A) Localisation cellulaire de Bsep et Ntcp. Un double immunomarquage GFP (vert)/ZO1
(rouge) a été réalisé puis les cellules ont été examinées par microscopie confocale. Les parties
hors de I’encadré blanc représentent la section en Z de I’image. Barre : 10 um. (B) Analyse par
western blot de I’expression de Bsep et Ntcp. Réalisé sur 30 pg de lysat cellulaire des clones
MDCK Bsep'VT: RI090CetRI00W Nten | es anticorps anti-GFP, anti-cMyc et anti-actine ont permis
de révéler Bsep-GFP (WT et mutants) et Ntcp-cMyc et la protéine de référence B-actine,
respectivement. (C) Transport vectoriel du ®H-TC. L'activité de transport a été mesurée dans
MDCK Bsep"™ Ntcp, MDCK Bsep®® Ntcp, MDCK Bsep®°© Ntcp et MDCK Bsep®"W Ntcp
cultivées sur insert pendant 5 jours. 1 pM de taurocholate (1 pCi/mL de *H-TC et 0,9 pM de
TC non marque) a été ajouté au compartiment basolatéral. Apres 2h, le transport vectoriel du
compartiment basolatéral vers le compartiment apical qui correspond a la radioactivité dans le
compartiment apical, a été mesuré. Les résultats sont exprimés en coup par minute (cpm)/ug de
protéines de chaque membrane d'insert (moyenne +/- SEM de 3 a 6 expeériences indépendantes).
***p < 0,001 versus WT.
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2- Validation, in vitro, sur le plan fonctionnel des données

précédemment publiées

Notre equipe a publié un article sur la pharmacothérapie ciblée de la PFIC2 et
I’amélioration de la cholestase avec du 4-PB in vivo. Dans cette étude, I’équipe a montré une
amélioration de la sécrétion biliaire accompagnée d’une amélioration clinique lors du traitement
par voie orale avec le 4-PB. Les quatre patients traités, atteints de PFIC2, présentent au moins
une mutation faux-sens (p.R1128C et p.T1210P). In vitro, ces mutations ont été reproduites
dans un plasmide qui exprime Bsep-GFP. Dans la lignée Can 10, le traitement par le 4-PB,
I’UDCA ou la combinaison des deux a permis le ciblage de Bsep muteé retenu dans le RE, au
canalicule (181). Cependant, I’analyse fonctionnelle, in vitro, de la capacité de transport d’ABs
de ces mutants faux sens n’avait pas été effectuée.

Apreés avoir mis au point le test fonctionnel, j’ai validé les données in vitro publiées en
étudiant 1’activité de ces mutants faux sens. La figure 31 illustre les résultats de cette étude.
Dans Can 10, les mutants faux sens (p.R1128C et p.T1210P) ont été détectés dans le RE au lieu
de la membrane canaliculaire comme c’est le cas de la protéine sauvage Bsep™V' et du mutant
faux sens p.A257V. Le trafic de Bsep”?’V n’est pas impacté comme le montre son adressage
correct au canalicule biliaire. Le traitement par le 4-PB, ’'UDCA ou la combinaison des deux
ainsi que 1’abaissement de température lors de la culture des cellules a 27°C a partiellement
corrigé I’adressage des mutants BsepR'!2¢ et Bsep™?!% en augmentant le pourcentage de
cellules GFP positives a la membrane canaliculaire (Figure 31A, (181)).

Pour étudier, in vitro, la fonction de ces mutants, nous avons généré les différents clones
MDCK exprimant de maniere stable ces mutants faux sens. Ces clones sont ensuite transduits
avec les particules lentivirales afin d’exprimer Ntcp en basolatéral. Comme pour 1’étude
précédente, nous avons vérifié en western blot et en microscopie confocale I’expression de Bsep

et Ntcp dans les différents clones MDCK. La figure 31B montre une bande de 190 kDa
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correspondant & la protéine Bsep « mature » glycosylée dans les MDCK Bsep”?®’V Ntcp
comparable & la protéine sauvage. Dans les MDCK BsepRt128€ et T1210P Nitcp | une bande dont le
poids moléculaire est inférieur a 190 kDa est détectée. Cette bande correspond a la protéine
Bsep « immature » non glycosylée (reflet d’une rétention dans le RE). Une bande de 55 kDa
(correspondant au poids moléculaire de Ntcp) est détectée dans tous les clones. En microscopie
confocale, Ntcp est localisé a la membrane basolatérale de tous les clones. Bsep quant a lui, est
localisé dans la membrane apicale dans MDCK BsepT et Bsep”?®V Ntcp tandis que dans
MDCK BsepR1?6C et Bsep™21% Ntcp, Bsep est majoritairement dans le cytoplasme

(Figure 31C).
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Figure 31 : Effet du 4-PB, UDCA et ’abaissement de température.

(A) Quantification des cellules exprimant BsepW™: A257V: R1128C, ouT1210P 5 canalicules biliaires.
Les résultats sont exprimés en moyenne des pourcentages du rapport du nombre de cellules
exprimant la GFP au CB/ le nombre total de CB. Ces résultats représentent la moyenne de 3 lamelles
(10 champs/lamelle). ** p < 0,01, *** p < 0.001 versus témoin non traité. (B) Analyse par western
blot de I’expression de Bsep et Ntcp. Réalisé sur 30 pg de lysat cellulaire des clones MDCK
BsepW/T A7V, R1128C et TI210P Njtcp), Les anticorps anti-GFP, anti-cMyc et anti-actine ont permis
de révéler Bsep-GFP (WT et mutants) et Ntcp-cMyc et la protéine de référence B-actine,
respectivement. (C) Localisation cellulaire de Bsep et Ntcp. Un double immunomarquage GFP
(vert)/zO1 (rouge) a été réalisé puis les cellules ont été examinées par microscopie confocale. Les

parties hors de 1’encadré blanc représentent la section en Z de I’image. Barre : 10 um.

166



Résultats

La figure 32 montre que la mutation p.A257V n’affecte pas la fonction de Bsep. En effet, le
transport du *H-TC représente 80% du transport observé avec Bsep'V™. En revanche, le transport
du ®H-TC obtenu avec la mutation p.R1128C et p.T1210P est nettement diminué (57% et 82%,
respectivement) par rapport a Bsep*'". Le traitement par le 4-PB, UDCA ou la combinaison des
deux ainsi que 1’abaissement de température lors de la culture des cellules a 30°C augmente le
transport des deux mutants. Cela suggére pour les deux mutants qu’il y a une corrélation entre
le marquage canaliculaire observé et le transport obtenu. L’augmentation de la sécrétion biliaire
d’ABs observée chez les patients traités avec le 4-PB est bien due a la capacité des mutants

reciblés a transporter les ABs.
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UDCA UDCA

R1128C T1210P

Figure 32 : Transport vectoriel de H-TC. L'activité de transport a été mesurée dans les clones
MDCK Ntcp, MDCK Bsep™ Ntcp, MDCK BsepA257V: R1128C, u T1210P Nitep cultivées sur insert
pendant 5 jours. 1 uM de taurocholate (1 pCi/mL de 3H-TC et 0,9 uM de TC non marqué) a été
ajouté au compartiment basolatéral. Aprés 2 heures, la radioactivite a été mesurée dans le
compartiment apical correspondant au transport vectoriel du TC du compartiment basolatéral
vers le compartiment apical. Les résultats sont exprimés en coup par minute (cpm)/ug de
protéines de chague membrane d'insert (moyenne +/- SEM de 3 a 6 expériences indépendantes).
*p < 0,05, *** p < 0,001versus témoin non traité. ### p < 0,001 versus 4-PB. 8§88 p < 0,001
versus UDCA.
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Il existe une correlation entre le marquage canaliculaire observé et le transport obtenu.
Ceci est en accord avec la diminution de la concentration sérique en ABs observé chez les

patients, reflet de la restauration de la fonctionnalité de BSEP.

3- Identification de nouvelles molécules avec un potentiel effet chaperon

La description, dans la littérature, de nouvelles molécules capables de corriger I’adressage
des mutants faux sens et ainsi améliorer leurs activités une fois bien adressés, ne cesse
d’augmenter. Outre le VX-809, plusieurs correcteurs ont été identifiés et sont disponibles
aupres de la CFFT. Dans cette étude, nous avons étudié, en plus du C18 (VRT-534) présenté
dans I’article 2, le C3 (VRT-525), C4 (Corr-4a), C5 (Corr-5a), C17 (Compound 15Jf) seuls ou
en combinaison entre eux. Nous avons évalué la capacité de ces molécules a transporter le
3H-TC dans le clone MDCK BsepR!26¢ Ntcp (notre mutation faux sens prototype présentant un
défaut d’adressage). Hormis le C18, aucune des autres molécules testées seule ou en
combinaison n’augmente significativement le transport vectoriel du *H-TC. Certaines de ces
molécules semblent avoir méme I’effet contraire. Ces résultats suggeérent que ces composés

pourraient étre des correcteurs spécifiques au CFTR et pas de régulateurs de protéasome.
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Figure 33 : Transport vectoriel de 3H-TC

L'activité de transport a é&té mesurée dans les clones MDCK Ntcp, MDCK Bsep*’™ Ntcp, MDCK

Bsep”2°7V: R1128C, ou T1210P Ntcp cultivées sur insert pendant 5 jours. Les cellules ont été traitées
pendant 24 heures avec les molécules C3 (4 uM), C4 (4 uM), C5 (10 uM), C17 (4 uM), C18
(3 uM). 1 uM de taurocholate (1 puCi/mL de *H-TC et 0,9 uM de TC non marqué) a été ajouté

au compartiment basolatéral. Aprés 2 heures, la radioactivité a été mesurée dans le

compartiment apical correspondant au transport vectoriel du TC du compartiment basolatéral

vers le compartiment apical. Les résultats sont exprimés en coup par minute (cpm)/ug de
protéines de chaque membrane d'insert (moyenne +/- SEM de 3 a 6 expériences indépendantes).

*p < 0,05, *** p < 0,001 versus témoin non traite.
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Discussion

Plusieurs centaines de mutations du gene ABCB11 codant le transporteur canaliculaire
des acides biliaires BSEP ont été identifiées chez des enfants atteints de PFIC2. Il n’existe aucun
traitement curatif pour traiter ces patients. Les traitements symptomatiques par 1’administration
d’UDCA et de rifampicine permettent parfois d’améliorer la cholestase. Malheureusement, une
transplantation hépatique est nécessaire dans la plupart des cas avant I’age adulte. Différentes
approches pourraient étre utilisées pour permettre une expression suffisante d’une protéine
fonctionnelle au niveau de la membrane canaliculaire. Selon le type de mutation et le déficit
fonctionnel observé, une pharmacothérapie ciblée pourrait étre envisagée afin d’augmenter

I’expression canaliculaire ainsi que la fonction de BSEP.

1- Caractérisation des mutations

La caractérisation des mutants de BSEP correspondant aux mutations d’ABCB11 identifiées
chez les patients permet de déterminer les effets de ces mutations (non-sens ou faux sens), de
préciser leur pathogénicité et de les classer sur la base des défauts moléculaires ainsi identifiés.
De plus, cette caractérisation permet de proposer une stratégie thérapeutique ciblant

spécifiquement le défaut moléculaire identifié (pharmacothérapie ciblée).

2- Pharmacotheérapie ciblée : thérapie de translecture

La stratégie de translecture est une approche tres prometteuse pour le traitement des
maladies dues a des mutations stop (ce qui représente 10% des mutations impliquees dans les
maladies génétiques). Cette stratégie a fait 1’objet d’un nombre important d’études depuis la
publication princeps en 1996 montrant 1’efficacité des aminoglycosides a supprimer les CSPs

dus a la mutation non-sens (CFTR/AF508) responsable de la mucoviscidose (193). Cette étude
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a montré la capacité du G418, un antibiotique de la famille des aminoglycosides a restaurer a
la fois I’expression d’une protéine entiére de CFTR et son activité, in vitro. Dans le cadre de la
PFIC2, ce travail apporte une preuve de concept sur la possibilité d’induire une translecture
pharmacologique de CSP due a des mutations non-sens d’ABCB11 lorsqu’elles sont reproduites
dans les lignées NIH3T3, HEK293, Can 10 et MDCK. Nous avons développé un modele
expérimental visant a identifier les mutations favorables par deux approches complémentaires :
une approche exclusivement quantitative de mesure du taux de translecture « inductible » selon
la mutation, puis une approche a la fois quantitative et qualitative pour 1’étude de la protéine
générée ainsi que la mise au point d’un test fonctionnel nous permettant d’évaluer I’efficacité
des traitements sur 1I’expression d’une protéine fonctionnelle. Au cours de ce travail, nous avons
étudié la capacité des aminoglycosides (gentamicine et G418) et du PTC124 a induire un saut
du codon-stop (translecture) de six mutations non-sens identifiées chez des patients atteints de
PFIC2 (p.Y354X, p.R415X, p.R470X, p.R1057X, p.R1090X et p.E1302X). Dans un premier
temps, les niveaux de translecture de chagque mutation (environnement nucléotidique : 21
nucléotides autour du codon-stop) en présence ou non des différents traitements ont été
quantifiés en utilisant un systeme double rapporteur dans des cellules NIH3T3. Les
aminoglycosides ont induit la translecture de tous les codons stop dans leurs environnements

nucléotidiques correspondant aux mutations testées (Figure 1, article 1).

<+ La nature du codon et son contexte influencent efficacité de la translecture

Il est admis que les différents codons stop n’ont pas la méme capacité a étre translus en
présence d’inducteurs de translecture en particuliers les aminoglycosides. Plusieurs études ont
montré que ’UGA est le codon-stop le plus favorable a 1’induction de translecture suivi du
codon UAG puis UAA (192-195). De plus, il a été montré que la nature du nucléotide situé

juste apres le codon-stop c’est-a-dire en position N+4 influence la capacité du codon-stop a étre

171



Discussion

translu par les aminoglycosides. Ainsi, un nucléotide N+4 de type « C » serait plus favorable
(C>U>A>G) (195-198). Parmi les deux types de codons stop étudiés, UGA (p.R415X,
p.R470X, p.R1057X, p.R1090X) et UAA (p.Y354X, p.E/K1302X), nous avons observé une
induction de translecture par les aminoglycosides plus élevée dans les séquences cibles des
codons de type UGA que de ceux de type UAA. Les deux séquences cibles les plus favorables
dans notre systeme quantitatif double rapporteur sont celles correspondant aux mutations
p.R1090X et p.R1057X. Elles sont conformes a cette configuration (codon de type UGA-C)
contrairement a la mutation p.R415X qui est dans la configuration de type UGA-A. La mutation
la moins « répondeuse » p.Y354X induit un codon-stop décrit comme étant moins favorable
(UAA-A). Dans cette étude, nous n'avons étudié aucune mutation introduisant un codon-stop
de type UAG. De plus, pour certaines mutations, nous avons testé parallelement deux séquences
extrémement proches (Rat et Homme). Il est intéressant de constater que le seul changement
du nucléotide en position N+4 modifie effectivement 1’efficacité de la translecture : le
pourcentage de translecture avec le G418 passe de 8% pour R1057X-Homme (UGA-C) a 3%
pour R1057X-rat (UGA-A) (Figure 1, article 1). Cette cohérence avec les publications
antérieures (192-198) contribue a valider nos résultats. Nous avons également testé un autre
composé avec un potentiel effet d’induction de la translecture, bien toléré in vivo et dont les
doses efficaces sont bien inférieures a celles utilisées pour la gentamicine (216) : le PTC124
(Ataluren®). 1l a été identifié par PTC Therapeutics lors d’un criblage a grande échelle de plus
de 800 000 composés (216). Le PTC124 est une petite molécule achirale de 284 Da qui n’a
aucune similitude de structure avec les aminoglycosides ou d’autres médicaments utilisés en
cliniqgue. Dans nos expériences, ce médicament, approuve par la FDA et I'EMA pour le
traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne et la mucoviscidose, n'a pas augmenté les
niveaux de translecture des 10 sequences cibles d’ABCB11 étudiées, a 1’exception de la

séquence correspondant a la mutation E1302X (Homme) (Figure 1B, article 1). Cependant,
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dans d'autres expériences, le PTC124 n'a pas réussi a induire la production d'une protéine de
pleine taille BSEPR®™X (Figure 1B, article 1). Certaines publications ont rapporté sa capacité a
induire in vitro et in vivo la translecture de CSPs (216-219). Cependant, le PTC124 a fait I’objet
de nombreuses critiques car il stabilise la luciférase (systeme du gene rapporteur) et peut donc
augmenter la mesure de I’activité de cette enzyme indépendamment de la translecture (280,
281). Plusieurs études ont également mis en évidence I'inefficacité de PTC124 a induire la
translecture dans différents modeles (282-285) et ’EMA a reconsidéré I’utilisation de ce
médicament contre la DMD suite a ces résultats contradictoires (286). Tant que le mécanisme
d’action du PTC124 n’est pas découvert, la question de I’efficacité de PTC124 restera ouverte.
Depuis, d'autres composés (RTC13 et RTC14) favorisant la translecture ont été identifiés par
criblage a haut débit mais ces composés sont toujours en développement pour améliorer leur
efficacité (287).

La transposition de cette pharmacothérapie ciblée chez les patients atteints de PFIC2
présente des limites. D’une part, I'efficacité des aminoglycosides a induire la translecture
dépend de la nature du codon stop et de son environnement nucléotidique. Seuls les patients
porteurs du de CSP de type UGA-C, le plus favorable seraient de bons candidats pour un tel
traitement. D’autre part, leurs utilisations se heurte a la toxicité bien connue des
aminoglycosides notamment une ototoxicité et une néphrotoxicité incompatibles avec un usage
a long terme (288). La néphrotoxicité induite par les aminoglycosides est réversible et peut étre
prise en charge cliniquement mais ce n’est pas le cas de I’ototoxicité qui provoque une perte
auditive irréversible (289, 290). Par ailleurs, les aminoglycosides traversent difficilement la
barriére intestinale, ce qui contraint a les administrer par voie intraveineuse ou intramusculaire.
Au cours de ces dernieres années, de nombreux travaux de recherche ont été menés dans le but
d’optimiser ces molécules en atténuant leur toxicité tout en améliorant leur activité de

translecture. Plusieurs groupes de dérivés d’aminoglycosides ont €té synthétisés tels que les
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dérivés de la paromomycine ou la généticine nommés NB : NB30 (1 génération), NB54 (2°™®
génération), NB84 (3°™ génération) et NB124 (4°™ génération). Le NB124 dérivé de la
paromomycine et du G418, a été décrit in vitro et dans un modele souris de la mucoviscidose
(G542X-hCFTR), pour avoir une meilleure efficacité de translecture (aussi efficace que le G418
pour supprimer les CSP) et une moindre toxicité (291, 292). 1l a été récemment rapporté que le
composé CDX-5 pourrait potentialiser 1’effet de translecture des aminoglycosides permettant
ainsi une réduction des doses utilisées et donc leur toxicité (293). De plus, les programmes de
criblage ont conduit a I'identification de nouvelles classes de molécules non aminoglycosides,
telle que la clitocine (analogue de nucléotides) (294), le H7 (extrait de champignons qui contient
plusieurs molécules dont la clitocine) (295), le PTC414 (296) ainsi que des composes déja
approuveés pour une utilisation clinique tels que I’Escine (297). Certains de ces composés ont
des propriétés de translecture qui different des profils d’efficacités des aminoglycosides car ils
n’agissent pas sur les mémes types de CSP. Ces molécules pourraient permettre le traitement
de patients porteurs de CSP considérés comme non favorables (tels que le UAA). Il convient
de mentionner que dans les modeles expérimentaux utilisés dans notre travail, la voie NMD
n’est pas prise en compte, ce qui pourrait représenter une autre limite de I'efficacité de cette
pharmacothérapie ciblée chez les patients. Le fait de travailler sur ’ADNc au lieu de ’ADN
génomique, ne permettait pas d’étudier 1'effet des inhibiteurs de la dégradation des ARNm par
la voie NMD. L’inhibition de cette voie en association avec des inducteurs de translecture

pourrait stabiliser les transcrits de Bsep et augmenter davantage I'expression de Bsep entier.

% La protéine entiere générée apres induction de translecture n’est pas correctement

adressée pour tous les mutants

Nous avons ensuite étudié la capacité de la gentamicine a induire la translecture de ces
mutations non-sens et la production d'une protéine Bsep entiére dans deux lignées, I'une non

polarisée (HEK293) et l'autre polarisée de type hépatocellulaire (Can 10). Dans HEK?293, la

174



Discussion

gentamicine a induit la translecture de quatre CSPs de type UGA, ce qui a entrainé une
augmentation significative de I’expression d’une protéine Bsep entiere (Figure 1A, article 1).
Pas moins de 30% des cellules ont exprimé une protéine Bsep entiére apres traitement par la
gentamicine du mutant BsepR1%X_ Inversement, les 2 mutants porteurs du CSP de type UAA
n‘ont pas répondu au traitement a la gentamicine (Figure 2B, article 1). Dans les cellules Can 10,

BsepR1090X

était le seul mutant parmi les six étudiés pour lequel I'expression était
significativement augmentée avec le traitement par la gentamicine (Figure 3A, article 1).
Conformément & sa séquence unique favorable UGA-C, BsepR10% était le mutant le plus
répondeur au traitement a la gentamicine et le seul a répondre dans les trois systémes testés. En
conséquence, nous avons sélectionné ce mutant pour d’autres études qualitatives. Dans la lignée
HEK?293, nous avons montré par western blot que la gentamicine induisait I'expression a la fois
d'une forme immature et d'une forme mature d'une protéine BsepR'%%X entiére (Figure 4B,
article 1). En outre, nos études en microscopie confocale ont montré que BsepRi®* entier,
induit par la gentamicine, était localisé a la fois dans le cytoplasme et au niveau de la membrane

plasmique ou de la membrane canaliculaire des cellules HEK293 et Can 10, respectivement

(Figure 4A et 3A, article 1).

7

% La gentamicine génere une protéine entiere partiellement fonctionnelle

La réexpression d’une protéine entiére est une étape essentielle, mais rien ne garantit que
cette protéine soit fonctionnelle. Pour cela, il est important de déterminer I’activité de la
protéine entiére restaurée. Pour déterminer si BsepRl9% était fonctionnel, nous avons vérifié
sa capacité a transporter le 3H-TC. Dans les cellules MDCK le traitement par la gentamicine
entrainait une augmentation significative de l'activité de transport du TC du mutant BsepR199X,
Cette augmentation de 40% suggérait que Bsep entier restauré était partiellement fonctionnel

(Figure 6F, article 1). L’activité de la protéine entiere pourrait dépendre de 1’acide aminé
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incorporé a la place du CSP. Il a déja été montre chez la levure qu'au moins 3 acides aminés
différents (1’arginine, la cystéine et le tryptophane) sont incorporés lors du saut du CSP de type
UGA et la proportion relative d’incorporation de ces acides aminés est différente (229). Donc,
I’acide aminé incorporé pourrait €tre différent de celui de la protéine sauvage et il peut aboutir
a la synthése d’une protéine correspondant a un mutant faux sens et donc potentiellement mal
adressée et/ou non fonctionnelle, avec des propriétés biochimiques différentes et une stabilité
altérée. En effet, un certain nombre d'études ont montré que, méme si la protéine entiere a été
produite aprés induction de la translecture, son activité ainsi que sa localisation subcellulaire
étaient souvent altérées (282, 298, 299). Il a été décrit, in vitro, que les codons stop UAG et
UAA incorporent plutdt une glutamine, une lysine ou une tyrosine alors que le codon UGA
permet I’incorporation de ’arginine, du tryptophane et de la cystéine (190, 223, 227-229). De
plus, il a été montré par spectroscopie de masse que I’environnement nucléotidique du CSP est
susceptible d’influencer a la fois I’identité et la fréquence des acides aminés insérés lors de la
suppression du CSP par les aminoglycosides (G418) (228) et que la fréquence d'insertion des
acides aminés au niveau d'un CSP particulier est affectée par la nature de l'inducteur de

translecture, indépendamment de I'abondance de I'ARNTt dans la cellule (190).

3- Pharmacothérapie ciblée : thérapie chaperone

La recherche de molécules capables de corriger 1’adressage constitue un champ de
recherche tres actif. La stratégie chaperone avec le 4-PB dans le cas de mutations faux sens, et
apres validation in vitro dans nos differents systemes cellulaires, a été utilisee avec des résultats
prometteurs chez les malades (181, 249, 251-254). Cependant, les chaperones
pharmacologiques, pour exercer leurs effets, nécessitent souvent des concentrations élevées,
d’ou le besoin d’identifier et d’optimiser de nouvelles molécules dont I’efficacité d’adressage

a déja été démontrée (181). Pour cela, en collaboration avec des chimistes médicaux nous avons
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étudié des molécules analogues aux 4-PB qui pourraient présenter un meilleur profil

d’efficacité/tolérance que le 4-PB.

% Validation fonctionnelle, in vitro, des travaux precédents

Notre équipe a montré I’efficacité du 4-PB a corriger partiellement le défaut d’adressage
de certaines mutations faux sens (p.R1128C et p.T1210P) in vitro dans la lignée hépatocytaire
Can 10. A la suite de ces résultats, quatre patients ont été traités par voie orale avec le 4-PB.
Durant cette thérapie, une diminution de la cholestase, du prurit et de la concentration sérique
des ABs ainsi qu’une amélioration des autres parametres hépatiques, biologiques
(transaminases et fonction hépatique-TP/FV) ont été observés (181). Ces résultats ainsi que les
résultats de transport du TC obtenus suggerent une corrélation entre le marquage canaliculaire
observe, le transport obtenu et I’amélioration de 1’état clinique des patients. L’augmentation de
la sécrétion biliaire d’ ABs objectivée chez un de ces patients est bien due a la capacité du 4-PB
a recibler a la membrane canaliculaire des mutants qui ont une fonction résiduelle a transporter
les ABs. Pour la mutation p.A257V correctement localisée comme la protéine sauvage a la
membrane canaliculaire des cellules Can 10, il a été suggéré que sa fonction serait altérée (181).
Cependant, les résultats de transport du TC obtenus avec cette mutation ont montré que son
activité n’est diminuée que de 20% par rapport a celle de la protéine sauvage (Figure 32). Une
des hypotheses pour expliquer la pathogénicité de cette mutation est qu’elle serait responsable
d’une instabilité a la membrane du mutant qui serait rapidement dégradé. Cette mutation est
située dans le domaine transmembranaire et n’est pas située dans les motifs cruciaux impliqués
dans la liaison ou I'nydrolyse de I'ATP, mais elle pourrait modifier la structure globale de la
protéine expliquant son instabilite. La gravité de l'instabilité peut varier selon les

mutations (300).

177



Discussion

Au cours des derniéres années, des efforts considérables ont été entrepris pour mettre au
point de nouveaux dérivés de médicaments piégeant l'ammoniac ayant moins d'effets
indésirables et mieux acceptés par le patient. C’est le cas du GPB (Ravicti®), médicament
dérivé du 4-PB et est approuvé par la FDA et ’EMA pour le traitement des troubles du cycle
de I’urée chez des patients agés de 2 ans et plus dont les niveaux d'ammoniac ne peuvent pas
étre diminués suffisamment par la seule restriction en protéines alimentaires (301). Il a été
récemment proposé pour remplacer le phénylbutyrate de sodium qui pose des problemes
d'appétence et d'autres effets indésirables associés a une teneur élevée en sodium et a une charge
de comprimés élevée. Structurellement, le GPB correspond a un triglycéride contenant
3 molécules de PB liées a un squelette de glycérol. Le GPB est une prodrogue, son hydrolyse
par les lipases pancréatiques libére 3 molécules de 4-PB du squelette glycérol, lesquelles sont
transformées par béta-oxydation dans 1’hépatocyte en PA (302). Etant donné que le GPB
nécessite une digestion par les lipases pancréatiques dans I’intestin, le GPB est absorbé environ
75% plus lentement que le 4- PB (303). De plus, il est bien toléré avec moins de complications
gastro-intestinales que le 4-PB (304). Les propriétés chaperones du GPB n’ont jamais été
étudiées in vitro. Dans cette étude, nous avons montré que comme pour le phénylbutyrate de
sodium, le GPB avait des propriétés chaperones. Le traitement par le GPB augmentait
I’adressage et le transport du TC du mutant faux sens BsepR!?6C dans les cellules Can 10 et
MDCK respectivement (Figure 3D et 5C, article 2). Ces augmentations étaient comparables a
celles observees apres traitement par le 4-PB. Ces resultats suggerent que le GPB pourrait étre
utilise comme drogue chaperone pour la population pediatrique. Nos résultats montrent pour la
premiére fois in vitro I’effet chaperon du GPB et suggérent que le GPB pourrait avoir le méme
mécanisme d’action que le 4-PB (modulation de chaperones endogénes par ex.). Des études

plus poussees seront envisagées pour confirmer cet effet.
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Cependant, il a été rapporté une potentielle toxicité du GPB chez un patient atteint de
PFIC1. Ce patient traité avec une certaine efficacité par le 4-PB avait arrété de prendre ce
traitement du fait d’un mauvaise tolérance au bout de 5 mois. Un traitement par GPB a été
proposé dans 1’espoir d’améliorer 1’observance. Apres 155 jours sous GPB une aggravation
majeure des tests hepatiques a été observée, le GPB a été arrété et les tests hépatiques sont
retournés a leurs niveaux de base. Les auteurs ont proposé que ces anomalies étaient dues a une
hépatotoxicité aigue et sévere du GPB probablement liée a une augmentation des concentrations
circulantes en PA possiblement favorisée par un arrét dans le méme temps d’un traitement par
rifampicine (inducteur enzymatique). Une telle toxicité n’a pas été observée chez les malades
traités par GPB pour un déficit du cycle de ’'urée mais ces malades ne regoivent pas de

rifampicine et ont un foie sain contrairement au malade atteint de PFIC1 (305).

Nous avons également test¢é le PA métabolite du 4-PB. Ce métabolite
pharmacologiquement actif permet la formation d'un conjugué avec de la glutamine (la
phénylacétylglutamine) dans I’hépatocyte, qui chélate efficacement I'ammoniac (306). Ensuite,
la phénylacétylglutamine est directement excrétée par les reins. Le 4-PB n'est pas le principal
agent actif mais sert plutét de précurseur ou de prosubstance a I'agent actif PA. Comme pour le
GPB, les propriétés chaperones du PA n’avaient jamais été étudiées in vitro. Il est intéressant
de noter que le traitement par le PA augmentait significativement I’expression canaliculaire de
BsepR!1?8€ dans cellules Can 10 et le transport du TC dans les cellules MDCK (Figure 3D et
5C, article 2). Cette augmentation était equivalente a celle observée apres traitement par le 4-PB
et le GPB et ce pour les mémes doses. Le PA et le 4-PB sont tous les deux efficaces dans les

mémes gammes de concentrations.
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% ldentification de composes structurellement identiques au 4-PB

Le criblage de la chimiothéque de BioCIS (Chimiothéque Nationale) par homologie
structurale avec le 4-PB a permis d’identifier deux composés : le MHMPB et ’OTNC avec de
potentielles propriétés chaperones. Ce sont des assemblages d’énantioméres. De ce fait, les
énantiomeres pouvaient présenter des effets différents voire antagoniques. Cependant, il arrive
que deux énantiomeres aient des activités similaires au niveau biologique. Dans notre études,
le MHMPB et ’OTNC (500 uM et 1 mM) avaient un effet similaire a celui du 4-PB et
augmentaient I’expression canaliculaire du mutant BsepR''?8C dans la lignée hépatocytaire
Can 10 (Figure 3B, 3C et 5B, article 2). Cependant, le MHMPB utilisé a 150 UM n’avait pas
d’effet significatif sur ’augmentation de 1’adressage canaliculaire (Figure 3A, article 2). Le
MHMPB est une prodrogue et donc peut libérer une autre molécule qui elle pourrait étre plus
active et plus efficace. Nous avions, donc, testée cette molécule (le HMPB) qui avait été
préalablement synthétisée par réaction de saponification a partir de la prodrogue MHMPB.
D’un point de vue structural, le HMPB ne différe du MHMPB que par I’absence du groupement
methyl. Ce dérivé s’avérait plus efficace que la prodrogue a corriger 1’adressage du mutant
BsepR1?28C suggérant que la fonction carboxylique est essentielle pour les propriétés

biologiques.

Afin de mimer la voie métabolique du 4-PB en PA, le MMPB-3E et le MMPB-2E ont été
préparés par deshydratation du HMPB. Ces deux métabolites pourraient étre actifs.
Contrairement au PA (principe actif du 4-PB), les deux composes issus du HMPB n’avait aucun
effet sur I’adressage et en plus présentait une toxicité élevée (Figure 3A, article 2). Ceci est dl
au fait que le MMPB-3E possede une fonction dite « accepteur de Michael » expliquant la
toxicité observée en tant qu’agent alkylant. Ce dernier est capable de greffer des groupements

alkyle a divers groupes dans la cellule (ces agents sont utilises pour le traitement de divers
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cancers et sont connus pour étre cytotoxiques). De la méme maniere, MMPB-2E peut se

transformer en MMPB-3E par tautomérisation justifiant sa toxicite.

RI128C au canalicule suite aux traitements par

L’augmentation de I’expression de Bsep
MHMPB, HMPB et ’OTNC était accompagnée d’une augmentation du transport du TC
(Figure 5C, article 2). Les trois analogues (composes ayant les eléments pharmacophores, un
cycle phényle séparé d'un groupe carboxyle par une chaine carbonée flexible ou semi-rigide)

ainsi identifiées étaient aussi efficaces que le 4-PB pour restaurer ’activité de BsepR**?8C et &

des doses beaucoup plus faibles que ce dernier.

¢+ Autres drogues chaperones

Plusieurs études ont ét¢ menées dans le but d’identifier des correcteurs capables de
restaurer un trafic normal des protéines retenues dans le RE. Nous nous sommes intéressés a

certains d’entre eux, en particulier ceux étudiés pour corriger 1’adressage de mutants CFTR.

Le SAHA (Vorinostat®) est un autre médicament approuvé pour le traitement de certains
lymphomes (307). C’est un dérivé de I’acide hydroxamique, membre de la famille des
inhibiteurs des histones désacétylases induisant I’accumulation d’histones acétylées, qui bloque
la prolifération des cellules en culture et inhibe la progression tumorale. Les résultats obtenus
avec le SAHA (Figure 3D et 5C, article 2) sont en ligne avec d'autres études in vitro, montrant
une correction du repliement des protéines lors du traitement dans d'autres maladies comme la
PFIC1 (308), le déficit en a-antitrypsine (309), et la maladie de Gaucher (310), suggérant son
potentiel en tant que régulateur plus général du protéasome. Il a également éte rapporté que le
SAHA a un effet transcriptionnel et augmente la quantité des ARNm de la mutation

ATP8B1/p.I661T in vitro (308).
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La réalisation d’un criblage a haut débit de milliers de composés disponibles issus de
diverses chimiotheques a permis d’identifier plusieurs petites molécules correctrices que nous
avons obtenues par la CFFT. Parmi les cing correcteurs de CFTR (C3, C4, C5, C17 et C18) que
nous avons testés seuls ou en combinaison, seul le correcteur C18 améliorait 1’expression de
BsepRi?8C 3 la membrane canaliculaire et son activité de transport du TC. (Figure 33). Le
correcteur C18 correspond au VRT-(534) identifié par Vertex Pharmaceuticals (257). Il a été
montré que le C18 est efficace pour corriger le défaut de repliement et de trafic du mutant
CFTR/AF508 (255). Les mécanismes impliqués dans la propriété de correction de ces composés
ne sont pas encore clairement identifiés. Ces correcteurs ont récemment été classés. Le C3 et le
C18 sont des correcteurs de classe I, supposés stabiliser les interactions entre les NBD1 et
TMD1/2. Le C4 et le C17 sont affectés a la classe 11, les composés qui restaurent la stabilité des
mutations situées dans le NBD2 (311). Il a été montré in vitro que quelques-uns de ces
correcteurs pouvaient augmenter 1’expression de ATP8B1/p.1661T, de ABCA4/p.R1108C et
p.R1129C (308, 312) et que toutes les mutations ne répondent pas forcément aux mémes
correcteurs. Cela indique que méme si les mutants interagissent avec un réseau de protéasome
similaire, ils peuvent se lier difféeremment a chacun des composants du réseau, entrainant des
efficacités différentes pour le méme traitement ; et chaque mutant peut avoir un impact différent
sur la structure globale de la protéine, nécessitant différents traitements pour corriger les défauts
de la protéine (313). Le mécanisme d’action de ces molécules pour restaurer le trafic des
mutants a la membrane ne sont pas encore élucidés. Certains de ces correcteurs pourraient agir
specifiqguement sur le mutant en tant que chaperones pharmacologiques en se liant directement
et en favorisant le repliement de telle sorte que la protéine peut passer le controle de qualité du
RE. Une autre possibilité est que ces correcteurs modulent la machinerie de I'noméostasie

cellulaires des protéines (protéasome). Les combinaisons de correcteur, idéalement de classes
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et/ou de mécanismes d'action différents pourraient permettre une meilleur efficacité

thérapeutique.

La curcumine, composant de couleur jaune du curcuma est un inhibiteur de faible affinité
de la pompe SERCA. Il a été montré qu’elle corrigeait le trafic et rétablissait la fonction du
CFTR/AF508 dans des modeéles cellulaires et animaux (314). Nous n’avons pas observé d’effet
de la curcumine sur le mutant BsepR**?8C dans les cellules Can 10 (Figure 3D, article 2). Chez
des souris homozygotes pour la mutation CFTR/AF508, Eganet et al. (314) ont rapporté qu’une
administration orale de curcumine corrigeait les différences de potentiel nasal au niveau de
celui observé chez les souris sauvages et augmentait la survie des souris mutées. Cependant,
Song et al. (315) n’ont pas pu montrer cette correction dans les cellules de voies respiratoires
humaines et chez les souris mutées malgré 1’utilisation de préparations a base de curcumine et
de plusieurs protocoles d’administration (315). Il a été suggeéré que ces différences pourraient
étre due a la biodisponibilité de la curcumine. En effet, il a été montré chez I'homme que la
curcumine administrée par voie orale a une trés faible biodisponibilité car son métabolisme
hépatique est rapide (204, 316), seuls de faibles taux (60 nM) étant détectables dans le sang

aprés I'administration d'une dose élevée de curcumine.

4- Pharmacothérapie ciblée :1a bithérapie (combinaison d’inducteurs de translecture

et de drogues chaperones)

Aprés translecture du mutant BsepR*%%X par la gentamicine, une expression d'une protéine
entiere de Bsep a été détectée a la fois au niveau de la membrane canaliculaires mais également
dans le cytoplasme suggérant un mauvais adressage (Figure 3A et 4A, article 1). Ceci pourrait

étre corrigé par I’addition de drogues chaperones.

Pour évaluer ’efficacité d’une bithérapie combinant translecture et thérapie chaperone,

nous avons testé I’effet d’une diminution de température (27°C) aprés saut du CSP par la
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gentamicine. Cette température mime 1’effet des drogues chaperones, a savoir, inhiber la
dégradation des protéines dans la cellule par le protéasome (148). Cela stabilise 1’expression
des protéines et permet de « réadresser » des protéines mutées ou mal repliées qui s’accumulent
dans le RE. Bien qu’il ne soit pas possible de « mettre les patients a 27°C », ces résultats ont
ouvert des perspectives de traitement de certains patients atteints de PFIC2 par des moyens
pharmacologiques (4-PB, UDCA) (repositionnement). Le 4-PB ayant une AMM dans le
traitement des déficits du cycle de 1'urée présente également des propriétés chaperones
permettant aux protéines retenues dans le RE d’atteindre la membrane canaliculaire. Différentes
équipes dont la notre ont montré ’efficacité du 4-PB a augmenter 1’expression et 1’activité de
certains mutants faux sens de Bsep in vitro et chez certains patients atteints de PFIC2 (140,
150-152, 181, 250-252), de BRIC2 (254), de PFIC1 (253), de PFIC3 (231, 317) et de
mucoviscidose (247-249). L’UDCA, un acide biliaire hydrophile peu détergent, a un effet
similaire. 1l est également un agoniste faible du récepteur nucléaire FXR intervenant dans la
régulation transcriptionnelle de BSEP. Enfin, il régule également les modifications
post-traductionnelles de BSEP ce qui expliquerait sa capacité a stabiliser BSEP au canalicule
biliaire. Dans cette étude, la thérapie combinée/séquentielle par la gentamicine et lamise a 27°C
des cellules a un effet significatif sur la translecture et 1’adressage du mutant BsepR1®®X Dans
Can 10. Cet effet représente 1’effet maximal obtenu (Figure 5, article 1). De maniere
intéressante, des traitements supplémentaires avec des correcteurs tels que 4-PB, 'UDCA ou
4PB+UDCA a la suite du traitement par la gentamicine reproduisent cet effet entrainant une
augmentation de I'expression du contingent canaliculaire d’une protéine enti¢re induite par la

gentamicine (Figure 5, article 1).

Compte-tenu de ces indications, nous avons généré par mutagénese dirigée les deux mutants
faux sens potentiellement produits aprés translecture de la mutation non-sens p.R1090X,

p.R1090C et p.R1090W (la 3°™ possibilité étant la protéine sauvage : arginine) afin d’évaluer
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leur localisation et leur activité de transport. D’aprés nos résultats, ces mutants faux sens sont
essentiellement adressés aux canalicules biliaires dans Can 10 (Figure 29A). Contrairement a
ce qui a été démontré pour d'autres mutants faux sens de Bsep (181), bien que leur adressage
canaliculaire soit légérement inférieur a celui de la protéine sauvage. En termes de
fonctionnalité, dans les cellules MDCK aucune activité de transport du *H-TC n’a été détectée
pour les deux mutants, cela suggere que la fonctionnalité de ces deux mutants est impactée et
qu’ils ne sont pas fonctionnels malgré une localisation apicale dans MDCK et canaliculaire
dans Can 10 (Figure 30A, 30C et 29A). De plus, ces mutants sont prédits pour étre déléteéres, in
silico. Ces résultats suggérent que la restauration partielle de I’activité de BsepR19%°X était due
a la protéine sauvage. Ces deux mutations sont situées au déebut du NBD?2 juste apreés le motif
A-loop et ce motif semble étre conservé entre les transporteurs ABC. Ceci suggere que ces

mutations pourraient relever d’une thérapie potentiatrice telle que le potentiateur VX-770.

Comme les correcteurs peuvent également augmenter I’expression canaliculaire de Bsep'VT,
nous ne connaissons pas 1’apport respectif de Bsep™'T, de Bsep®1%%C et de BsepR?®®W dans
I’augmentation de 1’expression de la protéine Bsep entiere induite par la gentamicine observée
aprés un traitement par UDCA et 4-PB. Dans ce systéme, nous n‘avons pas observé d'effets
additifs entre I'UDCA et le 4-PB en terme de contingent canaliculaire, comme nous l'avions
précédemment montré pour plusieurs mutants faux sens de Bsep (181). L’effet de la bithérapie
sur 1’activité de transport de ce mutant a été également evalué. Apres I’addition du 4-PB (effet
chaperon) ou I’incubation des cellules a 30°C (mimant I’effet chaperon), le transport du TC
était augmenté (Figure 6F, article 1). Ceci est d0 au fait que le 4-PB ou la diminution de la
température d’incubation augmentent lI'expression apicale de la protéine Bsep entiere induite
par la gentamicine dans les clones MDCK comme nous lI'avons observé dans les cellules Can 10
(181, 251). En résumé, nos résultats montrent que la gentamicine peut induire la translecture

R1090X

du mutant non-sens Bsep conduisant a ’expression d’une protéine entiére ayant une
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activité de transport du TC. Un traitement supplémentaire par 4-PB ou par la diminution de la
température d’incubation des cellules augmentait son expression a la membrane canaliculaire

(Can 10) et son activité de transport du TC.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de ma theése, je me suis intéressée a la suppression traductionnelle de CSP dans
le cas de mutation non-sens et a la correction d’adressage dans le cas de mutations faux sens du
transporteur hépatocellulaire des acides biliaires ABCB11/Bsep.

Ce travail qui a porté sur des mutations identifiées chez des enfants atteints de PFIC2,
apporte une preuve de concept sur la possibilité d’induire une translecture pharmacologique de
CSP. En effet, j’ai pu montrer que certains aminoglycosides tels que la gentamicine favorisent
I’incorporation d’un ARNt suppresseur naturel au niveau du CSP (phénomene de translecture)
aboutissant a I’expression d’une protéine entiére (dans le cas de la mutation p.R1090X). La
protéine entiére résultante était partiellement localisée a la membrane canaliculaire dans la
lignée hépatocytaire Can 10 et partiellement fonctionnelle.

Concernant les mutations faux sens, 1’identification de composés capable d’améliorer
’adressage de protéines mal repliées retenues dans le RE (correcteurs) ou capables de restaurer,
au moins partiellement, la fonction de protéines correctement localisées mais non
fonctionnelles (potentiateurs) constituent un champ de recherche tres actif. Le repositionnement
de médicament (molécule ayant déja une AMM et donc un profil de toxicité bien établi comme
c’est le cas du 4-PB) est une approche qui permet une utilisation rapide chez les malades. Les
stratégies de criblage de chimiothéques (comprenant ou non des molécules avec AMM)
permettent de tester rapidement de nombreuses molécules. La chimie médicale permet en se
basant sur la structure chimique des molécules d’identifier des composés analogues a des
composés déja identifiés comme efficaces et d’envisager des modifications chimiques de ces
composes dans le but d’augmenter leur rapport efficacité/toxicité. Nous avons montré que 2
médicaments détournés de leur premiere utilisation ont été utilisés comme des drogues

chaperones. Le GPB et le SAHA étaient aussi efficace que le 4-PB pour corriger I’adressage et
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augmenter ’activité du mutant BsepR'*?8¢, Nous avons également montré que le PA, principe
actif du 4-PB dans les hépatocytes et considéré comme la molécule active responsable de I’effet
chaperon du 4-PB ainsi que le correcteur C18 issu d’un criblage a haut débit efficace pour
corriger le défaut de repliement et de trafic du mutant CFTR/AF508 augmentaient I’adressage
canaliculaire et la fonction de BsepR''?C, Une des limites de 1’utilisation du 4-PB
(Ammonaps®, phénylbutyrate de sodium) est sa présentation qui oblige les patients a prendre
jusqu’a 20 comprimés, 2 fois par jour d’ou I'intérét du GPB (Ravicti®) qui est concentré et
sous forme de sirop.

Plusieurs analogues du 4-PB identifiés par une approche de chimie médicale en
collaboration avec 1’équipe de Delphine Joseph (BioCIS) ont été étudiés. Certaines de ces
molécules étaient efficaces pour corriger I’adressage du mutant BsepR!*26€ au canalicule biliaire
et augmentaient ainsi 1’activité de transport du 3H-TC et ceci a des doses beaucoup plus faibles
que le 4-PB. Ces molécules pourraient constituer de nouvelles thérapeutiques.

La bithérapie combinant translecture et thérapie chaperone a permis d’augmenter la
fraction canaliculaire de cellules exprimant BsepR'%®*, L’augmentation de I’expression de
BsepR1%%% au canalicule biliaire était accompagnée de 1’augmentation du transport du 3H-TC,
reflet d’une restauration plus importante de I’activité de la protéine.

L’étude des relations structure/fonction qui constitue un moyen privilégié pour
comprendre 1’impact des mutations sur le transporteur et par conséquent envisager leur
correction d’une maniére plus spécifique et plus efficace avec des molécules chimiques dont la
structure sera predite comme étant active serait une approche intéressante a developper. Notre
collaboration avec le Dr. Isabelle Callebaut (CNRS UMR 7590) spécialiste en modélisation
moléculaire s’inscrit, dans cet axe. Bien sdr, la compréhension des mecanismes impliqués dans

I’action des correcteurs permettrait d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques.
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De plus, la combinaison de correcteurs et de potentiateurs avec différents mode d’action
comme I’Orkambi® et le Symdeko®) pour la mucoviscidose, pourrait étre une stratégie tres
prometteuse pour améliorer I’efficacité des traitements. Ainsi, la bithérapie (combinaison de
chaperones et potentiateurs) dans le cas de mutations aux sens et la trithérapie (combinaison de
translecteurs, de chaperones et de potentiateurs) dans le cas de mutations non-sens seront
étudiées pour rechercher des effets additifs et des synergies entre les différentes stratégies de
pharmacothérapie ciblée. La conception de molécules a activité duale voire triale qui associerait
au sein d'une méme molécule deux voire trois pharmacophores actifs complémentaires : par
exemple & la fois inducteur de translecture, correcteur d’adressage et/ou potentiateur constitue
une approche innovante qui pourrait favoriser 1’utilisation chez les malades en diminuant le

nombre de médicaments a prendre au quotidien.

Sur la base d'une caractérisation compléte, dont fonctionnelle, des mutants, nous
proposons de classer les mutations d’ABCB11 selon qu'elles affectent la synthése, le trafic,

I'activité ou la stabilité de la protéine (Tableau 3).

Dans le cadre de la médecine personnalisée, I’apport d’un traitement médical efficace,
permettrait de surseoir (ou de différer) a la transplantation hépatique et représenterait une
avancée considérable pour les enfants atteints de PFIC2. Des mutations de BSEP étant
impliquées dans d’autres pathologies (cholestase récurrente bénigne, cholestase gravidique,
lithiase biliaire, et cholestase médicamenteuse), les applications potentielles de ce travail
pourront s’appliquer non seulement a ces pathologies mais pourront aussi étre étendues a

d’autres maladies génétiques.
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Tableau 4 : Classification des mutations d’ABCB11 associées a une PFIC2

Classe
I

Classe
1

Classe
11

Classe
v

Classes

Défauts

Non-sens

Adressage/maturation

Activité

Stabilite

Mutations

p.Y354X
p.R145X
p.R4TOX
p.R1057X
p.R1090X
p.E1302X

p.R1128C
p.T1210P
p.G982R

p.T463I
p.R1090C
p.R1090W

p.A257V

Thérapies potentielles

Inducteurs de translecture
(aminoglycosides)

Drogues chaperones (4-PB,
GPB)

Potentiateurs (lvacaftor)

Agonistes des récepteurs
nucléaires (Acide
obéticholique)
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Titre : Pharmacothérapie ciblée de la cholestase familiale intrahépatique progressive de type 2 (PFIC2)
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Résumé : ABCB11/BSEP est le transporteur des
acides biliaires, localisé au niveau du pole
canaliculaire des hépatocytes. Les mutations de
ce gene sont responsables de la cholestase
familiale intrahépatique progressive de type 2.

Au cours de ma thése, j’ai évalué la capacité
des aminoglycosides et du PTC124 a induire la
translecture de codons stop prématurés,
I’adressage et la fonction de mutants non-sens et
faux sens de Bsep ainsi que l’effet d’une
bithérapie (translecture+chaperone).

Dans nos modeles cellulaires, la gentamicine
était capable d’induire la translecture du codon-
stop prématuré du mutant non-sens BsepR10%%
dans les lignées NIH3T3, HEK293 et Can 10. La
protéine entiére générée était partiellement
détectée aux membranes plasmiques des cellules

HEK293 et canaliculaires des cellules Can 10 et
¢tait partiellement fonctionnelle puisqu’elle était
responsable d’une augmentation de ’activité de
transport de *H-taurocholate (*H-TC) dans les
clones MDCK. Ces effets étaient potentialisés
par I’addition de drogues chaperones telles que
le 4-phenylbutyrate (4-PB).

J’ai également mis en évidence la capacité de
nouveaux composes dérivés du 4-PB (MHMPB,
OTNC et HMPB) a corriger I’adressage et a
augmenter le transport de *H-TC du mutant faux
sens BsepR'26C 3 des concentrations plus faibles
que le 4-PB. Enfin, j’ai pu montrer que d'autres
drogues chaperones (GPB, PA, SAHA et C18),
pouvaient corriger 1’adressage canaliculaire de
BsepRi128C et augmenter son activité de transport
de *H-TC dans les clones MDCK.

Title: Targeted pharmacotherapy of progressive familial intrahepatic cholestasis type 2 (PFIC 2)

Keywords: Bsep, nonsense mutations, missense mutations, readthrough, chaperone drugs.

Abstract: ABCB11/BSEP is the main bile acids
transporter located at the canalicular pole of
hepatocytes. Mutations of ABCB11 are
responsible for progressive familial intrahepatic
cholestasis type 2.

During my phD, | evaluated the ability of
aminoglycosides and PTC124 to induce
readthrough of premature termination codons,
targeting and function of nonsense and missense
mutants of Bsep and also the effect of combined
therapy (readthrough + chaperone).

In our expermental models, gentamicin
increased readthrough of p.R1090X mutation
NIH3T3, HEK293 and Can 10 lines. The
resulting full-length protein was detected at the
plasma membrane of HEK293 and at the

canalicular membrane of Can 10 cells; and was
partially functional since it was responsible for
increasing the transport activity of °H-
taurocholate (3H-TC) in MDCK clones. These
effects were potentiated by the addition of
chaperone drugs such as 4-phenylbutyrate (4-
PB).

I have also demonstrated the ability of new 4-
PB derived compounds (MHMPB, OTNC and
HMPB) to correct mistrafficking and to increase
3H-TC transport of BsepR''?8¢ missense mutant
at lower concentrations than 4-PB. Finally, |
showed that other chaperone drugs (GPB, PA,
SAHA, and C18) were able to correct
mistrafiking of BsepR!1?6C and to increase its *H-
TC transport activity in MDCK clones.
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