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III-  Liste des abréviations 

# 

3-oxo-C12-HSL N-(3-oxododecanoyl)-L-

homosérine lactone 

3’UTR 3’ Untranslated transcribed region 

4E-BP1 4E-binding protein 1 

 

A 

aa Acide aminé 

ADN Acide désoxyribonucléique 

AEM Agence européenne du médicament 

AHL Acylhomosérine lactone 

Alox5ap Arachidonate 5-lipoxygenase 

activating protein 

AMM Autorisation de mise sur le marché 

ARN Acide ribonucléique 

ASL Airway surface liquid  

ATB0,+ Amino acid transporter binding 

neutral and cationic amino acids 

α-MT α-méthyl-DL-tryptophane 

 

B 

BECN1 Beclin 1 

BPCO Broncho-pneumopathie chronique 

obstructive 

BPIFA1 BPI fold containing family A 

member 1 

 

C 

C4-HSL : N-butyryl-L-homosérine lactone 

CF Cystic fibrosis 

CFBD Cystic fibrosis-related bone disease 

CFC Cystic fibrosis Canada 

CFF Cystic fibrosis foundation 

CFLD Cystic fibrosis liver disease  

CFRD Cystic fibrosis-related diabetes 

mellitus 

CFTR Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator 

CFTR-KD CFTR-knockdown cells 

CFTR-WT CFTR-wild type cells 

COPII Coatomer II 

CRCM Centre de ressources et de 

compétences de la mucoviscidose 

 

E 

ECFS European cystic fibrosis society 

eIF-2α Eukaryotic initiation factor 2α 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

 

F 

FOXI1 Forkhead box I1 

FDA Food and drug administration 

FLA Flagelline 

FPI Fibrose pulmonaire idiopathique 

 

G 

GBEFC Brazilian cystic fibrosis study 

group 

GLuc Gaussia luciferase 

GM-CSF Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor 

GMPc Guanosine monophosphate cyclique 

GWAS Genome wide association study 
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H 

HEK293 Human embryonic kidney 293 

cells 

hNE Human neutrophil elastase 

HSP70 Heat shock protein 70 

HSP90 Heat shock protein 90 

 

I 

IF Immunofluorescence 

IFNγ Interféron γ 

IHC Immunohistochimie 

IL-1β Interleukine-1β 

IL-4 Interleukine 4 

IL-6 Interleukine 6 

IL-8 Interleukine 8 

IL-9 Interleukine 9 

IL-17 Interleukine 17 

IM Iléus méconial 

iPSC Induced pluripotent stem cells 

 

L 

LasB Elastase de P. aeruginosa 

LBA Lavages broncho-alvéolaires 

LPS Lipopolysaccharide 

 

M 

MAF Minor allele frequency 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

MeOH Méthanol 

miR Micro-ARN 

MMP9 Métalloprotéinase matricielle-9 

mTOR Mammalian target of rapamycine 

mTORC1 mTOR complex 1 

mTORC2 mTOR complex 2 

MUC5AC Mucin-5 subtype AC 

MUC5B Mucin-5 subtype B 

 

N 

NBD1 Nucleotide-binding domain 1 

NBD2 Nucleotide-binding domain 2 

NF-κB Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells 

 

P 

PCR Polymerase chain reaction 

PNEC Pulmonary neuroendocrine cells 

PAMP Pathogen-associated molecular 

pattern 

PAR-2 Proteinase-activated receptor 2 

PGE2 Prostaglandine E2 

PKCα Protéine kinase C α  

PNDS Protocole national de diagnostic et 

de soins 

pwCF People with CF 

 

Q 

QS Quorum sensing 

 

R 

RE Réticulum endoplasmique 

 

S 
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SLC6A14 Solute carrier family 6 member 

14 

scRNAseq Single cell RNA sequencing 

STAT3 Signal transducer and activator of 

transcription 3 

SNP Single nucleotide polymorphism 

SLC Solute Carrier 

SERPINA1 Serpin peptidase inhibitor, 

clade A, member 1 

siARN Short interfering RNA 

SEAP Secreted alkaline phosphatase 

S6K S6 protein kinase  

SN Surnageant/supernatant  
 

T 

TAS2R38 Taste receptor 2 member 38 

TIR Trypsine immune-réactive 

TLR4 Toll-like receptor 4 

TLR5 Toll-like receptor 5 

TNFR2 Tumor necrosis factor receptor 2 

TNFα Tumor necrosis factor α 

 

V 

VEMS Volume d’expiration maximal en 

une seconde 

 

W 

WB Western blot 

Wnt Wingless-int 

WT Wild-type 
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15 Avant-propos 

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies génétiques rares mortelles, 

d’origine autosomique et récessive, au sein de la population caucasienne. Elle touche plus de 

70 000 patients dans le monde, dont près de 7 000 en France. Le gène CFTR, responsable de la 

maladie, a été découvert en 1989. Dès lors, de nombreux progrès scientifiques ont été réalisés, 

permettant le développement de différentes stratégies thérapeutiques et une augmentation de la 

qualité et de l’espérance de vie des patients. Néanmoins, il n’existe encore aucun traitement 

curatif à ce jour. 

Les manifestations cliniques de la mucoviscidose sont nombreuses et touchent de 

multiples organes. La principale cause de morbidité et de mortalité des patients est l’atteinte 

pulmonaire, qui est caractérisée par des cycles d’infections et d’inflammation, responsables 

d’une dégradation progressive du tissu pulmonaire et, à terme, d’une insuffisance respiratoire.   

Bien que la sévérité de la maladie soit en partie déterminée par le type de variants du 

gène CFTR, qui sont elles aussi très nombreuses, des études récentes ont montré que la 

variabilité des différentes atteintes s’explique également par d’autres facteurs 

environnementaux ou génétiques. Ces derniers sont appelés « gènes modificateurs » de la 

mucoviscidose. 

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés à un de ces gènes 

modificateurs, SLC6A14, dont certains variants génétiques ont été montrés comme étant 

associés à une aggravation des atteintes digestives et respiratoires de la mucoviscidose. Nous 

nous sommes particulièrement intéressés à son rôle dans la physiopathologie pulmonaire, ainsi 

qu’à la régulation de son expression et de sa fonction en contexte inflammatoire et infectieux, 

caractéristiques de la mucoviscidose.  

L’apport de nouvelles connaissances sur le gène modificateur SLC6A14, qui fait l’objet 

de recherches depuis peu, est essentiel à une meilleure compréhension de la maladie ainsi qu’au 

développement de nouvelles pistes thérapeutiques. A terme, la prise en compte des gènes 

modificateurs dans la prise en charge des patients atteints de mucoviscidose permettrait 

d’adapter les traitements et de tendre vers une médecine personnalisée. 

En espérant que vous trouverez, au fil des pages, autant de plaisir à découvrir le fruit de nos 

recherches que nous avons pu en avoir à les récolter, je vous souhaite une bonne lecture. 
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Chapitre 1 - L’appareil respiratoire 

I- Généralités 

L’appareil respiratoire est constitué d’un ensemble d’organes permettant les échanges 

gazeux entre un organisme et son environnement. Chez l’Homme, l’air est conditionné et 

conduit tout au long de « l’arbre trachéo-bronchique », division successive des voies aériennes 

en structures de plus en plus petites (Figure 1). Le passage de l’air se fait d’abord dans les voies 

aériennes supérieures : fosses nasales, cavité oro-pharyngée puis larynx et trachée. L’air inspiré 

y est alors réchauffé et humidifié, afin de permettre la dissolution des gaz pour les échanges 

ultérieurs avec le compartiment sanguin. Il y est également purifié de particules potentiellement 

dangereuses telles que des poussières ou microorganismes pathogènes.    

La qualité de l’air inspiré continue d’être optimisée (humidification, épuration) via sa 

conduction dans les voies aériennes inférieures. Ces dernières sont constituées des bronches et, 

au sein des poumons, des bronchioles puis enfin des alvéoles où le dioxygène (O2) diffuse dans 

le sang et où le dioxyde de carbone (CO2) sanguin est relargué : c’est l’hématose.  

 

 

Figure 1. Le système respiratoire humain. 
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II- Epithélium des voies aériennes 

Un épithélium est un tissu recouvrant toute partie de l’organisme se trouvant au contact du 

milieu extérieur. Ainsi, il peut recouvrir la peau, mais également toute cavité interne de 

l’organisme telles que le système digestif, urinaire, reproducteur ou encore respiratoire. Ce type 

de tissu est formé d’une ou plusieurs couches de cellules juxtaposées et jointives, permettant 

une étanchéité entre le milieu extérieur et le tissu sous-jacent. L’épithélium est ainsi souvent 

assimilé à une véritable barrière physique contre le passage d’éléments pathogènes ou non1.  

La proportion de chaque type cellulaire et la configuration de l’épithélium varie tout au long du 

tractus respiratoire (Figure 2). De manière simplifiée, un épithélium pluri-stratifié, squameux 

et kératinisé recouvre les fosses nasales. De la trachée aux bronches, l’épithélium est dit pseudo-

stratifié : la totalité des cellules repose sur la lame basale mais ne sont pas toutes au contact de 

la lumière. Dans cette portion des voies aériennes, l’épithélium est principalement constitué de 

cellules ciliées, de cellules caliciformes et de cellules basales. Au niveau des bronchioles 

proximales, on observe au sein de l’épithélium pseudo-stratifié l’apparition des cellules club 

tandis que les cellules basales se raréfient. Pour finir, les bronchioles distales sont couvertes 

d’un épithélium cuboïde simple composé de cellules club.  

 

Figure 2. Les différents types cellulaires présents de la trachée aux alvéoles. Adapté de Antunes et al., 20132. Par 

simplification et manque de données dans la littérature, les ionocytes, cellules M, à touffe, hillock et PNEC ne 

figurent pas sur ce schéma. 
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L’épithélium des voies aériennes est ainsi composé d’une grande variété de cellules, 

récemment décrite en détails par Davis et Wypych 3, comprenant les cellules basales, les 

cellules club, les cellules ciliées, les cellules caliciformes mais aussi les cellules 

neuroendocrines, les cellules à touffe, les ionocytes, les cellules micropliées ou encore les 

cellules en collines (Figures 2 et 3). Il s’agit ici d’une liste non exhaustive, car de très nombreux 

types cellulaires pulmonaires commencent tout juste à être découverts par séquençage des 

ARNm en cellule unique (scRNA seq). Travaglini et al., ont par exemple identifié, en 2020, 58 

populations cellulaires dans le poumon humain, dont 14 inconnues jusqu’à lors 4. 

 

Figure 3. Microphotographies des différents types cellulaires épithéliaux des voies aériennes obtenues par 

microscopie électronique à transmission ou à balayage pour les images C et G : cellules ciliées (C), basales (B), à 

mucus (M), séreuses (S), club (Cl) et neuroendocrines (N) - Combinaison de microphotographies extraites de la 

thèse de Dre. Pauline Bardin (2019 | http://www.theses.fr/2019SORUS046); extraites de Bérubé et al., 20105; 

Gibson, 20026; Jeffery and Li7, 1997; Moran, 19888; Ross, 20069). 

 

a. Les cellules basales 

Les cellules basales sont de forme cuboïde, fixées à la membrane basale 10 (Figures 2 

et 3). Ces cellules représentent environ 5 à 30 % des cellules épithéliales des voies aériennes 

chez l'homme, en fonction de leur emplacement le long du tractus respiratoire 11. Les cellules 

basales sont des acteurs clés de l'homéostasie respiratoire et de la régénération épithéliale 12. En 

effet, les cellules basales sont les principales cellules souches des voies respiratoires. Elles ont 
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la capacité de s'auto-renouveler lors d’une lésion ainsi que de se différencier en cellules 

caliciformes, cellules ciliées, cellules à touffe, cellules neuroendocrines pulmonaires (PNEC, 

pour pulmonary neuroendocrine cells) ou encore en ionocytes pulmonaires 11–14. De 

nombreuses études ont suggéré qu'au moins deux sous-populations distinctes sur le plan 

transcriptionnel sont présentes parmi les cellules basales des voies respiratoires humaines 4,10 

et murines 15. Une des deux sous-populations serait composée de cellules souches, tandis que 

la seconde serait composée de cellules progénitrices permettant la différenciation luminale 16. 

b. Les cellules club 

Précédemment connues sous le nom de cellules de Clara, ces cellules en forme de dôme 

(Figures 2 et 3) sont les cellules épithéliales majoritairement retrouvées au niveau des 

bronchioles 17. Les cellules club, ainsi que leurs produits sécrétés, jouent un rôle important dans 

le maintien de l'homéostasie pulmonaire. Comme les cellules basales, elles peuvent agir comme 

des cellules souches, c’est-à-dire contribuer à la réparation de l'épithélium 18 et donner naissance 

à des cellules ciliées et à des cellules caliciformes. Les cellules club ont également la capacité 

de se dédifférencier en cellules basales lorsque survient, par exemple, une lésion ou une perte 

de cellules basales 19,20. Les cellules club ont également un rôle de cellules sécrétrices, 

participant à la production du liquide de surface des voies respiratoires 21–23.  

c. Les cellules ciliées 

Les cellules ciliées, de forme cylindrique (Figures 2 et 3), sont présentes tout du long 

des voies respiratoires. Au moins deux sous-ensembles distincts sur le plan transcriptionnel ont 

été identifiés par scRNAseq entre les parties proximales et distales du tractus respiratoire 4. Les 

cellules ciliées proviennent de la différenciation de cellules club ou des cellules caliciformes 24. 

Elles jouent un rôle central dans l'homéostasie des voies respiratoires. En effet, les cellules 

ciliées permettent l’élimination par expectoration des micro-organismes pathogènes, de 

particules inhalées ainsi que d’autres débris piégés dans le mucus, grâce au battement rythmique 

et asynchrone des cils présents au pôle apical. Ce processus est communément appelé clairance 

mucociliaire 25, et est altéré dans le cas de pathologies pulmonaires telles que la mucoviscidose.  

d. Les cellules caliciformes 

Les cellules caliciformes (ou goblet cells), ainsi nommées de par leur aspect (Figures 2 

et 3), sont les principales cellules productrices de mucus des voies respiratoires. Elles 

permettent ainsi, de concert avec les cellules ciliées, de faciliter l'efficacité de la clairance muco-

ciliaire. Le mucus est composé d’électrolytes, de métabolites, fluides, produits antimicrobiens 
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et de mucines associées aux cellules, sécrétées ou gélifiantes, telles que MUC5AC et MUC5B 

26. Comme les cellules ciliées, les cellules caliciformes sont dérivées des cellules club. La lignée 

des cellules caliciformes a récemment été divisée en deux sous-ensembles fonctionnellement 

différents : d’une part, les cellules gobelet-1 produisent principalement du mucus ; d’autre part, 

les cellules gobelet-2 sécrètent des orthologues de la protéine 16 du granule de zymogène, une 

protéine capable de se lier aux bactéries Gram-positives et de les agréger 13,27. 

La dérégulation de la production de mucus par les cellules caliciformes est une des 

caractéristiques de diverses pathologies pulmonaires, dont la mucoviscidose 26,28. Par exemple, 

la surproduction de MUC5AC peut provoquer une hyperréactivité allergique des voies 

respiratoires 29, tandis que l'absence de MUC5B peut entraîner une altération de la clairance 

muco-ciliaire caractérisée par une inflammation persistante, une infection bactérienne 

chronique et des schémas respiratoires atypiques 30.  

e. Les cellules neuroendocrines pulmonaires 

Les PNEC sont des cellules résidentes épithéliales innervées très rares (Figure 3). 

Sensibles à l’hypoxie, l’hypercapnie et à la nicotine31,32, elles détectent l'activité des voies 

respiratoires et sécrètent des neuropeptides permettant entre autres de stimuler les réponses 

immunitaires 33. Ainsi, elles font le lien entre les systèmes immunitaire et nerveux. Les PNEC 

auraient également un rôle important dans le développement pulmonaire fœtal 34. On estime 

que ces cellules représentent environ 0,5 % de toutes les cellules épithéliales des voies 

respiratoires humaines 35 et 0,01 % de toutes les cellules du poumon 4. Les PNEC existent 

souvent sous forme de cellules isolées, mais peuvent également former des amas appelés corps 

neuroépithéliaux 36,37. Il a récemment été suggéré qu'elles provenaient de cellules à touffe 38. 

Comme pour les cellules basales et les cellules club, les lésions épithéliales peuvent déclencher 

la reprogrammation d'un sous-ensemble de PNEC et leur faire adopter d'autres statuts 

cellulaires, agissant ainsi comme des cellules souches et facilitant la réparation des tissus 39,40. 

Une augmentation du nombre de PNEC peut être détectée dans des pathologies pulmonaires 

comme la mucoviscidose 41.  

f. Les cellules à touffe ou  tuft cells 

Les cellules à touffe auraient des fonctions chimiosensorielles, neuronales et 

immunologiques 42. Elles sont retrouvées au niveau des voies respiratoires 13, mais également 

dans l'estomac 43, les intestins 42, l'épithélium olfactif 44, le tube auditif 45, la conjonctive 46, le 

canal biliaire 47, la vésicule biliaire 48,49, l'urètre 50,51, et même le thymus 52, et seraient désignées 
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par une variété de noms différents en fonction de leur emplacement anatomique. Dans l'intestin 

humain, il a été démontré que les cellules à touffe résident à proximité des fibres nerveuses 53. 

Des observations analogues ont été faites dans le canal auditif et la conjonctive 45,46,54, désignant 

ainsi les cellules à touffe comme des médiateurs potentiels de la communication immuno-

neuronale. Néanmoins, une colocalisation similaire dans les voies respiratoires reste à décrire. 

Des recherches récentes ont révélé l'existence de plusieurs sous-ensembles de cellules à touffe 

résidant dans les voies respiratoires murines, appelées cellules à touffe immatures, tuft-1 et tuft-

2 13. Les cellules tuft-1 provenant de trachée de souris expriment ainsi des gènes liés à la 

signalisation du goût, tandis que les cellules tuft-2 expriment des gènes associés à la synthèse 

des leucotriènes et à l'immunomodulation tels que le gène Alox5ap 13. Ces données suggèrent 

que les premières ont un rôle chimiosensoriel, tandis que les secondes ont une fonction plus 

immunologique 13. Néanmoins, les preuves de l'implication des cellules à touffe dans les 

maladies respiratoires sont limitées. Ces cellules expriment des récepteurs TAS2 55, qui 

permettent l’atténuation de l'inflammation allergique des voies respiratoires 56. Des cellules à 

touffe ont également été retrouvées de manière ectopique dans des voies aériennes murines 

distales après une infection par le virus de la grippe, contribuant ainsi au remodelage 

dysplasique 57. Les cellules à touffe pourraient également servir de progéniteurs pour les PNEC 

et les ionocytes pulmonaires 38.  

g. Les cellules en collines ou hillock cells 

Très peu d’éléments sont à ce jour connus concernant les cellules en collines. Pouvant 

être confondues avec des axones, elles ont été décrites par Montoro et al. comme une variété 

de cellules club descendant de la lignée des cellules basales et exprimant la kératine 13 13. Ces 

cellules se trouvent dans des groupes contigus de cellules épithéliales stratifiées, formant des 

structures « en colline », où elles ont un taux de renouvellement particulièrement élevé et 

expriment des marqueurs associés à la différenciation de l'épithélium pavimenteux, à l'adhésion 

cellulaire et à l'immunomodulation 13,58.  

h. Les cellules micro-pliées ou cellules M 

Comme les cellules à touffe, les cellules M sont mieux comprises dans un contexte 

gastro-intestinal, où leur principale fonction est l'initiation des réponses immunitaires par 

endocytose et le transport d'antigènes de la lumière intestinale vers les cellules présentatrices 

d'antigènes résidant dans la lamina propria 59. Néanmoins, on peut également trouver des 

cellules M dans d'autres sites muqueux, tels que les voies respiratoires de l'homme et de la 

souris, où elles sont structurellement et fonctionnellement similaires à celles de l'intestin 60,61. 
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Les cellules M des voies respiratoires auraient un rôle assez large dans l’infection bactérienne. 

En effet, les cellules M sont la cible de Mycobacterium tuberculosis (ou bacille de Koch), qui 

utilise ces cellules afin de faciliter sa propagation 62. D’autre part, les cellules M sont également 

des cellules présentatrices d’antigènes : elles sont capables entre autres d'absorber les antigènes 

de Salmonella typhimurium et de Streptococcus 61. 

i. Les cellules séreuses 

Les cellules séreuses sont des cellules d’aspect pyramidal (Figures 2 et 3), composant 

les glandes localisées au sein de l’épithélium des voies aériennes, de manière plus distale que 

les cellules à mucus 63,64. En plus de la sécrétion de fluides et de solutés 65, les cellules séreuses 

sont capables de sécréter des composants antimicrobiens, tels que de la lactoferrine ou des 

lysozymes 66–69, leur valant le surnom de « neutrophiles immobiles » 70. 

j. Les pneumocytes 

Les échanges gazeux sont favorisés par les différents types cellulaires présents dans les 

alvéoles et les propriétés physico-chimiques spécifiques de ce micro-environnement (Figure 

4). En effet, la forme des pneumocytes de type I, cellules très fines et allongées occupant près 

de 96 % de la surface alvéolaire 71, permet la diffusion des gaz entre les sacs alvéolaires et les 

capillaires sanguins localisés dans la paroi alvéolaire (https://medlineplus.gov/ency/ 

anatomyvideos/000059.htm). Les pneumocytes de type II représentent quant à eux près de 4 % 

de la surface alvéolaire 71. De forme cuboïdale, ils sont responsables de la synthèse du 

surfactant, dont les propriétés tensio-actives sont nécessaires afin d’éviter un collapsus des 

alvéoles lors de la phase d’expiration. Les pneumocytes de type II présentent des 

caractéristiques de cellules souches de par leur capacité d’auto-renouvellement ainsi que de 

transdifférenciation en pneumocytes de type I 72. 
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Figure 4. Structure et composition des espaces alvéolaires. 

k. Les ionocytes 

Le développement de nouvelles technologies a pu permettre l’identification récente d’un 

nouveau type cellulaire au niveau des voies aériennes : les ionocytes pulmonaires (Figure 5). 

Deux études distinctes ont ainsi identifié ce type cellulaire dans les voies respiratoires des souris 

(trachée) et des humains (bronches) 13,73 par combinaison de scRNAseq et de traçage de lignée 

cellulaire (lineage tracing) in vivo. Générés à partir de précurseurs de cellules basales ou de 

cellules à touffe 38, les ionocytes pulmonaires représentent environ 2 % des cellules épithéliales 

des voies aériennes humaines et expriment des niveaux élevés du gène responsable de la 

mucoviscidose, le gène Cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) (Figure 5) 13,73. De 

manière anecdotique, les ionocytes ont été ainsi nommés de par leur similarité avec les cellules 

éponymes présentes dans la peau de larve de xénope 74 et de poisson-zèbre 75, qui permettent 

des efflux chlorure entre le milieu marin et la circulation sanguine. Ainsi, les ionocytes 

pulmonaires humains, exprimant fortement la protéine CFTR, semblent être une cible 

intéressante pour de futurs traitements visant à soigner la mucoviscidose. En effet, bien que ne 

représentant qu’environ 0,5 % des cellules épithéliales des voies respiratoires murines, les 

ionocytes expriment près de 55 % du total des transcrits Cftr détectés dans l’épithélium trachéal 
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de souris 13. L'expression de CFTR dans le tissu bronchique humain est régulée par le facteur 

de transcription FOXI1, autre marqueur important des ionocytes pulmonaires. Les souris 

déficientes pour Foxi1 présentent une réduction marquée de l'expression de la protéine CFTR 

et une perturbation de la physiologie du mucus des voies respiratoires 13. Ces données suggèrent 

ainsi un lien de causalité entre le dérèglement des ionocytes pulmonaires et le développement 

de la mucoviscidose.  

 

Figure 5. Diversité des types cellulaires présents dans l’épithélium trachéal de souris et expression de la protéine 

CFTR. Extrait de Travaglini et Krasnow, 201876. 

******* 

L’élimination des éléments potentiellement pathogènes présents dans l’air inspiré est 

rendue possible par divers éléments. Tout d’abord, l’étanchéité des épithelia empêche les 

particules et microorganismes pathogènes d’accéder aux tissus sous-jacents. Ensuite, la 

production de mucus par les cellules caliciformes, majoritairement présentes au niveau 

bronchique, permet à la fois de piéger les particules et microorganismes aéroportés mais aussi 

de limiter leur prolifération grâce aux agents antibactériens présents dans le mucus 77. D’autre 

part, des réflexes nerveux induisent des bronchoconstrictions ou une toux, qui, associés à la 

clairance mucociliaire, permettent la mise en mouvement et l’élimination du liquide de surface 

et du mucus contenant particules et microorganismes78.  
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D’autre part, la présence dans le mucus d’acteurs protéiques tels que des lysozymes, de la 

lactoferrine, des immunoglobulines ou encore des peptides anti-microbiens tels que les 

défensines, permet de lutter contre divers microorganismes pathogènes 79–83.  

L’épithélium bronchique et la clairance mucociliaire jouent ainsi le rôle de première défense 

de l’appareil respiratoire. Leur intégrité et leur bon fonctionnement sont essentiels pour faire 

face à des infections bactériennes ou fongiques et conserver une fonction respiratoire normale. 

Ces paramètres sont modifiés dans certaines pathologies telle que la mucoviscidose, que nous 

allons étudier dans le cadre de cette étude.
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Chapitre 2 - La mucoviscidose 

I- Epidémiologie 

La mucoviscidose (ou CF, pour cystic fibrosis) est la maladie génétique rare et mortelle la 

plus fréquente au sein de la population caucasienne 84. En France, près de deux millions de 

personnes sont porteuses d’un variant génétique responsable de la maladie tandis que l’on 

estime qu’un bébé atteint de la mucoviscidose naît tous les 3 jours. En effet, 109 naissances de 

patients atteints de mucoviscidose ont été recensées en 2019 d’après le bilan des données 2019 

du registre français de la mucoviscidose 2021. Le nombre de patients est estimé à près de 70 000 

dans le monde, d’après le registre américain Cystic Fibrosis Foundation, avec une prévalence 

variable selon les régions du monde (Figure 6).  

Figure 6. Prévalence de la mucoviscidose dans le monde. D'après la compilation de Lopes-Pacheco, 201685 faite 

à partir de données provenant de Cystic Fibrosis Foundation (CFF), European Cystic Fibrosis Society (ECFS), 

Cystic Fibrosis Canada (CFC), Cystic Fibrosis Federation Australia (CFFA) et de Brazilian Cystic Fibrosis Study 

Group (GBEFC), graduation chiffrée pour 100 000 habitants. Les zones grisées représentent les zones 

géographiques pour lesquelles des données fiables ne sont pas disponibles. 

En 2019, le taux brut de mortalité en France s’élevait à 5,7 pour 1000 patients, avec un 

âge médian au décès de 34 ans. Une analyse de survie a été réalisée sur cinq cohortes de patients 

nés à des périodes différentes (1992-1996 ; 1997-2001 ; 2002-2006 ; 2007-2011 ; 2012-2016) 

et a pu mettre en évidence une amélioration de l’espérance de vie des patients appartenant aux 

plus jeunes cohortes comparées aux cohortes plus âgées (bilan des données 2019 du registre 

français de la mucoviscidose 2021). Cette étude a ainsi permis de montrer une différence 

significative de survie dès l’âge de 9 ans entre la cohorte née durant la période 1992-1996 et 

celle née durant la période 1997-2001. Cette amélioration des taux de survie observés ces 

dernières années est en grande partie due au développement de la prise en charge des patients 
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et des thérapies. Néanmoins, il n’existe à ce jour aucun traitement curatif universel et les 

patients décèdent toujours des suites d’une insuffisance respiratoire. 

La mucoviscidose est caractérisée par une transmission autosomique et récessive de 

variants pathogènes du gène CFTR, identifié simultanément par plusieurs laboratoires en 1989 

86–88. Le gène CFTR est localisé sur le bras long du chromosome 7 en position 7q31 et code 

pour une protéine responsable des échanges hydriques et ioniques à la surface des épithéliums 

sécréteurs. Plus précisément, cette protéine membranaire de 1480 acides aminés permet de 

réaliser des efflux d’ions chlorure au niveau des muqueuses de nombreux organes tels que les 

poumons, les intestins, le foie, le pancréas, les glandes sudoripares ou les organes génitaux 89. 

L’atteinte respiratoire étant la principale cause de mortalité et de morbidité des patients, nous 

nous intéresserons plus particulièrement au niveau pulmonaire.  

Un dysfonctionnement - ou une absence - du canal CFTR induit des déséquilibres iono-

hydriques responsables d’une déshydratation du liquide de surface et du mucus sécrété à la 

surface de l’épithélium. Ces déséquilibres, dus aux variants pathogènes du gène CFTR, 

provoquent un épaississement et une augmentation de la viscosité du mucus. Une obstruction 

est alors observée dans différents organes.  

 

II- Le gène Cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) et ses variants 

A ce jour, plus de 2000 variants pathogènes du gène CFTR ont été répertoriés. La 

conséquence au niveau protéique la plus fréquemment observée est la délétion de la 

phénylalanine en position 508 (F508del) dont au moins une copie est présente chez plus de 

80 % des patients atteints de mucoviscidose. Les multiples autres variants du gène CFTR – et 

donc de la protéine CFTR - ne représentent ainsi chacun qu’une minorité de patients (bilan des 

données 2019 du registre français de la mucoviscidose 2021) (Table 1), pour qui de possibles 

traitements sont très peu développés. 
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Variant génétique 
Variant 

protéique 

Nom usuel du 

variant génétique 

et/ou protéique 

Type de 

mutation 

Nombre 

de 

patients* 

Proportion 

(en %) 

c.1521_1523delCTT p.Phe508del F508del 
Délétion 

d’un codon 
5957 83,2 

c.1624G>T p.Gly542X G542X Non-sens 398 5,6 

c.3909C>G p.Asn1303Lys N1303K Faux-sens 296 4,1 

c.2657+5G>A 

(AJ574995.1:g.216G>A) 
/ 2789+5G>A 

Epissage 

(intron) 
187 2,6 

c.1585−1G>A 

(AJ574980.1:g.116G>A) 
/ 1717-1G>A 

Epissage 

(intron) 
151 2,1 

c.350G>A p.Arg117His R117H Faux-sens 146 2,0 

c.1657C>T p.Arg553X R553X Non-sens 132 1,8 

c.1652G>A p.Gly551Asp G551D Faux-sens 127 1,8 

c.3846G>A p.Trp1282X W1282X Non-sens 108 1,5 

c.3718−2477C>T 

(AY848832.1:g.40725C>T) 
/ 3849+10kbC>T Autre 103 1,4 

* Avec au moins une copie du gène considéré 

Table 1. Les 10 variants du gène CFTR les plus fréquents chez les patients atteints de mucoviscidose français en 

2019. (Données extraites du bilan des données 2019 du registre français de la mucoviscidose 2021 et de Ogino et 

al., 200790) 

 

/!\ Par la suite, les noms usuels seront utilisés pour faire référence aux variants 

génétiques de CFTR, provoquant ou non la formation d’un variant protéique. 

La multitude de variants pathogènes de CFTR sont aujourd’hui classifiés en 6 classes 

(Figure 7), en fonction de la conséquence fonctionnelle du variant concerné 91–94. Les variants 

de classes I à III sont considérés comme provoquant un phénotype plus sévère que les variants 

de classes IV à VI. 
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Figure 7. Représentation des différentes classes de variants du gène CFTR et de leur impact sur l’expression et/ou 

la localisation de la protéine. Adapté de Boyle and De Boeck, 201395 

a. Les variants de classe I 

La classe I est composée de variants de CFTR, tels que G542X, induisant la présence 

d’un codon stop prématuré dans la séquence codante de CFTR. Il s’agit d’une mutation « non-

sens ». La protéine traduite est alors tronquée et très vite dégradée. Ce type de variant est présent 

chez 15,7 % des patients mucoviscidosiques français d’après le bilan des données 2019 du 

registre français de la mucoviscidose 2021.   

b. Les variants de classe II 

Les variants de classe II sont caractérisés par un défaut de maturation de la protéine 

CFTR qui s’accumule alors au niveau du réticulum endoplasmique (RE) au lieu d’être 

transférée à l’appareil de Golgi puis adressée à la membrane plasmique. La protéine non 

maturée est redirigée et dégradée par le protéasome. Cette classe est la plus représentée chez 

les patients atteints de mucoviscidose, avec par exemple le variant F508del, qui est retrouvé en 

au moins une copie chez plus de 80 % des patients en France. Plus précisément, 41 % des 

patients mucoviscidosiques français sont homozygotes pour le variant F508del et près de 42 % 

sont hétérozygotes (bilan des données 2019 du registre français de la mucoviscidose 2021).  

c. Les variants de classe III 

Dans le cas des variants de classe III, la protéine CFTR est bien fabriquée et adressée à 

la membrane plasmique mais les domaines NBD1 et NBD2 (nucleotide-binding domain 1 ou 
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2), qui permettent la régulation de l’ouverture du canal CFTR via la fixation de molécules 

d’ATP, sont affectés. Le canal est alors présent mais incapable de s’ouvrir et donc non 

fonctionnel. C’est notamment le cas pour le variant G551D, présente chez près de 2 % des 

patients atteints de mucoviscidose français. 

d. Les variants de classe IV 

Les variants de classe IV sont caractérisés par un défaut de conductance du canal CFTR. 

Ainsi, la protéine est bien fabriquée, adressée à la membrane avec une bonne stabilité, mais son 

efficacité concernant les efflux chlorures est diminuée, comme par exemple pour le variant 

R117H, présent en au moins une copie chez 2 % des patients français. 

e. Les variants de classe V 

La classe V est composée de variants, tels que A455E, responsables d’une instabilité de 

l’ARNm de CFTR. Les quantités de protéines CFTR traduites sont donc réduites, bien que bien 

formées et adressées à la membrane. Le variant A455E est présent chez 0,7 % des patients 

français. 

f. Les variants de classe VI 

Dans le cas de la classe VI, la protéine CFTR est formée et est bien adressée à la 

membrane mais est très peu stable et est internalisée rapidement puis dégradée par le 

protéasome. Des variants tels que Q1412X ou 4326delTC, responsables de la production d’une 

protéine tronquée, font partie de cette classe. 

 

III- Dépistage et diagnostic 

Différents éléments peuvent fréquemment amener à un dépistage de la mucoviscidose : 

des antécédents familiaux, une diarrhée chronique, un iléus méconial (IM) - ou obstruction 

intestinale à la naissance - un retard de croissance ou des symptômes respiratoires 

(https://www.vaincrelamuco.org/vivre-avec/la-mucoviscidose/symptomes-depistage-et-

diagnostic ; https://www.ameli.fr/assure/sante/themes/mucoviscidose/diagnostic-evolution). 

Depuis 2002 en France, un dépistage néonatal systématique est réalisé sur les nouveau-

nés trois jours après leur naissance. Ce dépistage consiste en la récupération d’une goutte de 

sang prélevée au niveau du talon à l’aide d’un papier buvard : c’est le test de Guthrie 96. Dans 

ce prélèvement est dosée la trypsine immuno-réactive (ou TIR). Une trop grande quantité de 

cette enzyme reflète une anomalie pancréatique, ayant lieu durant la vie fœtale ou dans les 
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premiers mois de vie et pouvant être due à la mucoviscidose. Cette technique permet d’identifier 

près de 95 % des patients atteints de la maladie. Néanmoins, certains patients portent des 

variants génétiques de CFTR qui ne provoquent pas d’insuffisance pancréatique et ne seront 

pas identifiés par ce dosage. De même, une TIR trop élevée peut être signe d’une pathologie 

autre que celle de la mucoviscidose.  

Pour confirmer - ou infirmer - le diagnostic de mucoviscidose, une analyse génétique 

est réalisée avec l’accord parental grâce à une prise de sang permettant de rechercher les 29 

variants génétiques les plus fréquents de CFTR (dix d’entre eux sont répertoriés dans la Table 

1). Après cette analyse, plusieurs cas peuvent se présenter : 

 Deux variants pathogènes sont identifiés : 

Les parents et leur nouveau-né sont convoqués au sein du Centre de ressources et de 

compétences de la mucoviscidose (CRCM) le plus proche. Il en existe une trentaine en France. 

Sont alors établis une évaluation clinique et un test de la sueur. L’évaluation clinique permet de 

vérifier si l’enfant présente différents symptômes caractéristiques de la mucoviscidose, ces 

derniers seront détaillés dans les paragraphes suivants. Le test de la sueur est le dernier et le 

plus ancien élément permettant de confirmer le diagnostic. En effet, cette méthode a été établie 

par di Sant’Angnese en 1953 97 et standardisé par Gibson et Cooke en 1959 98. Le principe 

consiste à récolter la sueur de l’enfant et à mesurer ses concentrations en ions chlorures, qui est 

anormalement élevée chez les patients atteints de mucoviscidose. Si la concentration en ions 

chlorures est supérieure à 60 mmol/L, le diagnostic est confirmé. Si elle est inférieure à 40 

mmol/L le diagnostic est au contraire infirmé. Dans le cas où la concentration en chlore sudoral 

est comprise entre 40 et 60 mmol/L, le diagnostic repose sur l’analyse clinique. Le traitement 

et un suivi sont mis en place par le CRCM si le diagnostic est bien confirmé. 

 Un seul variant pathogène est identifié : 

Le test de la sueur est réalisé et, comme pour le cas précédent, si les concentrations de chlore 

sudorales dépassent le seuil de 60 mmol/L, le patient est diagnostiqué et pris en charge par le 

CRCM. La conclusion vis-à-vis des concentrations « intermédiaires » dépend encore dans ce 

cas des données cliniques. Si le test de la sueur est négatif, le patient n’est pas considéré comme 

étant atteint de la mucoviscidose mais comme étant porteur d’un allèle pouvant transmettre la 

maladie à sa descendance. Cette information est donnée aux parents lors d’une consultation de 

conseil génétique.   
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 Aucun variant pathogène n’est retrouvé : 

Le dosage de la TIR est répété sur le patient à l’âge de 21 jours. Si elle est toujours élevée, 

le test de la sueur est réalisé et permet de conclure sur l’atteinte ou non de la mucoviscidose. Si 

les résultats du test de la sueur ne sont pas formels – concentrations « intermédiaires » - le test 

devra être répété.  

 

IV- Symptômes et soins 

Comme nous l’avons précisé précédemment, la mucoviscidose est caractérisée par des 

signes cliniques pouvant affecter différents organes et ce, dès la naissance ou bien tout au long 

de la vie du patient (Table 2). 

a. Manifestations extra-pulmonaires 

1. Atteintes digestives 

a) Atteintes gastro-intestinales 

Avant que le dépistage néonatal systématique soit mis en place, les atteintes digestives 

des patients atteints de mucoviscidose faisaient partie des signes cliniques pouvant annoncer la 

maladie. En effet, la plupart des patients présentent des atteintes digestives pouvant se 

manifester par des diarrhées graisseuses ou des constipations fréquentes, des troubles de la 

motilité gastro-intestinale pouvant entraîner un prolapsus rectal ou encore des reflux gastro-

œsophagiens99.  

Chez 15 % des patients atteints de mucoviscidose, une occlusion intestinale apparait 

dans les jours suivant la naissance due à l’accumulation de méconium desséché au niveau de la 

valvule iléo-caecale. Cette occlusion intestinale néonatale est appelée iléus méconial (IM) 

(Figure 8). Dans la moitié des cas, elle nécessite une intervention chirurgicale pouvant engager 

le pronostic vital du nouveau-né 100. 
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Figure 8. Représentation de l'iléus méconial présent chez une partie des patients atteints de mucoviscidose. 

Les patients mucoviscidosiques sont également sujets à une malabsorption des 

nutriments par les entérocytes ainsi qu’à une augmentation de la perméabilité intestinale due à 

une stimulation du système immunitaire. Ce phénomène peut être associé à une intolérance aux 

protéines de lait de vache, une maladie cœliaque ou la maladie de Crohn101. 

b) Atteinte pancréatique exocrine 

Les patients porteurs de variants de CFTR « sévères », c’est-à-dire de classes I à III, sont 

caractérisés par une insuffisance pancréatique exocrine. Cela correspond à près de 80 % des 

nourrissons atteints de mucoviscidose. Environ 65 % des patients insuffisants pancréatiques 

sont identifiés au moment du diagnostic tandis que 15 % des nouveau-nés initialement 

suffisants deviennent insuffisants pancréatiques durant leur première année de vie 102. 

Concrètement, l’accumulation de mucus dans les canaux pancréatiques empêche la 

sécrétion d’enzymes essentielles à la digestion des graisses et des protéines, telles que la lipase, 

la trypsine et la chymotrypsine 103. Cela induit des carences nutritionnelles importantes chez les 

patients atteints de mucoviscidose, notamment en acides gras essentiels, vitamines, fer et oligo-

éléments, un retard de croissance staturo-pondérale ainsi que des selles fréquentes, abondantes 

et graisseuses 104,105. 

D’autre part, les enzymes non déversées sont retenues au sein du pancréas et provoquent 

une dégradation progressive des cellules des îlots de Langerhans. Cela induit une insuffisance 

pancréatique endocrine caractérisée par une insuffisance de sécrétion d’insuline ainsi qu’une 

résistance périphérique à cette hormone 106. On observe ainsi l’apparition d’un diabète appelé 

cystic fibrosis-related diabetes mellitus (CFRD), présentant à la fois des caractéristiques du 

diabète de type I et du diabète de type II.  
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c) Atteinte hépatobiliaire 

L’atteinte hépato-biliaire (ou cystic fibrosis liver disease : CFLD) est la première cause 

de mortalité d’origine extra-pulmonaire des patients atteints de mucoviscidose. De même que 

pour le mucus au niveau pulmonaire, la bile est asséchée, épaissie et plus visqueuse chez les 

patients, provoquant une obstruction des canaux hépato-biliaires. Cette obstruction peut induire 

une cholestase, définie comme une diminution ou un arrêt de la sécrétion biliaire, accompagnée 

le plus souvent d’une lithiase vésiculaire (formation de calculs biliaires), pouvant aboutir à une 

cirrhose. En effet, 5 à 10 % des patients mucoviscidosiques développent une cirrhose 

multilobulaire durant leurs 10 premières années de vie (Figure 9). La décennie suivante, la 

cirrhose s’accompagne d’une hypertension portale augmentant le risque d’hémorragie digestive 

107. La fréquence et la gravité de l’atteinte hépatique diffère et augmente avec l’âge 108. 

 

Figure 9. Evolution de la fréquence des différentes pathologies hépatiques et digestives au cours de la vie des 

patients atteints de mucoviscidose (bilan des données 2019 du registre français de la mucoviscidose 2021). 

 

d) Soins et traitements des atteintes digestives 

Les symptômes dus à l’atteinte digestive sont contrôlés tout d’abord en accompagnant 

le patient et en l’informant sur la nutrition. Les patients sont en effet généralement suivis par 

une diététicienne en charge d’adapter les apports nutritionnels des patients qui ont des besoins 

énergétiques très importants, des problèmes de mal digestion, de malabsorption, de croissance 

et parfois de perte d’appétit. L’apport calorique d’un enfant mucoviscidosique représente 120 

à 130 % des apports nécessaires à un enfant sain du même âge selon l’association Vaincre la 
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Mucoviscidose (https://www.vaincrelamuco.org/vivre-avec/la-mucoviscidose/symptomes-

digestifs/nutrition). 

L’alimentation est complémentée par un apport en vitamines A, D, E et K, en minéraux 

tels que le zinc, le sélénium ou le fer et parfois le sodium. L’administration médicamenteuse 

d’extraits pancréatiques permet de compenser la sécrétion défaillante des enzymes 

pancréatiques nécessaires à la digestion (https://www.vaincrelamuco.org/vivre-avec/la-

mucoviscidose/symptomes-digestifs/nutrition). 

En ce qui concerne les complications dues à l’atteinte hépato-biliaire, un dépistage 

annuel dès le diagnostic est recommandé par le protocole national de diagnostic et de soins 

(PNDS) Mucoviscidose de 2017. La prise en charge des patients consiste, entre autres, en la 

vaccination contre l’hépatite A et B et un traitement par l’acide ursodésoxycholique. 

L’hypertension portale est surveillée et, le cas échéant, l’indication de transplantation hépatique 

est envisagée. 

 

2. Autres atteintes extra-pulmonaires 

L’espérance de vie des patients ayant considérablement augmenté ces dernières années, 

l’émergence de nouvelles atteintes est observée au cours de la vie des patients, notamment à 

l’âge adulte109. 

a) Atteinte génitale 

La protéine CFTR est également localisée à la surface de l’épithélium du tractus génital. 

Les variants génétiques pathogènes de CFTR induisent un épaississement de la glaire cervicale 

chez la femme conduisant à une hypofertilité 110. Néanmoins, les grossesses chez les femmes 

atteintes de mucoviscidose ne sont aujourd’hui plus des cas isolés. En effet, la moyenne des 

débuts de grossesses survenus en France chaque année entre 2006 et 2019 s’élève à 48,8 pour 

1000 patientes (bilan des données 2019 du registre français de la mucoviscidose 2021). 

Les hommes mucoviscidosiques sont, quant à eux, touchés par une infertilité due à une 

atrésie bilatérale des canaux déférents accompagnée d’une absence des vésicules séminales, ce 

qui entraîne une azoospermie dans 95 % des cas 111. En 2019, 28 hommes français atteints de 

mucoviscidose sont devenus pères, dont 3 paternités seulement étaient d’origine naturelle, les 

autres ayant été permises par l’aide médicale à la procréation (bilan des données 2019 du 

registre français de la mucoviscidose 2021). 
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b) Atteinte osseuse 

La protéine CFTR semble également être exprimée au niveau osseux, dans les 

ostéoblastes et ostéoclastes 112,113.  

Il y a une dizaine d’années, une déminéralisation osseuse avec ostéopénie et une 

ostéoporose étaient observées chez 85 % et 13 à 50 % des adultes atteints de mucoviscidose, 

respectivement 114. En 2019, les chiffres concernant l’ostéopénie et l’ostéoporose confondues 

ne s’élèvent plus qu’à environ 15 % des adultes atteints de mucoviscidose (bilan des données 

2019 du registre français de la mucoviscidose 2021).  

Ces manifestations osseuses, dont la prévalence augmente avec l’âge des patients 115, 

sont appelées cystic fibrosis-related bone disease (CFBD). Les mécanismes 

physiopathologiques sous-jacents semblent être multiples. D’une part la dysfonction de CFTR 

dans les cellules osseuses peut être directement responsable d’une dérégulation des mécanismes 

de synthèse et de dégradation osseuses 116. D’autre part, les atteintes digestives responsables 

d’une malabsorption, entre autres, de vitamines D et K ainsi que la présence d’une inflammation 

chronique peuvent être à l’origine de fragilisations osseuses 117,118. 

c) Atteinte rénale 

L’atteinte rénale des patients atteints de mucoviscidose se traduit entre autres par une 

protéinurie, une hyponatrémie et une hypokaliémie 119. Une insuffisance rénale apparaît chez 

0,4 % des patients français en 2019. Les atteintes rénales sont un phénomène rare mais dont la 

fréquence augmente avec l’âge du patient : sur 32 patients souffrant d’insuffisance rénale 

terminale en 2019, 2 sont âgés de 20 à 24 ans, tandis que 13 sont âgés de plus de 40 ans (bilan 

des données 2019 du registre français de la mucoviscidose).  

d) Atteinte des glandes sudoripares 

L’atteinte des glandes sudoripares est historiquement celle qui permettait de pouvoir 

diagnostiquer la mucoviscidose, de par la perte de sel et la modification ionique de la sueur du 

patient. On parlait alors de « baiser salé » sur le front d’un enfant atteint de mucoviscidose. Les 

patients ont également de ce fait une sensibilité à la déshydratation accrue120–122.  

e) Atteinte ORL 

La présence d’une inflammation chronique au niveau nasal favorise le développement 

de polypes, qui participent à la mise en place de sinusites chroniques chez les patients atteints 

de mucoviscidose 123,124. 
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f) Douleurs 

Les patients mucoviscidosiques souffrent de douleurs multiples et variées, transitoires 

ou chroniques. Elles peuvent être dues aux symptômes de la maladie, aux soins ou bien d’ordre 

psychologique. Il est important de les prendre en considération afin d’améliorer les conditions 

de vie des patients. Parmi les douleurs physiques associées aux symptômes de la 

mucoviscidose, il y a les douleurs abdominales ou dorsolombaires, les douleurs thoraciques, 

articulaires ou encore des maux de tête. Les soins tels que les prises de sang, les fibroscopies, 

les aspirations nasales ou la kinésithérapie thoracique peuvent également s’avérer douloureuses. 

L’explication du soignant sur le déroulement de la procédure et les moyens antalgiques utilisés 

jouent un rôle essentiel dans le rapport au soin du patient et donc dans la gestion de la douleur 

(https://www.vaincrelamuco.org/vivre-avec/la-mucoviscidose/autres-symptomes/douleur). 

Les études portant sur les troubles psycho-sociaux rencontrés par les patients atteints de 

mucoviscidose se multiplient. Elles mettent en lumière des niveaux accrus d’anxiété ou de 

dépression chez les patients et les membres de leur famille comparés à la population générale 

125–127. 

g) Cancers 

Avec l’augmentation de l’espérance de vie des patients atteints de mucoviscidose, 

d’autres pathologies apparaissent avec l’âge : c’est notamment le cas des cancers. En effet, 

Neglia et al. ont observé une augmentation de l’incidence des cancers du tractus digestif chez 

les patients constituant une cohorte suivie de manière rétrospective entre 1985 et 1992 128. Ces 

résultats ont été confirmés dans une cohorte étatsunienne suivie entre 1990 et 2009, dans 

laquelle  Maisonneuve et al., indiquent que les patients atteints de mucoviscidose sont 

également plus sujets à développer une leucémie lymphoïde ou un cancer du testicule 129. Les 

risques de développer un cancer du pancréas, bien que très faibles, sont également augmentés 

dans la population mucoviscidosique comparée à la population générale 130. 
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Table 2. Les différentes atteintes organiques des patients mucoviscidosiques en fonction de leur âge.  

Adapté de Elborn, 2016 131. 

 

b. Manifestations pulmonaires 

1. Physiopathologie pulmonaire et caractéristiques cliniques de la 

mucoviscidose 

L’atteinte respiratoire est la principale cause de mortalité et de morbidité des patients 

atteints de mucoviscidose 132. L’altération de la clairance mucociliaire et l’épaississement du 

mucus présent dans les voies respiratoires du patient induisent, d’une part, une obstruction 

bronchique réduisant le passage de l’air et, d’autre part, le développement de foyers infectieux 

par de multiples virus et autres micro-organismes pathogènes, tels que les champignons 

Aspergillus fumigatus 133,134 ou les bactéries Staphyloccocus aureus, Haemophilus influenza et 

Pseudomonas aeruginosa 135. S’en suivent alors des cycles d’infection et d’inflammation 

responsables à terme de l’altération de l’intégrité des tissus pulmonaires et donc d’un déclin de 

la fonction respiratoire (Figure 10). 
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Figure 10. Physiopathologie pulmonaire de la mucoviscidose. Adapté de Amaral, 2015 136. 

Les signes cliniques observables de la mucoviscidose sont une toux fréquente et 

chronique, avec expectoration de mucus, des infections respiratoires régulières et une 

respiration difficile. La bactérie Staphyloccocus aureus est majoritairement retrouvée dans les 

voies respiratoires des patients au cours de la première moitié de leur vie, puis la bactérie 

Pseudomonas aeruginosa devient majoritaire (bilan des données 2019 du registre français de 

la muciviscidose 2021) (Figure 11). 

 

Figure 11. Evolution de la fréquence des différentes espèces bactériennes identifiées dans les poumons de patients 

atteints de mucoviscidose au cours de leur vie. Extrait du bilan des données 2019 du registre français de la 

mucoviscidose 2021.  
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La fonction respiratoire est estimée cliniquement en mesurant par spirométrie le volume 

d’expiration maximal en une seconde (VEMS). De manière concrète, cette mesure est réalisée 

sur un patient au repos, nez bouché, qui réalise plusieurs cycles de respiration dans un embout 

relié à un spiromètre. Le patient inspire ensuite profondément avant de réaliser une expiration 

« forcée ». Le volume d’air expiré durant la première seconde de cette expiration est ensuite 

exprimé en pourcentage du volume d’air expiré attendu chez un individu sain du même âge et 

de même sexe. Cette mesure clinique est essentielle pour le suivi de la fonction pulmonaire des 

patients atteints de mucoviscidose mais est également utilisée dans le cadre d’autres pathologies 

respiratoires telles que l’asthme ou la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO). 

Le déclin du VEMS est estimé comme étant légèrement inférieur à 2 % par an chez les patients 

atteints de mucoviscidose 137. 

2. Les cycles d’infection-inflammation : « l’œuf ou la poule ? » 

Une infection bactérienne très précoce chez les patients atteints de mucoviscidose 

entraîne une inflammation de leurs voies respiratoires et ce, dès le plus jeune âge 138–140. Cette 

inflammation devient chronique, d’autant plus que différentes espèces bactériennes se 

succèdent ou co-existent, et colonisent les voies aériennes au cours de la vie des patients (bilan 

des données 2019 du registre français de la mucoviscidose 2021) (Figure 11). A l’âge adulte, 

la bactérie P. aeruginosa devient l’espèce dominante et majoritaire présente dans les voies 

respiratoires des patients. Son installation, d’abord intermittente puis chronique, est favorisée 

par son adaptation évolutive et le large éventail de facteurs de virulence dont elle dispose141,142.  

Ces multiples infections induisent donc des épisodes inflammatoires caractérisés par la 

présence au long cours de facteurs inflammatoires dans les voies respiratoires, produits et 

sécrétés par les cellules épithéliales des voies aériennes mais également par les cellules 

immunitaires des patients143. De nombreuses cytokines pro-inflammatoires sont ainsi retrouvées 

de façon accrue, précoce et persistante dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) des patients 

atteints de mucoviscidose138,139. En effet, des concentrations élevées en interleukine-8 (IL-8)144–

147, en interleukine-6 (IL-6)144,148,149, en interleukine-1β (IL-1β)148 et en tumor necrosis factor α 

(TNFα)148 ont été retrouvées chez les patients 140,150. De récentes études ont montré que les 

proportions de certaines cytokines ainsi que les sous-types de cellules immunitaires impliqués 

semblent varier en fonction de l’âge des patients et/ou de l’avancée de la maladie140,151. Ainsi, 

tandis que de fortes concentrations d’IL-6 sont retrouvées dans les LBA de très jeunes patients, 

elles sont au contraire plutôt faibles dans les LBA de patients présentant des stades avancés de 

mucoviscidose151. D’autres facteurs inflammatoires pouvant être impliqués dans la réponse à 
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l’infection par P. aeruginosa ont été mis en évidence, tels que les interleukines 4 (IL-4), 9 (IL-

9), 10 (IL-10), 18 (IL-18), l’interféron γ (IFNγ), ainsi que des prostaglandines ou encore 

l’espèce réactive de l’oxygène monoxyde d’azote (NO)143,150,152,153. 

La mucoviscidose est caractérisée par une inflammation pulmonaire à dominance 

neutrophilique et dont les biomarqueurs sont l’IL-8, le nombre de neutrophiles ainsi que 

l’élastase qu’ils produisent (NE, pour neutrophil elastase), qui ont été montrés comme étant en 

corrélation directe avec la gravité de la maladie 154. L’IL-8 est une chimiokine chimiotactique 

permettant le recrutement des neutrophiles et est considérée comme ayant un rôle important 

dans la pathogenèse de la mucoviscidose151. Des concentrations accrues de NE sont alors 

retrouvées dans le liquide de surface, qui dépassent la capacité anti-élastasique des tissus de 

l’hôte : de fait, un déséquilibre protéases-antiprotéases est observé chez les patients atteints de 

mucoviscidose 138,139,155–158. D’autre part, d’autres protéases sont exprimées par P. aeruginosa 

ou par les neutrophiles, qui expriment par exemple la cathépsine G 159,160 , accentuant encore 

plus le déséquilibre protéases-antiprotéases, et favorisant l’altération des tissus environnants. 

Les cellules lésées relarguent alors leur ADN, participant de ce fait à l’augmentation de la 

viscosité du mucus. Ce phénomène peut également être amplifié par le relargage de l’ADN 

neutrophilique lors de la NETose réalisée par les neutrophiles161 qui, après avoir joué leur rôle, 

ne rentrent pas en apoptose et ne sont pas phagocytés par les macrophages 162. Ainsi, en plus de 

ne pas observer de résolution normale de l’inflammation, les neutrophiles entrent en nécrose et 

relarguent leur contenu au sein des voies respiratoires, provoquant davantage de lésions : ADN, 

actine fibrillaire, protéases et oxydants 163. Le traitement par la rhDNAse, permettant de 

dégrader les molécules d’ADN présentes dans le mucus, fait notamment partie des pistes 

thérapeutiques permettant de réduire la viscosité de ce dernier161,164,165. Par ailleurs, la production 

de médiateurs des neutrophiles et d’exoproduits bactériens, connus pour induire la production 

de mucines - principales composantes macromoléculaires du mucus - seraient en partie 

responsables de l’hypersécrétion de mucus observée dans les voies respiratoires des patients 

atteints de mucoviscidose 166. De plus, l’hyperviscosité du mucus présent dans les voies 

aériennes des patients semble favoriser le développement de biofilms bactériens 167 et empêcher 

la phagocytose des bactéries 168.  

Ce contexte inflammatoire est ainsi favorisé et aggravé par la présence de P. aeruginosa, 

bactérie qui dispose de nombreux facteurs de virulence et qui sera décrite plus en détails dans 

la partie suivante. 
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Cependant, un concept ayant provoqué de vifs débats au sein de la communauté 

scientifique au début des années 2000 est apparu, selon lequel l’inflammation présente chez les 

patients atteints de mucoviscidose précèderait toute infection169. En effet, de manière 

intéressante, la présence notable de marqueurs inflammatoires dans des LBA de très jeunes 

patients mucoviscidosiques a été observée 138,139 et ce même en l’absence, a priori, d’infection 

préalable 145,169–171.  

Néanmoins, ces résultats font toujours débat au sein de la communauté scientifique 172. 

Entre autres hypothèses, la possibilité d’infections bactériennes, ou même virales, non 

détectables avec les moyens de l’époque, n’est pas excluable et ne permettrait donc pas 

d’affirmer que l’inflammation précèderait l’infection.  

Ainsi, la chronologie exacte des cycles infection-inflammation ainsi que leur origine 

endogène ou exogène reste encore à élucider.  

 

3. Pseudomonas aeruginosa 

a) Généralités 

La bactérie P. aeruginosa est une bactérie à Gram négatif, ubiquitaire et opportuniste 

173. En effet, étant saprophyte – c’est-à-dire capable de se nourrir de matière organique morte 

ou en décomposition – elle est retrouvée dans la plupart des plans d’eau stagnante, sols humides 

ou à la surface des végétaux. Bien qu’elle ne représente pas de réel danger pour un individu 

sain, elle peut néanmoins devenir très pathogène pour un individu ayant ses défenses 

immunitaires diminuées ou « surmenées ». Comme la plupart des microorganismes dits 

opportunistes, P. aeruginosa peut être à l’origine d’infections nosocomiales. En effet, une étude 

prospective réalisée entre 2013 et 2019 dans 268 hôpitaux répartis dans 42 pays d’Afrique, 

d’Amériques du Nord et du Sud, d’Europe, d’Asie du Sud-Est et des régions Pacifique-Ouest a 

montré l’implication de P. aeruginosa dans 6 % des infections recensées par cathéter veineux 

174.   

La présence d’un flagelle rend cette bactérie, en forme de bâtonnet, motile. Au cours de 

la colonisation de l’hôte, P. aeruginosa adopte un mode de vie sessile en perdant son flagelle 

et en formant un biofilm (Figure 12), la rendant difficilement accessible aux antibiotiques et 

favorisant ainsi sa survie175. 
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Figure 12. Microphotographies de la bactérie P. aeruginosa. A gauche et au centre, microphotographies obtenues 

par microscopie électronique à balayage (Guillon et al., 2018176) du biofilm d’une souche de P. aeruginosa. A 

droite, une représentation tridimensionnelle de la forme planctonique de P. aeruginosa générée par ordinateur à 

partir d’images de microscopie à balayage (Crédit : Jennifer Oosthuizen - Medical Illustrator - CDC/ Antibiotic 

Resistance Coordination and Strategy Unit). 

P. aeruginosa a été isolée dans les années 1890 à partir de blessures de deux patients en 

France. Elle doit un de ses noms à la couleur bleu-vert caractéristique du pus associé aux 

infections qu’elle provoquait : Bacillus pyocyaneus (« bacille du pus bleu ») 177. 

La pathogénicité d’un microorganisme peut s’expliquer par l’expression de facteurs de 

virulence. Ces derniers peuvent être définis comme des produits issus du génome de l’agent 

infectieux qui a tiré un avantage évolutif lui permettant d’échapper aux défenses immunitaires 

de l’hôte et de profiter de ses ressources 178. Un facteur de virulence peut donc par exemple 

favoriser l’adhérence du pathogène aux cellules hôtes, ainsi que l’échappement ou l’inhibition 

du système immunitaire de l’hôte. On parle alors respectivement de colonisation, 

d’immunoévasion ou d’immunosuppression. D’autre part, les facteurs de virulence peuvent 

également être exprimés sous forme de toxines qui endommagent directement les cellules 

environnantes. 

P. aeruginosa, pathogène majoritaire dans les voies respiratoires des patients 

mucoviscidosiques adultes (Figure 11), exprime de nombreux facteurs de virulence - 

membranaires ou sécrétés - et a développé au cours de son évolution une résistance aux 

antibiotiques179. 

Ainsi, l’apparition d’une colonisation chronique par P. aeruginosa, de par ses nombreux 

facteurs de virulence et sa résistance aux antibiotiques, est peu encourageante vis-à-vis du 

pronostic du patient 179,180. C’est pourquoi nous nous intéressons particulièrement à cette 

bactérie et à certains de ses facteurs de virulence au cours de cette étude.  
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b) Le « quorum sensing » (QS) de P. aeruginosa 

L’expression de nombreux facteurs de virulence de P. aeruginosa est régulée par un 

mécanisme dépendant de la densité bactérienne appelé quorum sensing (QS) 181. Il s’agit d’un 

système de communication bactérienne reposant sur la synthèse et la diffusion 

d’acylhomosérine lactone (AHL) de proche en proche, d’une bactérie à une autre. Ce 

mécanisme a été décrit en détails par Ruimy et al. 182. 

Le QS est retrouvé dans plusieurs espèces de bactéries à Gram négatif 183, dont certaines 

sont à l’origine d’infections opportunistes chez l’homme telles que P. aeruginosa  184–187. Le 

QS permet, dans cette bactérie, une induction de la transcription des gènes dits de virulence 188. 

Deux systèmes ont été découverts chez P. aeruginosa : le système las, qui a été le 

premier décrit 185 et  le système rhl. Le système las comprend les gènes lasR et lasI, codant 

respectivement pour une protéine régulatrice LasR et une enzyme auto-inducteur synthase, LasI 

182. Cette dernière est nécessaire pour la production de l’AHL N-(3-oxododecanoyl)-L-

homosérine lactone (3-oxo-C12-HSL), qui possède la faculté de traverser les membranes 

bactériennes, constituant ainsi un moyen de communication inter-bactérien 182. Lorsque les 

niveaux de 3-oxo-C12-HSL atteignent un certain seuil, proportionnellement à la densité 

bactérienne, une molécule d’AHL se fixe à deux protéines LasR afin de former un complexe 

activateur de transcription. Plusieurs gènes vont ainsi être transcriptionnellement induits, de 

manière synchrone dans la totalité de la population bactérienne. Parmi les gènes régulés par le 

système las, sont induits lasB 185, lasA 189 et aprA 184, qui codent respectivement pour des 

élastases et une protéase alcaline, responsables en partie de la destruction des tissus 

pulmonaires ; ou encore lasI, qui permet une rapide augmentation de la synthèse de 3-oxo-C12-

HSL, amplifiant ainsi le signal au sein de la population bactérienne par auto-induction 190. Selon 

le même principe, le système rhl comprend le gène rhlR et le gène rhlI, codant respectivement 

pour la protéine régulatrice RhlR et une enzyme auto-inducteur synthase RhlI 182. Cette dernière 

est nécessaire à production d’un autre AHL : le N-butyryl-L-homosérine lactone (C4-HSL) 

191,192. Le complexe RhlR-C4-HSL contrôle, entre autres, l’expression des gènes lasB, lasA, 

aprA et rhlI 182. Les différents acteurs du QS de P. aeruginosa et leurs interactions sont 

représentés schématiquement pour une meilleure compréhension dans la Figure 13. 
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Figure 13. Représentation de divers acteurs du « quorum sensing » (QS) de la souche PAO1 de P. aeruginosa. 

Adapté de Ruimy et al., 2004 182. 

 

c) Les facteurs de virulence de P. aeruginosa 

Parmi les différents facteurs de virulence exprimés par P. aeruginosa (Figure 14), nous 

nous intéresserons plus particulièrement au lipopolysaccharide (LPS), à la flagelline (FLA) 

ainsi qu’à LasB, l’élastase codée par le gène lasB. 

 

Figure 14. P. aeruginosa et ses principaux facteurs de virulence. Adapté de Sadikot et al., 2005 143. 
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i. L’élastase LasB 

L’élastase LasB de P. aeruginosa, aussi appelée pseudolysine, est une métalloprotéase 

dont la taille de 33kDa et la présence d’un site actif et de trois sites de liaison d’atome de zinc 

ont été caractérisés dès 1988 193. Les données bioinformatiques actuelles suggèrent la fixation 

d’un ion Zn2+ et d’un ion Ca2+ en tant que cofacteurs de cette protéase (Source : Uniprot, 

https://www.uniprot.org/uniprot/P14756). 

LasB a une activité catalytique lui permettant de dégrader diverses protéines telles que le 

collagène de type I 194 ou des composants de la matrice extracellulaire (collagène de types III 

et IV, élastine, fibronectine, laminine, vitronectrine), pouvant provoquer des lésions tissulaires 

et des hémorragies 195. La capacité de cette élastase à cliver la partie N-terminale du récepteur 

proteinase-activated receptor 2 (PAR-2) dans les voies respiratoires, inhibant sa fonction, a 

également été mise en évidence 196. L’activation du récepteur PAR-2 a souvent été décrite 

comme déclenchant une cascade pro-inflammatoire 197. Néanmoins, ce constat semble plus 

nuancé au sein du tissu pulmonaire, dans lequel l’activation de PAR-2 pourrait avoir des effets 

pro-inflammatoires ou au contraires protecteurs 159. En effet, des études ont montré que 

l’activation de ce récepteur induit, d’une part, la production de prostaglandine E2 (PGE2), ayant 

un rôle broncho-protecteur et anti-inflammatoire au niveau pulmonaire 198,199 et, d’autre part, la 

production de facteurs pro-inflammatoires tels que la métalloprotéinase matricielle-9 (MMP9) 

200, le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF) 201,202, 

l’éotaxine 202, l’IL-6 et l’IL-8 203. Ainsi, PAR-2, exprimé par divers types cellulaires des voies 

respiratoires et notamment au niveau apical des cellules épithéliales, est un important facteur 

de la réponse immunitaire innée pulmonaire. Sa neutralisation fonctionnelle par clivage par 

l’élastase LasB de P. aeruginosa favoriserait ainsi la colonisation bactérienne, tout en altérant 

les processus de défense et de réparation tissulaire 159.  

LasB, en plus de sa capacité à endommager les tissus, semble également altérer 

directement les composants du système immunitaire204,205. Elle est capable de cliver les 

immunoglobulines A et G 206,207. Par ailleurs, des expériences impliquant une infection de 

l’hémolymphe de la larve du ver à soie par les souches PAO1 de P. aeruginosa sauvages ou 

délétées pour LasB (PAO1 ΔLasB) ont indiqué que la présence de LasB induit une diminution 

de la production de peptides antimicrobiens synthétisés naturellement par les insectes 208. Cette 

fonction immunomodulatrice de LasB avait également été montrée par sa capacité à dégrader 

la flagelline de P. aeruginosa, permettant à la bactérie de ne pas être reconnue et d’échapper au 
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système immunitaire 209. D’autre part, LasB semble agir au niveau intracellulaire en initiant la 

croissance du biofilm formé par P. aeruginosa 210,211. 

Une étude récente a également montré l’implication de LasB dans la dégradation de 

médiateurs immunitaires tels que l’IL-6 ou la trappine-2, un médiateur anti-inflammatoire 212 ; 

tandis qu’elle induit la sécrétion d’IL-8 par les cellules épithéliales pulmonaires 213. 

Pour finir, LasB joue un rôle primordial dans le contexte de la mucoviscidose car elle 

altère les processus de réparation épithéliale en inhibant la voie de signalisation IL-6/STAT3 et 

semble provoquer une diminution de l’expression et de la fonction du canal CFTR 212. Ces 

données font suite à une précédente étude montrant qu’une autre élastase produite par des 

neutrophiles humains (hNE), est également capable de dégrader CFTR et de diminuer sa 

fonction in vitro et in vivo 214.  

Les nombreux substrats de LasB connus à l’heure actuelle sont répertoriés dans une revue 

parue en septembre 2021207, néanmoins, la démonstration d’un clivage effectif in vivo reste à 

faire pour une majorité d’entre eux. 

Ainsi, d’après Cathcart et al.215, l’élastase LasB de P. aeruginosa pourrait jouer son rôle de 

facteur de virulence de trois façons :  

 en dégradant directement les tissus de l’hôte par une protéolyse permettant la libération 

de nutriments favorables à la croissance bactérienne 

 en agissant sur l’immunomodulation et les composants du système immunitaire de 

l’hôte, favorisant l’apparition de cycles inflammatoires 

 en favorisant la formation de biofilms bactériens, augmentant ainsi la résistance de P. 

aeruginosa aux antibiotiques et à la réponse immunitaire de l’hôte. 

S’ajoute à ces trois éléments l’action de LasB sur l’expression et la fonction de CFTR, indiquant 

un lien avec la protéine dont les variants pathogènes sont responsables de la mucoviscidose et 

faisant donc de LasB une potentielle cible thérapeutique 207.  

ii. Le lipopolysaccharide (LPS) 

Le lipopolysaccharide (LPS) est un pathogen-associated molecular pattern (PAMP), 

facteur clé de la virulence de certains agents bactériens et des réponses immunitaires de l’hôte. 

Il s’agit d’un élément constitutif de la membrane externe des bactéries à Gram négatif, composé 

de 3 parties :  
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 le lipide A : partie hydrophobe du LPS qui permet son ancrage à la membrane externe 

de la bactérie. Elle possède plusieurs isoformes pouvant être penta-, hexa- ou hepta-

acylées, chacune ayant une affinité différente avec le récepteur Toll-like receptor 4 

(TLR4). Ce dernier est impliqué dans l’activation de l’immunité innée via la 

reconnaissance des pathogènes 216,217. Un mécanisme évolutif de P. aeruginosa a permis 

d’observer l’apparition d’une palmitoylation du lipide A dans des souches cliniques 

isolées de patients atteints de mucoviscidose 218. Cette modification du lipide A pourrait 

permettre à la bactérie de masquer ce composant du LPS et donc d’échapper à une 

éventuelle réponse immunitaire ; 

 le noyau oligosaccharidique ou core : est lui-même composé d’un noyau interne et d’un 

noyau externe, variables selon les espèces bactériennes. Chez P. aeruginosa, le core est 

composé de Kdo, d'heptose, de galactosamine, de glucose et de rhamnose 217. Il s’agit 

ainsi d’une région polaire, assurant une stabilité de la membrane via des interactions 

avec des cations divalents 219, et des protéines spécifiques 220 ; 

 l’antigène O : polymère composé d’unités de sucres répétitives variables en fonction 

des espèces 221. L’antigène O peut être ajouté à la molécule de LPS ou non, ainsi 

seulement certaines molécules de LPS ont une « coiffe » d’antigène O. La longueur de 

l’antigène O semble être associée à une résistance aux défenses immunitaires de l’hôte, 

notamment via une interférence avec les voies d’activation du complément 217. De plus, 

l’antigène O protègerait également les bactéries de la phagocytose 222. 

 

iii. La flagelline 

La flagelline est une protéine monomérique très conservée au sein des différentes 

espèces bactériennes et qui, présente en plus d’un millier d’exemplaires, constitue le flagelle de 

P. aeruginosa 223. Elle est ainsi impliquée dans la motilité de la bactérie puis dans son passage 

d’état planctonique à l’état de biofilm. En effet, le flagelle disparaît lors de la formation du 

biofilm bactérien, retrouvé fréquemment chez les patients mucoviscidosiques colonisés de 

manière chronique par P. aeruginosa224. 

La flagelline bactérienne se fixe aux récepteurs Toll-like receptor 5 (TLR5) et induit la 

production par les cellules de cytokines pro-inflammatoires, en réponse à l’infection 225,226. 

D’après nos connaissances actuelles, cette production de cytokines se fait via deux voies de 

signalisation (Figure 15) : la voie p38 MAPK 227–229 et la voie NF-κB 230.  
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Figure 15. Voies de signalisation activées par la flagelline de P. aeruginosa.  

Adapté de Hajam et al., 2017231 

 

Les cellules de mammifères ont acquis au cours de l’Evolution l’expression du récepteur 

TLR5, qui reconnaît les monomères de flagelline et induit l’activation de la réponse 

immunitaire innée, permettant de lutter contre les pathogènes flagellés 232. Parmi les stratégies 

d’immunoévasion mises en place par les bactéries, P. aeruginosa sécrète une protéase alcaline 

AprA qui inhibe la signalisation TLR5 en dégradant les monomères de flagelline présents dans 

l’environnement, laissant le polymère de flagelline qui constitue le flagelle et le récepteur TLR5 

intacts 233. Plus récemment, il a été montré que l’élastase LasB agit de concert avec AprA 209 

(Figure 16).  
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d) P. aeruginosa et réparation épithéliale 

Des études ont montré que la protéine CFTR joue un rôle fondamental dans divers 

événements cellulaires tels que le développement fœtal 234–239, la différenciation et la 

polarisation du tissu épithélial 240–244, la transition épithélio-mésenchymateuse 245–249 ainsi que 

les processus de régénération tissulaire 250–252. 

Ainsi, les patients atteints de mucoviscidose présentent une altération de la réparation 

épithéliale. Cette dernière est essentielle à la restauration de l’intégrité de l’épithélium 

bronchique et de sa fonction de barrière en cas d’infection, d’inflammation ou encore de lésion 

253. Plusieurs étapes constituent le processus de réparation : l’adhésion et la migration 

cellulaires, pendant lesquelles les cellules recouvrent le site de la blessure, puis la prolifération 

des cellules qui finissent par se redifférencier, afin de reconstituer un épithélium polarisé intact 

254–256.  

Figure 16. Représentation de l'impact des protéinases LasB et AprA sur la reconnaissance immunitaire induite par 

la flagelline de P. aeruginosa.  (A) Dans des conditions de croissance optimales, LasB et AprA sont produites et 

peuvent agir pour éliminer la flagelline. (B) La faible disponibilité des ions calcium entraîne la perte de l'activité 

de LasB; l'activité d'AprA est moins sensible à la pénurie de calcium et agit comme un agent anti-flagelline. (C) 

La perte de LasR abolit la production d'AprA. En présence de quantités suffisantes de calcium, l'activité LasB 

élimine la flagelline. (D) La perte de LasR entraîne la perte d'AprA et la faible disponibilité des ions calcium rend 

LasB non fonctionnelle. L'inactivation des deux protéases conduit à une immunogénicité accrue en raison de la 

reconnaissance immunitaire médiée par la flagelline. Extrait de Casilag et al., 2015 178  
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Les processus de réparation ont été observés lors d’une xénogreffe de voies respiratoires 

humaines dans un modèle murin, permettant de comparer la régénération tissulaire des 

épithéliums normaux et mucoviscidosiques 251. Les résultats indiquent un retard de 

différentiation du tissu CF, associé à une prolifération accrue au cours de la réparation et ce, 

même en l’absence d’inflammation 250,251. Ce retard de réparation et cette augmentation de 

prolifération cellulaire ont été confirmés dans diverses études revues par Amaral et al., en 2020 

253.  D’autre part, la régénération altérée dans les cellules des voies respiratoires CF semble être 

partiellement améliorée par l’utilisation de modulateurs de CFTR, suggérant que la fonction de 

ce canal est essentielle à la réparation épithéliale des voies respiratoires 257. De manière 

intéressante, des expériences de réparation réalisées sur des cellules épithéliales primaires des 

voies aériennes humaines normales ou mucoviscidosiques différenciées, en présence ou non du 

facteur de virulence flagelline (FLA) de P. aeruginosa, ont mis en évidence des différences de 

niveaux ainsi que de temporalité d’expression des marqueurs génétiques des différents types 

cellulaires 258. Ces résultats nous apportent davantage de compréhension sur les mécanismes 

sous-jacents à la différentiation et la régénération des cellules épithéliales des voies aériennes 

humaines, encore mal connus à ce jour 258. 

Ainsi, en plus de la fonction de CFTR, la présence de facteurs de virulence de P. 

aeruginosa tels que la flagelline semble également impacter la réparation épithéliale.  

L’influence de P. aeruginosa sur l’intégrité et la réparation épithéliales a été revue en 

détails par Ruffin et al., 259. Brièvement, les divers facteurs de virulence de P. aeruginosa 

permettent de créer des lésions au niveau de l’épithélium des voies aériennes, tels que les 

rhamnolipides, qui contribuent à la rupture de la barrière épithéliale par le biais d'altérations de 

jonctions serrées 260. D’autre part, et comme précisé précédemment, LasB, joue également un 

rôle majeur dans l'intégrité épithéliale en altérant la matrice extracellulaire de l’épithélium 

bronchique via la dégradation des protéines de collagène de type I et de type IV 194,261. La perte 

de fibres de stress et la dépolymérisation du cytosquelette d'actine ont par ailleurs été observées 

après l’exposition de cellules épithéliales des voies aériennes à LasB purifiée 262. Enfin, une 

étude réalisée chez la souris a mis en évidence des lésions tissulaires étendues et un remodelage 

suite à une exposition pulmonaire chronique à la pyocyanine, caractérisés par une hyperplasie 

des cellules caliciformes, une fibrose et une destruction alvéolaire 263. Ces différentes lésions 

favorisent l’adhésion de la bactérie, qui se lie préférentiellement au bord des plaies épithéliales 

ainsi qu’au niveau des membranes basales dorénavant accessibles 264–266. Aussi, il a été montré 

que P. aeruginosa adhère plus fréquemment au mucus et aux cellules mortes 265,266 ainsi qu’aux 
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cellules basales et cellules migratoires aplaties présentant des lamellipodes 264,267,268. Enfin, des 

études ont montré que les facteurs sécrétés par P. aeruginosa ont tendance à diminuer la 

prolifération des cellules épithéliales des voies respiratoires 269,270 et la migration cellulaire 

262,270 (Figure 17).  

 

Figure 17. Impact de P. aeruginosa sur la prolifération, la migration et la réparation épithéliale bronchique. Extrait 

de Ruffin et al., 2019259 . 

Ainsi, la physiopathologie pulmonaire de la mucoviscidose est très complexe et 

majoritairement responsable de la mortalité des patients atteints de mucoviscidose.  C’est 

pourquoi il existe à ce jour plusieurs pistes thérapeutiques visant à traiter l’atteinte respiratoire 

des patients. Chaque stratégie thérapeutique agit à des niveaux différents de la cascade 

physiopathologique de la mucoviscidose. 

4. Soins et traitements de l’atteinte pulmonaire 

A ce jour, il n’existe pas de traitement permettant la guérison de la mucoviscidose. La 

prise en charge de l’atteinte respiratoire des patients (Figure 18) consistait jusqu’à présent 

majoritairement en des traitements symptomatiques, tels que la kinésithérapie et 

l’administration de mucolytiques. Ces traitements permettent une fluidification et une 

évacuation du mucus, favorisant le dégagement des voies respiratoires, améliorant la respiration 



 
54 Introduction – Chapitre 2 : La mucoviscidose 

et limitant les infections. Des séances de nébulisations permettent une administration rapide et 

locale de différents médicaments, tels que des antibiotiques ou des anti-inflammatoires. 

(https://www.vaincrelamuco.org/vivre-avec/la-mucoviscidose/symptomes-respiratoires/ 

aerosols). La voie intraveineuse est privilégiée dans certains cas, notamment lors d’épisodes 

d’exacerbations respiratoires nécessitant une cure d’antibiotiques. Ces traitements sont 

contraignants, demandent beaucoup de temps et peuvent être douloureux pour les patients. 

 

 

Figure 18. Stratégies thérapeutiques de prise en charge de l’atteinte respiratoire des patients atteints de 

mucoviscidose. 

Bien qu’ayant prouvé leur efficacité, ces traitements permettent une prise en charge des 

conséquences de la maladie, et non de la cause, comme ont pour but les thérapies protéiques et 

géniques. Les avantages et limites de ces thérapies dites curatives, qui ont connu des avancées 

majeures ces dernières années, ont été développées en détail dans notre récente revue 

perspective 271. Lorsque la dégradation du tissu pulmonaire est trop importante et que l’état du 
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patient atteint l’insuffisance respiratoire, le seul traitement possible est alors la transplantation 

pulmonaire272,273. 

a) Thérapie protéique 

La thérapie protéique est la stratégie thérapeutique à visée curative et la plus développée 

à ce jour. Elle a pour but de rétablir le transport à la membrane de la protéine CFTR 

correctement formée et/ou de permettre son fonctionnement optimal. Le type de modification 

pharmacologique à apporter dépend donc principalement de la classe de variants mise en cause. 

Ainsi, la société Vertex Pharmaceuticals a mis au point des « correcteurs » de CFTR tel 

que le Lumacaftor® (ou Vx-809), qui permet d’empêcher la dégradation de la protéine et rend 

possible sa maturation puis son trafic depuis le réticulum endoplasmique jusqu’à la membrane 

plasmique. L’efficacité de cette molécule a été démontrée notamment en observant une 

augmentation des efflux chlorures dépendants de CFTR et une augmentation de l’épaisseur du 

liquide de surface 274. Ce médicament vise principalement les variants de classe II telles que 

F508del.  

D’autres molécules appelées « potentiateurs » de CFTR permettent quant à elles de 

favoriser la fonction de la protéine, en augmentant par exemple la conductance ou la probabilité 

d’ouverture du canal. Le Kalydéco® (ou Ivacaftor ou Vx-770) est le premier potentiateur de 

CFTR à avoir été testé lors d’essais cliniques 275 et obtenu une autorisation de mise sur le marché 

(AMM) par la commission européenne. Cette molécule cible les variants de classe III et IV. 

L’association du Lumacaftor® et du Kalydéco® a donné naissance à Orkambi®. Ce 

médicament a montré au cours de différentes études cliniques une augmentation de 5 % du 

VEMS de patients homozygotes F508del, ainsi qu’une diminution du nombre d’hospitalisations 

et d’exacerbations respiratoires de ces patients 276–278. Orkambi® obtient à la suite de ces études 

une AMM de la Food and drug administration (FDA) en 2015 ainsi que de l’Agence 

européenne du médicament (AEM) en 2016. 

Un nouveau correcteur de CFTR, Tezacaftor® ou Vx-661, est utilisé en association avec 

l’Ivacaftor® sous le nom de Symdeko® depuis 2018. En octobre 2019, une nouvelle association 

de Symdeko® avec l’Elexacaftor (Vx-445), un correcteur de CFTR de nouvelle génération, a 

montré des effets prometteurs lors d’un essai clinique de phase 3 279. 

Au cours de la dernière décennie, de nouveaux médicaments appelés "modulateurs de CFTR" 

s'attaquant aux conséquences directes des variants de CFTR sur la protéine CFTR ont été 
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identifiés grâce au criblage à haut débit 280. Les variants de CFTR de classe I, qui entraînent 

l'absence de synthèse protéique, et les variants de CFTR de classe V et VI, qui entraînent une 

diminution de la production de la quantité de protéines CFTR, sont exclus des thérapies par 

modulateur.  

 

Figure 19. Cibles et modes d’action des différentes thérapies en fonction du variant de CFTR. Adapté de 

https://lejournal.cnrs.fr/articles/de-nouvelles-strategies-contre-la-mucoviscidose, F. Aguila, S. Belaud, 2017. 

 

L'approbation des modulateurs de CFTR représente une percée dans le traitement de la 

mucoviscidose car une amélioration significative de la fonction pulmonaire des patients 

(évaluée par des mesures du VEMS) a été observée (Table 3). 

 

Table 3. Les modulateurs de CFTR actuellement sur le marché. Extrait de Mercier et al., 2021271. (ppFEV1 : 

percent-predicted forced expiratory volume in 1 sec ; m.o : months old ; y.o : years old) 
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Ivacaftor, le premier potentialisateur conçu pour cibler le variant G551D (le variant de 

classe III le plus répandu), a montré lors de l'essai clinique de phase 3 que les patients gagnent 

plus de 10 % de VEMS 281. L'ivacaftor a ensuite été validé pour d'autres variants de CFTR de 

classe III. Quelques années plus tard, des modulateurs ciblant le variant le plus fréquent de 

CFTR, F508del, sont apparus. L'association du correcteur lumacaftor et du potentiateur 

ivacaftor a été approuvée pour les patients F508del homozygotes mais a montré une 

amélioration limitée du VEMS. De nouveaux correcteurs et de nouvelles combinaisons ont été 

développés par la suite, ayant des effets plus importants sur le gain de VEMS et permettant de 

traiter les patients porteurs d'un seul variant F508del (Table 3). La dernière combinaison 

(elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor) a en effet montré des résultats impressionnants avec une 

augmentation de 14 % du VEMS 279,282. Même si le niveau d'augmentation de la fonction 

pulmonaire reste la principale mesure de l'efficacité du traitement, ces modulateurs se sont 

également révélés bénéfiques pour d'autres paramètres cliniques, notamment l'augmentation de 

l'indice de masse corporelle, l'amélioration de la qualité de vie et la diminution de la fréquence 

des exacerbations283. 

Au total, en fonction de leur âge et de leur génotype, environ 80 % des patients recensés 

dans le registre des patients de la Cystic Fibrosis Foundation sont éligibles aux modulateurs de 

CFTR (https://www.cff.org/Research/Researcher-Resources/Patient-Registry/). Selon ce 

registre, 10 % des patients sont encore trop jeunes pour être éligibles aux modulateurs de CFTR 

; et les 10 % restants sont soit porteurs de variants de CFTR dont la réponse aux modulateurs 

est encore inconnue, soit ayant un génotype inconnu ou incomplet. Parmi ces patients, on a 

estimé que 7 % pourraient avoir besoin de thérapie génique. 

Dans cette nouvelle ère prometteuse, d'autres préoccupations subsistent. Par exemple, il 

est important de noter que le recul concernant ces nouveaux traitements est limité, ce qui rend 

difficile l'évaluation de leur efficacité et de leur tolérance à long terme. Selon les politiques 

nationales de santé, le coût de ces traitements pourrait également constituer un obstacle à leur 

accès pour tous les patients atteints de mucoviscidose. Enfin, comme le montre une récente 

étude rétrospective, parmi 845 patients ayant commencé le traitement lumacaftor/ivacaftor, 

22,8 % l’ont totalement ou temporairement interrompu, principalement en raison d'effets 

indésirables respiratoires 284. Ces effets indésirables pourraient donc limiter le nombre total de 

patients pouvant bénéficier de ces traitements. 
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La dernière génération de modulateurs, la trithérapie, elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor, a 

donné des résultats impressionnants, ce qui nous amène à nous interroger sur la pertinence de 

la poursuite des recherches sur la thérapie génique dans la mucoviscidose. 

b) Thérapie génique 

La thérapie génique consiste à introduire un gène fonctionnel dans les cellules hôtes 

pour remplacer un gène défectueux. En théorie, cela pourrait parfaitement répondre aux besoins 

d'une maladie monogénique comme la mucoviscidose et pourrait conduire à un traitement 

universel pour les patients atteints de mucoviscidose. Johnson et ses collègues ont pu montrer 

en 1992 que 6 à 10 % des cellules corrigées pour CFTR sont suffisantes pour observer un effet 

fonctionnel in vitro 285. Nous pouvons ainsi imaginer que la correction de toutes les cellules 

bronchiques d’un patient mucoviscidosique n'est peut-être pas nécessaire afin d’observer le 

même effet in vivo. 

Cependant, la course au traitement de la mucoviscidose par la thérapie génique s'est 

avérée plus difficile que prévu jusqu'à présent. 

Le poumon représente un organe de choix pour l'administration de traitements 

spécifiques aux organes en raison de sa facilité d'accès. Par conséquent, l'administration par 

aérosol a été largement utilisée dans les précédents essais cliniques de thérapie génique 

pulmonaire, comme l'ont examiné Resnier et al. 286. Cependant, la difficulté majeure rencontrée 

lors de ces essais est la délivrance du gène dans les cellules épithéliales des voies respiratoires. 

En effet, le mucus, la clairance mucociliaire et les réponses immunitaires pulmonaires 

compliquent l'entrée de l'agent de transfert de gènes dans les cellules cibles, et les rares qui y 

parviennent rencontrent un nouvel obstacle : la membrane nucléaire 287–290. De plus, comme 

l'épithélium des voies respiratoires se renouvelle progressivement, un autre défi est de cibler 

les cellules progénitrices pour obtenir un traitement permanent et éviter les interventions 

répétées nécessaires 291. 

Un an seulement après la découverte du rôle du gène CFTR dans la mucoviscidose en 

1989 86–88, deux groupes ont montré de manière indépendante qu'il était possible de produire 

une protéine CFTR fonctionnelle en utilisant un vecteur viral pour introduire le gène complet 

in vitro 292,293. Cette preuve de concept a ouvert la voie aux premiers essais cliniques de thérapie 

génique de la mucoviscidose. Pour introduire efficacement un gène CFTR normal dans les 

cellules, diverses stratégies d'administration ont été mises au point au cours des trois dernières 



 
59 Introduction – Chapitre 2 : La mucoviscidose 

décennies, y compris des systèmes de vecteurs viraux et non viraux, récemment revus en 

détail 271,294–296. 

À ce jour, les essais cliniques de la thérapie génique de la mucoviscidose n'ont pas été 

concluants. En effet, les résultats de ces essais ont souvent permis d’observer un faible impact 

sur la fonction pulmonaire des patients et ce, associé à d'importantes réponses immunitaires 

pouvant rendre le traitement inefficace. En outre, comme mentionné précédemment, le récent 

développement de médicaments efficaces tels que la trithérapie, a donné naissance à l'idée que 

"la mucoviscidose est presque guérie". Cependant, les médicaments actuellement sur le marché 

ne s’adressent pas à tous les patients, laissant près de 10 % des patients atteints de 

mucoviscidose sans traitement curatif, comme le souligne le registre des patients de la CFF.  

Au cours des 20 dernières années, la thérapie génique a donné de bons résultats, 

transitoires ou permanents, pour plusieurs maladies, telles que le déficit immunitaire combiné 

sévère lié à l'X 297, le déficit en adénosine désaminase 298, l'amaurose congénitale de Leber 299, 

l'hémophilie 300, la bêta-thalassémie sévère 301,302, mais aussi la maladie de Parkinson 303 ou la 

leucémie, dont 27 enfants sont en rémission complète après traitement 304. En 2012, le premier 

traitement par thérapie génique virale a été approuvé en Europe pour le traitement du déficit en 

lipoprotéine lipase 305 et a donné de bons résultats même des années plus tard 306. Récemment, 

la thérapie génique a également montré des résultats prometteurs dans le cadre du traitement de 

la neuropathie optique héréditaire de Leber en améliorant la vision bilatérale des patients sur 

96 semaines de suivi après une injection intravitréenne unilatérale 307. Ces essais fructueux ont 

été réalisés sur des cellules souches hématopoïétiques facilement accessibles ou par des 

injections de vecteurs directement au sein de tissus spécifiques. Ces modes d’administration ne 

sont actuellement pas applicables dans le cadre de la mucoviscidose, ce qui peut expliquer 

l'échec des précédents essais de thérapie génique par rapport à d'autres maladies. 

En plus de la stratégie d'administration du gène CFTR de type sauvage, l'édition du gène 

CFTR par la technologie CRISPR/Cas9 est apparue comme une option thérapeutique 

prometteuse pour les patients atteints de mucoviscidose 308. De nouvelles stratégies sont 

également testées dans le cadre d'essais en cours, tels que l'essai clinique de phase I/II 

RESTORE-CF (http://ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03375047), qui évalue la sécurité et la 

tolérance de MRT5005, une thérapie à base d'ARN. La thérapie à base d'ARN présente 

l'avantage de ne pas perturber le génome, mais elle nécessite des administrations répétées271.  
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Une autre stratégie prometteuse consiste à combiner la thérapie génique avec des 

cellules souches pluripotentes (iPSC) : on parle alors de thérapie cellulaire. À titre de preuve de 

concept, Hawkins et al. ont récemment réussi à dériver des cellules basales des voies 

respiratoires à partir de iPSC humaines, à effectuer une xénogreffe trachéale chez des souris 

immunodéprimées, et à générer un épithélium ayant une structure et une composition similaires 

à celles des voies respiratoires in vivo 309. L'objectif à long terme est d'obtenir une génération 

de novo de toute la diversité des cellules pulmonaires et de créer des tissus pulmonaires 

transplantables, qui pourraient être corrigés par thérapie génique et transplantés directement 

dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose 310. 

La piste de la thérapie génique comme traitement universel de la mucoviscidose semble encore 

avoir un bel avenir devant elle.  

 

Toutefois, bien que la mucoviscidose soit une maladie monogénique, les variants 

génétiques de CFTR n’expliquent pas à eux seuls les différentes sévérités des manifestations de 

la maladie chez les patients mucoviscidosiques. 
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Chapitre 3 – Solute Carrier Family 6 Member 14 (SLC6A14),  

un gène modificateur de la mucoviscidose 

 

I- Mucoviscidose et gènes modificateurs 

Une diversité considérable des manifestations cliniques est observée chez les patients 

porteurs de mêmes variants génétiques de CFTR 310–312. En effet, des études réalisées chez des 

vrais et faux jumeaux CF ont montré une atteinte pulmonaire différente chez les faux-jumeaux 

malgré un environnement et des variants de CFTR identiques. Les vrais jumeaux, quant à eux, 

ne semblaient pas présenter de différence phénotypique. Ces résultats suggèrent ainsi 

l’implication d’un facteur génétique situé en dehors du locus de CFTR 310. Ce type de facteur 

génétique responsable d’une variabilité inter-individuelle est appelé « gène modificateur ». 

Dans le cadre de la mucoviscidose, les gènes modificateurs expliqueraient près de 50 % de la 

variabilité des phénotypes pulmonaires tels que l’obstruction des voies aériennes, ou l’infection 

par P. aeruginosa 310 (Figure 20). 

Figure 20. Contribution relative des gènes modificateurs à la variabilité des phénotypes de la mucoviscidose. 

Adapté de Cutting, 2015 310. 

Les signes cliniques de la mucoviscidose sont représentés à gauche sur la Figure 20. La sévérité 

des différentes atteintes varie considérablement d'un patient à l'autre. Comme décrit par 

Cutting310, les gènes modificateurs et les facteurs non génétiques contribuent tous deux à 
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l'obstruction des voies respiratoires et à l'infection par P. aeruginosa, deux caractéristiques qui 

définissent la maladie pulmonaire dans la mucoviscidose. Le génotype de CFTR est le principal 

déterminant de l’insuffisance exocrine pancréatique, qui, lorsqu’elle est sévère, est une 

condition préalable au développement du diabète et de l'obstruction intestinale. Dans le cadre 

d'un dysfonctionnement endocrinien sévère, les gènes modificateurs déterminent si et quand le 

diabète ou l'obstruction intestinale néonatale se produisent. La variation génétique joue un rôle 

prédominant dans l'état nutritionnel, évalué par l'indice de masse corporelle (IMC) 313. 

Plusieurs gènes modificateurs de la mucoviscidose ont été identifiés ces dernières 

années notamment grâce à la création d’un consortium international entre l’Amérique du Nord 

et la France dans l’objectif de réaliser une étude d’association génétique à grande échelle 

appelée GWAS pour genome wide association study. Cette technique permet le séquençage de 

très nombreux polymorphismes ou SNP (single nucleotide polymorphism). Ainsi, 6 365 patients 

atteints de mucoviscidose avaient été inclus dans un GWAS réalisé en 2015 314 (Figure 21), 

permettant d’identifier 5 loci de gènes modificateurs de l’atteinte respiratoire de la 

mucoviscidose. 

De nombreux gènes modificateurs de la mucoviscidose ont par ailleurs été identifiés tels 

que TAS2R38, impliqué dans l’atteinte naso-sinusienne et les infections des voies respiratoires 

supérieures 315, mais aussi TGF-β1316,317, BPIFA1 318, TNFα et TNFR2 319 ou encore 

Figure 21. Association génotype-phénotype respiratoire dans la mucoviscidose. Manhattan plot issu d’une méta-

analyse de GWAS réalisée par Corvol et al., 2015 314. Les cercles fermés représentent les données obtenues sur la 

totalité de la cohorte de patients tandis que les triangles représentent les homozygotes F508del. La ligne de 

pointillés indique le seuil de significativité (p < 1.25 x 10-8). Cinq loci ont ainsi été identifiés, dont celui de 

SLC6A14. 
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SERPINA1 320. L’existence d’autres gènes modificateurs impliqués dans la sévérité des 

phénotypes respiratoire et hépatique, mais aussi dans la susceptibilité d’apparition d’un IM, 

d’un diabète ou encore dans la réponse au traitement Ivacaftor a été décrite par Paranjapye et 

al.321 (Figure 22). 

 

Figure 22. Représentation schématique de gènes modificateurs et de leur implication dans la variabilité des 

atteintes de la mucoviscidose et/ou dans l'efficacité des traitements. Adapté de Paranjapye et al., 2020321. Ets 

homologous factor (EHF), Apaf-1 interacting protein (APIP), mucin 4 (MUC4), mucin 20 (MUC20), solute carrier 

family 9 member A3 (SLC9A3), class II major histocompatibility complex (HLA Class II), angiotensin II receptor 

type 2 (AGTR2), solute carrier family 6 member 14 (SLC6A14), nongastric form of the H+/K+- ATPase 

(ATP12A), serine protease 1 (PRSS1), solute carrier family 26 member 9 (SLC26A9), transcription factor 7-like 

2 (TCF7L2), ATP binding cassette subfamily A member 4 (ABCA4), glutathione S transferase (GSTP1), et un 

haplotype mannose-binding lectin (MBL), serpin family A member 1 (SERPINA1). 

 

II- Le gène SLC6A14 et sa protéine 

Parmi les différents gènes modificateurs de la mucoviscidose identifiés, nous nous 

sommes intéressés au gène solute carrier family 6 member 14 (SLC6A14) aussi appelé ATB0,+, 

qui semble avoir des effets pléiotropes chez les patients atteints de mucoviscidose 314,322–327. 

Certains variants de ce gène ont notamment été associés à l’apparition d’un IM à la naissance 

327, à une primo-infection des voies aériennes par P. aeruginosa plus précoce 323 ainsi qu’à une 

diminution de la fonction respiratoire 314. 
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a. Expression du gène SLC6A14 et de sa protéine en conditions physiologiques 

1. Généralités 

Le gène SLC6A14 est situé sur le chromosome X et a été cloné en 1999 à partir d'une 

bibliothèque d'ADNc de glandes mammaires 328. Ce gène produit deux transcrits 

(ENST00000598581.3 et ENST00000463626.1) mais un seul code pour une protéine 

(ENSG00000087916.7) qui comprend 642 acides aminés avec un poids moléculaire attendu de 

72 kDa. Ce gène contient la séquence codante d’un transporteur d’acides aminés localisé à la 

membrane plasmique. 

La protéine SLC6A14 fait partie de la grande famille des solute carriers (SLC) - et plus 

particulièrement au groupe des SLC6 qui contient 21 protéines humaines classifiées en fonction 

de la similitude de leurs séquences d'acides aminés 329.  SLC6A14 utilise l’énergie fournie par 

le gradient électrochimique des ions Na+ et Cl- pour importer et concentrer la quasi-totalité des 

acides aminés neutres et basiques au sein du cytoplasme de divers types cellulaires. Seuls la 

proline, l’acide glutamique et l’acide aspartique ne sont pas transportés par ce solute carrier328. 

Bien qu'aucune étude structurale n'ait encore été menée spécifiquement sur SLC6A14, 

des études structurales et cristallographiques réalisées sur d'autres membres de la famille SLC6, 

ainsi qu'une analyse des domaines topologiques de SLC6A14 

(https://uniprot.org/uniprot/Q9UN76), suggèrent que les domaines aminoterminal et 

carboxyterminal de la protéine sont cytoplasmiques et que la séquence comprend 12 domaines 

transmembranaires putatifs et 1 grand domaine extracellulaire entre les domaines 

transmembranaires 3 et 4 329 (Figure 23). 

La protéine SLC6A14 est exprimée de façon ubiquitaire, majoritairement au niveau des 

glandes salivaires, des poumons et du tractus génital (Figure 24). L'ARNm de SLC6A14 est 

quant à lui principalement exprimé dans les poumons, la trachée et les glandes salivaires 328. 
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Figure 23. Configurations présumées de la protéine SLC6A14. Adaptée de Pramod et al., 2013329 
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Figure 24. Expressions différentielles de l'ARNm de SLC6A14 et de la protéine SLC6A14 en fonction des 

différents tissus humains. Adapté de The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000268104-

SLC6A14/tissue). 

Les données de puces à ADN et de séquençage d'ARN obtenues auprès de la ressource 

publique Expression Atlas confirment que SLC6A14 et slc6a14 sont principalement exprimés 

dans les tissus pulmonaires humain et de souris, respectivement (Table 4). D’autre part 

SLC6A14 est également détecté, bien qu'à de faibles niveaux, dans des tissus gastro-intestinaux 

tels que l'intestin et le côlon. 

Expression protéique de SLC6A14 

Expression en ARNm de SLC6A14 
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Table 4. Expression du transcrit de SLC6A14 chez l'homme (A) et de slc6a14 chez la souris (B), exprimée en 

nombre de transcrits/million. La gradation de la couleur bleue illustre l’abondance relative de la transcription de 

SLC6A14. Extraits de notre revue 330 , adaptés de Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk). 

Il existe encore assez peu d’études concernant la synthèse, la maturation, le trafic ou 

encore la stabilité de SLC6A14 à la membrane plasmique. Le contrôle qualité du repliement du 

SLC6A14 dans le réticulum endoplasmique (RE) semble impliquer des interactions avec les 

protéines de choc thermique HSP70 et HSP90 331 tandis que le trafic de SLC6A14 du RE vers 

l'appareil de Golgi dépendrait de son interaction avec la protéine SEC24, reconnaissant 

l'isoforme C et le complexe Coatomer II (COPII) 332. La même équipe de recherche avait 

précédemment démontré que l’activation et la présence du transporteur SLC6A14 à la 

membrane plasmique étaient dépendantes de la protéine kinase C alpha (PKCα) 333. Les auteurs 

ont également réalisé des expériences de co-immunoprécipitation et d’immunofluorescence 

indiquant une interaction physique entre SLC6A14 et PKCα 333. Par ailleurs, Kovalchuk et al. 

ont montré que SLC6A14, surexprimé dans des cellules HEK293, était sensible à des enzymes 

de déglycosylation, et ont ainsi confirmé la présence d’une forme glycosylée de SLC6A14 à la 

membrane plasmique 332. Les connaissances actuelles sur les mécanismes de trafic de SLC6A14 

à la membrane plasmique ont été revues en détail par Nałęcz en 2020 334 et sont représentées 

dans la Figure 25. 
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Figure 25. Trafic de SLC6A14 du réticulum endoplasmique à la membrane plasmique. Adapté de Nałęcz, 2020334. 

La liaison séquentielle de HSP70, HSP90 et SEC24C dans un dimère SEC24/SEC23 est représentée dans la partie 

gauche. L'inhibition de HSP90 entraîne la dégradation de SLC6A14 par le protéasome (en bas, à gauche). Les 

vésicules Coatomer II (COPII) sont représentées sous forme de cercles lorsque les vésicules se déplacent entre le 

RE et l’appareil de Golgi. 

2. Expression et régulation de SLC6A14 dans le tractus gastro-intestinal 

Dans le tractus gastro-intestinal humain, SLC6A14 semble être exprimé de façon 

hétérogène (Table 5).  

Sloan et al. ont été les premiers à détecter l'ARNm de SLC6A14 dans l'estomac, bien 

que ses niveaux soient significativement inférieurs à ceux observés dans les échantillons 

pulmonaires 328. Deux études ont ensuite détecté des transcrits de SLC6A14 dans des biopsies 

de muqueuses du duodénum et du rectum, respectivement 335,336 
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Enfin, Anderson et al. ont comparé l'expression de l'ARNm de SLC6A14 dans tout le 

tractus gastro-intestinal et ont montré que l'estomac, le duodénum et le côlon descendant 

exprimaient des niveaux élevés d’ARNm de SLC6A14, tandis que de faibles niveaux ont été 

trouvés dans le jéjunum, l'iléon, le côlon ascendant et le côlon transverse 337. Des résultats 

contradictoires ont été obtenus sur l'expression de SLC6A14 dans la lignée de cellules 

épithéliales du côlon humain Caco-2, faisant état ou non de transcrits SLC6A14 ou de protéines 

SLC6A14 336–339.  

In vivo, l'expression de l'ARNm de Slc6a14 est négligeable dans l'iléon de souris 

témoins, mais est fortement induite dans les cellules iléales épithéliales de souris CF 340. 

In vitro, il a été démontré que l'expression de SLC6A14 peut être modulée par plusieurs 

facteurs tels que des toxines, des constituants bactériens ou des cytokines pro-inflammatoires. 

En effet, Flach et al. ont montré que la niveaux d’ARNm de SLC6A14 sont significativement 

augmentés après 18h de stimulation avec la toxine cholérique dans les cellules Caco-2 336. Il a 

également été démontré que d'autres molécules régulent l'expression de SLC6A14. Par 

exemple, l’induction de la transcription de SLC6A14 par le L-tryptophane a été démontrée dans 

des cellules intestinales porcines 341. Ikpa et al. ont également montré que le traitement 

antibiotique des souris CF induit une réduction importante des transcrits Slc6a14 dans les 

cellules épithéliales iléales 340. 

3. Expression et régulation de SLC6A14 au niveau pulmonaire 

Avant que l'ARNm de SLC6A14 et la protéine associée soient identifiés dans le poumon 

humain, Galietta et al. ont démontré la présence d'un transport d'acides aminés dépendant de 

Na+ au niveau de la membrane apicale de cellules épithéliales bronchiques isolées de sujets 

Table 5. Expression du gène SLC6A14 au niveau transcriptionnel et protéique dans le tractus gastro-intestinal 

humain. Caco-2, HT29 et LS174T : lignées cellulaires épithéliales d’adénocarcinome colorectal humain ; 

CCD841 : lignée cellulaire épithéliale de côlon humain normal ; HCT116 : lignée cellulaire épithéliale de 

carcinome colorectal. IHC : immunohistochimie, WB : western blot, IF : immunofluorescence, PCR : polymerase 

chain reaction.  Extrait de Ruffin et al., 2020330. 
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atteints de mucoviscidose ou non342. Après avoir montré que l'ARNm de SLC6A14 était 

fortement exprimé dans le poumon et la trachée humains par rapport à d'autres organes 328, 

Sloan et al. ont également montré que la protéine SLC6A14 était exprimée dans les fractions 

membranaires des voies respiratoires humaines et des échantillons pulmonaires distaux de 

patients normaux, atteints d’emphysème ou de mucoviscidose 343. Différentes masses 

moléculaires de la protéine SLC6A14 ont été détectées dans les voies respiratoires et dans le 

poumon distal, vraisemblablement dues à des modifications post-traductionnelles. Plusieurs 

études ont également montré l'expression de SLC6A14 dans diverses lignées cellulaires 

épithéliales des voies aériennes supérieures et inférieures, ainsi que dans les cellules épithéliales 

bronchiques primaires (Table 6). 

 

Table 6. Expression du gène SLC6A14 au niveau transcriptionnel et protéique dans le tractus respiratoire humain.. 

Calu-3 : lignée cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire humain ; NCI-H69 et A549 : lignées cellulaires de 

carcinome pulmonaire ; CFBE41o- : lignée cellulaire épithéliale bronchique humaine provenant d’un patient 

atteint de mucoviscidose. Extrait de Ruffin et al., 2020330 

Dans la lignée cellulaire alvéolaire A549, la protéine SLC6A14 est détectée ou non selon 

l'étude considérée 344,345. Di Paola et al. ont observé que les cellules primaires issues de patients 

atteints de mucoviscidose ou de donneurs sains présentaient des niveaux de transcrits de 

SLC6A14 similaires 346, suggérant que les variants pathogènes de CFTR n'ont aucun impact sur 

l'expression de l'ARNm de SLC6A14. De manière intéressante, un séquençage d'ARN (sc-

RNAseq) réalisé dans une récente étude a révélé que l'expression de SLC6A14 était réduite dans 

les pneumocytes de type II des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) par 

rapport aux témoins 347. Les auteurs ont également montré que SLC6A14 était exprimé dans les 

cellules basales, club et alvéolaires de type 2. In vitro, Gorrieri et al. ont observé une 
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augmentation de la quantité de transcrits de SLC6A14 dans les cellules épithéliales bronchiques 

exposées à l'interleukine-4 (IL-4) 348. Dans la lignée de cellules épithéliales bronchiques 

glandulaires humaines Calu-3 et dans les cellules épithéliales bronchiques humaines primaires, 

la flagelline (FLA) ou le lipopolysaccharide (LPS) provenant de P. aeruginosa augmentent 

l'expression de l'ARNm de SLC6A14 346. Enfin, une étude utilisant des cellules HEK-293 

surexprimant SLC6A14 a montré que l'expression de la protéine SLC6A14 était réduite par les 

concentrations supra pharmacologiques d’Ivacaftor ou Vx-770, un potentialisateur de CFTR 

utilisé lors de la thérapie protéique de la mucoviscidose 349. 

b. Expression du gène SLC6A14 dans les pathologies humaines 

Il a été démontré que SLC6A14 est surexprimé de manière différentielle dans plusieurs 

contextes pathologiques (Table 7), en particulier dans les cancers et les maladies coliques, 

revus en détails par Sikder et al. 350. 

 

Table 7. Expression du gène SLC6A14 au niveau transcriptionnel et protéique dans d’autres pathologies humaines. 

ER+ : estrogen receptor-positive ; IPF : idopathic pulmonary fibrosis ; NSIP : non-specific interstitial 

pneumonia ; IH : immunohistochemistry ; HIS : hybridation in situ.  Lorsque ce n’est pas précisé, l’expression du 

gène SLC6A14 au niveau transcriptionnel ou protéique est comparée à celle retrouvée chez des individus contrôles 

non atteints de la maladie en question. Extrait de Ruffin et al., 2020330. 

1. SLC6A14 et cancer 

SLC6A14 est significativement surexprimé dans les tissus du cancer du sein cervical 351, 

colorectal 352–354, pancréatique 355–357 et à récepteurs d'œstrogènes positifs (ER +) 358. Dans le 

cancer du sein ER +, une expression élevée de l'ARNm de SLC6A14 a été corrélée à une 

meilleure survie chez les patientes 359. À l'aide d'un modèle murin de cancer du sein spontané, 

Babu et al. ont montré que son développement et sa progression étaient significativement 

diminués lorsque les souris étaient croisées avec des souris déficientes pour Slc6a14 

 (Slc6a14-/-) 360. Les mécanismes moléculaires associés à ces régulations à la hausse ou à la 
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baisse sont largement inconnus. Il a été démontré que l'expression de SLC6A14 est régulée par 

les œstrogènes 358, expliquant sa surexpression spécifique du ER+, et non retrouvée dans le 

cancer du sein ER-. D’autre part, une corrélation entre une diminution de l’expression de 

l’ARNm de SLC6A14 et une augmentation des niveaux du microARN (miR)-23a a été observée 

361,362, suggérant un potentiel effet régulateur de ce miR sur notre gène d’intérêt. Cependant, 

aucune étude fonctionnelle (utilisant un miR de synthèse – mimic – ou des inhibiteurs de miR 

– antagomiR) n'a confirmé l'implication du miR-23a dans la régulation de l'expression de 

SLC6A14. En revanche, la corrélation inverse de miR-23b-3p 363 et l'expression de SLC6A14 a 

été récemment confirmée. Des études fonctionnelles ont montré que la régulation négative de 

SLC6A14 observée dans des cellules résistantes à la thérapie endocrinienne (cancer du sein 

ER+) est associée à une augmentation de l’expression du miR23b-3p 359. 

2. SLC6A14 et maladies coliques 

Les niveaux d'ARNm de SLC6A14 sont significativement plus élevés dans les 

échantillons de muqueuses coliques obtenus auprès de patients atteints de la maladie de Crohn 

par rapport aux témoins 364. L'expression de SLC6A14 est également supérieure dans les 

biopsies rectales et coliques de patients atteints de colite ulcéreuse ou de colite 

infectieuse/ischémique par rapport aux témoins, ce qui suggère que la régulation positive de 

SLC6A14 pourrait être le résultat du contexte inflammatoire plutôt qu'une conséquence 

physiopathologique spécifique de la colite ulcéreuse 336,364–366. Low et al. ont en outre observé 

que SLC6A14 était régulé à la baisse dans les biopsies coliques de patients présentant une colite 

ulcéreuse de longue durée par rapport aux patients de courte durée 367. Chez le rat, D’Argenio 

et al. ont montré que la colite expérimentale induisait une diminution marquée de l'expression 

du transcrit de Slc6a14 dans le côlon 368. Enfin, Kou et al. ont constaté que les lignées cellulaires 

du cancer du côlon surexprimaient SLC6A14 par rapport aux cellules normales du côlon 339. 

3. SLC6A14 et fibrose pulmonaire idiopathique 

SLC6A14 s'est révélé être régulé à la baisse dans les cellules de type alvéolaire II de 

patients atteints de FPI 347, alors qu'il est surexprimé dans les échantillons provenant de 

poumons explantés de patients atteints de pneumonie interstitielle non spécifique par rapport 

aux échantillons provenant de patients atteints de FPI 369. 

4. SLC6A14 et maladies infectieuses 

Il a été démontré que les niveaux d'ARNm de SLC6A14 sont plus importants dans les 

biopsies de duodénum recueillies pendant la phase aiguë du choléra par rapport aux niveaux 

observés dans les biopsies recueillies pendant la phase de convalescence 336. 
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5. SLC6A14, obésité et infertilité 

Certains variants génétiques (SNP) de SLC6A14 ont été associés à une variabilité 

phénotypique d'autres pathologies humaines telles que l’obésité ou l’infertilité (Table 8). 

 

Table 8. Associations entre le génotype de SLC6A14 et les phénotypes tels que l'obésité ou l'infertilité.  Les allèles 

soulignés sont les allèles mineurs. MAF : minor allele frequency. Les données ont été collectées sur la base de 

données Ensembl, 1000 Genomes, European population. Extrait de Ruffin et al., 2020 330. 

Des SNP de SLC6A14 ont été associés à l'obésité dans différentes populations (Table 

8). Dans une analyse de gènes candidats, répliquée plus tard dans une cohorte indépendante, 

Suviolahti et al. ont trouvé des différences significatives dans les fréquences des allèles du SNP 

rs2011162 entre les sujets obèses et non obèses 370. Une autre étude a suggéré une association 

entre le rs2011162 et l'oxydation des acides gras chez des femmes non habituées à un régime 

riche en graisses, pouvant être responsable d’une prise de poids au cours du temps 371. Enfin, 

dans une étude de cohorte familiale française comprenant 1 267 adultes obèses et 649 sujets 

témoins maigres, Durand et al. ont trouvé une association significative entre le SNP rs2011162 

et l'obésité. Ils ont observé que l'allèle à risque était associé à des niveaux de graisse corporelle 

plus élevés et à une perception modifiée de la faim et de la satiété chez les femmes adultes 

obèses modérées et chez les filles obèses 372. Durand et al. ont également identifié une 

association entre le SNP rs2071877 et l'obésité dans une cohorte française 372. Ce SNP a 

également été associé à la somme de l'épaisseur des triceps et des plis cutanés sous-scapulaires, 

une mesure objective de l'adiposité, chez les garçons de 7 à 8 ans 373. Enfin, Miranda et al. ont 

également démontré l'association entre deux autres SNP de SLC6A14, rs2312054 et 

rs12391221, et plusieurs paramètres utilisés pour évaluer l'apport alimentaire chez les enfants 

373. 
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Le polymorphisme de SLC6A14 a également été associé à l'infertilité masculine. En 

effet, Noveski et al. ont constaté que l'haplotype rs2011162 seul et 

rs2011162(G)/rs2071877(C)/ rs2312054(A) étaient répartis différemment entre les groupes 

fertiles et infertiles de leur cohorte 374. Comme le SNP rs2011162 est situé dans la région 3'UTR 

de SLC6A14, les auteurs ont étudié les conséquences possibles de ce variant sur la structure 

secondaire de l'ARN. Un effet structurel significatif du SNP rs2011162 a été retrouvé, pouvant 

entraîner une expression d'ARNm différentielle en fonction de l'allèle. 

6. SLC6A14 et mucoviscidose 

a) Etudes d’association génétique 

Nous allons à présent nous intéresser plus particulièrement à SLC6A14 en tant que gène 

modificateur de la mucoviscidose. Compte tenu de la diversité de la sévérité phénotypique chez 

les patients atteints de mucoviscidose présentant les mêmes variants de CFTR, plusieurs études 

génétiques ont été menées pour identifier les gènes modificateurs de la mucoviscidose. Parmi 

les loci identifiés, un locus situé sur le chromosome X, près du gène SLC6A14, a été associé à 

une variabilité de la sévérité des manifestations cliniques de la maladie, incluant la sévérité de 

l’atteinte respiratoire, des infections pulmonaires, l’apparition d’un IM ou la survenue de 

symptômes digestifs (Table 9). Le schéma de déséquilibre de liaison de différents variants 

génétiques ayant fait l’objet de récentes études est présenté dans la Figure 26. 

 



 
75 Introduction – Chapitre 3 : SLC6A14, gène modificateur 

 

 

 

Table 9. Associations entre le génotype de SLC6A14 et les phénotypes digestifs et respiratoires de la 

mucoviscidose. Les données ont été collectées sur la base de données Ensembl, 1000 Genomes, European 

population. IRT : immunoreactive trypsinogen ; PI : pancreatic insufficiency. Extrait de Ruffin et al., 2020 330 
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Figure 26. Modèle de déséquilibre de liaison (DL) des douze variants génétiques de SLC6A14 étudiés. Les carrés 

rouges foncés indiquent des DL forts. Les R2 proviennent du site https://ldlink.nci.nih.gov, figure extraite de 

Ruffin et al., 2020. 

Les premiers indices indiquant que SLC6A14 pouvait être un gène modificateur de la 

mucoviscidose ont été décrits par Sun et al. dans une «étude d'association pangénomique» 

(GWAS) impliquant 6 135 patients atteints de mucoviscidose 327. Cette étude a identifié une 

association significative entre la sensibilité à l'IM et trois variants génétiques de SLC6A14 : 

rs12839137, rs5905283 et rs3788766. 

Dans une autre étude portant sur plus de 6 700 patients atteints de mucoviscidose du 

Consortium international pour les gènes modificateurs de la mucoviscidose, Gong et al. ont 

récemment confirmé l'association entre la sensibilité à l'IM et le rs3788766 322. Cette étude a 

également identifié une association entre la sensibilité à l'IM et deux autres SNP (rs12710568 

et rs5905177) situées dans la région régulatrice et dans l'intron de SLC6A14, respectivement. 

Plusieurs groupes ont effectué une analyse d'association sexospécifique basée sur le fait que le 

gène SLC6A14 est situé dans la région associée à une inactivation aléatoire du chromosome X 

322,327. De manière intéressante, des odd ratio plus élevés chez les hommes que chez les femmes 

ont été montrés, et ce uniquement pour les variants génétiques associés à la sensibilité à l'IM. 
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Ces résultats indiquent une susceptibilité d’être atteint d’un IM plus importante chez les 

hommes que chez les femmes. 

Par ailleurs, Li et al. ont évalué l'association des variants génétiques de SLC6A14 liés à 

l’IM (ou « allèles à risque » d’IM) avec d'autres comorbidités des patients atteints de 

mucoviscidose, telles que la sévérité de l’atteinte pulmonaire et l'âge à la première colonisation 

des voies aériennes par P. aeruginosa 323. Leur étude a porté sur 815 enfants mucoviscidosiques 

canadiens qui ont été génotypés pour les SNPs rs12839137, rs5905283 et rs3788766. Parmi les 

variants de SLC6A14 étudiés, les allèles à risque rs5905283 et rs3788766 étaient associés à la 

sévérité de l’atteinte pulmonaire pédiatrique ; tandis que le variant rs3788766 était associé à 

l'âge de la première infection par P. aeruginosa. Les mêmes résultats ont été retrouvés 

ultérieurement dans une cohorte plus petite 325. En 2015, un GWAS impliquant 6 365 patients 

a confirmé que le polymorphisme de SLC6A14 modifiait la sévérité de la fonction respiratoire 

chez les patients atteints de mucoviscidose 314. En effet, les auteurs ont trouvé une association 

significative entre les génotypes de trois variants intergéniques de SLC6A14 (rs7879546, 

rs5905376 et rs5952223) et la sévérité de la fonction respiratoire. 

Gong et al. ont récemment intégré les données de GWAS et l'expression génique tissu-

spécifique afin de déterminer si les loci modificateurs du chromosome X (englobant SLC6A14) 

influencent les niveaux d'expression d'ARNm de SLC6A14 dans différents tissus 322. Leurs 

résultats ont montré une corrélation entre la présence de SNP associés à l’atteinte pulmonaire 

ou à l'IM et l'expression de l'ARNm de SLC6A14 dans des épithéliums nasaux CF et dans le 

pancréas, respectivement. Cela suggère que chaque locus a un impact sur l'expression de 

SLC6A14 avec une spécificité tissulaire. De plus, aucune association entre les SNPs de 

SLC6A14 et le phénotype pancréatique exocrine précoce ou les niveaux de trypsine 

immunoréactive à la naissance n'a été trouvée 323,324. 

b) Rôle biologique de la protéine SLC6A14 dans la mucoviscidose : 

hypothèses 

Plusieurs études ont montré que SLC6A14 joue un rôle principal en tant que transporteur 

d'acides aminés dans diverses cellules et modèles épithéliaux 342,375–379. Les données 

d'expression de SLC6A14 dans les études humaines et génétiques suggèrent que SLC6A14 

pourrait avoir un rôle important dans la physiopathologie intestinale et pulmonaire des patients 

atteints de mucoviscidose. 
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i. Fonction au niveau gastro-intestinal  

Ahmadi et al. ont également mené une autre étude afin de déterminer la fonction 

biologique de Slc6a14 dans le tractus gastro-intestinal murin 380. Ils ont d'abord démontré que 

Slc6a14 est un transporteur majeur d'acides aminés apicaux dans le côlon murin. En effet, les 

souris Slc6a14(-/y) ont présenté une réduction de près de 75 % du transport de l'arginine apicale 

par rapport aux souris de type sauvage (WT). Chez les souris CF, la délétion de Slc6a14 induit 

une réduction de la prise de poids et de l'IMC après le sevrage et aggrave le phénotype intestinal, 

avec une diminution de la sécrétion de fluides médiée par F508del-CFTR. L’étude in vitro 

réalisée par ces auteurs sur des organoïdes intestinaux de souris souligne d’une part le fait que 

Slc6a14 ne semble pas affecter le traitement ou la stabilité de F508del-CFTR. D’autre part, 

l’altération de l’absorption d’arginine par les cellules épithéliales intestinales délétées pour 

Slc6a14 induit à la fois une diminution de la production de monoxyde d’azote (NO) et une 

régulation aberrante du GMP cyclique, qui favorise en conditions normales la fonction de 

CFTR. Ces résultats suggèrent qu'une augmentation de l'activité de Slc6a14 peut augmenter la 

production de NO et l'activité résiduelle de F508del-CFTR dans les tissus CF. Cependant, la 

conservation de ces mécanismes chez l’homme reste à démontrer. 

Il convient de souligner que dans le poumon ou l'intestin, des études fonctionnelles ont 

été menées avec des expériences de surexpression (plasmide) ou d'inhibition (siARN) du gène 

entier. Le rôle des variants génétiques spécifiques identifiés dans les études génétiques n'est pas 

encore connu et reste à élucider. 

ii. Fonction au niveau pulmonaire 

Au niveau pulmonaire, il a d'abord été suggéré que le transport apical des acides aminés 

dans les cellules épithéliales des voies respiratoires pourrait jouer un rôle important dans la 

résolution des infections 342. En effet, les agents pathogènes ayant besoin d'acides aminés, le 

transport apical de ces derniers permettraient de limiter la croissance et/ou la prolifération des 

micro-organismes pathogènes au sein des voies respiratoires. Les auteurs de cette étude ont 

suggéré que le transporteur d'acides aminés à la membrane apicale pourrait être activé après 

l'infection, permettant ainsi de diminuer rapidement la concentration en acides aminés du 

liquide de surface des voies aériennes (Figure 27). Ce phénomène pourrait alors contribuer à 

lutter contre les infections. Cette hypothèse est appuyée par les caractéristiques uniques de 

SLC6A14 qui lui permettent de concentrer fortement tous les acides aminés essentiels dans le 

cytoplasme des cellules épithéliales. 
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Figure 27. Rôle supposé du transporteur SLC6A14 dans le poumon en réponse à l'infection par P. aeruginosa. 

Comme le polymorphisme de SLC6A14 a été associé à l'âge de la première colonisation 

par P. aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose, Di Paola et al. ont cherché à 

déterminer comment SLC6A14 pourrait influer sur la colonisation des voies aériennes par ces 

bactéries 346. D’après cette étude, l'exposition à la flagelline de P. aeruginosa augmente 

l'expression de l'ARNm de SLC6A14 ainsi que sa fonction d’importation d’arginine dans des 

cellules Calu-3 et dans les cellules épithéliales des voies respiratoires primaires de patients 

atteints ou non de mucoviscidose. Cela pourrait donc théoriquement induire une diminution de 

la concentration en acides aminés dans l'ASL. Cette modification des niveaux d’acides aminés 

serait responsable d’une diminution de l’attachement de P. aeruginosa aux cellules épithéliales 

des voies respiratoires, tandis que la viabilité des formes planctoniques de P. aeruginosa ne 

semble pas impactée. De plus, les auteurs de cette même étude ont montré que l'inhibition 

pharmacologique de SLC6A14 augmentait l'attachement de P. aeruginosa à la surface de 

cellules épithéliales primaires issues de voies respiratoires non mucoviscidosiques et 

légèrement dans la lignée cellulaire épithéliale bronchique CFBE41o- 346. 

Par ailleurs, Ahmadi et al. ont récemment rapporté que le transport de l'arginine via 

SLC6A14 augmente l'efflux de Cl− dans les cellules épithéliales des voies respiratoires de 

patients atteints de mucoviscidose porteurs du variant F508del, stimulées ou non avec du 
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Lumacaftor 338. La potentialisation de la fonction du canal CFTR-F508del, due au transport 

d’arginine dépendant de SLC6A14, semble être produite via la voie de signalisation de NO 

(Figure 28) et induit une augmentation de la hauteur de l'ASL. Ainsi, l'activation de SLC6A14 

pourrait être considérée comme une thérapie complémentaire à la correction et à la 

potentialisation de CFTR chez les patients atteints de mucoviscidose. 

 

Figure 28. Lien présumé entre le transporteur SLC6A14, le canal CFTR et la voie de signalisation du NO. 
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Objectifs de l’étude 
Plusieurs études ont montré que l’expression du gène SLC6A14, aux niveaux 

transcriptionnel et protéique, est régulée à la hausse ou à la baisse dans des conditions 

pathologiques. Cependant, les mécanismes impliqués dans ces dérégulations n'ont, pour la 

plupart, pas été élucidés.  

De plus, des études génétiques mettent en évidence que les variants génétiques de 

SLC6A14 modulent la sévérité des maladies digestives et pulmonaires chez les patients atteints 

de mucoviscidose. La fonction biologique de ce gène modificateur pléiotrope n'est pas 

entièrement expliquée et les conséquences biologiques directes des variants identifiés dans les 

études génétiques restent à clarifier. 

Certaines études ont démontré que des médiateurs inflammatoires et des molécules 

issues de microorganismes pathogènes peuvent avoir un impact sur l'expression de SLC6A14. 

D’autres études récentes suggèrent quant à elles que SLC6A14 pourrait jouer un rôle important 

dans la réponse à l'infection respiratoire et dans la sécrétion de liquide liée à CFTR.  

L’objectif de notre étude consiste donc à déterminer le rôle de SLC6A14 dans la 

physiopathologie pulmonaire de la mucoviscidose. Nous étudierons dans un premier temps 

l’impact d’un variant génétique, localisé au niveau du locus rs3788766, sur l’expression 

génique de SLC6A14. Nous étudierons ensuite l’implication de ce transporteur dans la 

réparation épithéliale bronchique, processus dérégulé chez les patients atteints de 

mucoviscidose. Enfin, nous nous intéresserons à la régulation de l’expression du gène 

SLC6A14, aux niveaux transcriptionnel et protéique, en contextes inflammatoires et infectieux 

de la mucoviscidose. 
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I- Etude d’association génétique de SLC6A14 et mise en évidence de son rôle dans la voie 

de signalisation mTOR et la réparation épithéliale bronchique 

a. Résumé 

Dans cette étude, nous avons étudié si le SNP rs3788766, situé dans le promoteur de SLC6A14, 

est associé à la gravité de la maladie pulmonaire dans une grande cohorte française de patients 

atteints de mucoviscidose. Nous avons également étudié, d’une part, les conséquences de ce 

SNP sur l'activité du promoteur de SLC6A14 en utilisant le gène rapporteur de la luciférase et, 

d’autre part, le rôle de SLC6A14 dans la voie de signalisation mTOR et la réparation de 

l'épithélium des voies respiratoires. Nous confirmons que le SNP rs3788766 de SLC6A14 est 

associé à la gravité de la maladie pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose 

(p=0,020 ; n=3 257, insuffisants pancréatiques, âgés de 6 à 40 ans), l'allèle mineur G ayant un 

effet délétère sur la fonction respiratoire. Dans des lignées cellulaires épithéliales bronchiques 

déficientes pour CFTR (Calu-3 CFTR-KD), l'activité du promoteur de SLC6A14 est réduite en 

présence de l'allèle G du rs3788766. L'inhibition de SLC6A14 par l’α-méthyltryptophane (α-

MT), un bloqueur pharmacologique spécifique, a induit une diminution du transport d’arginine, 

des niveaux de phosphorylation de mTOR et des taux de réparation de l'épithélium bronchique.  

En conclusion, notre étude suggère que le génotype de SLC6A14 pourrait affecter la sévérité de 

la maladie pulmonaire chez les personnes atteintes de mucoviscidose via la phosphorylation de 

mTOR et des mécanismes de réparation épithéliale dans le poumon. 

Ces résultats font l’objet d’une publication éditée en preprint sur Research Square 

https://www.researchsquare.com/article/rs-591564/v1, et est en cours de soumission. 
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Abstract 

Cystic fibrosis (CF), due to variants in CFTR gene, is associated with chronic infection/inflammation 

responsible for airway epithelium alteration and lung function decline. Modifier genes induce phenotype 

variability between people with CF (pwCF) carrying the same CFTR variants. Among these, the gene 

encoding for the amino acid transporter SLC6A14 has been associated with lung disease severity and 

age of primary airway infection by the bacteria Pseudomonas aeruginosa. In this study, we investigated 

whether the single nucleotide polymorphism (SNP) rs3788766, located within SLC6A14 promoter, is 

associated with lung disease severity in a large French cohort of pwCF. We also studied the 

consequences of this SNP on SLC6A14 promoter activity using a luciferase reporter and the role of 

SLC6A14 in mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway and airway epithelial repair. 

We confirm that SLC6A14 SNP rs3788766 is associated with lung disease severity in pwCF (p=0.020; 

n=3,257, pancreatic insufficient, aged 6 to 40 years old), with the minor allele G being deleterious. In 

bronchial epithelial cell lines deficient for CFTR, SLC6A14 promoter activity is reduced in the presence 

of the rs3788766 G allele. SLC6A14 inhibition with a specific pharmacological blocker reduced 3H-

arginine transport, mTOR phosphorylation and bronchial epithelial repair rates in wound healing assays. 

To conclude, our study highlights that SLC6A14 genotype might affect lung disease severity of people 

with cystic fibrosis via mTOR and epithelial repair mechanisms modulation in the lung. 

Keywords: cystic fibrosis, lung function, modifier genes, SLC6A14, amino acid transporter, bronchial 

epithelial cells  
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INTRODUCTION 

Cystic fibrosis (CF), the most common lethal autosomal recessive genetic disease in the Caucasian 

population, results from pathogenic variants in the CF transmembrane conductance regulator (CFTR) 

gene [1-3]. Manifestations of CF occur in several organs including the pancreas, liver and the intestine 

[4-6], but lung disease is the main cause of morbidity and mortality in people with CF (pwCF). CF lung 

disease is characterized by chronic airway colonization with microorganisms, including the most 

common CF life-threatening pathogen Pseudomonas aeruginosa, exacerbated inflammation and lung 

tissue damage due to abnormal repair of the airway epithelium [7]. 

Variability in the clinical phenotype of pwCF carrying identical CFTR variants and living in the same 

environment involves genetic modifiers, which are expected to contribute to almost 50% of CF lung 

phenotype [8]. In a large cohort of pwCF (n=6,365), we previously identified five CF lung disease 

modifier loci by genome wide association studies (GWAS) [9], including the solute carrier family 6 

member 14 gene (SLC6A14, also known as ATB0,+). SLC6A14 is located on chromosome X and encodes 

for the neutral and cationic amino acid transporter SLC6A14 that concentrates amino acids into cells 

(with the exception of proline, glutamate and aspartate) by using a sodium and chloride electrochemical 

gradient [10-12]. This transporter has been shown to be upregulated in several cancers [13] and to be 

involved in cell growth, proliferation and the mechanistic target of rapamycin (mTOR) pathway [14].  

The SLC6A14 gene has pleiotropic effects in pwCF [13], with several SLC6A14 single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) being associated with different phenotypes such as meconium ileus (MI) 

occurrence, a severe neonatal intestinal obstruction [15], lung disease severity [9,16,17], and age at first 

P. aeruginosa infection [16,17]. In particular, the SNP rs3788766, located within the promoter region 

of SLC6A14, has been previously associated with both MI and lung function variability in pwCF 

[17,18,16]. However, the functional consequences of this SNP on SLC6A14 expression and function 

are still unknown.  

Here, we first analyzed the association between SLC6A14 SNP rs3788766 and lung function by 

genotyping a large French cohort of pwCF. Then, we studied how rs3788766 regulate transcriptional 

activity of the SLC6A14 promoter. Finally, we investigated the possible consequences of SLC6A14 

activity modulation in CF bronchial epithelial cells. 
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MATERIALS AND METHODS 

Genotype-phenotype association study 

Participants 

As of January 31st, 2021, 4,975 pwCF had been included in the French CF modifier gene study [9]. The 

study was approved by the French Human Ethics Committee (CPP n°2004/15), and information 

collected by the Commission Nationale de L'informatique et des Libertés (n°04.404). Informed written 

consent was obtained from each participant and/or parents or guardians. For the analysis, we excluded 

pancreatic-sufficient participants since they had milder disease (n = 820), non-genotyped participants 

for the SLC6A14 SNP rs3788766 (n = 436), and participants without forced expiratory volume in 1 s 

(FEV1) measurements (n =177). We also excluded participants under 6 years of age, since their 

spirometry data was less reliable, as well as those over 40 years old, in order to limit selective survival 

bias (n = 285).  

Lung function and genotyping 

Measurements of FEV1 were quarterly collected according to international CF care recommendations 

[19] and expressed as percent-predicted values (ppFEV1) using Global Lung Function Initiative (GLI) 

equations [20]. To assess the lung disease severity, FEV1 were transformed to the Survival Adjusted 

Kulich Normalized (SaKnorm Z-value) CF-specific lung phenotype [21]. Lung function and lung 

disease severity were analyzed over the last 3 years; except for post-lung transplant patients and patients 

under CFTR modulator therapy (ivacaftor and lumacaftor-ivacaftor) for whom FEV1 measurements 

were analyzed over the 3 years prior to the event. SLC6A14 SNP rs3788766 was genotyped using 

Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) chemistry (LGC, Teddington, UK). 

 

Immunohistochemistry 

Human lung biopsies were obtained from a healthy 51-year-old male smoker and from a 29 years old 

male with CF (homozygous for the F508del variant), respectively from Hôpital Foch, Suresnes 92150, 

France. Biopsies were collected and processed in compliance with the current French public health 

legislation (articles L.1235-2 and L.1245-2, code de la santé publique, www.legifrance.gouv.fr). The 

institution informed the participant and made sure that they were not opposed to the use of surgical 

samples for research purposes. Staining was performed using 5-μm thick paraffin sections from 

formalin-fixed paraffin-embedded lung biopsies. Immunolabeling for SLC6A14 was performed on a 

Bond-III® automat (Leica, Leica Biosystems, Nussloch, Germany) using anti-SLC6A14 antibody 

(PA5-51855, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; 1:100). 
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Reagents 

SLC6A14 inhibitor α-methyltryptophan (α-MT; M8377 was from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) was solubilized in 100% methanol (MeOH) to achieve 1, 2.5 or 5 mM (used 

concentrations are specified in figures legends). Equivalent volumes of MeOH alone were used for 

control conditions, thus reaching 0.87%, 2.18% and 4.36% respectively. 

 

Cell cultures 

Human bronchial epithelial cell lines Calu-3-CFTR-WT and Calu-3 CFTR-KD, kindly provided by Dr. 

Marc Chanson [22] (University of Geneva, Geneva, CH), were cultured in 75 cm2 flasks (TPP, Techno 

Plastic Products, Trasadingen, Switzerland) in MEM-Glutamax (Invitrogen) medium supplemented 

with SVF 10% (Eurobio, Courtaboeuf, France), penicillin-streptomycin (100 U/mL, Invitrogen), sodium 

pyruvate 5% (Invitrogen), essential amino acids 1 mM (Invitrogen), and HEPES buffer 10 mM (Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Calu-3 cells were then seeded in 12 (3-3.5x105 cells/well) 

or 24 wells (2x105 cells/well) wells-plates (TPP) and maintained at 37°C in a humidified atmosphere 

with 5% CO2. Non-CF and CF primary human bronchial epithelial cells (HBEC) (Epithelix, Plan-les-

Ouates, Switzerland) (characteristics in Table 3) were grown on plastic supports (1x105 cells/well) until 

confluent in hAEC culture medium supplemented with antibiotics (Epithelix). 

 

SLC6A14 promoter activity 

Gaussia luciferase (GLuc) reporters driven by the SLC6A14 promoter harboring either the A or G allele 

of rs3788766 (GeneCopoeia, Rockville, MD, USA) were used. Calu-3-CFTR-KD cells were seeded in 

24-well plates and transfected at 60% confluence with 1 μg/ml of the GLuc SLC6A14 promoter reporter 

using Lipofectamine 3000 (Invitrogen). After 24 h of transfection, culture media were collected, 

centrifuged 10 min at 10,000x g and supernatants were stored at -20°C. SLC6A14 promoter activity was 

quantified by measuring Gaussia luciferase and secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) used 

as endogenous reporter, was measured using Secrete-Pair™ Dual Luminescence Assay kit 

(GeneCopoeia). SLC6A14 promoter activity is represented as the ratio of GLuc normalized by SEAP. 

 

L-Arginine uptake quantification  

SLC6A14 amino acid transport was studied as described by others [23]. Briefly, cells cultured in 12-

well plates were washed and then incubated in HEPES buffer (25 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5. 4mM 

KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.8 mM MgSO4, 5 mM Glucose, pH = 7.4) for 30 min at 37°C. Cells were then 

incubated with 300 µl of HEPES buffer supplemented with 100 µM Arginine and Arginine 
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Monohydrochloride L-[2,3,4-3H] (L-Arginine-2,3,4-3H, 1 µCi/mL, specific activity: 54.5 Ci/mmol, lot: 

2422780, PerkinElmer, Villebon-sur-Yvette, France) for 15 min and washed 3 times on ice with ice-

cold HEPES with 10 mM Arginine (inhibition of uptake). Finally, cells were lysed with 400 µl 0.5M 

NaOH for 15 min while shaking on ice. Radioactivity levels were measured in 300 µl of sample in 7 mL 

of a scintillation liquid Ecolite Plus (MP Biomedicals, Illkirch-Graffenstaden, France) and using Hidex 

300SL (LabLogic ScienceTec, Villebon-sur-Yvette, France) equipment.  

 

Wound-healing assay 

Cell monolayers grown on plastic supports were injured mechanically (3 wounds per well) as previously 

described [24,25]. Afterwards, cells were washed with their culture medium to remove detached cells 

and treated with either α-MT (1, 2.5 or 5 mM) or MeOH which acted as vehicle control (respective 

equivalent volumes of MeOH alone). Photographs of the wounds were taken at two different positions 

on each wound using an inverted microscope with a X4 objective at t=0 h and t=6 h post-wounding. 

Images were analyzed with Image J software (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) to measure areas of 

the wounds at t=0 h and t=6 h and mean wound closure (% of the area at t=0 h) were calculated. 

 

Cytotoxicity measurement 

Toxicity of α-MT was verified using a commercially available assay (CytoTox 96® Non-Radioactive 

Cytotoxicity Assay, Promega, Madison, WI, USA). 

 

Protein extraction and Western blot 

Protein extracts (20 µg) in RIPA buffer supplemented with antiprotease-antiphosphatase (Halt™ 

Protease and Phosphatase Inhibitor Single-Use Cocktail, Thermo Scientific) were reduced and size-

separated on 4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Precast Gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

and transferred onto nitrocellulose membranes using an iBlot2™ Gel Transfer Device and iBlot2™ 

Nitrocellulose Regular Stacks (IB23001, Invitrogen). Membranes were incubated with specific primary 

antibodies followed by corresponding secondary-HRP antibodies. Mouse anti-β-actin antibody (A2228) 

(1/1000) was from Sigma-Aldrich. Rabbit anti-phopho-mTOR (#2971, 1/1000), rabbit anti-mTOR 

(#2983, 1/1000), anti-mouse HRP (#7076, 1/10000) and anti-rabbit (#7074, (1/5000) antibodies were 

from Cell Signaling Technology (Denver, CO, USA). Immunodetection was reveled using Clarity™ 

Western ECL Substrate (#170-5061, Bio-Rad). Image acquisition was performed using Las-3000 

(Fujifilm, Bussy-Saint-Georges, France). Densitometric quantification was performed using Image J 

software. 
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Statistical analysis 

Genotype-phenotype analysis 

Descriptive statistics are reported as mean ± standard deviation (SD) or percentages. Association 

between lung disease severity and SLC6A14 rs3788766 genotypes was evaluated by linear regression. 

We applied additive SNP coding, and the reference allele (i.e., the allele with the highest frequency in 

the European population) was taken from annotations of the human genome (http://www.ensembl.org). 

Fisher’s exact test was used to test conformance of the allele frequencies with the Hardy-Weinberg 

equilibrium. A P-value of less than 5% was interpreted as evidence of a statistically significant 

association. Analyses were carried out using R software (version 3.6.3, http://www.R-project.org/). 

In vitro data  

All data are presented as mean ± SEM and the number of repeated experiments is indicated in the figure 

legends. GraphPad Prism version 7.05 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used to analyze 

all data. Paired or unpaired t-tests were used to compare two groups. One-way ANOVA were used for 

comparison of more than two groups and followed by appropriate post-hoc tests as indicated in the 

figure’s legends. Values of p0.05 were considered to be significant. In figures, statistical differences 

are indicated as p<0.05 (*), p<0.01 (**) and p<0.001 (***) or non-significant (NS). 

 

RESULTS 

SLC6A14 SNP rs3788766 is associated with lung function in people with CF 

Among the 4,975 pwCF included in the French CF modifier gene study (i.e. 70% of French pwCF) and 

after application of the exclusion criteria, 3,257 pwCF were analyzed in the genotype/phenotype 

association study. Demographic characteristics of the participants are summarized in Table 1. The minor 

allele frequency (MAF) of SLC6A14 SNP rs3788766 in our cohort was 0.38, similar to that reported in 

Europeans (0.36). As SLC6A14 is located on the X chromosome, Hardy-Weinberg equilibrium p-value 

was computed by Fisher’s exact test among females. Results showed that our cohort does not 

significantly diverge from Hardy-Weinberg equilibrium (p-value=0.459). We also found that SLC6A14 

SNP rs3788766 was associated with lung function with the G allele being deleterious. Linear regression 

models estimated that pwCF carriers of the minor allele G had a significant increase in lung disease 

severity, which was measured by an average loss in SaKnorm Z-value of 0.038 ± 0.016 for each G allele 

(p=0.020) (Table 2). Overall, an average decrease of ~1.5% of ppFEV1 was observed in patients 

carrying at least one rs3788766 G allele (Table 2). 
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SLC6A14 rs3788766 genotype affects SLC6A14 promoter activity  

The SLC6A14 SNP rs3788766, located within SLC6A14 promoter (Fig. 1A), is likely to affect SLC6A14 

mRNA expression. Quantitaive-trait Loci (QTL) expression data extracted from GTEx 

(https://www.gtexportal.org/home/) show that rs3788766 G is associated with a decrease of SLC6A14 

transcript expression in different tissues (Fig. 1B), including the pituitary (p-value = 3.0x10-8) and the 

minor salivary gland (p-value = 1.8x10-5). In the lung, a diminished but not statistically significant 

expression is observed (AA vs GG genotypes). It is worth mentioning that, for the GTEx project, the 

prefered location for the lung tissue collection is in the inferior segment of the left upper lobe, 1 cm 

below the pleural surface, avoiding any large arteries, veins, and bronchi. We observed by 

immunohistochemistry that SLC6A14 is predominantly expressed in the bronchial epithelium of pwCF 

(Fig. 1C). Therefore, SLC6A14 expression using QTL analysis might not inform about SNP 

consequences on SLC6A14 expression in the lung. Thus, to determine whether rs3788766 affects 

SLC6A14 promoter activity in bronchial epithelial cells, we used SLC6A14 promoter reporters carrying 

either the A or the G allele of this SNP and assessed the reporters expression. We observed that Calu-3-

CFTR-KD cells transfected with SLC6A14 promoter reporter plasmid carrying the G allele had a lower 

luciferase activity (12.1% reduction) compared to cells transfected with the A allele (Fig. 1D). This 

result indicates that the G allele of rs3788766, i.e. the minor allele, is associated with a decreased 

SLC6A14 promoter activity.  

 

SLC6A14 inhibition in human bronchial epithelial cells regulate mTOR phosphorylation and 

epithelial repair 

Since the SLC6A14 rs3788766 G allele is likely to reduce SLC6A14 mRNA expression level and 

consequently its activity as an amino acid transporter, we sought to investigate the cellular consequences 

of a decreased activity of SLC6A14 in CF bronchial epithelial cells. Thus, we inhibited its activity in 

bronchial epithelial cells using α-MT, a specific pharmacological blocker of SLC6A14 [26]. Firstly, we 

showed that α-MT induced a 54%-decrease of 3H-Arginine transport in Calu-3-CFTR-KD cells (Fig. 

2A). A similar effect was observed in Calu-3-CFTR-WT (Fig. S2A). We then measured LDH release to 

ensure that α-MT was not toxic at the doses used (Fig. S1). We showed that cytotoxicity levels in Calu-

3-CFTR-KD treated with 1mM, 2.5mM and 5mM of α-MT were similar to those of cells treated with 

vehicle (Fig. S1A). As SLC6A14 is involved in colon cancer cell proliferation, migration and invasion 

[27], we wondered whether it could play a role in bronchial epithelial repair, a process which involves 

both cell proliferation and migration mechanisms. Thus, we performed scratch assay experiments on 

Calu-3-CFTR-KD monolayers, treated or without αMT at t=0 h and for the following 6 h of repair (Fig. 

2B and C). Quantitative analysis highlighted a dose-dependent inhibition of wound closure with 

decreases of 8%, 27% and 39%, at 1mM, 2.5mM and 5mM of α-MT, respectively (Fig. 2B). In contrast, 



 

 

93 Résultats 

 Article 1. SLC6A14, fonction respiratoire, mTOR et réparation épithéliale bronchique 

no significant wound closure inhibition was observed at 1mM and 2.5mM of α-MT in Calu-3-CFTR-

WT, but a 31% decrease of wound closure was observed at 5mM of α-MT (Fig. S2B). To determine 

that this effect was not restricted to the Calu-3 cell lines, we performed similar experiments in primary 

HBECs isolated from patient with CF homozygous for the F508del CFTR variant (Fig. 3) or from 

healthy subjects (Fig. S3). Significant decreases of 25% and 36% of arginine transport were observed 

in CF HBECs treated with 2.5mM and 5mM of α-MT, respectively (Fig. 3A). Similar to the Calu-3 

cells, no increase in cytotoxicity has been observed in non-CF HBECs treated or not with α-MT (Fig. 

S1B). A decrease of 32% and 56% of wound closure after 6 h of repair was observed in CF HBECs with 

2.5mM and 5mM of α-MT (Fig. 3B), respectively, while 26% and 79% decreases were found in non-

CF HBECs with 2.5mM and 5mM of α-MT (Fig. S3A), respectively. Finally, we wondered if SLC6A14 

amino acid transport inhibition could have an impact on mTOR activity in primary bronchial epithelial 

cells, as it was previously shown in pancreatic and colonic cells [14,27]. Therefore, we evaluated mTOR 

activation by western blot in primary HBECs treated or not with 2.5mM of α-MT. From results 

generated, we observed that SLC6A14 activity inhibition induces a significant decrease of mTOR 

phosphorylation in primary CF (Fig. 3C) cells. A similar effect is observed in non-CF (Fig. S3B) 

HBECs, however without reaching significance. 

 

DISCUSSION 

Lung disease severity is highly variable among pwCF, with CFTR, the environment and modifier genes 

all contributing to this variability. Among the modifier genes, SLC6A14 is of particular interest because 

it has been associated with both lung and digestive phenotypes in pwCF [9,16-18]. This suggests a major 

pleiotropic role of SLC6A14 in the overall pathophysiology of the disease [13]. Here, we confirmed the 

association between SLC6A14 SNP rs3788766 and the lung function of pwCF, and further demonstrated 

that carrying the minor allele of rs3788766 induces a decreased SLC6A14 promoter activity. We finally 

demonstrated that a reduced SLC6A14 amino acid transport activity alters wound repair mechanisms 

and modulates the mTOR pathway in human CF bronchial epithelial cells.  

Our study first showed, using a large French CF cohort (n=3,257), that pwCF carrying at least one minor 

allele G of the SLC6A14 SNP rs3788766 exhibit reduced lung function compared to those carrying two 

major allele A, confirming prior studies [16,17]. Li et al. performed a sub-analysis from the original 

1,661 Canadian CF Gene Modifier Study participants of a previous study [18] and showed that 

rs3788766 is associated with both pediatric lung disease severity and earlier age at first acquisition of 

P. aeruginosa [16]. Other SLC6A14 SNPs, also associated with lung function of pwCF, have been 

identified either by GWAS [9] or genotyping [13]. Beside lung phenotype, Sun et al. showed that the 

SNP rs3788766 is associated with digestive manifestations of CF, such as increased MI susceptibility 

in a cohort of 3,763 pwCF [15]. Those results were further confirmed in a genome-wide association 
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investigation performed by the International CF Gene Modifier Consortium with 6,770 pwCF [28]. 

Altogether, these results emphasize the major involvement of this particular SNP of SLC6A14 in CF 

clinical variability.  

To understand how this SNP can contribute to CF pathophysiology and because of its location within 

SLC6A14 regulatory region, we evaluated its impact on SLC6A14 promoter activity. We found that the 

minor allele G, previously identified as the deleterious allele regarding CF patient’s lung function, is 

associated with a decrease of SLC6A14 promoter activity in bronchial epithelial cells. This is in 

contradiction with eQTL data in GTEX lung samples. However, as evocated above, this discrepancy 

likely results from GTEX lung samples collection avoiding bronchi. In addition, SLC6A14 eQTLs were 

already shown not to colocalize with lung GWAS associated evidence [28]. This is the first report 

showing that a SLC6A14 SNP might influence SLC6A14 transcription in the context of CF. Indeed, 

SLC6A14 expression and function have been mostly investigated in cancers so far [29]. It is worth 

mentioning that, using a similar method, a recent report has shown that the obesity-associated SLC6A14 

SNP rs2011162 also reduced SLC6A14 expression [30].  

Recently, some studies have explored the role of SLC6A14 in CF pathophysiology and began to explain 

the reasons for its identification as a modifier gene of CF lung and intestinal diseases. Di Paola et al. 

showed that the inhibition of SLC6A14 amino acid transport increased P. aeruginosa attachment to 

human bronchial epithelial cells by enhancing L-arginine levels in the airway surface liquid [23]. 

Arginine transport through SLC6A14 also seems to increase F508del-CFTR protein by enhancing nitric 

oxide (NO) production and activating cGMP or PKG pathways [31]. NO production increase has also 

been suggested to contribute to anti-infectious response because it is well-known to have bactericidal 

effects on P. aeruginosa [32]. Thus, SLC6A14 seems to modulate CFTR activity and could participate 

in the infectious process of CF airways by P. aeruginosa. Concerning the role of SLC6A14 in the 

intestine, it has been suggested that SLC6A14 involvement in MI susceptibility could be related to 

intestinal fluid secretion defect in CF, which was worsened in Slc6a14-KO CF mice carrying the major 

mutation F508del [33].  

Here, we report, for the first time, that SLC6A14 is involved in bronchial epithelial repair. In healthy 

epithelia, repair processes involving cell proliferation, migration and differentiation, facilitate epithelial 

integrity restoration and function. In CF, repair mechanisms are altered and chronic infections with 

various pathogens and exacerbated inflammation induce progressive epithelial damage [34]. Our results 

demonstrated that, in Calu-3 cells and primary HBEC, pharmacological inhibition of SLC6A14 activity 

resulted in a delayed epithelial repair. SLC6A14 involvement in cell migration and proliferation has 

been previously described. Indeed, Sikder et al. first showed that SLC6A14 function favors cell 

proliferation and invasion in colon cancer LS174T cell line [27]. In addition, Mao et al. showed that 

SLC6A14 overexpression or knockdown respectively promotes or inhibits migration and proliferation 
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of colorectal cancer cells (HCT-116 and Caco-2 cells) in vitro [35]. They also found that the 

pharmacological inhibitor α-MT inhibited cell proliferation as well as the fact that SLC6A14 promoted 

colorectal cancer cell proliferation and migration via the JAK2/STAT3 pathway. SLC6A14 involvement 

in cell proliferation has also been shown in other cancer cells such as pancreatic cancer cells [14]. 

In addition to its role in epithelial repair, we highlighted that it may be involved in the mTOR pathway. 

The mTOR pathway balances anabolism and catabolism in order to control key cellular processes such 

as cell growth or proliferation. It is very sensitive to amino acids starvation especially leucine and 

arginine [36]. SLC6A14 implication in mTOR pathway was previously described in pancreatic cancer 

cell lines [14] for which α-MT-mediated SLC6A14 blockade induces the decreased phosphorylation of 

proteins involved in mTOR pathway including 4E-BP1, eIF-2α and S6kinase. This interplay between 

SLC6A14 and mTOR was also recently confirmed in colon cancer LS174T cell line treated with α-MT 

[27]. In intestinal epithelium, mTOR is involved in wound healing and the re-establishment of barrier 

function following injury [37]. Consistent with the literature, we confirmed the relation between 

SLC6A14 activity and mTOR activation. However, how airway epithelial repair, mTOR and SLC6A14 

are related remains unknown. Recently, SLC6A14 was shown to be a target for Wnt-signaling [27], 

which is known to be one of the key pathways involved in lung repair and regeneration in response to 

injury [38]. Further work is thus necessary to fully understand the consequences of SLC6A14 blockade 

on the molecules of the mTOR pathway specifically related to this wound repair process.  

To conclude, we confirmed that SLC6A14 rs3788766 genotype influences the lung disease severity of 

pwCF. This study also showed that SLC6A14 might influence CF lung phenotype via mTOR signaling 

pathway and epithelial repair processes modulation. 
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of 3,257 patients with cystic fibrosis analyzed in the 

phenotype-genotype study 

 

Table 2. Genotype-phenotype association study between lung disease severity and SLC6A14 rs3788766 

genotypes, in 3,257 patients with cystic fibrosis 

SLC6A14 rs3788766  

genotypes 

Patients analyzed 

% (n) 

Lung function 

ppFEV1
# 

mean ± SD 

Lung disease severity 

SaKnorm Z-value## 

mean ± SD 

P-value† 

AA 50% (1624) 64.9 ± 27.2 0.360 ± 0.795 

0.020 AG 23% (740) 63.5 ± 25.7 0.302 ± 0.797 

GG 27% (893) 63.1 ± 26.4 0.287 ± 0.780 
#ppFEV1: Percent-predicted (pp) Forced expiratory volume in one second (FEV1). SaKnorm: Survival adjusted 

Kulich Normalized. †P-value was computed by linear regression with additive model. 

  
 

Table 3. Characteristics of the patients from whom the primary bronchial epithelial cells were obtained. 

 

 

 

 

 

Characteristics 
Patients analyzed in  

SLC6A14 rs3788766 study 

Age at inclusion (years), mean ± SD 21.5 ± 8.4 

Females, % (n) 49% (1581) 

Caucasian origin, % (n) 91% (2976) 

Lung transplant, % (n) 17% (567) 

CFTR modulator therapy#, % (n)  29% (935) 

CFTR genotypes, % (n)  

F508del homozygous 54% (1750) 

F508del heterozygous 35% (1154) 

Others 11% (353) 
#Patients who have started CFTR modulator therapy with ivacaftor or lumacaftor-ivacaftor. CFTR: cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator 

Patient Age Sex Smoker Pathology CFTR variant Figure 

CFAB060901 21 Female No CF F508del/F508del 3A, 3B, 3C 

CFAB056701 39 Female No CF F508del/F508del 3C 

CFAB45202 32 Male No CF F508del/F508del 3B 

CFAB064901 37 Female No CF F508del/1717-1G>A 3C 

02AB77201F2 63 Male No None - S3A 

02AB067101 72 Male No None - S3B 

02AB068001F2 71 Female No None - S3B 

02AB083901 59 Male No None - S3B 
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FIGURES  

 

 

Figure 1. SLC6A14 rs3788766 variant is associated with gene transcription regulation. A. Graphical 

representation of the localization of rs3788766 and SLC6A14 gene on X chromosome. B. Violin plots of SLC6A14 

transcript expression in tissues according to rs3788766 genotypes in Genotype-Tissue Expression (GTEx, 

https://www.gtexportal.org/home/). C. Representative images of SLC6A14 immunohistochemistry on pwCF lung 

biopsy. D. SLC6A14 promoter activity measurement was performed on Calu-3-CFTR-KD transfected with the 

reporter plasmid constructs containing A allele or G allele of rs3788766 (n=8) (Wilcoxon test, **p<0.01). 
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Figure 2. Effect of SLC6A14 inhibition in Calu-3-CFTR-KD cells. A. 3H-Arginine uptake in Calu-3-CFTR-KD 

cells treated with α-MT (2.5mM) or vehicle (MeOH) (n=9, Wilcoxon test, *p<0.05). B. Calu-3-CFTR-KD were 

treated with increasing doses of α-MT or vehicle (MeOH) for 6 h. Quantification of wound closure expressed in 

mean % compared to the control condition (n=6, ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test, * 

p<0.05, ** p<0.01). C. Representative images of wounds at 0h and 6h in control (MeOH) and α-MT conditions. 

Wounds have been brightened on the pictures and white lines have been drawn at the wound edges for a better 

visualization.  
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Figure 3. Effect of SLC6A14 inhibition in CF primary human bronchial epithelial cells (HBEC). A. 3H-

arginine uptake in CF primary HBEC treated or not with α-MT (n=3, ANOVA followed by Bonferroni's multiple 

comparison test, * p<0.05, ** p<0.01). B. Measurement of epithelial repair (6 h) of CF primary HBEC treated 

with increasing doses of α-MT or vehicle (MeOH). Quantification of wound closure is expressed in mean % 

compared to the control condition (n=4, ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test, * p<0.05). 

C. Western blot, images of phospho-mTOR, total mTOR and -actin (loading control) (left) and quantification of 

P-mTOR / mTOR ratio (right) in CF primary HBEC treated 6 h with 2.5 mM α-MT or control vehicle (MeOH). 

Test * p<0.05.  
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SUPPLEMENTARY DATA 

 

 

Figure S1. Impact of α-MT on cell viability. A. Cell viability of Calu-3-CFTR-KD cells treated with increasing 

doses of α-MT or vehicle (MeOH) (n=3, ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test). B. Impact 

of α-MT on viability of non-CF primary human bronchial epithelial cells (n=3, ANOVA followed by Bonferroni's 

multiple comparison test). 
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Figure S2. Effect of SLC6A14 inhibition in Calu-3-CFTR-WT cells. A. 3H-Arginine uptake in Calu-3-CFTR-

WT cells treated with α-MT (2.5 mM) or vehicle (MeOH) (n=7, Wilcoxon test, * p<0.05). B. Epithelial repair of 

Calu-3-CFTR-WT cells treated with increasing doses of α-MT or vehicle (MeOH). Quantification of wound 

closure is expressed in mean % compared to the control condition (n=5, ANOVA followed by Bonferroni's 

multiple comparison test, * p<0.05).  
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Figure S3. Impact of SLC6A14 inhibition in non-CF primary human bronchial epithelial cells. A. Epithelial 

repair of non-CF primary human bronchial epithelial cells. Quantification of wound closure is expressed in mean 

% compared to the control condition (n=12, ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test, *p<0.05). 

B. Western blot of phospho-mTOR, total mTOR and -actin (loading control) of primary HBEC from three non-

CF subjects, treated 6 h with 2.5 mM α-MT or control vehicle (MeOH). C. Quantification of P-mTOR / mTOR 

ratio in primary HBEC from three non-CF subjects, treated 6 h with 2.5 mM α-MT or control vehicle (MeOH). 
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II- Etude de la modulation de l’expression et de la fonction de la protéine SLC6A14 en 

contexte inflammatoire et infectieux de la mucoviscidose 

a. Résumé 

La mucoviscidose est caractérisée par des cycles chroniques d'infection et d'inflammation, 

responsables d'une altération de l'épithélium des voies respiratoires et d'un déclin de la fonction 

pulmonaire. P. aeruginosa, le principal agent pathogène présent dans les poumons des patients 

adultes, est particulièrement responsable de l'aggravation de l’atteinte pulmonaire. SLC6A14, 

un gène codant pour un transporteur d'acides aminés, agit comme un gène modificateur et il a 

été démontré précédemment qu'il était associé au déclin de la fonction pulmonaire et à un âge 

plus précoce de la première colonisation par P. aeruginosa. Dans cette étude, nous avons 

examiné la régulation de l’expression du gène SLC6A14, au niveau transcriptionnel et au niveau 

protéique, dans les contextes inflammatoire et infectieux de la mucoviscidose. Nous avons 

d'abord comparé les niveaux d’ARNm de SLC6A14 de l'épithélium nasal ex-vivo de patients 

atteints de mucoviscidose et de sujets témoins. Nous avons ensuite étudié l'expression de 

SLC6A14 en présence d'interleukine-1β (IL-1β), l'une des cytokines pro-inflammatoires les plus 

fréquemment retrouvées dans les expectorations de patients mucoviscidosiques. Enfin, nous 

avons examiné la modulation de l’expression du transcrit de SLC6A14 ainsi que de sa protéine 

par l'infection à P. aeruginosa et par certains de ses facteurs de virulence, notamment le 

lipopolysaccharide (LPS), la flagelline (FLA) et l'élastase (LasB). Nous avons montré une 

expression plus élevée de SLC6A14 dans les cellules nasales chez les patients atteints de 

mucoviscidose par rapport aux sujets témoins. De plus, nous avons observé une corrélation 

positive entre le niveau d’expression de SLC6A14 et l’âge des patients. Nos résultats indiquent 

que l'expression et la fonction de SLC6A14 sont augmentées par l'IL-1β et la flagelline de P. 

aeruginosa et ce, dépendamment de la voie de signalisation ERK et/ou p38. Cependant, même 

si la bactérie entière P. aeruginosa induit une augmentation des transcrits de SLC6A14, une 

diminution des niveaux protéiques de SLC6A14 est observée et attribuable à LasB. Ainsi, nous 

avons pu montrer que les cellules épithéliales bronchiques semblent répondre à l’infection par 

P. aeruginosa et à l’IL-1β en induisant l’expression de SLC6A14, tandis que P. aeruginosa 

sécrète une élastase LasB capable de cliver la protéine SLC6A14. L’expression et la fonction 

de SLC6A14 sont donc modulées par l’inflammation et l’infection au cours de la 

mucoviscidose. 
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Abstract 

Cystic fibrosis (CF) is characterized by chronic cycles of infection and inflammation responsible for an 

impairment of the airway epithelium and a decline of the lung function. Pseudomonas aeruginosa, the 

major pathogen found in adults with CF lungs is largely responsible for the aggravation of the lung 

disease. SLC6A14, a gene encoding an amino acid transporter, acts as a modifier gene and was 

previously shown to be associated with CF lung function decline and with an earlier age of primary 

colonization with P. aeruginosa. In this study, we investigated SLC6A14 regulation in inflammatory 

and infectious context of CF. We first compared ex-vivo nasal epithelial SLC6A14 mRNA expression 

of people with CF (pwCF) and control subjects. We then studied SLC6A14 expression in presence of 

interleukin-1β (IL-1β), one of the most common pro-inflammatory cytokines found in CF 

expectorations. Finally, we investigated SLC6A14 modulation by P. aeruginosa infection and studied 

the effect of P. aeruginosa virulence factors including lipopolysaccharide (LPS), flagellin (FLA) and 

elastase (LasB) on SLC6A14 expression and associated signaling pathways. We showed a higher 

expression of SLC6A14 in nasal cells in pwCF compared to control subjects, which is positively 

correlated with patient’s age. Then, we observed that SLC6A14 expression and function are increased 

by IL-1β and P. aeruginosa flagellin in a ERK and/or p38-dependant manner. However, even if P. 

aeruginosa whole bacteria induce an increase of SLC6A14 mRNA expression, a decrease of SLC6A14 

protein level is observed and attributable to LasB. In conclusion, during the course of CF disease, the 

level of SLC6A14 expression and its function may be influence both by inflammation and infection. 

 

Keywords: SLC6A14, cystic fibrosis, Pseudomonas aeruginosa, LasB, IL-1β, bronchial epithelial cells 
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Introduction 

Cystic fibrosis (CF) is the most common rare autosomal recessive fatal disease in the Caucasian 

population. Lung disease is the leading cause of mortality and morbidity in people with CF (pwCF). The 

disease is caused by pathogenic variants in the CF transmembrane conductance regulator (CFTR) gene 

86–88, which are responsible for ion transport imbalance across the airway epithelium thus inducing an 

altered mucociliary clearance. This context favors the development of infections and inflammation 

leading to progressive lung tissue destruction and respiratory insufficiency. Among all pro-

inflammatory cytokines and pathogens found in the airways of adults with CF,  IL1- is the major 

cytokine 148,381 and Pseudomonas aeruginosa is the most common and life-threatening pathogen. Indeed,  

the age at first P. aeruginosa colonization is a determining factor in the patient's prognosis 382,383.  

Previous works have identified SLC6A14 (also called ATB0,+), as a modifier gene. This gene encodes 

an amino acid transporter with a wide selectivity, allowing to concentrate almost all amino acids, 

including arginine, within the cell. SLC6A14 genetic variants were associated with a decreased lung 

function 314 and an earlier age at first acquisition of P. aeruginosa 323. We recently demonstrated that 

SLC6A14 rs3788766 SNP is associated with a decreased lung function in a large cohort of pwCF 384 and 

that this SNP reduces SLC6A14 promoter activity in bronchial epithelial cells 384. Apart from genetic 

studies, some groups begin to work on the role of SLC6A14 in the pathophysiology of CF. Indeed, two 

independent studies showed that SLC6A14 expression and function as an arginine transporter are 

upregulated by P. aeruginosa flagellin 346,385. Further, SLC6A14 was shown to be involved in P. 

aeruginosa attachment to human bronchial epithelial cells 346. However, the impact of the whole live 

bacteria on SLC6A14 expression is unknown. In addition, we previously showed that SLC6A14 favors 

bronchial epithelial repair 384, and this transporter was also demonstrated to increase CFTR function 338. 

Therefore, there is no doubt that SLC6A14 has an important role in CF pathophysiology and its study 

needs to be deepened.  

In this study, we investigated SLC6A14 expression and function regulation in CF inflammatory and 

infectious contexts. We particularly focused on SLC6A14 regulation by interleukin-1β (IL-1β), P. 

aeruginosa live bacteria or some of its virulence factors, such as lipopolysaccharide (LPS), flagellin 

(FLA) and LasB elastase.  
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Material and methods 

Reagents  

Pa (serotype 10) lipopolysaccharide (LPS) (1 µg/mL) and DMSO were from Sigma-Aldrich (Saint-

Quentin Fallavier, France). Purified P. aeruginosa flagellin (FLA) was from InvivoGen (San Diego, 

CA, USA). Interleukin-1β (IL-1β) was from PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA). Elastase from P. 

aeruginosa, LasB was from Elastin Products company (Owensville, MO, USA). DMSO was from 

Sigma Aldrich. SLC6A14 inhibitor α-methyltryptophan (α-MT; M8377; Sigma-Aldrich) was 

solubilized in 100% methanol (MeOH) to achieve 1, 2.5 or 5 mM (used concentrations are specified in 

figures legends). Equivalent volumes of MeOH alone were used for control conditions, thus reaching 

0.87%, 2.18% and 4.36% respectively. Phosphoramidon (R7385), U0126/MEK inhibitor (662005), 

SP600125/Jnk inhibitor (S5567) and SB203580/p38 inhibitor (S8307) were from Sigma Aldrich. 

Monoclonal Anti-TLR5 (IgA2, Q2G4) and Human IgA2 control were from Invivogen.  

 

Cell cultures 

Human bronchial epithelial cell lines Calu-3-CFTR-WT and Calu-3 CFTR-KD were kindly provided 

by Dr. Marc Chanson 386 (University of Geneva, Geneva, CH), and cultured as previously described384 

in 75 cm2 flasks (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzerland) in MEM-Glutamax 

(Invitrogen) medium supplemented with SVF 10% (Eurobio, Courtaboeuf, France), penicillin-

streptomycin (100 U/mL, Invitrogen), essential amino acids 1 mM (Invitrogen), sodium pyruvate 5% 

(Invitrogen), and HEPES buffer 10 mM (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Calu-3 cells were 

then seeded in 12 (3-3.5x105 cells/well) wells-plates (TPP) and maintained at 37°C in a humidified 

atmosphere with 5% CO2. Non-CF and CF primary human bronchial epithelial cells (HBEC) (Epithelix, 

Planles-Ouates, Switzerland) were grown until confluence on plastic supports (1x105cells/well) in hAEC 

culture medium supplemented with antibiotics (Epithelix). 

 

Cell stimulations and Infection with P. aeruginosa 

Calu-3 cells and primary cells were stimulated with LPS and flagellin for 2 or 6 h or overnight or with 

IL-1β for 6 h or overnight as indicated in the figure’s legends. P. aeruginosa laboratory strains (PAO1 

WT and PAO1 ΔLasB), were grown in lysogeny broth (LB) medium at 37°C overnight at 110 rpm in a 

shaker incubator. Bacterial cultures were then centrifugated at 3000 rpm for 15 min. Pellets were washed 

twice with PBS 1X and resuspended with 500 µL of PBS 1X. We then measured the OD at 600nm and 

cells were infected with a MOI=0,25 bacteria/cell for 6 h. PAO1 WT and PAO1 ΔLasB secretomes were 

obtained by successive centrifugations of bacterial suspensions: 4000 g (15 min, 4°C), 6000 g (10 min, 

4°C) and 12 000 g (10 min, 4°C) before the remaining supernatants were filter-sterilised using 0.2 µm 

pore syringe filters, aliquoted and stored at −80°C until use 14. Phosphoramidon (1mM) was 

preincubated with cell culture medium only or with LasB for 30min, followed by 5 min of cell 
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stimulation. U0126/MEK inhibitor (20µM), SP600125/Jnk inhibitor (20µM) and SB203580/p38 

inhibitor (20µM) were solubilized with DMSO and used, after 30 min of cell deprivation, for 1h of 

prestimulation followed by 6h of co-stimulation with IL-1β (20ng/mL) or FLA (50ng/mL). DMSO alone 

was used as control condition. Purified elastase LasB was used at 25nM on primary cells or 50nM 

otherwise. 

 

Recombinant SLC6A14 peptide 

In order to check SLC6A14 antibody specificity and to study elastase activity, we used a SLC6A14 

fusion protein (ref 12857, Proteintech). Its amino acids sequence corresponds to the epitope recognized 

by our antibody on an extracellular portion of SLC6A14 protein: YSLYYMFASFQSELPWKNC 

SSWSDKNCSRSPIVTHCNVSTVNKGIQEIIQMNKSWVDINNFTCINGSEIYQPGQLPSEQYWNK

VALQRSSGMNETGVIVWYLALCLLLAWLIVGAALFKGIKSSGKV (138-264 aa encoded 

by BC093710). 

 

RT-qPCR 

Calu-3 and hAEC 

RNAs were isolated using a NucleoSpin RNA® kit (Macherey Nagel, Duren, Germany). RT were 

performed following High-capacity cDNA reverse transcription kit protocol (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA). Real-time qPCR was performed with a QuantStudio3 (Applied Biosystems), 

using TaqMan Fast Universal PCR Master Mix 2X Lo-Rox (Applied Biosystems), TaqMan probes 

(Applied Biosystems) for SLC6A14 (hs00924564_m1) and GAPDH (hs02786624_g1)) and cDNA as a 

template. For relative quantification, the amount of target genes was normalized to the expression 

of GAPDH relative to control cells and was calculated using the 2−ΔΔCt method. 
 

Nasal cells  

The study was approved by Perth Children’s Hospital Ethics Committee (#1762) for children with CF 

and the St. John of Gods Human Ethics Committee (SJOG#901) for children without CF. Children with 

CF were consented during their annual bronchoscopy whilst children without CF were recruited prior 

to undergoing elective surgery for non-respiratory related condition. Those with existing bacterial or 

viral chest infection were excluded from the study and written consent was then obtained from adult 

participants and parents or guardians of children. Nasal epithelial samples were obtained from the 

middle nasal turbinate using a soft interdental brush and stored in collection media (RPMI-1640 with 

20% (v/v) heat-inactivated FCS). Samples were then processed as previously described (Kicic 2020) 

and cells were pelleted and resuspended in RLT buffer containing 1% (v/v) b-mercaptoethanol. RNA 

was extracted using PureLink® RNA (Life Technologies) as per manufacturer’s protocol. cDNA was 

then synthesized using random hexamers and Multiscribe™ Reverse Transcriptase (Applied 

Biosystems) in a final reaction volume of 20L containing 1 X RT buffer, 5.5mM MgCl2, 0.5mM of 
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each of the dNTPs, 2.5M random hexamers, 0.4U/L RNase inhibitor, 0.5U/L Multiscribe reverse 

transcriptase and 200ng RNA. The reactions are performed under the following conditions: initial primer 

incubation step at 25C for 10 minutes followed by RT incubation at 48C for 30 minutes and ended by 

reverse transcriptase inactivation at 95C for 5 minutes. The cDNA was then used in a final PCR reaction 

volume of 10L containing 1 X Taqman PCR master mix (Applied Biosystem), 0.5L of SLC6A14 and 

PPIA (Hs04194521_s1) Taqman probes (Applied Biosystems) and 2.5L of cDNA (1:5). PCR was 

performed using the QuantStudio 7 (Applied Biosystem). SLC6A14 expression was normalized to the 

expression of PPIA relative to control cells and was calculated using the 2−ΔΔCt method. 

 

Protein extraction and Western blotting 

Proteins were extracted with RIPA buffer (ThermoScientific) supplemented with antiproteases and 

antiphosphastase (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail, ThermoScientific) and 

quantified by Pierce™ BCA Protein Assay Kit protocol (Thermo Fisher Scientific). Nuclear, 

cytoplasmic and membrane fractions were obtained using Subcellular Protein Fractionation Kit 

(ThermoScientific). Protein extracts were reduced and size-separated on 4-15% Mini-PROTEAN® 

TGX Stain-Free™ Precast Gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and then transfered on nitrocellulose 

membrane using iBlot2™ Gel Transfer Device and iBlot2™ Gel Transfer Nitrocellulose Regular Stacks 

(IB23001, Invitrogen).  Membranes were incubated with specific primary antibodies following 

conditions recommended by the supplier. Membranes were then incubated with corresponding 

secondary HRP-antibodies. Rabbit anti-SLC6A14 antibody (HPA003193, 1/2000 5% dry-milk TBS-T, 

O/N) was from Atlas Antibodies (Lund, Sweden). Rabbit anti-GAPDH (#51745, 1/1000, 5% dry-milk 

TBS-T, O/N) and anti-rabbit HRP (#7074S, 1/5000, 5% dry-milk TBS-T, O/N) were from Cell Signaling 

Technology (Denver, CO, USA).   

Immunofluorescence microscopy 

Cells were washed with PBS 1X and fixed with 4% PFA (15 min, RT). Cells were permeabilized in 

Triton-X-100 0,2% (15 min, RT) blocked in 5% BSA in PBS 1X, and incubated with anti-SLC6A14 

primary antibody (1:100, 1h, RT) and then with anti-rabbit secondary antibody (1:10000, 1h, RT, ref 

#7074, Cell Signaling Technology). Nuclei were stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 

D9542, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Allemagne) (1/1000 in PBS for 15min). Cells were washed in 

between steps with PBS 1X and mounted with ProLongTM Gold Antifade Reagent (Invitrogen). Cells 

were imaged on a Zeiss Axiovert 200 microscope (Zeiss, Le Pecq, France). 

 

ELISA 

Concentrations of human IL-8 and IL-6 (R&D, Minneapolis, MN, USA) were measured in cell 

supernatants using ELISA kits according to the manufacturer's instructions. The 3,3′,5,5′-

tetramethylbenzidine substrate was from Cell Signaling Technology. 
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L-arginin uptake quantification 

SLC6A14 amino acid transport was studied as described previously 384, using Arginine 

Monohydrochloride L-[2,3,4-3H] (L-Arginine-2,3-3H, 1µCi/mL, PerkinElmer).  

 

Statistical analysis 

All data are presented as mean ± SEM and the number of repeated experiments are indicated in the 

figure legends. GraphPad Prism version 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used to 

analyze all data. Paired or unpaired t-tests were used to compare two groups as appropriate. One-way or 

two-way ANOVA were used for comparison of more than two groups and followed by appropriate post-

hoc tests (Tukey’s, Dunnett's or Bonferroni's multiple comparison tests). Values of p lower than 0.05 

were considered to be significant. Non-significant (NS) and statistically significant differences with 

p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p<0.001 (***) and p< 0.0001 (****) are indicated in the figures. 

 

Results 

 

SLC6A14 expression is modulated in CF context 

We first compared SLC6A14 expression using ex-vivo nasal epithelial cell of control individuals or 

pwCF. In average, SLC6A14 mRNA levels were significantly slightly more expressed in CF nasal 

epithelial cells (Fig. 1A) with a higher variability of expression between samples compared to the control 

group.  Interestingly, we found a positive correlation between SLC6A14 mRNA expression and CF 

patients’ age (Fig. 1B), which is not detected in control individuals (Fig. 1C). We also examined 

SLC6A14 protein levels in bronchial epithelial cells cultivated in vitro at the air-liquid interface. 

Contrary to our expectations, we found that SLC6A14 protein levels were lower in CF patients’ 

bronchial cells compared to non-CF’s (Fig. 1D). These results prompted us to investigate what could 

influence SLC6A14 expression and its function.  

 

IL-1β increases SLC6A14 expression and function in bronchial epithelial cells 

SLC6A14 expression was previously shown to be increased in inflammatory context of colonic 

diseases 335,364–366,387 such as Crohn’s disease, which is characterized by an increase of IL-1β levels 388. 

During the course of CF, lung inflammation is excessive and becomes chronic, leading to IL-1β, the 

main pro-inflammatory cytokine found in CF expectorations 150, surexpression. Besides, we showed that 

SLC6A14 mRNA levels are positively correlated with pwCF’s age. Thus, we hypothesized that IL-1β 

could influence SLC6A14 expression and function in CF inflammatory context. Under basal condition, 

we observed that SLC6A14 mRNA levels are higher in Calu-3-CFTR-KD cells than in isogenic Calu-3-
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CFTR-WT cells (Fig. 2A). However, we did not detect an increase in arginine transport between these 

two cell lines (data not shown). Then both Calu-3 cell lines were stimulated with IL-1β, as confirmed 

by IL-8 and IL-6 secretion following cells stimulations (Fig. S1A).  IL-1β treatment induces an 

approximately 3-fold increase in SLC6A14 mRNA expression both in Calu-3-CFTR-WT and Calu-3-

CFTR-KD cell lines (Fig. 2A). We confirmed this IL-1β-dependent SLC6A14 induction at protein level 

in Calu-3-CFTR-KD cells (Fig. 2B). We observed an increase of arginin transport in cells stimulated 

with IL-1β (Fig. 2C). This increase seems to be mainly SLC6A14-dependant as evidenced by arginine 

uptake measurements following SLC6A14 blockade with α-MT (Fig. S2A). In order to identify 

signaling pathways involved in this IL-1β-dependent SLC6A14 induction, we treated Calu-3-CFTR-KD 

with ERK and p38 inhibitors (Fig. 2D, 2E). We observed that ERK and p38 inhibitors prevent the IL-

1β-dependent SLC6A14 induction at mRNA (Fig. 2D) and protein (Fig. 2E) levels. Lastly, we 

confirmed in primary hBECs, the p38-ERK dependent induction of SLC6A14 mRNA expression (Fig. 

2F) by IL-1β, however the arginine transport is not affected (Fig. 2G). 

 

Bronchial epithelial cells enhance SLC6A14 transcription in response to infection but P. 

aeruginosa LasB elastase prevents SLC6A14 protein levels increase 

A progressive increase of airways colonization by P. aeruginosa bacteria is observed over the CF 

patients’ lifetime and previous works have shown that flagellin was able to modulate SLC6A14 

expression and function 346,385. We wanted to go further to know if this effect was confirmed with the 

living bacteria, which has many virulence factors. Among these, LasB elastase is an important secreted 

heat-sensitive virulence factor secreted by P. aeruginosa and is involved in the establishment of 

infection and in lung tissue damage 389. In addition, it has been previously showed that this protease is 

able to degrade host proteins related to CF pathophysiology such as CFTR and IL-6 212. Thus, we 

infected Calu-3 CFTR-KD cells with P. aeruginosa PAO1WT and PAO1ΔLasB strains, and observed 

a strong increase of SLC6A14 mRNA with PAO1WT and PAO1ΔLasB (Fig. 3A), associated with a 

decrease of SLC6A14 protein levels only after PAO1WT infection (Fig. 3B and 3C). To verify that this 

decrease is specifically related to LasB, we stimulated Calu-3 CFTR-KD cells with culture supernatants 

(SN) from PAO1WT and PAO1ΔLasB (Fig. 3D and 3E). We observed an increase of SLC6A14 mRNA 

only with SN PAO1 ΔLasB (Fig. 3D). Similar to whole bacteria, a decrease of SLC6A14 protein is seen 

only after SN PAO1WT incubation (Fig. 3E). This effect is abrogated when the SN is heated (Fig. S3). 

Functionally, SLC6A14-dependent arginine transport was induced by PAO1ΔLasB SN while it was not 

by PAO1WT SN (Fig. 3F).  Using purified LasB, we showed that SLC6A14 mRNA levels are not 

modulated by this protease (Fig. 4A). Still, we demonstrated that purified LasB induces a decrease of 

SLC6A14 protein levels (Fig. 4B and 4C). LasB-dependent SLC6A14 protein level decrease is inhibited 

by the metalloprotease inhibitor phosphoramidon (Fig. S4A).  
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We then hypothesized that LasB could decrease SLC6A14 protein levels by degrading directly the 

protein. Thus, we tested LasB effect on a recombinant-peptide containing a SLC6A14 extracellular loop 

amino-acid sequence. Our results showed that LasB but not hNE is able to cleave SLC6A14 recombinant 

peptide (Fig. S4B). 

Importantly, we then confirmed these results in primary bronchial epithelial cells from pwCF (CF 

hBECs) (Fig. 5). Indeed, PAO1WT and ΔLasB strains increase SLC6A14 mRNA levels (Fig. 5A) while 

SLC6A14 protein levels are decreased only by PAO1WT strain (Fig. 5B). This decrease is also observed 

with PAO1WT SN (Fig. 5C) and purified LasB (Fig. 5D and S4C) decrease SLC6A14 protein 

expression. In contrast, decrease of SLC6A14 is not observed after stimulation by hNE (Fig. S4C). The 

function of SLC6A14 seems to be also affected since arginine transport is decreased by LasB (Fig. 5E). 

Then, we further investigated LasB effect on SLC6A14 protein location in CF hBECs. We showed that 

SLC6A14, mainly located at the plasma membrane in basal conditions, seems to be internalized and 

degraded following LasB stimulation (Fig. 5F).  

 

P. aeruginosa flagellin increases SLC6A14 expression and function in bronchial epithelial 

cells 

We further attempted to decipher the mechanisms associated in SLC6A14 mRNA induction observed 

both in Calu-3 and primary cells (Fig. 3A and 5A). As evocated before, P. aeruginosa expresses many 

virulence factors such as flagellin (FLA) or lipopolysaccharide (LPS), which were shown to increase 

SLC6A14 expression and function (arginine transport)346,385. Thus, Calu-3 cell lines were stimulated 

with LPS, FLA or both for 6h. IL-8 and IL-6 were secreted by cells in response to FLA or FLA+LPS 

stimulations (Fig. S1B). Even if IL-8 and IL-6 secretions slightly trended to increase after LPS 

stimulation, this trend was not statistically significant (Fig. S1B). LPS and FLA were able to increase 

SLC6A14 mRNA both in Calu-3-CFTR-KD and in Calu-3-CFTR-WT with no additive effect (Fig. 6A). 

We confirmed the LPS/FLA-dependent SLC6A14 induction at protein level in Calu-3-CFTR-KD cells 

(Fig. 6B). We observed an increase of arginin transport in Calu-3-CFTR-WT (data not shown) and Calu-

3-CFTR-KD cell lines stimulated with LPS+FLA combination (Fig. 6C). We confirmed that this 

increase is mainly SLC6A14-dependant as evidenced by arginine uptake measurements following 

SLC6A14 blockade with α-MT (Fig. S2B). Using an anti-TLR5 (FLA receptor) blocking antibody, 

FLA-dependent SLC6A14 mRNA induction is completely inhibited (Fig. 6D). As observed with IL-1, 

FLA-dependent SLC6A14 mRNA induction seems to be p38 and ERK dependent (Fig. 6E). We were 

able to confirm these results in CF primary hBECs, with around a 3-fold induction by FLA (Fig. 6F).  

LasB cleaves P. aeruginosa flagellin  

Since flagellin from P. aeruginosa was able to induce an increase of SLC6A14 expression and function, 

we hypothesized that the discrepancy observed between the results obtained at the mRNA and protein 

levels after infection with living PAO1 (Fig. 3A vs. 3B and Fig. 5A vs. 5B) may also be related to an 
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effect of LasB on flagellin. Indeed, it has been previously shown that LasB is able to cleave flagellin 390. 

We thus exposed Calu-3 CFTR-KD cells to FLA alone or in combination with LasB for 2h. We showed 

that SLC6A14 mRNA upregulation by FLA was inhibited in presence of LasB (Fig. 7A). In the same 

manner, LasB inhibited the FLA-dependant SLC6A14-arginine transport upregulation (Fig. 7B). 

Finally, as expected, we showed that LasB cleaves directly P. aeruginosa flagellin (Fig. 7C). 

 

Discussion 

SLC6A14 is a modifier gene of CF associated with patients’ lung function decline 314 and an earlier age 

of primary colonization with P. aeruginosa 323. We aimed here to further investigate the impact of CF 

inflammatory and infectious conditions on SLC6A14 expression and function. To do so, we focused on 

pro-inflammatory cytokine IL-1β and P. aeruginosa virulence factors LPS, FLA and LasB.  

Firstly, a comparison between pwCF and control individuals showed higher SLC6A14 mRNA levels in 

pwCF, with a notable expression heterogeneity among these patients. As we showed in a previous study, 

SLC6A14 rs3788766 polymorphism has an impact on SLC6A14 transcriptional activity 384. Thus, 

SLC6A14 genetic variations could explain, at least partly, SLC6A14 expression heterogeneity. 

Unfortunately, DNA from these patients were unavailable to assess the specific contribution of 

rs3788766 in the variations observed in nasal samples of pwCF.  

Interestingly, SLC6A14 mRNA expression increases with age only in pwCF. These observations led us 

to wonder if SLC6A14 expression was modulated by inflammatory or infectious contexts characterizing 

CF pathophysiology. Previous studies demonstrated that flagellin of P. aeruginosa increases SLC6A14 

mRNA expression and SLC6A14-dependant amino-acid transport in bronchial epithelial airways 346,385. 

Indeed, Di Paola et al. showed a >9.5-fold enhancement of SLC6A14 mRNA expression after a 2h 

stimulation of ALI Calu-3 cells with purified flagellin from P. aeruginosa (1µg/mL). Barilli et al., 

reached the same conclusions after 6h or 24h of Calu-3 stimulation with flagellin (2µg/mL and 

10µg/mL)385. Based on those results, we expected an increase of SLC6A14 protein levels in primary 

bronchial cells from pwCF compared to control individuals. Surprisingly, we observed instead a 

decrease of SLC6A14 protein expression in pwCF.  

We first studied SLC6A14 expression modulation by CF inflammatory context. IL1- is the major 

proinflammatory cytokine found in sputum from CF patients 148,381. This cytokine is also found 

prominently in colonic inflammatory diseases such as Crohn's disease 388, in which an induction of 

SLC6A14 expression has been observed 335,336,364–366. We demonstrated that SLC6A14 expression and 

function are directly induced by IL-1β in bronchial epithelial cells. This data is interesting knowing that 

our group an others showed that P. aeruginosa flagellin induces pro-inflammatory cytokines secretion 

such as IL-6, IL-8 and IL-1β385. We confirmed that P. aeruginosa flagellin increases SLC6A14 



 

 

118 Résultats  

 Article 2. SLC6A14, mucoviscidose, inflammation, infection, P. aeruginosa 

expression and function in bronchial epithelial cell lines and in CF hBECs, as demonstrated before 346,385 

using lower doses of flagellin (50ng/mL). Both IL-1β and FLA-dependant SLC6A14 expression 

regulation seem to be p38/ERK signaling dependent. Several recent studies also showed that SLC6A14 

upregulation could involve the Jak-STAT pathway 346,353 .  

Flagellin plays a major role in the inflammatory response induced by P. aeruginosa in CF bronchial 

cells 391,392, but it is reasonable to assume that it does not recapitulate everything that might happen with 

the whole bacterium. Using the living bacterium, we showed that SLC6A14 protein levels were 

decreased following P. aeruginosa infection and demonstrated that this decrease is due to LasB. LasB 

was previously described as able to target membrane proteins including CFTR 212 and we first showed 

that LasB is also able to cleave SLC6A14. From these results, we could argue that SLC6A14 function 

could be theoretically balanced between the inducing effect of flagellin on SLC614 and the cleavage of 

the latter by LasB. Nevertheless, the decrease in SLC6A14 protein levels in the context of live P. 

aeruginosa infection suggests that the effect of LasB on SLC6A14 expression is stronger than 

flagellin’s. Actually, it most likely results from the action of LasB on flagellin itself, since we have 

shown, confirming another study 390, that LasB directly cleaves flagellin, thus inhibiting its upregulation 

of SLC6A14.  

SLC6A14 is a cationic and neutral amino acid transporter which could favors the fight against P. 

aeruginosa colonization as described by Di Paola et al. 346 On one hand, SLC6A14-dependant arginine 

uptake could allow a deprivation of amino acids essential to auxotroph bacteria present in the airway 

surface liquid, leading to a decrease of P. aeruginosa survival or attachment 346. On the other hand, 

SLC6A14-dependant arginine uptake could favors intracellular arginine metabolization into nitric oxide 

(NO), which exhibits bactericidal effects393,394. Thus, we hypothesize that bronchial epithelial cells 

respond to infection and inflammation by upregulating SLC6A14, following IL-1β and/or flagellin 

detection by the host cells. In contrast, LasB secreted by P. aeruginosa induces SLC6A14 cleavage, 

along with flagellin degradation, preventing P. aeruginosa detection and SLC6A14 de novo synthesis. 

Therefore, LasB remains a promising therapeutic target, due to its direct action on CFTR but also on 

SLC6A14, which has been shown to promote CFTR function via the NO signaling pathway338. Thus, 

SLC6A14 role in CF pathophysiology starts to be elucidated, but mechanistical and functional studies 

regarding SLC6A14-dependant NO biosynthesis or bacterial proliferation need to be further 

investigated.   
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Figures 

 

 

Figure 1. SLC6A14 expression in nasal and bronchial primary epithelial cells. A. Relative 

expression of SLC6A14 mRNA in non-CF (n=35) or CF (n=48) nasal epithelial cells (*p<0.05, Unpaired 

t test with Welch's correction). B. Positive linear correlation between SLC6A14 mRNA expression and 

age in pwCF group (r2=0.2918; p=0.0442; Spearman test). C. Absence of correlation between SLC6A14 

mRNA expression and age of control individuals (r2=0.0036; p=NS; Pearson test). D. SLC6A14 protein 

expression in non-CF and CF primary bronchial epithelial cells. (n=3). 

 

 

 

 

 

 



 

 

122 Résultats  

 Article 2. SLC6A14, mucoviscidose, inflammation, infection, P. aeruginosa 

 

 

Figure 2. SLC6A14 expression and function are increased by IL-1β stimulation in Calu-3 CFTR-

WT, Calu-3 CFTR-KD and CF bronchial epithelial primary cells. A. Relative expression of 

SLC6A14 mRNA in Calu-3 CFTR-WT and Calu-3 CFTR-KD cells stimulated with IL-1β  for 6h (n=5, 

one-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test). B. Membrane SLC6A14 protein levels in 

Calu-3 CFTR-KD stimulated with IL-1β  for 6h. C.  Arginin transport of Calu-3 CFTR-KD cells 

stimulated with IL-1β  for 24h (n=9) (paired t test). D. Relative expression of SLC6A14 mRNA in Calu-

3 CFTR-KD treated with ERK or p38 inhibitors and stimulated with IL-1β for 6h. (n=6, one-way 

ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test) E. SLC6A14 protein levels in Calu-3 CFTR-KD pre-

treated with ERK or p38 inhibitors for 1h and stimulated with IL-1β +/- inhibitors O/N.  F. Relative 

expression of SLC6A14 mRNA in CF hBECs treated with ERK or p38 inhibitors and stimulated with 

IL-1β for 6h (N=1, n=3; one-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test). G. SLC6A14-

dependant arginin transport in CF hBECs stimulated with IL-1β  for 24h (n=3, paired t-test).  

 



 

 

123 Résultats  

 Article 2. SLC6A14, mucoviscidose, inflammation, infection, P. aeruginosa 

 

Figure 3. SLC6A14 expression and function are modulated by P. aeruginosa elastase LasB in 

Calu-3 CFTR-KD cells. A. Relative expression of SLC6A14 mRNA, B. western blot and C. 

quantification of SLC6A14 protein levels in cells infected with PAO1 WT and PAO1ΔLasB (O/N, 

MOI=0,25, n=3, one-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test). D. Relative expression of 

SLC6A14 mRNA (n=3) and E. SLC6A14 protein levels in cells stimulated by PAO1 WT heated or 

control and PAO1ΔLasB secretomes (2-5%) for 1h. F.. SLC6A14-dependant arginine uptake in cells 

stimulated by PAO1 WT and PAO1ΔLasB secretomes (2%) (O/N, n=3, one-way ANOVA Bonferroni’s 

multiple comparisons test).  
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Figure 4. Purified P. aeruginosa elastase decreases SLC6A14 protein expression. A. Relative 

expression of SLC6A14 mRNA,(n=3, Mann-Whitney test) B. representative western blot and C. 

quantification of SLC6A14 protein levels in Calu-3 CFTR-KD cells stimulated by LasB for 5min (n=4, 

Mann-Whitney test). 
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Figure 5. SLC6A14 expression and function are modulated by P. aeruginosa elastase LasB in CF hBECs. A. 

Relative expression of SLC6A14 mRNA or B. protein levels in cells infected with PAO1 WT or PAO1ΔLasB (6h, 

MOI=0,25). C. SLC6A14 protein levels in cells stimulated with PAO1 WT or PAO1ΔLasB secretomes (5%) for 1h. 

D. SLC6A14 protein levels in cells stimulated by LasB for 6h. E. SLC6A14-dependant arginine uptake in CF hBECs 

stimulated by LasB for 1h. (n=3, Mann-Whitney test) F. Immunofluorescence showing SLC6A14 protein location 

following exposure to LasB for 0, 2, 10 or 30 min. 
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Figure 6. SLC6A14 expression and function are increased by P. aeruginosa lipopolysaccharide 

(LPS) and flagellin (FLA) in Calu-3 CFTR-WT, Calu-3 CFTR-KD and primary human bronchial 

epithelial cells. A. Relative expression of SLC6A14 mRNA in Calu-3 CFTR-WT and Calu-3 CFTR-KD 

cells stimulated with LPS and FLA for 6h (n=6 per group, two-way ANOVA Dunnett’s multiple 

comparisons test). B. Membrane SLC6A14 protein levels in Calu-3 CFTR-KD stimulated with LPS or 

FLA or both for 6h. C.  SLC6A14-dependant arginin uptake in Calu-3 CFTR-KD cells stimulated with 

LPS and FLA for 24h (n=10, paired t test). D. Relative expression of SLC6A14 mRNA in Calu-3 CFTR-

KD cells cultured in air-liquid interface and stimulated with FLA in combination with anti-TLR5 

blocking antibody. (n=3, one-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test) E. Relative 

expression of SLC6A14 mRNA in Calu-3 CFTR-KD (n=6) or F. CF hBECs (n=3) treated with ERK or 

p38 inhibitors and stimulated with FLA for 6h. 
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Figure 7. LasB cleaves flagellin and inhibits its effect on SLC6A14 mRNA expression and function. 

A. Relative expression of SLC6A14 mRNA in Calu-3 CFTR-KD cells stimulated by LasB, FLA or both 

for 2h (n=5, one-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test). B. SLC6A14-dependant 

arginine uptake in Calu-3 CFTR-KD cells stimulated by FLA alone or in combination with LasB for 4h. 

Culture media were then replaced by complete medium O/N (n=4, Tukey’s multiple comparisons test).  

C. Stain blue gel of purified FLA alone or incubated with LasB for 2h. 
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Figure S1. IL-6 and IL-8 secretion are induced by IL-1β, LPS and FLA stimulation in Calu-3 cells.  

A. Pro-inflammatory cytokines expression (IL-8, left; IL-6, right) in response to IL-1β stimulation in 

Calu-3 cells (n=5, one-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test). B. Pro-inflammatory 

cytokines expression (IL-8, left; IL-6, right) in response to LPS and/or FLA stimulation in Calu-3 cells 

(n=6, one-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test).  
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Figure S2. SLC6A14-dependant arginine uptake after IL-1β or LPS+FLA stimulations. A. 

SLC6A14-dependant arginin transport in Calu-3 CFTR-KD treated with α-MT and stimulated with IL-

1β  for 24h (n=3, paired t-test). B. SLC6A14-dependant arginin transport in Calu-3 CFTR-KD treated 

with α-MT and stimulated with LPS and FLA for 24h (n=3, paired t-test). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S3. SLC6A14 protein levels are decreased by a heat-sensitive protease secreted by P. 

aeruginosa.   Western blot of Calu-3 CFTR-KD cells stimulated with sterile culture medium (LB), 

control PAO1WT culture medium (normal) or heat-denatured PAO1WT culture medium (heated) for 

1h (5%).     
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Figure S3. SLC6A14 protein expression is decreased by P. aeruginosa elastase LasB. A. 

SLC6A14 protein levels in Calu-3 CFTR-KD cells stimulated by LasB for 5 min after 30min 

of incubation with or without phosphoramidon (1mM). B. Western blot of SLC6A14 

recombinant peptide digested by LasB or hNE for 1h. C. SLC6A14 protein levels in CF hBECs 

cultured in air-liquid interface and stimulated by LasB or hNE for 3h.  
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La mucoviscidose est une pathologie complexe, combinant des atteintes multi-organes 

et dont la sévérité est très variable en fonction des variants génétiques de CFTR, des facteurs 

environnementaux et des gènes modificateurs. Parmi ces derniers, le gène SLC6A14 est 

particulièrement intéressant de par son association avec les phénotypes digestifs et respiratoires 

des patients atteints de mucoviscidose 314,323,325,327. SLC6A14 semble ainsi avoir un rôle 

pléiotrope majeur dans la physiopathologie de la mucoviscidose 330. 

Au cours de notre étude, nous avons pu confirmer l’association génétique du SNP 

rs3788766 de SLC6A14 et la fonction pulmonaire dans une importante cohorte française de 

patients mucoviscidosiques (n= 3257). L’allèle G du rs3788766 est associé à une diminution 

de la fonction respiratoire, confirmant les données de la littérature 323,325. En effet, Li et al. ont 

réalisé une étude d’association génétique sur une cohorte canadienne d’une précédente étude 

327 et ont montré que le rs3788766 est associé à une diminution de la fonction respiratoire ainsi 

qu’à un âge plus précoce de colonisation des voies aériennes par P. aeruginosa 323. D’autres 

SNP de SLC6A14 associés à la fonction pulmonaire des patients atteints de mucoviscidose ont 

également été identifiés, soit par GWAS 314, soit par génotypage 330. Sun et al., quant à eux, ont 

démontré l’association du rs3788766 avec l’apparition d’une atteinte digestive observée chez 

les nouveau-nés mucoviscidosiques : l’iléus méconial 327. Ces résultats ont été confirmés 

ultérieurement dans une étude génomique à grande échelle incluant 6770 patients atteints de 

mucoviscidose 322. Ces multiples données semblent souligner l’implication majeure du SNP 

rs3788766 de SLC6A14 dans la variabilité des phénotypes digestifs et respiratoires observés 

chez les patients. Pour autant, aucune étude fonctionnelle du rs3788766 n’avait encore été 

réalisée.  

En effet, que ce soit dans la mucoviscidose ou dans d'autres pathologies, les 

conséquences du polymorphisme de SLC6A14 sur l’expression ou la fonction de la protéine 

n'ont jamais été étudiées. Cette lacune de connaissances doit être comblée afin de comprendre 

les mécanismes moléculaires par lesquels SLC6A14 impacte les différents phénotypes ou 

maladies décrits précédemment. Les SNP de SLC6A14 cités jusqu’à présent sont situés dans la 

région non codante du gène. En effet, ils sont situés soit dans la région intergénique, soit dans 

la région régulatrice (promoteur), les introns, ou encore dans la région 3'UTR de SLC6A14. La 

localisation de ces SNP ne modifie pas la séquence d'acides aminés de la protéine SLC6A14.  

Cependant, ces variants peuvent avoir de multiples effets non seulement sur SLC6A14, 

mais également sur des gènes proches et/ou distants. Par exemple, des SNP situés dans le 

promoteur peuvent affecter l'activité transcriptionnelle en modifiant la liaison du facteur de 
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transcription. D'autres conséquences fonctionnelles de ces SNP doivent être envisagées et 

étudiées, notamment la méthylation de l'ADN et les modifications des histones, l'épissage 

alternatif, la conformation et la stabilité de l'ARNm ainsi que la structure, le niveau d'expression 

et la fonction des protéines. Même si les outils bioinformatiques peuvent prédire les 

conséquences fonctionnelles de ce polymorphisme, des études expérimentales in vitro/in vivo 

en aval sont également nécessaires. Utilisées avec succès pour plusieurs traits complexes, les 

technologies d'édition du génome peuvent également être utilisées pour créer des lignées 

cellulaires isogéniques avec des allèles spécifiques pour évaluer leur fonctionnalité, y compris 

la structure de la chromatine, la liaison du facteur de transcription, l'expression des gènes et des 

protéines et des tests cellulaires spécifiques 395. De plus, l’étude d’associations de plusieurs 

SNP, ou haplotypes, pourrait permettre d’expliquer davantage certains phénotypes. Par ailleurs, 

en supplément de l'impact des différents SNP, l'expression de SLC6A14 peut être régulée par 

des facteurs environnementaux (molécules inflammatoires, agents pathogènes et traitements 

pharmacologiques) et éventuellement par l'âge330 . Ainsi, le développement de différents 

modèles expérimentaux permettant d’identifier la causalité des modulations de l'expression de 

SLC6A14 et la variabilité de sa fonction au cours de la progression de la maladie est un défi 

majeur. 

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes demandé si, de par la localisation du 

rs3788766 au niveau du promoteur de SLC6A14, différents variants pouvaient avoir un impact 

sur la transcription du gène. Nous avons pu démontrer que la présence de l’allèle G du 

rs3788766 entraîne une diminution de l’activité du promoteur de SLC6A14 dans une lignée de 

cellules épithéliales bronchiques, suggérant un impact de ce variant sur l’expression du gène. Il 

est néanmoins important de noter que les variations des niveaux de luciférase reflétant l’activité 

du promoteur restent assez faibles, de même que les variations de la fonction respiratoire des 

patients porteurs de l’allèle G, qui présentent une diminution du VEMS de ~1%. Des études 

complémentaires seraient pertinentes telles que l’analyse de l’activité luciférase dans des 

cellules épithéliales bronchiques primaires ou encore l’étude des niveaux transcriptomiques et 

protéiques de SLC6A14 à la suite d’une transfection avec des plasmides contenant les différents 

variants de SLC6A14. Pour ce faire, l’utilisation de modèles cellulaires d’invalidation de 

SLC6A14, déjà utilisés dans certains laboratoires, seraient utiles. Nous pouvons également 

imaginer l’utilisation de modèles cellulaires isogéniques dans lesquels auraient été remplacé 

l’allèle A par l’allèle G au niveau du rs3788766. Néanmoins, les faibles niveaux de variations 

observés jusqu’à présent nous portent à croire qu’il serait difficile d’observer une variation au 
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niveau protéique, cela restant à démontrer. Par ailleurs, l’étude des prélèvements nasaux d’une 

cohorte australienne (patients atteints de mucoviscidose, n=44, individus contrôles, n=48) a 

indiqué une expression de SLC6A14 en ARNm supérieure mais surtout plus variable chez les 

patients atteints de mucoviscidose comparés aux individus contrôle. Il aurait été intéressant 

d’obtenir les protéines correspondant aux mêmes échantillons ainsi que le génotype des 

patients. En effet, peut-être aurions-nous remarqué une augmentation d’expression de SLC6A14 

aux niveaux transcriptomique et protéique chez les patients porteurs de l’allèle A du rs3788766, 

tandis que cette augmentation n’aurait pas été observée chez les patients porteurs de l’allèle G. 

Malheureusement, nous ne disposons pas de ces données pour le vérifier. 

Ainsi, nous avons montré pour la première fois que le polymorphisme de SLC6A14 peut 

influer sur sa transcription dans le contexte de la mucoviscidose. En effet, jusqu’à présent 

l’expression et la fonction de SLC6A14 ont été majoritairement étudiées dans le cadre de la 

recherche sur le cancer 350. Sikder et al. ont notamment montré que la fonction de SLC6A14, 

transporteur membranaire d’acides aminés, favorise la prolifération cellulaire et les processus 

d’invasion dans la lignée de cellules cancéreuse de colon LS174T 354. De plus, les processus de 

migration et de prolifération ont également été étudiés dans des cellules colorectales HCT-116 

et Caco-2 surexprimant ou sous-exprimant SLC6A14 353. Mao et al. ont ainsi montré qu’une 

surexpression de SLC6A14 favorise la migration et la prolifération cellulaire tandis qu’une sous-

expression, au contraire, inhibe ces processus physiologiques 353. L’inhibition de SLC6A14 par 

un inhibiteur pharmacologique, l’α-méthyl-DL-tryptophane (ou α-MT), qui agit de manière 

stérique, a le même effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire 353. De manière similaire, 

l’implication de SLC6A14 dans la prolifération cellulaire a été démontrée dans d’autres types 

cancéreux tels que le cancer du pancréas 355. Nous nous sommes ainsi demandés si SLC6A14 

pouvait également être impliqué dans la réparation épithéliale. En effet, la réparation 

épithéliale, qui inclut des processus de prolifération cellulaire, migration et différenciation, est 

altérée chez les patients atteints de mucoviscidose, dont les infections et inflammations 

chroniques provoquent des lésions progressives de l’épithélium bronchique 259. Nos résultats 

obtenus sur des lignées de cellules épithéliales bronchiques Calu-3 ainsi que sur des cellules 

épithéliales primaires traitées avec de l’α-MT nous indiquent que l’inhibition de SLC6A14 

induit également une diminution de la réparation épithéliale au niveau pulmonaire. Par ailleurs, 

nous avions également réalisé des études préliminaires de prolifération cellulaire sur une autre 

lignée cellulaire épithéliale bronchique, les NCI-H292, indiquant que SLC6A14 favorise la 

prolifération cellulaire au niveau pulmonaire. Des expériences de confirmation utilisant des 
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cellules cultivées en interface air-liquide, et donc différenciées, ainsi que des siARN dirigés 

contre l’ARNm de SLC6A14 sont en cours. L’utilisation de l’α-MT - analogue structural  du 

tryptophane non transporté par SLC6A14 et originellement développé comme traceur de 

neurones sérotoninergiques 396–398 - comme seul moyen d’inhibition de SLC6A14 peut être 

discutée. En effet, bien que largement utilisé en tant qu’inhibiteur spécifique de SLC6A14 

328,339,358,399–402 , sa spécificité n’a pas été clairement démontrée et reste supposée 403 . L’α-MT 

aurait notamment un effet bloquant sur un autre transporteur d’acides aminés, Slc36a2, dans 

des ovocytes de xénope exprimant le gène Slc36a2 de rat404. Chez l’homme, ce transporteur est 

exprimé majoritairement au niveau rénal et musculaire, mais a priori pas au niveau pulmonaire 

(https://www.uniprot.org/uniprot/Q495M3; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000186335-

SLC36A2/tissue). Néanmoins, nous avons également réalisé des expériences de transport 

d’arginine dans des 16-HBE, un autre type cellulaire bronchique humain n’exprimant que très 

faiblement le gène SLC6A14, et n’avons pas observé d’inhibition significative du transport 

d’arginine en présence d’α-MT. Ces résultats appuient l’hypothèse d’une spécificité assez 

importante de cet inhibiteur pour SLC6A14 et non pour d’autres transporteurs pouvant être 

présents à la surface de ces cellules.  

L’implication de SLC6A14 dans les processus de réparation épithéliale et de 

prolifération cellulaire étant alors bien établie, nous nous sommes intéressés à la voie de 

signalisation mTOR. Cette voie de signalisation permet l’équilibre entre l’anabolisme et le 

catabolisme, essentiels aux phénomènes physiologiques tels que la croissance et la prolifération 

cellulaire, elle-même impliquée dans la réparation épithéliale. La voie mTOR est connue pour 

être activée en présence suffisante de nutriments et d’acides aminés tels que l’arginine et la 

leucine 405, pouvant être importés par SLC6A14. Par ailleurs, l’implication de ce dernier dans 

la voie mTOR a été démontrée dans des cellules pancréatiques cancéreuses, dans lesquelles 

l’inhibition stérique de SLC6A14 induit une diminution de la phosphorylation de différents 

acteurs en aval de mTOR : 4E-BP1, S6K et eIF-2α 355. Le lien entre SLC6A14 et mTOR a 

également été démontré dans la lignée cellulaire LS174T issue de cancer du côlon 354. A notre 

connaissance, nous sommes les premiers à confirmer ce lien dans des cellules bronchiques. De 

manière intéressante, nous avons pu observer une diminution de la phosphorylation de mTOR 

après inhibition de SLC6A14 par l’α-MT mais ce, uniquement dans des cellules épithéliales 

bronchique primaires issues d’individus contrôles et de patients mucoviscidosiques. Nous 

n’avons jamais pu mettre en évidence une telle diminution dans la lignée cellulaire Calu-3. Cela 

pourrait hypothétiquement s’expliquer par le fait que les cellules épithéliales bronchiques 
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primaires, cultivées de manière immergée, présentent un phénotype similaire à des cellules 

basales, tandis que les Calu-3 expriment plutôt un phénotype glandulaire. Ces expériences 

seront réitérées au laboratoire sur des cellules primaires et la lignée Calu-3 différenciées en 

interface air-liquide, ainsi qu’après utilisation d’un siARN dirigé contre SLC6A14 pour les 

raisons explicitées précédemment. De plus, les conditions expérimentales utilisées ici ne nous 

ont pas permis de mettre en évidence un changement d’état de phosphorylation d’acteurs situés 

en aval de mTOR, comme ce fut le cas dans l’étude de Coothankandaswamy et al. 355. C’est 

pourquoi nous ne nous prononçons pas sur l’effet de SLC6A14 sur l’activation de mTOR, mais 

bien sur son état de phosphorylation. Il serait donc intéressant de tester de nouveaux temps de 

stimulation par l’α-MT, en plus des expériences utilisant des siARN, afin de trouver la bonne 

« fenêtre » sachant que les processus de phosphorylation/déphosphorylation sont très rapides et 

dynamiques. D’autre part, l’utilisation de modèles cellulaires différenciés permettra peut-être à 

elle seule d’observer ces changements. 

Le lien direct entre SLC6A14, mTOR et la réparation épithéliale bronchique n’est 

cependant pas encore très clair. En effet, bien que l’implication de mTOR dans la réparation 

épithéliale et le rétablissement, après lésion, de la fonction de barrière de l’épithélium intestinal 

ait été démontrée 406, la principale voie de signalisation décrite comme étant impliquée dans la 

réparation et la régénération pulmonaires est la voie Wnt 407. De manière intéressante, 

SLC6A14 a récemment été identifié comme une cible de la voie Wnt-β caténine 354, renforçant 

l’hypothèse du lien entre SLC6A14 et la réparation épithéliale bronchique. Diverses ressources 

bibliographiques indiquent que des interconnexions (ou « cross-talk ») complexes existent 

entre la voie PI3K-Akt-mTOR et la voie Wnt-β caténine, qui s’activent mutuellement, 

notamment via les facteurs Akt et β-caténine408. Par ailleurs, Wnt et Akt vont également activer 

mTORC1408, responsable de la croissance, prolifération et survie cellulaire409. Wnt active 

d’autre part mTORC2 qui, à son tour, active Akt408. Parmi ces différentes boucles, schématisées 

dans la Figure 29, Akt est également impliqué dans le trafic de SLC6A14 vers la membrane 

plasmique via sa phosphorylation et celle de SEC24C 410. Malgré le fait que SLC6A14, de par 

son import d’acides aminés dont la leucine et l’arginine, peut activer mTORC1 et donc la 

croissance et prolifération cellulaire, il serait intéressant d’étudier son effet sur mTORC2, qui 

reste encore assez peu décrit à ce jour. Nous avons mis en évidence une diminution de la 

phosphorylation de mTOR lors de l’inhibition de SLC6A14, et pouvons donc supposer que 

SLC6A14 peut également activer mTORC2, qui induit l’activation d’Akt puis de la voie Wnt-
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β caténine et donc la réparation épithéliale. Ainsi, le lien entre SLC6A14, mTOR et la réparation 

épithéliale serait un peu plus explicite.  

 

Figure 29. Interactions entre SLC6A14 et les voies de signalisation PI3K-Akt-mTOR et Wnt-β-caténine. Les 

flèches vertes représentent nos résultats tandis que les autres interactions représentées compilent des données 

issues de la littérature408 

Par ailleurs, l’activation de mTORC1 est connue pour inhiber la voie de l’autophagie 

405,411. Cette dernière est considérée comme une potentielle cible thérapeutique pour les patients 

atteints de mucoviscidose, dont le défaut de CFTR compromet l'autophagie notamment via la 

déplétion de la protéine pro-autophagique essentielle Beclin 1 (BECN1) 412–415. Sachant que 

l’autophagie est défectueuse chez les patients et que certaines thérapies visent à l’induire, 

l’activation de SLC6A14 dans ce cas semble donc contre-indiquée puisqu’il aurait 

théoriquement tendance à l’inhiber. En effet, l’utilisation d’α-MT sur des cellules LS174T, une 

lignée de cellules de cancer du côlon, induit l’autophagie 350. Nous avons pu confirmer 

l’induction de la voie de l’autophagie par RNAseq, réalisé sur des cellules épithéliales 

bronchiques primaires différenciées et traitées par de faibles doses d’α-MT (1 mM) pendant 

1 h, 6 h ou 24 h (Annexe 2). Pour autant, malgré un effet d’inhibition de l’autophagie, 

l’activation de SLC6A14 serait bénéfique aux patients atteints de mucoviscidose au vu de 
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l’induction de la réparation épithéliale. Ainsi, une balance complexe entre activation et 

inhibition de SLC6A14 semble être nécessaire en fonction du contexte cellulaire, qui mériterait 

d’être approfondie sur le plan expérimental. 

Nous avons ensuite cherché à étudier la régulation de SLC6A14 dans les contextes 

inflammatoires et infectieux de la mucoviscidose. En effet, l’analyse des niveaux d’ARNm de 

SLC6A14 présents dans des cellules épithéliales nasales de patients mucoviscidosiques et 

d’individus contrôles ont montré une corrélation positive entre l’âge des patients et l’expression 

de l’ARNm de SLC6A14. Cette corrélation n’est pas retrouvée chez les sujets témoins. Ainsi, 

nous nous sommes particulièrement interrogés sur l’impact de la cytokine pro-inflammatoire 

IL-1β et de la bactérie P. aeruginosa, de plus en plus présentes au cours de la vie des patients 

atteints de mucoviscidose, sur l’expression de SLC6A14.  

L’IL-1β est la cytokine pro-inflammatoire majoritaire dans les expectorations de 

patients atteints de mucoviscidose 148,381. Cette cytokine est, entre autres, retrouvée de manière 

importante dans des maladies inflammatoires coliques telles que la maladie de Crohn 388, dans 

lesquelles une induction de l’expression de SLC6A14 a été observée 335,336,364–366. L’importance 

de l’IL-1β dans la physiopathologie de la mucoviscidose a été démontrée notamment vis-à-vis 

de son impact sur la production de mucines, avec une induction de l’expression des gènes 

MUC5B et MUC5AC 416. Cette cytokine a également été retrouvée dans des lavages broncho-

alvéolaires d’enfants mucoviscidosiques non infectés, avec des niveaux augmentés en cas 

d’infections bactériennes 417. Ainsi, nous nous sommes demandés si l’IL-1β pouvait également 

influencer l’expression de SLC6A14. Nous avons démontré que l'expression et la fonction de 

SLC6A14 sont induites en présence d’IL-1β dans les cellules épithéliales bronchiques. Ces 

données sont intéressantes sachant que notre groupe et d'autres ont montré que la flagelline de 

P. aeruginosa induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6, IL-8 et IL-

1β 385. Par ailleurs, l’IL-1β joue un rôle important dans la réponse immunitaire innée des cellules 

épithéliales bronchiques. En effet, Reiniger et al. ont montré que l’IL-1β permet la translocation 

nucléaire rapide du facteur de transcription NF-κB, responsable de la réponse immunitaire 

innée, après infection par P. aeruginosa 418. La translocation nucléaire de NF-κB dépendante 

de l’IL-1β est diminuée dans des cellules épithéliales bronchiques CF comparées aux modèles 

contrôles 418. De plus, l’infection par voie orale de souris déficientes pour le récepteur de l’IL-

1β conduit à une colonisation plus importante des voies aériennes par P. aeruginosa et ce, de 

manière analogue aux souris déficientes pour Cftr 418. Ainsi, sachant que l’IL-1β permet la lutte 



 

 

140 Discussion et Perspectives  

 

contre P. aeruginosa en induisant l’expression de différents gènes via NF-κB, la question d’une 

régulation de SLC6A14 par ce facteur de transcription se pose.  

Des études antérieures ont démontré que la flagelline de P. aeruginosa augmente 

l'expression de l'ARNm de SLC6A14 et sa fonction d’import d'acides aminés dans les voies 

aériennes bronchiques 346,385. Nous avons pu confirmer ces résultats dans nos lignées cellulaires 

Calu-3 ainsi que dans des cellules épithéliales bronchiques primaires stimulées par de la 

flagelline de P. aeruginosa. Nous nous attendions alors à observer des niveaux d’expression de 

SLC6A14 plus élevés dans les cellules épithéliales bronchiques primaires de patients 

mucoviscidosiques, généralement infectés par P. aeruginosa et/ou ayant un état inflammatoire 

exacerbé, par rapport aux individus témoins. L’analyse de cellules épithéliales nasales de 

patients et d’individus témoins a effectivement mis en évidence des niveaux d’ARNm de 

SLC6A14 plus importants chez les patients mucoviscidosiques. Nous avons donc voulu 

comparer les niveaux protéiques de SLC6A14 dans des cellules primaires bronchiques CF et 

non CF. De manière surprenante, nous avons observé des niveaux protéiques de SLC6A14 plus 

faibles dans les cellules provenant de patients atteints de mucoviscidose comparés à ceux 

retrouvés dans les cellules provenant d’individus témoins.  

La flagelline joue un rôle majeur dans la réponse inflammatoire induite par P. 

aeruginosa dans les cellules bronchiques CF391,392. Néanmoins, l’utilisation de flagelline isolée 

ne peut être représentative d’une infection bactérienne, qui implique une multitude de facteurs. 

En utilisant la bactérie P. aeruginosa vivante, nous avons montré que les niveaux protéiques de 

SLC6A14 étaient diminués après infection par ce pathogène et, plus particulièrement, par 

l’action de son facteur de virulence LasB. L’élastase LasB de P. aeruginosa a précédemment 

été décrite comme capable de cibler des protéines membranaires, dont CFTR 212, et nous avons 

montré pour la première fois que LasB est également capable de cliver SLC6A14. A partir de 

ces résultats, nous pourrions avancer que l’expression et la fonction de SLC6A14 pourraient 

être théoriquement équilibrées entre l'effet inducteur de la flagelline sur l’expression du 

transcrit de SLC6A14 et le clivage de sa protéine par LasB. Néanmoins, la diminution des 

niveaux protéiques de SLC6A14 dans le contexte d'une infection par P. aeruginosa suggère que 

l'effet de LasB sur l'expression de la protéine SLC6A14 est plus fort que celui de la flagelline. 

Ceci s’explique très probablement par l'action directe de LasB sur la flagelline elle-même. En 

effet, nous avons montré que LasB clive la flagelline, inhibant ainsi l’effet inducteur de la 

flagelline sur l'expression et la fonction de SLC6A14. L’effet de LasB sur la flagelline de P. 

aeruginosa avait été précédemment démontré dans une autre étude 390.  
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La régulation de l'expression de SLC6A14 dépendante de l’IL-1β et de FLA semble 

dépendre de la signalisation p38/ERK. Par ailleurs, d’autres études récentes ont montré 

l’implication de la voie Jak/Stat dans la régulation de l’expression de SLC6A14 346,353. 

Ainsi, SLC6A14 semble être un acteur important dans la physiopathologie de la 

mucoviscidose. En effet, ce transporteur d'acides aminés cationiques et neutres pourrait 

favoriser la lutte contre la colonisation par P. aeruginosa comme décrit par Di Paola et al. 346. 

D'une part, l'absorption d'arginine dépendante de SLC6A14 pourrait permettre une privation 

des acides aminés essentiels aux bactéries auxotrophes présentes dans le liquide de surface des 

voies aériennes, conduisant à une diminution de la survie de P. aeruginosa ou de son 

attachement à la surface de l’épithélium bronchique 346. En effet, l’inhibition de SLC6A14 ou 

l’absence de Slc6a14 semblent induire une augmentation de l’adhérence de P. aeruginosa à la 

surface des cellules épithéliales bronchiques primaires humaines et du tissu pulmonaire de 

souris Slc6a14y/-, respectivement 346. Il serait intéressant de réitérer ces expériences d’adhérence 

bactérienne sur des explants pulmonaires humains. Nous projetons également d’étudier la 

prolifération bactérienne dans le milieu de culture apical de cellules épithéliales primaires 

cultivées en interface air-liquide, traitées ou non avec le l’α-MT, ou transfectées avec un 

siARN-SLC6A14 et ce, avec les souches PAO1 WT et PAO1ΔLasB. D'autre part, l’import 

d'arginine dépendant de SLC6A14 permettrait une augmentation des concentrations 

intracellulaires de cet acide aminé, connu pour être métabolisé en monoxyde d’azote (NO), 

ayant un effet bactéricide 393,394. Ainsi, nous émettons l'hypothèse que les cellules épithéliales 

bronchiques répondent à l'infection et à l'inflammation en régulant à la hausse l’expression de 

SLC6A14, suite à la détection d'IL-1β et/ou de flagelline par les cellules hôtes. De manière 

intéressante, nous avons également observé l’induction de l’expression en ARNm de SLC6A14 

après stimulation par la flagelline de la bactérie Salmonella Typhimurium, suggérant une 

réponse de l’épithélium à plusieurs types de pathogènes. Par ailleurs, l’élastase LasB sécrétée 

par P. aeruginosa induit le clivage de SLC6A14, ainsi que la dégradation de la flagelline, ce 

qui pourrait empêcher la détection de P. aeruginosa et la synthèse de novo de SLC6A14. Par 

conséquent, LasB reste une cible thérapeutique prometteuse, en raison de son action directe sur 

CFTR 212 mais aussi sur SLC6A14, qui a été démontré comme pouvant favoriser la fonction de 

CFTR via la voie de signalisation du NO 338. Le rôle de SLC6A14 dans la physiopathologie de 

la mucoviscidose commence donc à être élucidé, mais les études mécanistiques et 

fonctionnelles concernant la biosynthèse de NO dépendant de SLC6A14 ou la prolifération 

bactérienne doivent être approfondies. Ainsi, une des futures pistes de recherche concernant ce 
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projet consisterait à mesurer les concentrations intra- et extra-cellulaires de NO lors de diverses 

stimulations (IL-1β, FLA, LasB, P. aeruginosa…) en contexte d’inhibition/sous-expression de 

SLC6A14 (α-MT, siARN) ou au contraire de surexpression (via un vecteur plasmidique), qui 

nécessiterait l’utilisation d’un modèle cellulaire exprimant peu SLC6A14, tel que les lignées 

cellulaires bronchiques 16-HBE et 16-HBEΔF508, pour des modèles non CF et CF, 

respectivement. 

Pour finir, nous avons réalisé une analyse du transcriptome et du protéome sur des 

cellules épithéliales bronchiques primaires CF différenciées, traitées ou non avec de l’α-MT 

pendant 1 h, 6 h ou 24 h. Les résultats du protéome ne nous sont pas encore parvenus à ce jour 

et l’analyse du transcriptome est toujours en cours. Les premières analyses (Cf Annexe 2) nous 

confirment que lors d’une inhibition de la fonction de SLC6A14, nous observons une 

diminution des voies de régulation du cycle cellulaire, en parallèle d’une induction de la voie 

p38-MAPK et de l’autophagie. De manière intéressante, SLC6A14 semble également agir sur 

la voie de l’IL-17, impliquée dans la protection anti-bactérienne des muqueuses 

pulmonaires 419. 

Nous avons ainsi pu étoffer la compréhension du rôle de SLC6A14 dans la 

physiopathologie pulmonaire de la mucoviscidose, qui pourrait éventuellement permettre à long 

terme la mise en place d’une médecine personnalisée. En effet, nous pouvons imaginer le 

développement d’un génotypage systématique des patients atteints de mucoviscidose 

permettant d’identifier les variants de SLC6A14, ainsi que d’autres gènes modificateurs de la 

mucoviscidose. Cette caractérisation pourrait permettre de prédire un risque plus élevé 

d’infection précoce à P. aeruginosa et d’adapter le suivi et les traitements des patients en 

conséquence. Nos résultats nous amènent à penser qu’une augmentation de l’expression de 

SLC6A14 chez les patients atteints de mucoviscidose leur permettrait une meilleure réponse 

anti-infectieuse. Ainsi, induire l’expression de SLC6A14 ou empêcher sa dégradation leur serait 

bénéfique. Afin d’empêcher la dégradation de SLC6A14, LasB semble donc être une cible 

thérapeutique intéressante de par son effet sur SLC6A14 mais également sur ses autres 

nombreux substrats, ayant des effets délétères sur les tissus de l’hôte, ses processus 

inflammatoires et réponses immunitaires207. 
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Figure 30. Schéma bilan récapitulant les résultats obtenus et autres pistes d’étude. Représentation des liens entre 

le phénotype respiratoire, le polymorphisme de SLC6A14, sa régulation en conditions inflammatoires et 

infectieuses de la mucoviscidose, son impact sur la voie de signalisation mTOR et la réparation épithéliale. Figurent 

en violet les autres interactions décrites dans la littérature et perspectives de recherche.  
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o Création de novo du club, avec 8 autres membres 
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totebags de bienvenue des nouveaux étudiants du centre ; Discours de bienvenue 

du directeur du centre ; Organisation de la visite des différents bâtiments et 
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o Organisation des Répétitions du concours de l’Ecole Doctorale : Concours blanc 
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au sein du jury afin de se rapprocher au mieux des conditions du concours.  
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 Summer school : « Epithelial Systems: Physiology and Pathophysiology » 
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 Formation « Du QI au QE : du quotient intellectuel au quotient émotionnel » 

 Formation « Expérimentation animale, éthique et bien-traitance – Formation générale 

des concepteurs de projets scientifiques (Rongeurs et Lagomorphes) » 

 Formations « Intégrité scientifique dans les métiers de la recherche » (FUN MOOC, 

Université de Bordeaux ; Ateliers de sensibilisation, intégrité scientifique BIO) 

 Auto-formation FUN MOOC : « Apprendre à coder avec Python » 

 Auto-formation FUN MOOC : « Ouvrez les portes du laboratoire : cellules et cellules 
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I- Annexe 1 : Autres publications 

a. SLC6A14, un gène modificateur de la mucoviscidose 

1. Résumé 

Bien que la mucoviscidose soit une maladie monogénique, une diversité phénotypique 

considérable est observée chez des patients portant les mêmes variants de CFTR. Grâce au 

développement d’outils nouveaux et puissants pour la réalisation d’études génétiques, de 

nombreux gènes appelés « gènes modificateurs » ont été découverts comme étant associés 

à la sévérité de l’atteinte pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose. Parmi ces 

gènes, le gène SLC6A14 pourrait moduler la réponse anti-infectieuse et l’intégrité de 

l’épithélium des voies aériennes, constituant ainsi une cible thérapeutique potentielle pour 

améliorer la fonction respiratoire des patients. 

Courte revue publiée en tant que 2e auteure dans la Revue des Maladies Respiratoires en 

mars 2020, à la suite du prix du meilleur poster gagné par Dr. Manon Ruffin aux Journées 

de la Recherche Respiratoire (congrès J2R). 
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b. Update on SLC6A14 in lung and gastrointestinal physiology and 

physiopathology: focus on cystic fibrosis 

1. Résumé 

La protéine SLC6A14 (solute carrier family 6 member 14) importe et concentre tous les 

acides aminés neutres ainsi que les deux acides cationiques lysine et arginine dans le 

cytoplasme de différents types de cellules. Principalement décrit comme étant impliqué 

dans plusieurs mécanismes physiopathologiques de cancers et de maladies coliques, le gène 

SLC6A14 a été plus récemment identifié comme un gène modificateur de la sévérité de la 

mucoviscidose. Pléiotrope, il module l'apparition de l'iléus méconial, la gravité de la 

maladie pulmonaire et la précocité de l'infection des voies respiratoires par P. aeruginosa. 

Les mécanismes biologiques expliquant l'impact de SLC6A14 sur les phénotypes intestinaux 

et pulmonaires des patients CF commencent à être élucidés. Cette revue se concentre sur 

le rôle de SLC6A14 dans la physiologie et la physiopathologie pulmonaire et gastro-

intestinale, et plus particulièrement dans le contexte de la mucoviscidose. 

Revue publiée en tant que co-première auteure dans le journal Cellular and Molecular Life 

Sciences en Septembre 2020. 
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c. Gene therapy: a possible alternative to CFTR modulators? 

1. Résumé 

 

Le gène responsable de la mucoviscidose, CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator), a été découvert en 1989. Depuis lors, la thérapie génique, qui consiste 

à remplacer un gène défectueux par un gène fonctionnel, reste l'objectif ultime pour traiter la 

cause de la maladie. Cependant, la prise en charge des patients et les traitements 

symptomatiques ont considérablement augmenté l'espérance de vie des patients CF, qui est 

passée de 5 ans dans les années 1960 à 40 ans aujourd'hui. Au cours de la dernière décennie, 

les travaux de recherche sur la structure et l'activité de la protéine CFTR ont conduit à la mise 

au point de nouveaux médicaments qui, en réadressant CFTR à la membrane plasmique 

(correcteurs) ou en augmentant son activité (potentialisateurs), permettent, seuls ou en 

association, d'améliorer la fonction pulmonaire et la qualité de vie des patients CF. Néanmoins, 

nous n’avons pas de recul suffisant pour savoir si la prise de ces médicaments dès le plus jeune 

âge et pendant des années améliorera la qualité de vie des patients atteints de CF sur le long 

terme et augmentera leur espérance de vie. Par ailleurs, ces molécules ne sont pas disponibles 

(variants spécifiques de CFTR) ou accessibles (politiques nationales de santé) pour tous les 

patients et il n'existe toujours pas de traitement curatif. Une autre alternative qui pourrait 

bénéficier des nouvelles technologies, comme la thérapie génique, reste donc intéressante, bien 

qu'elle ne soit pas encore proposée aux patients. 

Face au développement de nouveaux correcteurs et potentialisateurs de CFTR, l’intérêt de 

continuer la recherche sur la thérapie génique dans le cadre du traitement de la mucoviscidose 

est discuté dans cette perspective. 

 

Perspective publiée en tant que 1ère auteure dans la revue Frontiers in Pharmacology en Avril 

2021 
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d. Flagellin from Pseudomonas aeruginosa modulates SARS-CoV-2 infectivity in CF 

airway epithelial cells by increasing TMPRSS2 expression 

1. Résumé 

Dans le cadre de la crise sanitaire de la maladie à coronavirus 2019 (COVID-19), l'un des 

principaux défis consiste à identifier les facteurs de susceptibilité du syndrome respiratoire aigu 

sévère-coronavirus-2 (SARS-CoV-2). Cela permettrait d'adapter les recommandations pour les 

populations et de réduire le risque de développement de la COVID-19 chez les personnes les 

plus vulnérables, dont les patients atteints de maladies respiratoires chroniques telles que la 

mucoviscidose. Les cellules épithéliales des voies respiratoires (AEC) jouent un rôle essentiel 

dans la modulation des réponses immunitaires et de la gravité de la COVID-19. Le SARS-CoV-

2 infecte les voies respiratoires par le biais du récepteur de l'enzyme de conversion de 

l'angiotensine 2 et une protéase de l'hôte, la sérine-protéase transmembranaire 2 (TMPRSS2), 

joue un rôle majeur dans l'infectivité du SARS-CoV-2. Nous montrons ici que Pseudomonas 

aeruginosa augmente l'expression de TMPRSS2, notamment dans les AEC primaires 

présentant une déficience en CFTR. De plus, nous montrons que la flagelline de P. aeruginosa 

augmente l'expression de TMPRSS2 dans les AECs primaires et les cellules Calu-3, par 

l'activation du récepteur TLR-5 et de p38 MAPK. Cette augmentation est particulièrement 

visible dans les cellules Calu-3 déficientes pour CFTR et est associée à une augmentation 

intracellulaire de l'infection par le SARS-CoV-2, sans toutefois avoir d'effet sur la quantité de 

particules virales libérées. Compte tenu de l'urgence de la crise sanitaire liée au COVID-19, ce 

résultat pourrait avoir une signification clinique pour les patients CF, qui sont fréquemment 

infectés et colonisés par P. aeruginosa au cours de l'évolution de leur pathologie et pourraient 

développer la COVID-19. 
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2. Article 
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II- Annexe 2 : Premières analyses de RNAseq  

 

Nous avons fait analyser par RNAseq des échantillons de cellules épithéliales bronchiques 

primaires provenant d’un patient mucoviscidosique cultivées en interface air-liquide. Ces 

cellules ont été traitées avec de l’α-methyl-DL-tryptophane (α-MT), ou son véhicule MeOH. 
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Cells  

CF primary human bronchial epithelial cells (Epithelix, Plan-les-Ouates, Switzerland) 

(characteristics in Table 1) cultured at air-liquid interface in Mucilair culture medium 

(Epithelix) were incubated 1, 6 and 24h with 1 mM SLC6A14 inhibitor α-methyltryptophan (α-

MT; M8377 was from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or methanol (MeOH, 

0,87%) as a vehicle. 

 

 

 

 

 

Table 1. Characteristics of CF primary bronchial cells. 

Short Mat et met 

The libraries were prepared following the TruSeq Stranded mRNA protocol from Illumina, 

starting from 400 ng of good quality total RNA (RIN >7). Paired end (2 × 75 bp) sequencing 

was performed on an Illumina Nextseq 500 platform. 

Transcriptomic study  

After RNA extraction, RNA concentrations were obtained using nanodrop or a fluorometric 

Qubit RNA assay (Life Technologies, Grand Island, New York, USA). The quality of the RNA 

(RNA integrity number) was determined on the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA, USA) as per the manufacturer’s instructions. 

To construct the libraries, 400 ng of good quality total RNA sample (RIN >7) was processed 

using TruSeq Stranded mRNA kit (Illumina) according to manufacturer instructions. Briefly, 

after purification of poly-A containing mRNA molecules, mRNA molecules are fragmented 

and reverse- transcribed using random primers. Replacement of dTTP by dUTP during the 

second strand synthesis will permit to achieve the strand specificity. Addition of a single A base 

to the cDNA is followed by ligation of Illumina adapters.  

Libraries were quantified by qPCR using the KAPA Library Quantification Kit for Illumina 

Libraries (KapaBiosystems, Wilmington, MA) and library profiles were assessed using the 

DNA High Sensitivity LabChip kit on an Agilent Bioanalyzer. Libraries were sequenced on an 

Illumina Nextseq 500 instrument using 75 base-lengths read V2 chemistry in a paired-end 

mode. 

After sequencing, a primary analysis based on AOZAN software (ENS, Paris) was applied to 

demultiplex and control the quality of the raw data (based of FastQC modules / version 0.11.5). 

Obtained fastq files were then aligned using STAR algorithm (version 2.5.2b) and quality 

control of the alignment realized with Picard tools (version 2.8.1). Reads were then counted 

using Featurecount (version Rsubread 1.24.1) and the statistical analyses on the read counts 

were performed with the DESeq2 package version 1.14.1 to determine the proportion of 

differentially expressed genes between two conditions. 

 

Reference Sexe Age Smoker CFTR Variant 

MD0567 F 39 no F508del/F508del 

MD0519 F 33 no F508del/F508del 

MD0679 F 30 no F508del/F508del 
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Pathway analysis 

 

Pathway analysis was realized with Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Content version: 

62089861, Release Date: 2021-02-17).  

 

Results 

 

 

Pathway analysis 
 

Top 5 up-regulated genes Log2FC padjBH 

DNAAF4-CCPG1 21.673 0.006 

FAM220A 10.576 0.001 

AC006064.6 8.082 0.049 

PNCK 3.76 0.046 

IGFBP5 3.529 0.046 

Top 5 down-regulated genes   

AC018809.3 -6.985 0.038 

IL17C -4.604 0.013 

CXCL2 -4.306 0.006 

TACR1 -3.930 0.0001 

S100A7A -3.617 0.0129 

Table 1. Top 5 upregulated and downregulated genes (Filter: Log2FC) detected in CF hBEC incubated 1 h with 

α-MT (1mM) in comparison to MeOH (0,87%) control treatment. Padjusted Benjamini and Hochberg 

 

 

Name B-H p-value Z-score Overlap Molecules 

Role of IL-17A in Psoriasis 4.22E-07 -2.449 

 

42.9 % 6/14 CXCL3,CXCL6,DEFB4A/DE

FB4B,S100A7,S100A8,S100

A9 

Agranulocyte Adhesion and 

Diapedesis  

4.53E-07 NaN 

 

7.1 % 14/197 CD34,CLDN10,CXCL10,CX

CL11,CXCL2,CXCL3,CXCL

6,IL33,MMP13,MMP28,PEC

AM1,PODXL2,SELL,SELP 

Granulocyte Adhesion and 

Diapedesis  

5.90E-06 NaN 

 

6.9 % 12/174 CLDN10,CXCL10,CXCL11,

CXCL2,CXCL3,CXCL6,IL33

,MMP13,MMP28,PECAM1,S

ELL,SELP 

IL-17A Signaling in Airway 

Cells  

2.65E-02 -2 7.5 % 5/67 CXCL3,CXCL6,DEFB4A/DE

FB4B,IKBKE,PTEN 

Pathogenesis of Multiple 

Sclerosis 

4.22E-07 NaN 22.2% 2/9 CXCL10, CXCL11 

Table 2. Top 5 canonical pathways overrepresented in CF hBEC incubated 1 h with α-MT (1mM) in comparison 

to MeOH (0,87%) control treatment. 
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Name p-value range Molecules 

Cellular Movement 8.92E-03-8.21E-11 45 

Cell-To-Cell Signaling and Interaction 8.92E-03-7.63E-08 43 

Cell Death and Survival 8.92E-03-1.01E-06 48 

Cellular Compromise 8.92E-03-3.17E-06 26 

Cellular Development 8.92E-03-5.89E-06 50 

Table 3. Diseases and Bio functions/Top 5 Molecular and cellular functions overrepresented in CF hBEC 

incubated 1 h with α-MT (1mM) in comparison to MeOH (0,87%) control treatment. 

 

 

 

Top 5 up-regulated genes Log2FC padjBH 

CASKIN1 3.813 0.0001 

SEMA3B 3.507 6.155 

FLNC 3.204 8.795 

C4orf54 3.194 0.014 

AC0793058 3.09 0.011 

Top 5 down-regulated genes   

RP11_152H183 -8.187 0.023 

CTA-150C2.22 -6.982 0.028 

CEMP1 -6.463 0.003 

RCC2-AS1 -5.019 1.723e-06 

RP11_294J226 -4.756 0.046 

Table 4. Top 5 upregulated and downregulated genes (Filter: Log2FC) detected in CF hBEC incubated 6 h with 

α-MT (1mM) in comparison to MeOH (0,87%) control treatment. 
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Name BH p-value Z score Overlap Molecules 

Autophagy 1.15E-04 

 

2.236 

 

9.5 % 20/211 ATG9B,BCL2,CREB1,CREB5

,DAPK3,DDIT3,E2F1,ERN1,F

OXO3,IRS2,MAP1LC3B2,PIK

3R3,PLEKHM1,PPP2R2C,PR

KAR2B,PRKCQ,PTEN,TGFB

1,TICAM1,ULK1 

ILK Signaling 9.12E-04 

 

1.807 

 

8.8 % 17/193 CFL2,CREB1,CREB5,FERMT

2,FLNC,IRS2,ITGB7,ITGB8,

MYO10,PIK3R3,PPP2R2C,PT

EN,REL,RHOB,RHOF,RHOQ,

SNAI1 

Insulin Receptor Signaling 9.12E-04 

 

0.302 

 

10.3 % 14/136 FOXO3,GRB10,IRS2,PIK3R3,

PPP1R10,PRKAR2B,PTEN,R

ASD2,RHOQ,SCNN1B,SCNN

1G,SGK1,SLC2A4,TRIP10 

Hepatic Fibrosis Signaling 

Pathway 

1.23E-03 

 

2.294 6.3 % 26/412 BCL2,BRAF,COL1A1,CREB1

,CREB5,FTL,GLIS2,IKBKE,I

L1RAP,IRS2,ITGB7,ITGB8,K

DR,LEPR,PIK3R3,PRKAR2B,

PRKCQ,PTCH1,PTEN,RASD

2,REL,RHOB,RHOF,RHOQ,S

NAI1,TGFB1 

Salvage Pathways of 

Pyrimidine Ribonucleotides 

1.05E-02 1.667 10.4% 10/96 APOBEC3B,BRAF,CDK18,M

AP3K9,MAPK6,NME1,PIM1,

PRKCQ,SGK1,UPP1 

Table 5. Top 5 canonical pathways overrepresented in CF hBEC incubated 6 h with α-MT (1mM) in comparison 

to MeOH (0,87%) control treatment. 

 

 

 

 

Name p-value range Molecules 

Cell Death and Survival 3.43E-03-3.23E-09 137 

Gene Expression 1.76E-03-3.75E-08 115 

Cellular Development 3.40E-03-8.39E-07 141 

Cellular Growth and Proliferation 3.40E-03-8.39E-07 131 

Post-Translational Modification 1.02E-03-1.25E-06 37 

Table 6. Diseases and Bio functions/Top 5 Molecular and cellular functions overrepresented in CF hBEC 

incubated 6 h with α-MT (1mM) in comparison to MeOH (0,87%) control treatment. 
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Top 5 up-regulated genes Log2FC padjBH 

RP11_70C13 8.066 0.004 

AC1045322 7.03 0.029 

RNU1-1 6.65 5.357e-06 

RNU1-2 6.65 5.357e-06 

RNU1-27P 6.65 5.357e-06 

Top 5 down-regulated genes   

H2AC18/H2AC19* -22.471 3.315e-09 

RASD1 -5.531 0.002 

IL17C -5.074 0.003 

SPRY4 -3.752 0.0002 

XXbac-BPG32J3.22 -3.689 0.020 

Table 7. Top 5 upregulated and downregulated genes (Filter: Log2FC) detected in CF hBEC incubated 24 h with 

α-MT (1mM) in comparison to MeOH (0,87%) control treatment. 

 

 

Name BH p-value  Overlap  

Systemic Lupus 

Erythematosus 

Signaling 

0.00000537 

 

NaN 2.1 % 8/389 RASD1,RNU1-1,RNU1-2,RNU1-

27P,RNU1-28P,RNU1-3,RNU1-

4,RNVU1-18 

Coronavirus 

Pathogenesis Pathway 

>0.05 

 

NaN 1.5 % 3/195 RN7SL1,RN7SL2,RNU1-1 

Pyridoxal 5'-phosphate 

Salvage Pathway 

>0.05 

 

NaN 3.1 % 2/65 MAP3K8,PLK1 

ERK5 Signaling >0.05 NaN 2.8 % 2/72 MAP3K8,RASD1 

ErbB Signaling >0.05 NaN 2.2 % 2/93 EREG,RASD1 

Table 8. Top 5 canonical pathways overrepresented in CF hBEC incubated 24 h with α-MT (1mM) in comparison 

to MeOH (0,87%) control treatment. 

 

 

Name p-value range Molecules 

Cell Death and Survival 4.83E-02 - 9,15E-05 9 

Cellular Development 3.91E-02 - 1,13E-04 9 

Cellular Growth and Proliferation 3.91E-02 - 1,13E-04 9 

Carbohydrate metabolism 1.20E-02 - 1,34E-03 1 

Cellular assembly and Organization 4.45E-02 - 1,34E-03 6 

Table 9. Diseases and Bio functions/Top 5 Molecular and cellular functions overrepresented in CF hBEC 

incubated 24 h with α-MT (1mM) in comparison to MeOH (0,87%) control treatment. 

 

 



 

 

Ph.D. Summary – Julia Mercier 

 
 

 

Role of SLC6A14 in cystic fibrosis lung pathophysiology 

 

 

Cystic fibrosis (CF) is due to CFTR gene pathogenic variants and has no curative treatment to 

date. The main cause of morbidity and mortality in CF patients is respiratory failure, due to cycles of 

infection and inflammation responsible for progressive lung tissue degradation. 

Although CF is a monogenic disease, lung disease severity varies among patients carrying the 

same CFTR variants. This is partly explained by other genetic factors called "cystic fibrosis modifier 

genes". 

In this study, we focused on a particular modifier gene, SLC6A14, which have been shown to 

be associated with CF digestive and lung disease severities. We were able to demonstrate that the G 

allele of the rs3788766 variant, located in the promoter sequence of SLC6A14, is associated with lung 

function decline as well as a decrease of SLC6A14 promoter activity. We then focused on its role in 

lung pathophysiology. We showed that SLC6A14 is involved in mTOR signaling and that it favors 

bronchial epithelial repair. We also studied SLC6A14 expression and function regulation in CF 

inflammatory and infectious contexts. Our results indicate an induction of SLC6A14 expression 

following IL-1β and Pseudomonas aeruginosa exposure. Interestingly, we identified LasB, a protease 

secreted by P. aeruginosa, as capable of cleaving SLC6A14. 

Thus, this work contributes to new knowledge acquisition on SLC6A14 as a CF modifier gene, 

which is essential for a better understanding of the disease and for the development of new therapeutic 

approaches. In this sense, our results highlight the rs3788766 impact and the host-pathogen interactions 

existing within the CF patients’ bronchial epithelium. 

 

 

 

 

Key words: Cystic fibrosis – SLC6A14 – modifier gene – infection/inflammation –bronchial epithelial 

repair – Pseudomonas aeruginosa  

Work done in Inserm UMR_S 938 laboratory, directed by Pr. Fève – Pr. Corvol team 

Centre de recherche Saint-Antoine, 182 rue du Faubourg Saint-Antoine, 75012 Paris 
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Rôle de SLC6A14 dans la physiopathologie pulmonaire de la mucoviscidose 

 

 

La mucoviscidose est due à des variants pathogènes du gène CFTR et ne dispose d’aucun 

traitement curatif à ce jour. La principale cause de mortalité des patients atteints de mucoviscidose est 

l’atteinte pulmonaire, caractérisée par des cycles d’infections et d’inflammation menant, à terme, à une 

insuffisance respiratoire. La sévérité de la maladie est variable selon les patients porteurs des mêmes 

variants de CFTR. Cela s’explique en partie par d’autres facteurs génétiques appelés « gènes 

modificateurs ». 

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés au gène SLC6A14, dont certains 

variants sont associés à une aggravation des atteintes respiratoires de la mucoviscidose. Nous avons pu 

démontrer que l’allèle G du variant rs3788766, localisé dans la séquence promotrice de SLC6A14, est 

associé à un déclin de la fonction respiratoire ainsi qu’à une diminution de l’activité du promoteur de 

SLC6A14. Nous avons montré que SLC6A14 est impliqué dans la voie de signalisation mTOR et 

favorise la réparation épithéliale bronchique. L’expression et la fonction de SLC6A14 sont modulées en 

réponse à la cytokine IL-1β et à l’infection par Pseudomonas aeruginosa, contextes inflammatoire et 

infectieux caractéristiques de la mucoviscidose. 

L’apport de nouvelles connaissances sur le gène modificateur SLC6A14, qui fait l’objet de 

recherches depuis peu, est essentiel à une meilleure compréhension de la maladie ainsi qu’au 

développement de nouvelles pistes thérapeutiques. En ce sens, ce travail apporte un nouvel éclairage sur 

l’impact du variant rs3788766 et sur les interactions hôte-pathogène existant au sein de l’épithélium 

bronchique des patients atteints de mucoviscidose. 
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