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Listes des abréviations

-A-
ADP : Adenosine diphosphate
AMP : Adenosine monophosphate

AMPK : Adenosine monophosphate
Kinase

ATP : Adenosine triphosphate

Arfl : ADP-ribosylation factor guanine
nucleotide exchange factor 1

ASK1 : Apoptosis signal-regulating
Kinase 1

ATF : Activating transcription factor
ATG : Autophagy-related gene

-B-
BCL-2 : B-cell lymphoma 2

-C-

CFTR : Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator

CHOP : CCAAT/enhancer-binding
protein (C/EBP)-homologous protein

ClI-: lons chlorure
CNX : Calnéxine
COPI/11 : coatomer protein I/11
CRT : Calréticuline
-D-
DR5 : Death receptor 5
-E-

EDEM : ER-degradation enhancing a-
mannosidase-like protein

elF2 : Eukaryotic translation initiation
factor-2

ENaC : Epithelial sodium channel

ERAD : Endoplasmic reticulum-associated
degradation

ERES : Endoplasmic reticulum exit sites

ERGIC : ER-Golgi-intermediate
compartment

ESCRT : Endosomal sorting complex
required for transport

-F-
FDA : Food and Drug Administration

FIP200 : focal adhesion kinase family-
interacting protein of 200 kDa

-G-

GABARAP : GABA type 1 receptor-
associated protein

GADD34 :_growth arrest and DNA-
damage-inducible protein 34

GRASPs : Golgi reassembly-stacking
proteins

Grp78/BiP: 78 kDa glucose-regulated
protein/Binding-immunoglobulin protein

Grp94 : 94 kDa glucose-regulated protein
GTP : Guanosine triphosphate

-H-
Hsp : Heat shock proteins

-1-

ICs0 : Concentration inhibitrice médiane
IRE1a/p : Inositol-requiring enzyme 1o/p
-J-

JNK1 : c-Jun-N-terminal Kinase 1
-L-

LAMP-1/2 : Lysosome-associated
membrane glycoprotein 1/2
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LC3 : Microtubule-binding protein-1
Light-Chain-3

LIR : LC3-interacting region
-M-
MG6PR : Mannose-6-phosphate receptor
MTOR : Mammalian target of rapamycin
-N-

NBD/NBD (1/2) : Nucleotid Binding
Domain (1/2)

-O-

UORFs/dORFs : Upstream/downstream
open reading frames

-P-

PAS : Phagophore assembly sites / Pre-
autophagosomal structure

PE : Phosphatidyléthanolamine
PDI : Protein disulfide-isomerase

PERK : Protein kinase R (PKR)-like
endoplasmic reticulum kinase

PF : PF-429242

PI3K : Phosphatidylinositol-3-kinase

PI3P : Phosphatidylinositol-3-phosphate
-R-

Rab : Ras-related protein

RD : Regulatory domain

RE : Reticulum endoplasmique

RIDD : Regulated IRE1-dependant decay
-S-

Sarl : Secretion-associated RAS-related 1

SAT : Séquence d’arrét de transfert

SBD : Substrate binding domain

SEL1L : Suppressor of lin-12-like protein
1

SNAREs : N-ethylmaleimide-sensitive
factor adaptor protein receptors

SREBP : Sterol regulatory element-
binding protein

SRP : Signal recognition particle
S1/2P : Site-1/2 Protease
-T-
TMD1/2 : Transmembrane Domains 1/2

TRAF2 : Tumor necrosis factor (TNF)
receptor-associated factor 2

TRIML16 : Tripartite motif-containing
protein 16

-U-

UGT1 : UDP-glucose : glycoprotein
glucosyltransferase 1

ULKZ1 : Unc-51-like kinase 1

UPR : Unfolded protein response

UPS : Unconventional protein secretion
-X-

XBP1 : X-box-binding protein 1
-V-

VAMPs : Vesicle-associated membrane
proteins

VCP : Valosin-containing protein

VEMS : Volume expiratoire maximale par

seconde

VIMP : VCP-interacting membrane
protein

Vps : Vacuolar protein sorting
-W-

WIPI : WD repeat domain
phosphoinositide-interacting protein
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Préambule

La mucoviscidose est la maladie géenétique Iétale a transmission autosomique récessive
la plus fréquente dans la population européenne. Cette maladie est due & des mutations altérants
la séquence du geéne cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR). La mutation
la plus fréquente est une délétion d’une phénylalanine en position 508 de la séquence
polypeptidique de la protéine CFTR, un canal permettant notamment le passage d’ions chlorure
(CI"). Les conséquences de cette mutation est la production d’une protéine altérée (p.Phe508del-
CFTR) incapable de terminer ses étapes de maturation et d’atteindre la membrane plasmique.
Cela a pour conséquence un épaississent du mucus recouvrant les voies respiratoires, digestives
et génitales. Les organes concernés deviennent le terrain d’infections microbiennes, de réponses
inflammatoires exacerbées et d’un stress cellulaire.

Ce stress est régulé par la réponse aux protéines mal formées (en anglais unfolded
protein response : UPR), un mécanisme de défense cellulaire. Parmi les trois voies de
signalisation régulant ce mécanisme, 1’activating transcription factor (ATF) 6 est I’acteur
central de ce projet de recherche. Nous montrons ici que son inhibition pourrait étre une cible
thérapeutique prometteuse dans le cadre de la mucoviscidose.

En effet, la mucoviscidose n’a toujours pas vu le développement de traitement curatif.
Néanmoins, depuis vingt ans, de grandes avanceées a ce sujet ont lieu et ont permis d’augmenter
significativement la durée et la qualité de vie des patients. Cependant, les traitements actuels
sont loin d’étre parfait, car ils engendrent de nombreux effets secondaires et, surtout, tous les
patients n’y sont pas éligibles. Il est donc essentiel aujourd’hui de développer de nouvelles
pistes thérapeutiques, ¢’est dans ce cadre que se situe ce projet de recherche.

Afin de comprendre au mieux les différents mécanismes sous-jacents des
bienfaits de I’inhibition d’ATF6 vis-a-vis de la mucoviscidose, ce manuscrit sera divisé en
quatre parties. Nous commencerons par une mise en contexte avec le role du reticulum
endoplasmique (RE) et de I’appareil du Golgi dans la synthése, la maturation et le transport des
protéines. Nous verrons ensuite le role de ’'UPR dans le maintien de I’homéostasie cellulaire
globale. Nous nous pencherons sur le mécanisme d’autophagie, un processus cellulaire
étroitement 1i¢ & ’UPR et a la mucoviscidose. Apres avoir décrit ces processus de maniére
general, nous verrons le lien qu’ont entre eux ces divers mécanismes et comment ils s’inscrivent
dans le contexte de la mucoviscidose.
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Introduction

I. Synthese et maturation des protéines

A. Généralités

La premiere description du RE remonte a plus d’un siécle, en 1898, par Charles Garnier.
Alors interne des hépitaux, il fait partie depuis trois ans d’un laboratoire a la faculté de médecine
de Nancy sous la direction d’Auguste Prenant. Ce dernier a permis d’établir une base de
connaissances conséquente dans les disciplines de 1’histologie et de I’embryologie notamment
en commencant a s’intéresser au contenu des cellules eucaryotes. A cette époque, le noyau était
déja une structure facilement observable grace I’utilisation de colorations. L’existence du
cytoplasme, alors appelé protoplasme, était déja connu mais les moyens étaient insuffisants
pour permettre une description et une étude précise de cette partie de la cellule. C’est dans le
but d’explorer ce composant cellulaire que Charles Garnier est devenu le disciple d’ Auguste
Prenant.
Pendant la préparation de sa these de médecine, Charles Garnier parvient a observer au
microscope optique une « forme filamenteuse » a proximité du noyau dans un modele de
cellules glandulaire gréace a des colorations basiques. Il décrit également les modifications de
tailles de ces filaments, qui varient lors des phases de sécrétion glandulaire. Il appellera ce
composé cellulaire « ergastoplasme », aujourd’hui connu sous le nom de RE. Plus tard, on asu
que les colorations basiques utilisées ont rendu la détection possible grace a la grande quantité
d’ARN présente dans les ribosomes. Au final, dés 1898, Charles Garnier avait déja commencé
a poser les bases du schéma trés connu : ADN, ARNm et synthése de protéines.
Il faudra attendre presque 50 ans, dans les années 1940 et début des années 1950, pour que K.
R. Porter, A. Claude, F. L. Kallman et E. F. Fullam permettent un bond de géant dans la
description des organites cellulaires a 1’aide de ’utilisation de la microscopie €lectronique (1-
4). C’est a la suite de leurs travaux qu’on put étre obtenues les premieres photographies du RE
a des résolutions encore jamais vues.

Depuis cette formidable avancée, 1’étude de cet organite cellulaire et le développement
des connaissances a son sujet n’ont cessé de croitre. Nous savons que le RE est exclusif aux
cellules eucaryotes, que sa structure est extrémement labile et qu’il est constitué d’une multitude
de réseaux membranaires en continuité avec la membrane du noyau cellulaire (5). Le RE
constitue un point central de ce que I’on appelle le réseau endomembranaire des cellules
eucaryotes.

Le RE peut étre classé en deux types. D’un co6té le RE dit « lisse » dont les rdles principaux
sont la détoxification, le stockage de calcium et la synthése de lipides (6). Le RE lisse possede
des fonctions vitales pour I’organisme, mais nous nous focaliserons dans ce manuscrit que sur
la description du RE dit « rugueux » ou « granuleux ». Il est appelé ainsi car il arbore a sa
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membrane de petites entités que 1’on appelle les ribosomes qui sont intrinséquement liés a la
fonction principale de ce RE rugueux : la synthése des protéines. Par soucis de simplicité, le
terme RE désignera dans la suite de ce manuscrit le type « rugueux/granuleux » de cet organite
cellulaire.

B. Le réticulum endoplasmique granuleux
1. Biosynthése des protéines

En collaboration avec d’autres chercheurs, G. Palade décrit pour la premiere fois la
biosynthése des protéines en réalisant une expérience de pulse-chase avec de la leucine
radiomarquée (7). Cela lui a permis de suivre les protéines du début de leur traduction dans le
RE jusqu’a leur sécrétion extracellulaire par exocytose, via des vésicules de transport, en
passant par 1’appareil de Golgi (8).

Nous savons aujourd’hui que ce sont les protéines membranaires, sécrétées ou

lysosomales qui sont synthétisées dans le RE et cela représente un tiers de la totalité des
protéines produites par la cellule (9).
Pour étre produite, dans le cas d’une translocation dite co-traductionnelle, ’ARNm menant a la
synthése de la protéine va étre pris en charge par le complexe ribosomale débutant ainsi la
traduction dans le cytoplasme. Pour qu’une protéine soit synthétisée dans le RE, il faut qu’elle
possede une séquence d’adressage du RE en position N-terminal de sa séquence polypeptidique,
appelée peptide signal. Ce peptide signal est reconnu par un complexe protéique appelé la
particule de reconnaissance du signal (en anglais signal recognition particle : SRP). Le
complexe SRP se fixe au peptide signal de la protéine cible et la transporte jusqu’a la membrane
du RE. La protéine se fixe et s’insére dans un pore de translocation, ou translocon, qui est appelé
Sec61. Une fois dans le translocon, la protéine continue d’étre synthétisée par le ribosome et
continue sa translocation a travers Sec61. Le peptide signal est clivé par une enzyme nommee
signal peptidase. Une fois cela fait, la protéine est libérée dans la lumiére du RE et va pouvoir
poursuivre son chemin jusqu’a son lieu de fonction. Ces étapes sont applicables dans le cas des
protéines sécrétées, du RE, de I’appareil de golgi ou lysosomales (Figure 1) (10).
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Figure 1 : Schéma représentant la translocation co-traductionnelle des protéines sécrétées. (Molecular Cell Biology, Eighth
Edition, 2016)

La traduction de la protéine commence par la synthése d’un peptide signal qui permet au complexe SRP de reconnaitre la
protéine afin de I’acheminer jusqu’au RE (1 et 2). Le complexe SRP va se lier & son récepteur, lui-méme proche du translocon
(3). Cette fixation va permettre de rapprocher la protéine du translocon ou elle va pouvoir s’y insérer (4). Une fois entrée dans
le translocon, le ribosome continue la traduction de la protéine en la libérant peu a peu dans la lumiére du RE (6). En cours de
route, le peptide signal est clivé par une signal peptidase (5). Une fois la traduction finie, la protéine est libérée dans le RE et
commence son repliement (8). Le translocon se referme et le ribosome s’en détache (7).

Les protéines membranaires ont une traduction différente de ce qui a été décrit
précédemment de par les propriétés hydrophobes de leurs domaines transmembranaires, qui

leur permettent de s’insérer dans les membranes cellulaires. Il existe trois types de traduction
chez les protéines membranaires déterminées par I’orientation de leurs extrémités N-terminale
et C-terminale, et du nombre de domaine transmembranaire les composants.

Le premier cas est celui des protéines de type I, qui possedent une extrémité N-terminale
externe et une extrémité C-terminale cytosolique (Figure 2). Elles vont suivre les mémes étapes
que décrit précédemment a la différence qu’elles possédent une séquence d’arrét de transfert
(SAT) qui va mener a I’arrét de la translocation (11). Une fois la SAT traduite, un déplacement
latéral va permettre sa sortie du translocon tout en restant ancrée de la membrane du RE. La
SAT constitue ainsi le domaine transmembranaire de la protéine (12). Le ribosome qui se situe
encore coté cytoplasme va continuer la traduction de la protéine, menant a la formation de
I’extrémité C-terminale de cette derniére.
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Figure 2 : Schéma représentant la translocation co-traductionnelle des protéines membranaires de type I. (The cell : A
molecular Approach. 2nd edition)

Apres son entrée dans le translocon, le peptide signal disposé en position N-terminale de la séquence polypeptidique est orienté
de maniere a faire en sorte que la partie traduite de la protéine reste dans la lumiere du RE. Pour ce type de protéine, une
séquence SAT va étre traduite ce qui va permettre d’ancrer la protéine dans la membrane du RE d{ aux propriétés hydrophobes
de la SAT. Apres un déplacement latéral permettant la sortie du translocon la traduction de la partie C-terminale reprend, dans
le cytosol cette fois.

Le deuxieme cas concerne les protéines de type Il qui possédent une extrémité N-
terminale cytosolique et une extrémité C-terminale externe (Figure 3A). La différence de
syntheése réside dans le positionnement du peptide signal. En effet ce dernier n’est pas situé en

position N-terminale mais sera positionné au centre de la séquence polypeptidique ce qui amene
a I’ancrage de la protéine dans la membrane du RE alors que I’extrémité N-terminale de la
protéine est déja traduite. Le peptide signal est orient¢ de maniere a ce que I’extrémité N-
terminale reste du coté du cytoplasme, permettant ainsi la synthése de 1’extrémité C-terminale.
Le peptide signal n’est donc pas clivé mais devient un point d’ancrage de la protéine dans la
membrane du RE.

Le troisieme cas correspond aux protéines dites de type Il (Figure 3B). Les étapes de
traduction sont relativement similaires aux protéines de type Il, la différence étant que leur
extrémité N-terminale est luminale et que leur extrémité C-terminale est cytosolique. Le peptide
signal sera donc orienté de facon a insérer la partie N-terminale dans un premier temps dans la
lumiere du RE. Tout comme les protéines de type 11, le peptide signal sort du translocon par un
déplacement latéral et le ribosome termine la traduction de I’extrémité C-terminale cytosolique.

Pour finir, il existe des protéines possédant plusieurs domaines transmembranaires. Ce
sont les protéines de type 1V qui sont séparées en deux sous-groupes : les protéines de type IV-
A et IV-B. La différence entre les deux réside dans le positionnement des extrémités N-
terminale et C-terminale. Les protéines de type IV-A ont leurs extrémité N-terminale et C-
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Figure 3 : Schéma représentant la translocation co-traductionnelle des protéines membranaires de type Il (A) et de type 111 (B).
(The cell : A molecular Approach. 2nd edition)

(A) Pour ce type de protéine, le peptide signal est traduit plus tardivement et n’est donc pas situé a I’extrémité N-terminale de
la protéine. Cela permet de I’orienter de maniére a ce que I’extrémité N-terminale de la protéine se retrouve du c6té cytosolique,
permettant ainsi la traduction de la partie C-terminale de la protéine dans la lumiére du RE. Le peptide signal n’est donc pas
clivé, mais constitue un domaine transmembranaire une fois que le ribosome a fini la traduction de la partie C-terminale de la
protéine.

(B) Pour les protéines de type I, la translocation co-traductionnelle est trés similaire aux protéines de type II. La différence
réside dans le sens d’orientation du peptide signal qui, ici, permet d’orienter la partie N-terminale de la protéine dans la lumiére
du RE.

terminale c6té cytosolique, tandis que les protéines de type 1V-B ont leur extrémité N-terminale
du coté de la lumiére du RE et leur extrémité C-terminale cytosolique. Concernant leur insertion
co-traductionnelle le mécanisme sera le méme utilisé que les deux cas précédents. Cependant,
plusieurs SAT seront traduites au fur et a mesure du processus. Le peptide signal, en position
N-terminale, s’ancre dans la membrane du RE et correspond au premier domaine

transmembranaire. L’extrémité C-terminale continue d’étre traduite par le ribosome jusqu’a la
production d’une SAT, ce qui correspond au second domaine transmembranaire. Ces deux
domaines sortent du translocon tandis que le ribosome continue la traduction produisant une
alternance de peptide signal et de SAT qui s’ancrent a leur tour dans la membrane du RE. Ces
étapes se renouvellent autant de fois que nécessaire jusqu’a 1’apparition du codon stop mettant
fin a la traduction de la protéine (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma représentant la translocation co-traductionnelle d'une protéine membranaire de type 1V-A. (The cell : A
molecular Approach. 2nd edition)

Les étapes de synthese de ce type de protéine est relativement proche de celles observées pour les protéines de type Il et I11.
Le ribosome commence sa traduction par un premier peptide signal qui va sortir du translocon par un mouvement latéral,
donnant naissance au premier domaine transmembranaire. Le ribosome continue la synthése de la protéine jusqu’a produire
une SAT s’ancrant également dans la membrane, donnant lieu au deuxiéme domaine transmembranaire. Ces étapes se répétent
autant de fois que nécessaire jusqu’a ce que la synthese soit stoppée par la lecture d’un codon stop.

Une fois traduites, ces protéines vont pouvoir continuer leur chemin vers leur état final

de maturation en subissant de multiples modifications. Cela va leur permettre d’obtenir une
conformation tridimensionnelle viable, nécessaire pour mener a bien leur fonction dans la
cellule. Cependant, pour cela, les protéines vont devoir valider différentes étapes de controle
qualité.

2. Controle qualité lié au réticulum endoplasmique
a. Le repliement des protéines
Le repliement des protéines est un processus trés complexe car a la frontiere de
nombreux domaines scientifiques, et possédant des parts d’ombre encore aujourd’hui. Ici nous
ne décrirons pas en details les étapes et les différents cas de repliement de protéine.

Le repliement protéique est une étape primordiale pour le devenir de la protéine, car
c’est @ ce moment qu’elle va pouvoir acquérir sa conformation tridimensionnelle conditionnant
sa fonction dans la cellule. Son repliement est défini en premier lieu par la composition méme
en acide aminés de sa sequence polypeptidique. La charge, I’encombrement stérique et
I’hydrophobicité des acides aminés sont les criteres primordiaux a considérer lors du repliement
de chaque proteine (13). En effet les acides aminés vont pouvoir alors rapidement interagir entre
eux localement, menant a la formation d’hélices alpha ou de feuillets béta. Ces structures sont
dites secondaires et constituent une base solide pour la suite du repliement. Ces structures

22



secondaires vont ensuite pouvoir s’arranger entre elles dans 1’espace, et I’interaction de ces
différentes structures va former la structure finale de la protéine appelée structure tertiaire. A
ce stade, le lien entre les différentes structures secondaires est maintenu par un grand nombre
de liaison faible comme des liaisons hydrophobes, des liaisons de Van der Waals et parfois par
des liaisons plus fortes comme des liaisons covalentes ou des ponts disulfures. Ainsi, la protéine
a acquis a ce stade sa fonction a condition qu’il s’agisse d’une protéine monomérique. En effet,
certaines protéines dites multimériques possedent plusieurs sous-unités qui doivent s’arranger
entre elles pour former une structure dite quaternaire, ce qui est une condition sine qua non pour
que ce genre de protéine puisse mener a bien sa fonction.

La température et le pH sont également deux parametres trés importants dans ce
processus. lls peuvent, en effet, totalement modifier le repliement des protéines, formant ainsi
des protéines dites « dénaturées » qui sont inactives sinon toxiques pour la cellule (14). Si tous
les parametres sont respectés, il y a deux possibilités de repliement envisageable : soit la
protéine se replie une fois sa traduction terminée, soit elle se replie au fur et a mesure de sa
traduction. Les protéines de petites tailles peuvent se replier spontanément des lors que sa
traduction est suffisamment avancée. D’autres protéines plus imposantes ont besoin
d’intervenants extérieurs pour les aider dans ce processus. Ces intervenants sont appelés
protéines chaperons qui, en plus d’aider au repliement de grosses protéines, peuvent guider les
protéines mal conformées a retrouver leur conformation tridimensionnelle viable (15).

b. Les protéines chaperons
La fonction de ces protéines a été décrite pour la premiére fois par Laskey et al. en 1978

(16) et cette fonction protéique est une des derniéres a avoir été recensée aujourd’hui (17).
Initialement, cette découverte vient d’une erreur de manipulation faite en 1974, ou des
drosophiles ont été sujettes a des températures trop importantes pendant une expérience.
L’équipe avait alors remarqué une expression anormale d’une famille de protéine qui a été
nommée Heat shock proteins (Hsp) (18). Il en existe de plusieurs types telles que les Hsp90 ou
Hsp70 nommeées ainsi en fonction de leur poids moléculaire (90 kDa et 70 kDa respectivement).
A D’origine, ces protéines ont été mise en évidence pour leur effet protecteur vis-a-vis d’autres
protéines qui subissent une dénaturation liée a des variations thermiques intenses. Par la suite,
il a eté décrit que ces familles regroupent un grand nombre de protéines couvrant un large
éventail de fonctions dans la cellule (19).

En plus de la température, le pH ou la présence d’agents chimiques peuvent également étre des
causes de la mise en place d’un stress cellulaire. C’est dans ces situations de stress que les
protéines chaperons sont surexprimées. Ces protéines peuvent par exemple se fixer sur les
résidus hydrophobes des protéines. Ces derniers peuvent en effet devenir problématiques dans
des cas d’anomalies de repliement, car I’interaction de résidus hydrophobes entre différentes
protéines peut former des agrégats déléteres pour la cellule. Les chaperons synthétisés vont
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alors se fixer a ces agrégats et tenter de les resolubiliser, aidant les protéines a masquer les zones
hydrophobes du milieu aqueux (20-23).

En plus de leur rdle vital dans un contexte de stress, les protéines chaperons sont
également nécessaires dans un contexte physiologique sain. Elles ont des fonctions trés diverses
en agissant seules ou a plusieurs. Elles peuvent étre regroupées en trois grandes catégories qui
participent a ce qu’on appelle d’une maniere générale le systéme de contrdle qualité du RE.

La premicere catégorie regroupe les protéines chaperons intervenant dans ’aide au
repliement des protéines. Les plus connues sont la 78kDa glucose-regulated protein aussi
connue comme binding-immunoglobulin protein (Grp78/BiP), que nous appellerons Grp78 par
la suite, et la 94 kDa glucose-regulated protein (Grp94). Ce type de chaperons intervient soit
lorsqu’une protéine n’a pas réussi a acquérir sa conformation tridimensionnelle, soit parce que
la protéine est trop imposante et a besoin de masquer ses résidus hydrophobes le temps que le
reste de la protéine soit traduit (24). C’est a ce moment que des chaperons telles que Grp78 ou
Grp94 interviennent en se fixant sur ces résidus hydrophobes. Une fois traduite, les
caractéristiques chimiques des acides aminés composant la protéine vont faire en sorte de
masquer les parties hydrophobes de la protéine lors de son repliement.

La deuxiéme catégorie concerne les protéines chaperons ayant la capacité a former des
ponts disulfures permettant de maintenir la structure tertiaire d’une protéine a 1’aide de ces
liaisons trés stables. Ces chaperons font parties de la famille des protein disulfide-isomerase
(PDIs) (25). Les PDIs agissent dans un environnement oxydant pour permettre I’oxydation de
deux cystéines proches. Cela permet la formation d’un pont disulfure qui peut étre stable dans
le temps ou temporaire.

La troisieme et derniére catégorie regroupe des lectines agissant sur les protéines qui
ont besoin d’étre glycosylées pour finir leur maturation. Les deux lectines les plus connues sont
la calnéxine (CNX) ancrée dans la membrane du RE, et la calréticuline (CRT) qui est libre dans
la lumiére du RE. Le complexe CNX/CRT fait partie d’une des étapes de « checkpoints » qui
permettent de contrdler le repliement d’une protéine glycosylée.

Dans le cas des protéines glycosylées, qui constituent la majorité des protéines synthétisées
dans le RE, elles vont subir une suite de modifications post-traductionnelles, la premiére étant
la N-glycosylation. Cette modification a lieu pendant ou directement aprés la traduction de la
séquence polypeptidique et fait intervenir différentes enzymes dont 1’oligosaccharyltransférase.
Cette derniére permet 1’ajout d’un oligosaccharide sur la séquence consensus Asn-X-Ser/Thr,
ou X représente n’importe quel acide aminé excepté la proline. Ce glycan est composé de trois
glucoses, neuf mannoses et deux N-acétylglucosamines (Glcsz-Mang-GIcNAC?) (Figure 5). Il
va, dans un premier temps, se voir supprimer les glucoses situés aux extrémités de la chaine A
par la glucosidase | puis la glucosidase Il (N puis M respectivement). La chaine devenue
monoglycosylée (Glci-Mang-GIcNAC,) va étre reconnue par le complexe CNX/CRT (26,27).
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Figure 5 : Schéma représentatif de la cupule glucidique ajoutée pendant le processus de N-glycosylation sur un peptide en
cours de synthese dans le réticulum endoplasmique. (Ferris et al., 2014)

Cette interaction va permettre d’aider la protéine a se replier correctement grace a I’intervention
des PDI permettant la formation de ponts disulfures (28). La glucosidase Il va ensuite cliver le
dernier glucose (L) de la chaine A. Si la protéine se replie correctement il y a I’intervention
d’une derniere enzyme, I’ER al,2-mannosidase I, qui va cliver le mannose | de la chaine B.
Apres quoi la protéine est exportée jusqu’a I’appareil de Golgi via les vésicules coatomer
protein Il (COPII), ou elle pourra subir ses dernieres étapes de maturation, dont la O-
glycosylation, avant d’étre transportée jusqu’a son lieu de fonction.

Dans le cas ou la protéine n’arrive pas a acquérir sa conformation tridimensionnelle
finale, elle va étre reconnue par I’UDP-glucose : glycoprotein glucosyltransferase 1 (UGT1).
Cette enzyme peut reconnaitre la chaine Mang-GIcNAc: ou les résidus hydrophobes des
protéines mal repliées. UGT1 permet I’ajout d’un glucose (correspondant au glucose L de la
figure 5) et donc a la protéine d’étre a nouveau reconnue par le complexe CNX/CRT. Si cette
étape d’aide au repliement ne fonctionne pas une seconde fois elle se répete a nouveau. Si au
bout de quelques cycles la protéine n’a toujours pas réussi a se replier correctement,
I’intervention de I’ER a.1,2-mannosidase | ou de I’ER-degradation enhancing a-mannosidase-
like protein 2 (EDEM2) initiera le retrait du mannose | de la chaine B (Figure 5) (29-31). Un
oligosaccharide composé de Mang-GICNAC: est ainsi obtenu. Ce glycan n’est ni reconnu par le
complexe CNX/CRT ni par ’'UGT1. La protéine est alors prise en charge par des protéines liées
au processus de dégradation lié au RE (32).
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3. Description succincte du systeme de degradation des
protéines, lié au réticulum endoplasmique
Ce processus de dégradation lié au RE est un processus encore mal compris a ce jour.
Nous considérerons uniquement le cas des protéines glycosylées, car celui des protéines non
glycosylées n’a pas été étudié dans ce projet de recherche.
Le processus de dégradation des protéines lié au RE (en anglais endoplasmic reticulum-
associated degradation : ERAD) peut étre divisé en quatre étapes : la reconnaissance de la
protéine a dégrader, la sortie des protéines du RE avec, de maniére concomitante, leur
ubiquitinylation et leur acheminement vers le protéasome 26S ou elles sont dégradees.

La premiére étape est initiée par la modification de 1’oligosaccharide ornant la protéine
a dégrader. Comme mentionné plus haut, dans le cas ou les différentes étapes d’aide au
repliement sont insuffisantes, I’ER «/,2-mannosidase | ou EDEM2 entrent en jeu. Ces enzymes
vont retirer un mannose de la chaine oligosaccharidique composée alors de Mang-GIcNAC>
(30,31). La modification du motif glucidique lié a la protéine a pour conséquence de la rendre
méconnaissable a la reconnaissance du complexe CRT/CNX ou par ’'UGT1. EDEMI et
EDEMS3 suppriment le mannose K de la chaine C (33,34), permettant aux lectines osteosarcoma
9 et XTP3-transactivated gene B protein de reconnaitre et de prendre en charge la protéine
glycosylée (35,36). Cela va mener au transport de la protéine jusqu’au pore de
rétrotranslocation qui va permettre sa sortie du RE, correspondant a la deuxieme étape de
I’ERAD (Figure 6) (37). Pendant leur transport vers ce pore de rétrotranslocation, les protéines
mal repliées vont étre relinéarisées via I’intervention de protéines chaperons comme Grp78,
Grp94 ou encore par I’intervention de PDIs (38,39).
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Figure 6 : Schéma représentant les différentes étapes du controle qualité du RE et d’une partie de 'ERAD en cas de besoin

de dégradation des protéines synthétisées mal repliées. (N. Gariballa and B. R. Ali, 2020)
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Sans pour autant établir une liste exhaustive de tous les acteurs impliques dans le
transport des protéines glycosylées a dégrader vers le cytosol, nous pouvons citer les
Derlin1/2/3, Valosin-containing protein (VCP) (ou p97 ATPase), VCP-interacting membrane
protein (VIMP) (aussi appelée Selenoprotein S) et suppressor of lin-12-like protein 1 (SEL1L)
(40-42). Les Derlins et SEL1L font parties du complexe de translocation et permettent de fixer
les protéines a faire passer a travers ce pore. VCP serait impliquée dans 1’ubiquitinylation et la
translocation des protéines de maniére Adenosine triphosphate (ATP)-dépendante (43-45).
Enfin, VIMP pourrait servir de pont entre tous ces acteurs et les protéines a dégrader (46).

Beaucoup de protéines semblent étre impliquées dans 1’ubiquitinylation des protéines
lors de leur sortie du RE et semblent agir sur les protéines a différentes étapes de maturation.
Les enzymes permettant 1’ubiquitinylation de protéines a dégrader varient en fonction de la
cible, mais un méme schéma en trois étapes est suivi dans tous les cas. Le premier groupe
d’enzyme nommé ubiquitin-activating enzymes E1 permet d’initier le processus. Le deuxiéme
groupe appelé ubiquitin-conjugating enzymes E2 sert a transférer la cible vers le dernier groupe,
les E3 ubiquitin ligase, lequel permet de finaliser 1ubiquitinylation de la cible (47).

Par exemple, dans le cas du p.Phe508del-CFTR, I’enzyme E1 UBA1 permet de débuter
le processus d’ubiquitinylation (47) et I’enzyme de conjugaison E2 UbcH5b permet de
transférer le p.Phe508del-CFTR vers les enzymes E3 (48). Parmi ces E3 ubiquitine-ligase liées
a la dégradation du CFTR nous pouvons citer RING finger protein 5 ou RING-type E3 ubiquitin
transferase CHIP, qui sont impliquées dans son transport vers ’ERAD de maniére co-
traductionnelle ou de maniere post-traductionnelle respectivement (46,47,49). Quoi qu’il en
soit, une autre protéine centrale dans ce mécanisme nommée HMG-CoA reductase degradation,
une ubiquitine ligase E3, est liée aux Derlin2/3 (50) et permet avec SEL 1L de réguler le passage
des protéines du RE vers le cytosol (51,52). Les protéines polyubiquitinylées vont ensuite étre
transportées jusqu’au protéasome 26S pour y étre dégradées.

C. Transport conventionnel des protéines

1.  Lasortie du réticulum endoplasmique

Pour les protéines n’étant pas résidentes du RE, leur transport jusqu’a leur lieu de
fonction dans la cellule peut se réaliser une fois qu’elles ont adopté une structure
tridimensionnelle viable. Le mécanisme régissant cela est le transport conventionnel des
protéines, et est médie par les vésicules COPII. C’est un mécanisme existant chez les levures et
a eté tres conservé durant 1’évolution, il est donc retrouvé également chez les eucaryotes avec
les mémes intervenants moléculaires (53). La plupart de ces intervenants font partie de la
famille des protéines Secs (53,54). Les vésicules COPII sont formées au niveau des sites de
sortie du RE, ou ER exit sites (ERES) en anglais (55).
Le processus débute avec le recrutement au niveau de la membrane du RE d’une enzyme
cytosolique permettant I’hydrolyse de guanosine triphosphate (GTP) (GTPase) nommée
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secretion-associated RAS-related 1 (Sarl). Sarl est activée par Sec12 qui permet de catalyser
I’échange d’une molécule de GDP et de GTP (56). Cette activation va permettre 1’ancrage de
Sarl dans la membrane du RE par sa partie N-terminale permettant le recrutement de
I’hétérodimere Sec23/Sec24 (57). Cela engendre le début de la formation de la vésicule en
faisant courber la membrane du RE (58). L hétérotétramére Sec13/Sec31 vient ensuite se fixer
sur le complexe Sarl/Sec23/Sec24 et forme ainsi la couche externe de la vésicule COPII
(59,60). Parmi ces acteurs, Sec24 permet la fixation des protéines cargo qui seront a transporter
par ce mécanisme (61). Par ailleurs, Sec23 possede une activité GTPase en se fixant sur Sarl
qui permet a la vésicule COPII de se détacher de la membrane du RE (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique de la formation d'une vésicule COPII au niveau des ERES. (J. G. d’Arcangelo et al.,
2013)

Sarl est activée par Secl2 ce qui permet I’ancrage de Sarl dans la membrane du RE. La membrane commence a se courber
grace au recrutement de I’hétérodimére Sec23/Sec24. La couche externe de la vésicule se forme gréce a I’ajout de
I’hétérotétramére Sec13/Sec31. Secl6 permet de retarder le bourgeonnement de la vésicule COPII le temps que les protéines
cargo soit recrutées sur ce site via leur fixation sur Sec24.

Il existe des moyens de régulation pour que ce processus se déroule au bon moment, et ainsi

éviter un désassemblage précoce de la vésicule COPII avant la fin de sa formation. C’est ici
qu’intervient Sec16, un dernier acteur important de la formation de ces vésicules de transport.
Secl16 est une protéine possédant a ce jour deux isoformes connus qui sont Secl16a et Secl16b.
Les fonctions exactes de ces deux molécules ne sont pas encore tout a fait comprises, mais nous
verrons un peu plus loin que Secl16a possede divers réles qui commencent a étre de plus en plus
décrit. Si nous revenons a la formation de nos veésicules COPII, Sec16 interagit avec un grand
nombre de composants de ces structures. Plus précisément, elle agirait en limitant I’interaction
entre Sec31 et Sec23 (62,63). Cela limite alors I’activité GTPase de Sec23 sur Sarl, et retarde
le « bourgeonnement » de la vésicule COPII, en attendant qu’elle soit entierement formee. Cela
permet de rendre la vésicule suffisamment stable pour transporter les protéines cargo en son
sein jusqu’a I’appareil de Golgi.
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2.  Letransport jusqu’a I’appareil de Golgi
Dans les cellules eucaryotes animales, le transport des protéines néosynthétisées n’est
pas direct vers ’appareil de Golgi. Les vésicules de transport COPII contenant les protéines
cargo passent tout d’abord dans un compartiment intermédiaire : 1’ER-Golgi-intermediate
compartment (ERGIC) (Figure 8). Méme si les premiéres études sur ce transport datent d’il y a
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Figure 8 . Représentation schématique de ['axe ER-ERGIC-Golgi par lequel le transport conventionnel des protéines se
réalise. (Zhang et al. 2023)

a|ngnjouoIw

plus de 20 ans, les mécanismes moléculaires liés a ce transport dit antérograde restent encore
flous. Il semble y avoir deux types de mécanismes qui relient les ERES au ERGIC. Etant de
nature trés labile, les ERES seraient capables de créer des formes tubulaires qui connecteraient
directement les deux organites (64-66). Le deuxiéme processus se déroulerait par la formation
de vesicules de transport, impliquant I’intervention de Rab GTPase (Rabl), des protéines de la
famille des Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor adaptor protein receptors (SNARES) et
les Vesicle-associated membrane proteins (VAMPs) (67-71). Ces VAMPs a la surface des
vésicules COPII vont s’associer avec les SNAREs qui sont présents a la membrane d’arrivée.
L’association de ces deux types de protéines va créer un phénomene de torsion forgant ainsi la
fusion des deux membranes lipidiques (Figure 9) (72-74).
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Figure 9 : Schéma représentant la fusion ¢ une vésicule a une membrane lipidigue grace a [’intervention de protéines des
familles VAMPs et SNAREs. (Khounlo et al., 2021)

Apres leur arrivée dans le ERGIC, les protéines des COP-II sont ramenées vers le RE
par le mécanisme de transport dit rétrograde. Ces protéines sont prises en charge par un autre
type de vésicules de transport appelées les coatomer protein | (COP-I). Ces vésicules COP-I
sont composées de sept sous-unités : a, B, B, v, 9, &, { qui forment un complexe ou y-COP, &-
COP, £-COP et B-COP constituent la face interne des vésicules. Alors que a-COP, B’-COP et ¢-
COP constituent la face externe (75-77). Ces sous-unités sont recrutées a la membrane de
I’appareil de Golgi par la GTPase Adenosine diphosphate (ADP)-ribosylation factor guanine
nucleotide exchange factor 1 (Arfl). L’assemblage des sous-unités permet la formation des
vesicules COP-I qui migrent ensuite le long des microtubules pour atteindre I’ERGIC,
permettant la mise en place du transport rétrograde. Les protéines en cours de maturation
arrivees a ce stade continuent pendant ce temps leur chemin le long de I’appareil de Golgi.

3.  L’appareil de Golgi
a. Généralités

L’appareil de Golgi est un organite faisant partie intégrante du systéme
endomembranaire et est divisé en trois parties : le cis-Golgi, le golgi médian et le trans-Golgi
ou les protéines vont subir des étapes de maturation tout le long de leur passage dans cet organite
(78). Ces différentes parties forment ce qu’on appelle les saccules golgiens qui sont un
enchainement de compartiments trés labiles interagissant entre eux. De par les échanges
réguliers entre les différents compartiments, beaucoup de protéines semblent étre impliquées
dans la structure de ces saccules. Néanmoins, au moins d’un point de vue historique, les deux
protéines phares du maintien structural de 1’appareil de Golgi sont les Golgi reassembly-
stacking proteins (GRASPs). Il en existe deux : GRASP55 et GRASP65, nommeées ainsi en
fonction de leur poids moléculaire de 55 kDa et 65 kDa, respectivement. En formant des
oligomeéres, GRASP65 permet la formation du cis-Golgi et GRASP55 permet quant a lui la
formation du Golgi médian et du trans-Golgi (79).

Il est admis que les vesicules COPI permettent de transporter les protéines nouvellement
arrivees via les vésicules COPII dans le ERGIC vers I’appareil de Golgi. Le mécanisme de
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transport des protéines au sein méme de 1’appareil de Golgi reste encore aujourd’hui sujet a
discussion.

Un premier modele dit que les vésicules COP-1 permettent le transport des protéines
cargo en suivant dans I’ordre les différents compartiments golgiens. Les compartiments sont
donc déja formes, accueillant les protéines cargo afin de leur apporter les derniéres
modifications post-traductionnelles qu’elles doivent subir grace aux enzymes propres a chaque
compartiment.

Un deuxiéme modeéle plus récent propose un appareil de Golgi plus labile. En effet, les protéines
cargo migreraient du ERGIC via un regroupement des différentes vésicules de transport formant
ainsi dans un premier temps le cis-Golgi. Puis ce dernier maturerait et continuerait a avancer au
sein de la cellule, formant le Golgi median. Enfin, il terminerait sa maturation pour donner le
dernier compartiment qui est le trans-Golgi. Les protéines ainsi transportées via ce modele
seraient modifiées au fur et a mesure du changement de composition enzymatique du
compartiment golgien qui les accueille.

Ce dernier modele semble étre plus admis par la communauté scientifique au cours de ces
derniéeres années. Dans les deux cas le flux rétrograde a lieu. Ce dernier permet de recycler les
protéines impliquées dans les divers processus de maturations et de transport des protéines cités
précédemment (80-83).

b. Les modifications post-traductionnelles
L’appareil de Golgi est le dernier des compartiments ou les protéines vont subir des
modifications post-traductionnelles avant d’étre transportées vers leur lieu de fonction. Il y a
sept modifications possibles dans ce compartiment : la glycosylation faisant suite ou non a
celles effectuées dans le RE, I’acétylation, la sulfatation, la phosphorylation, la méthylation, la
palmitylation ou encore le clivage de précurseurs protéiques permettant leur activation (Figure
10).

Pour la glycosylation, I’ajout de chaines glucidiques ayant eu lieu dans le RE peut se
terminer dans ’appareil de Golgi. Il existe seize voies différentes de glycosylation dont
quatorze pour les protéines (N-glycosylation, O-glycosylation pour les protéines de types
mucines, synthese de glycosaminoglycanes, ...) et deux pour les lipides (biosynthese de
glycosphingolipides par exemple) (84). Le phénoméne de glycosylation est un élément central
qui va régir les capacités d’interaction protéine/protéine, protéine/molécule ou encore
’association des protéines avec les rafts lipidiques. Tout cela va conditionner I’activité d’une
protéine une fois arrivée a son lieu de fonction mais aussi la durée de sa demi-vie.

L’acétylation consiste a retirer un atome d’hydrogene pour le remplacer par un groupe
fonctionnel d’acétyle COCHg, via I’intervention d’une molécule donneuse acétyle coenzyme
A. 1l existe deux grands types d’acétylation possible : I’acétylation en N-terminale de la
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protéine (concernant notamment les histones, modifiant ainsi leur affinité pour ’ADN) ou
I’acétylation se produisant sur des monosaccharides (85,86).

La sulfatation permet I’ajout d’un sulfate sur le groupe hydroxyle d’une tyrosine
présente sur une protéine, ou sur une chaine glucidique. Cette réaction est catalysée de maniére
ATP-dépendante par une sulfotransférase permettant le transfert du sulfate vers ’accepteur via
une molécule de 3’-phosphoadénosine 5’-phosphosulfate qui fait office de donneur (87-89).

La phosphorylation est un processus tres important pour divers mécanismes cellulaires
et réversible. Elle consiste en ’ajout d’un groupement phosphate (PO4*) sur tout type de
molécule facilitant la reconnaissance d’une protéine pour qu’elle puisse étre transportée a son
lieu de fonction, comme dans le cas des protéines lysosomales. Cela peut également permettre
I’activation de diverses kinases, d’enzymes ou de récepteurs, et donc le déclenchement de voies
de signalisation moléculaire (90).

La méthylation consiste a ajouter un groupement méthyl a une molécule. Dans le cas
des protéines, la méthylation se réalise sur une lysine et n’est pas un processus exclusif a
I’appareil de Golgi. Cependant, dans le cas de cet organite, cette modification post-
traductionnelle s’effectue du c6té cytosolique de I’appareil de Golgi en faisant intervenir la S-
adenosylmethionine (91).

La palmitylation est ’ajout d’un acide gras a une résidu cystéine d’une protéine. Cette
réaction réversible est catalysée par une palmityl acyltransférase. L’ajout d’un telle chaine
lipidique permet d’augmenter 1’hydrophobicité d’une protéine, et donc de permettre son
ancrage dans une membrane ou d’aider a I’association de deux protéines entre elles (92).

Enfin, le clivage de précurseurs protéique permet de rendre actif une protéine dans le
but d’acquérir sa fonction. Beaucoup de protéines demandent de tels effets notamment des
facteurs de croissance, des récepteurs de la membrane plasmique, des canaux ioniques tels que
le canal sodique épithélial (epithelial sodium channel en anglais : ENaC) (93) ou encore des
facteurs de transcription. Parmi ces derniers, est représenté sur la figure 10 le Sterol regulatory
element-binding protein (SREBP) qui se fait cliver successivement par deux sérines protéase :
la Site-1 Protease (S1P) puis la Site-2 protease (S2P) (94). Nous reviendrons plus loin sur ce
mécanisme car, méme si nous n’allons pas décrire précisément les effets des SREBPs dans ce
manuscrit, ATF6 est un autre facteur de transcription central dans ce projet qui est activé de
cette maniére.
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c. Les mécanismes de transport a la sortie de !’appareil de
Golgi

Historiquement, il était pensé que la sortie des protéines de 1’appareil de Golgi se faisait
de maniére constitutive, sans régulation. Il s’avére que ce processus est plus complexe que cela
et que de nombreux acteurs entrent en jeu pour déclencher, aiguiller et acheminer les protéines
vers la bonne voie de transport. Si nous mettons de c6té les types de transport rétrograde de
protéines permettant le retour des protéines originaires du RE vers cet organite (95) ou le
maintiens des protéines golgiennes dans I’appareil de Golgi (96), il existe deux grands types de

transport permettant la sortie des protéines cargo de I’appareil de Golgi.

Le premier concerne les protéines a destination du systéme endolysosomale. Cela
englobe le transport d’hydrolases lysosomales ou de leur récepteur, via des vésicules qui
peuvent étre recouvertes de protéines de structure appelées clathrines, elles-mémes connues
pour étre impliquées dans le phénoméne d’endocytose. Un récepteur, le mannose-6-phosphate
receptor (M6PR), semble étre un des acteurs prépondérants de cette voie. En effet, le M6PR
reconnait les sucres présents sur les protéines acquis lors de leur derniére étape de maturation
dans I’appareil de Golgi, dans le but d’initier le transport en direction du systeme lysosomal des
protéines concernées (97). Il n’est cependant pas le seul décrit & avoir ce role car, plus
récemment, d’autres acteurs moléculaires ont été décrits. Nous pouvons cité la sortilin
impliquée dans le transport de protéases lysosomales telles que les cathepsine D et H en
association avec le M6PR (98,99). Nous pouvons également citer la lysosomal integral
membrane protein 2 qui fait partie d’une voie alternative dont le dysfonctionnement est relié a
la maladie de Gaucher (100).

Le deuxieme type de transport est celui permettant le transport des protéines directement
jusqu’a lamembrane plasmique. Malgré des dizaines d’années de recherche, aucune description
des voies régulant ce mécanisme ne fait consensus. Ce processus semble tres complexe, car les
différents types de transport du trans-golgi vers la membrane plasmique pourraient étre
dépendant du type de protéine cargo a transporter. De plus, il se pourrait que les voies
empruntées divergent en fonction du type cellulaire, notamment pour les cellules épithéliales
qui semblent avoir un moyen de discriminer quelles protéines sont a transporter a leur pole
apical ou a leur pole basolatéral (101). Pour expliquer le transport des protéines de 1’appareil
de Golgi vers la membrane plasmique, il existe a ce jour six acteurs qui semblent étre centraux
dans ce mécanisme (Figure 11) (101).

Les modéles Arfl, Lysosome-associated membrane glycoprotein (LAMP) 1 et Ras-related
protein (Rab) 6 ont été séparés sur la figure 11 mais sont tres similaires. Il est méme fortement
probable qu’ils constituent un seul et méme mécanisme. Arfl, connu pour son role dans la
biogénése des vesicules COP-I, permet de courber la membrane et initier la formation d’une
structure lipidique. Rab6 est une protéine importante pour la mobilité des transporteurs au sein
de la cellule. Le cas de LAMP-1 est plus complexe car cette protéine a été retrouvee dans des
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formations tubulaires faisant le lien entre 1’appareil de Golgi et la membrane plasmique, mais

son rble exact est inconnu.
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Figure 11 : Modeles hypothétiques de modes de sorties de I'appareil de Golgi. (D. Stalder and D. C. Gershlick, 2020)
Les différents acteurs présentés ici ont été séparé pour plus de clarté et parce qu’ils ont été mis en évidence dans des contextes
de recherches différents. Cependant, il est fortement supposé que Arfl, LAMP-1, Rab6 puissent étre regroupé au sein du méme
modéle. De méme pour les CARTS qui possédent des acteurs communs avec les transporteurs a la sphingomyéline. Enfin, il
est méme possible que tous ces mécanismes ne soient en réalité qu’un seul et unique. En effet, la protéine CtBP1-S/BARS
semble constitutives de I’appareil de Golgi, donc elle pourrait trés bien trouver un rdle dans chaque modele.

Les CARTS sont des types de transporteurs différents des vésicules COP-I et COP-II. lls
utilisent divers Rabs (dont Rab6) afin de se mouvoir le long des microtubules et d’atteindre la
membrane plasmique. Le modéle des CARTS a des acteurs en commun avec celui décrivant
I’implication des sphingomyélines, et sont tous deux calcium-dépendants. Il est donc suspecté

que ces deux hypotheses puissent en réalité n’étre qu’un seul et unique modele.
Enfin, la CtBP1/BARS a été mis en évidence comme étant vital dans le maintien structural de
I’appareil de Golgi. Cependant il a également été montré que, par leur activité de



lysophosphatidic acid acyltransferase, cette protéine augmentait le nombre de transporteur
sortant du Golgi d’une maniére genérale.

Peu d’informations permettent, a ce jour, de confirmer ces hypothéses. Il est cependant
tres fortement supposé que ces modeles pourraient travailler en paralléle en fonction du cargo
a transporter. La possibilité que ces différents modeles fassent partie d’un seul et méme
mécanisme n’est également pas a exclure (101).

Il. La réponse aux protéines mal formées

Découvert en 1988, ’UPR est une réponse physiologique normale au sein des cellules
eucaryotes nécessaire a leur bon fonctionnement (102). C’est un mécanisme de défense
permettant aux cellules de maintenir ’homéostasie générale du RE a un état physiologiquement
normal.

A. Principales fonctions et facteurs d’induction de la

réponse aux proteines mal formées

Le RE peut subir un stress qui peut se prolonger dans le temps ce qui va amener a
déclencher la réponse UPR, afin de rétablir un état physiologiquement normal. Ce stress peut
étre di a plusieurs facteurs tels que la privation de glucose, I’hypoxie, la dérégulation du
stockage des ions calcium, la présence d’espéces réactives a 1’oxygene, la présence de
métaboliques toxiques ou la mise en place de réponses inflammatoire ou infectieuse (103).
Dans certaines maladies, comme le cas de la mucoviscidose que nous développerons plus loin,
I’UPR peut étre déclenchée par une réponse inflammatoire et/ou infectieuse importante (104).
De plus, bien que cela ne fasse pas consensus, I’accumulation de protéines mal formées dans la
lumiere du RE pourrait jouer un role dans le déclenchement de ce mécanisme (105).

En recherche, des composés chimiques sont utilisés pour leur capacité a induire I’'UPR.
Parmi les plus connues, le dithiothreitol amene a la dénaturation des protéines par la réduction
des pont-disulfures permettant le maintien de leur structure tridimensionnelle (106). La
tunicamycine a un effet inhibiteur sur la N-glycosylation des protéines (106). Et enfin, la
thapsigargine agit comme une molécule inhibitrice de la pompe & calcium
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase SERCA, amenant a une déplétion du
calcium présent dans la lumiére du RE (107).

Les principales fonctions de I’UPR consistent dans un premier temps a réduire la
synthése globale des protéines dans le but de diminuer la quantité de protéines dans la lumiére
du RE (9). La synthése de protéine chaperons est augmentée afin d’aider les protéines mal
repliées a prendre leur structure tridimensionnelle. Des protéines régissant la mise en place de
I’ERAD sont également produites afin de dégrader les protéines qui ne parviennent pas a
atteindre leur conformation finale, et cela malgré I’intervention des nombreuses protéines
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chaperons (108-110). Si tout cela ne suffit a rétablir I’homéostasie globale, I’'UPR va alors
déclencher I’apoptose (111,112).

De tels phénomenes aménent un désequilibre dans I’homéostasie générale de la cellule.
Cela va modifier grandement le fonctionnement global et peut avoir des conséquences déelétéeres
sur la survie cellulaire. Pour réguler tout cela, I’UPR est modulée par trois voies de signalisation
interconnectées : ATF6 que nous avons deja mentionné précédemment (113,114), Inositol-
Requiring Enzyme 1 (IRE1) (115) et Protein Kinase R (PKR)-like Endoplasmic Reticulum
Kinase (PERK) (116). A un état basal, ces acteurs moléculaires sont ancrés dans la membrane
du RE et sont associés a la protéine chaperon Grp78.

B. Acteurs moléculaires principaux

1. Grp78

a. Structure
Grp78 est une protéine chaperon de la famille des Hsp70 (117). Cette protéine résidente

du RE est codée par le géne HSPAS et est présente chez tous les organismes eucaryotes. Elle
est composée de deux domaines principaux : le nucleotide binding domain (NBD) en N-
terminale et le Substrate Binding domain (SBD) en C-terminal (Figure 12). Le domaine NBD
est un domaine permettant la fixation et 1’hydrolyse d’ATP en ADP tandis que le SBD permet
la fixation du substrat & Grp78 (118,119). La régulation d’une telle fixation est li¢e a I’état de
fermeture/ouverture du domaine NBD, cela étant lié directement & I’état d’hydrolyse de I’ ATP.

B
1-408 420-654
NBD SBDa SBDB
f ,
| Linker 409-419

Figure 12 : Représentation tridimensionnelle (A) et linéaire (B) de la protéine chaperon Grp78. (D. D. Shah et al., 2017)
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Si de ’ATP est fixé au domaine NBD, le domaine SBD va adopter une conformation
tridimensionnelle limitant grandement son affinité pour le substrat. A I’inverse, si de I’ADP est
fixé au domaine NBD, I’affinité du domaine SBD pour son substrat est grandement augmentée
permettant ainsi ’interaction. Cette alternance d’état permet donc de réguler la fixation ou la
libération du substrat de Grp78 (120).

Grp78 est également connue pour interagir avec sept chaperonnes HSP40 nommées
Erdj1-7. Ces Erdjs font parties de la famille des Hsp40, elles se fixent sur les protéines mal
formées et recrutent de Grp78 pour permettre la prise en charge des protéines mal repliées
(121,122). Elles sont aussi impliquées dans la catalyse de 1’hydrolyse de ’ATP permettant
I’activation de Grp78 étant donné que son activité ATPase de base est relativement faible (123).
Une autre catégorie de chaperons interagissant avec Grp78 est les nucleotide-exchange factor.
Parmi eux, nous retrouvons Grp170 et Sill qui vont permettre la dissociation d’une molécule
d’ADP du domaine NBD en le déstabilisant, et engendrant la fixation d’une nouvelle molécule
d’ATP afin de perpétuer le cycle de I’hydrolyse (124).

b. Fonctions

Comme décrit précédemment, Grp78 a un rble primordial dans la prise en charge des
protéines en cours de repliement dans le RE pendant leur synthese, afin de les aider a acquérir
la conformation tridimensionnelle. Au cours de ’ERAD, Grp78 joue également un réle tres
important dans la linéarisation des protéines qui sont en cours de translocation vers le
cytoplasme dans le but d’étre dégradées par le protéasome 26S. De plus, il a été décrit que
Grp78 pouvait intervenir dans la régulation de la concentration de calcium dans le RE en
bloguant la fuite de tels ions via la fermeture du canal Sec61 (125) ou en les chélatant via son
domaine NBD (126).
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Au-dela de ses effets bénéfiques sur la cellule, il a aussi été montré depuis quelques
années que Grp78 pouvait se localiser & la membrane plasmique (127). Cela peut avoir des
conséquences néfastes pour ’organisme car elle va alors étre un inducteur de voies de
signalisation impliquées dans de nombreux cancers tels que des leucémies, le cancer du
pancréas, le cancer colorectal, le cancer du sein ou encore le cancer de la prostate (128).
Pour ne citer qu'une de ces voies, Grp78 est un récepteur de nombreux ligands dont la
complexation va mener notamment a 1’activation de la voie phosphoinositide 3-kinase-protein
kinase B. Cette derniere étant bien connue pour ses effets sur la survie, la prolifération,
I’induction de métastases ou 1’induction de résistances aux traitements chimio-thérapeutiques
(Figure 13) (127).
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Figure 13 : Schéma représentant les différentes voies de signalisation déclenchées par la localisation membranaire de Grp78.
(U. Gopal and S. V. Pizzo, 2018)

Malgré tout, I’effet de Grp78 sur la régulation du mécanisme de I’UPR sera celui qui

nous intéresse dans ce projet de thése. A I’heure actuelle Grp78 est considérée comme la
protéine clé régulant le déclenchement de ’'UPR. Les trois acteurs principaux des voies de
signalisation constituants I’UPR précédemment cités IRE1, PERK et ATF6 sont, dans leur état
inactif, ancrés dans la membrane du RE et fixés a Grp78.

A un état basal, Grp78 aide les protéines mal repliées pendant et apres leurs étapes de syntheése,
et posséde une plus grande affinité pour celles-ci que pour les effecteurs de I’'UPR (129-131).
Lors d’une accumulation de protéines mal repliées dans la lumiere du RE, Grp78 se dissocie
alors des effecteurs de I’UPR ce qui mene & I’activation des voies de I’'UPR (129).
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2. IRE1

IREL est le premier des trois acteurs centraux régissant la régulation de I’UPR a avoir
été décrit, car il est retrouvé chez la levure et donc relativement facile a étudier (132,133). Cette
protéine possede deux isoformes dans les organismes eucaryotes. Le premier, et le plus étudié
des deux, est IRE1a. qui est exprimé dans tous les tissus de 1’organisme tandis que le deuxiéme,
IREI, est exprimé uniquement au niveau de 1’épithélium intestinal et pulmonaire dans des
cellules productrices de mucus (134,135). Nous ne parlerons que d‘'IRE1a dans ce manuscrit
car, malgré le fait que notre projet de recherche soit centré sur I’appareil respiratoire, notre
modele cellulaire ne produit pas de mucus.
IREla est une protéine transmembranaire de type I composée d’une partic N-terminale en
contact avec la lumiére du RE sensible aux variations de stress de cet organite. Cette région
contient des domaines de fixation de la protéine Grp78 permettant d’inhiber 1’oligomérisation,
et donc I’activation, d’IREla via un encombrement stérique (Figure 14). Un autre article a
récemment vu le jour stipulant que I’activation de IRE1 pouvait également étre possible par la

fixation de protéines mal formeées a ses domaines luminaux (134).
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Figure 14 : Schéma représentant la voie IRE1 et les effets de son activation. (D. S. Coelho and P. M. Domingos, 2014)
Aprées dissociation de Grp78 d’IREI1, ce dernier s’oligomérise ce qui déclenche la transphosphorylation de ses domaines
cytoplasmiques. S’ensuit I’activation d’une cascade de signalisation de différentes kinases d’une part, et le clivage de mRNA
via son activité endoribonucléasique.

IREla posséde également une partie C-terminale cytosolique d’ou découle toute son activité.
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En effet, cette partie présente un domaine d’activité Kinase et endoribonucléasique qui s’active
lors de sa dimérisation par ses domaines luminaux (Figure 15) (136).
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Figure 15 : Représentation schématique de la structure primaire des effecteurs de I'UPR IRE1, PERK et ATF6 ainsi que leurs
différents domaines. (M. Schrdder and R. J. Kaufman, 2005)
Les bars jaunes correspondent aux domaines d ‘oligomérisation, les bars bleues représentent les interactions avec Grp78.

Concernant son activité endoribonucléasique, tout commence par 1’excision d’un intron
de 26 nucléotides sur I’ARNm du facteur de transcription X-box binding protein 1 (XBP1,
appelé XBP1s apres clivage) ce qui amene a un décalage du cadre de lecture pendant sa

traduction. XBP1s est alors translogué a travers la membrane nucléaire pour déeclencher la
transcription de genes cibles (137). Ces génes codent des protéines impliquées dans la syntheése
de protéines chaperons ou dans la régulation de la sécrétion conventionnelle, dans I’ERAD ou
dans la synthese lipidique (138). En dehors du clivage de XBP1, I’autre processus lié¢ a cette
activité, appelé regulated IRE1-dependent decay (RIDD), joue un réle primordial dans la
régulation de la synthése protéique globale. En effet, RIDD peut dégrader divers ARNm ou
microARN, diminuant ainsi le nombre d’ARNm a traduire et donc de protéines a produire.
RIDD peut induire également I’apoptose si tous les processus mis en place ne suffisent pas a
rétablir ’homéostasie globale (Figure 14) (139).

L’activité kinase de IREla est régulée par I’intervention de nombreux acteurs
moléculaires comme des kinases, des phosphatases ou des protéines impliquées dans I’apoptose
pour inhiber ou activer les cascades de signalisation liees a cette voie. Un acteur central retrouve
dans de nombreuses etudes est le Tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 2
(TRAF2) qui conduit & I’activation des voies régulées par 1’Apoptosis signal-regulating kinase
1 (ASK1) et de c-Jun-N-terminale kinase (JNK) 1 (Figure 14) (140). TRAF2 déclenche
notamment la production de TNFa et de NF-xB ce qui peut avoir de nombreuses consequences
surtout au niveau du déclenchement de réponse inflammatoire et de I’apoptose. JNK1 de son
coté promeut I’activation des caspases 9 et 3 médiée par le relargage de cytochrome ¢ dans le
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cytosol. De plus, il a été montré récemment que la voie IRE1a-TRAF2-ASK1-JNK1 pouvait
jouer un réle trés important dans la formation des autophagosomes pendant 1’autophagie. Nous
reviendrons sur ce point plus loin, et nous verrons aussi comment cela peut affecter le transport
non conventionnel de protéines mutées.

3. PERK

PERK est une proteine transmembranaire de type | ancrée dans la membrane du RE
avec des similarités avec IRE1 dans la composition de son domaine luminal. Sa principale
différence avec IRE1 est que PERK possede uniquement une activité kinase au niveau de son
domaine cytosolique. La deuxieme différence notable concerne les régions de fixation de Grp78
a son domaine luminal (Figure 15). En effet, PERK possede une région ou va pouvoir se fixer
Grp78 et qui ne chevauche pas son domaine d’oligomérisation. A la différence de IRE1 est que,
a default de réaliser un encombrement stérique, la fixation de Grp78 pourrait induire un
changement de conformation du domaine luminal de PERK et ainsi empécher son
homooligomeérisation (108). Cependant, une fois Grp78 dissociée, PERK va pouvoir former des
oligoméres ce qui va conduire a une transphosphorylation de ses différentes sous-unités. Il va
en découler la phosphorylation de la sous-unité o de 1’eucaryotic translation initiation factor-2
(eIF20) inhibant lui-méme elF2b (141). elF2b est un complexe protéique permettant de
convertir le GDP lié aelF2 par du GTP. Ce complexe elF2-GTP est vital pour le fonctionnement
cellulaire car il est au centre de la traduction protéique. En effet, elF2-GTP se fixe a ’ARN
transférase chargé en méthionine, ce qui est la premiere étape pour initier la traduction (142).
La diminution du taux de elF2-GTP global va donc ralentir grandement la traduction des
protéines. Normalement, cette derniere est initiée dans des zones appelées upstream open
reading frames (UORFs) situés en 5’ de I’ARNm. Un taux de recyclage normal entre elF2-GDP
et elF2-GTP est assez rapide pour détacher le ribosome de I’ARNm et d’initier a la suite
d’autres traductions en commengant par ces UORFs. Mais apres 1’activation de PERK ce cycle
est beaucoup plus long, ce qui va laisser le temps au ribosome déja en place d’initier la
traduction des downstreams ORFs (dORFs) (143). Il va donc en découler la synthese de facteurs
qui ne sont pas traduit si PERK n’est pas activé, et parmi eux est retrouvé notamment ATF4
(Figure 16) (144).
ATF4 est la protéine qui initie la transcription des genes cibles de la voie PERK. Nous pouvons
en citer deux principaux qui sont CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)-homologous
protein (CHOP) et ATF3 (145). CHOP est un facteur de transcription qui conduit a la
production de protéines liées au déclenchement de I’apoptose cellulaire, tandis que ATF3
permet notamment la mise en place d’une boucle de rétrocontrdle de la voie PERK. En effet,
ATF3 va permettre la production de la protéine growth arrest and DNA-damage-inducible
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protein 34 (GADD34) (146,147). GADD34 est une phosphatase qui va déphosphoryler elF2a
et permettre la mise en place de cette boucle de rétrocontréle.
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Figure 16 : Schéma représentant la voie PERK ainsi que les effets de son activation. (A. Read and M. Schréder, 2021)
Une fois Grp78 dissociée PERK, une oligomérisation se créée et conduit a une transphosphorylation des différentes sous-unités
de PERK. Cette activation de cette voie va amener & phosphoryler elF2a, engendrant la réduction de synthése de la majorité
des protéines, mais induisant la synthése d’autres telles que ATF4. ATF4 est liée notamment a la régulation de CHOP,
impliquée dans I’apoptose. ATF4 permet également d’auto-réguler la voie PERK.

4.  ATF6

a. Activation et fonction de ATF6
ATFG6 est le dernier des trois acteurs principaux de I’'UPR a avoir été découvert. C’est

une protéine transmembranaire de type Il existant sous deux isoformes qui sont ATF6a et
ATF6p (148). ATF6a possede un pouvoir transcriptionnel plus fort qu’ATF6 mais moins
pérenne dans le temps que ce dernier. De plus, ATF6 joue un réle dans la régulation d> ATF6a.
en inhibant son activité (149). Au-dela de cette différence, ces deux isoformes partagent les
mémes processus d’activation et suivent le méme cheminement dans la cellule. Sauf si
mentionné clairement, lorsque nous mentionnerons ATF6 dans ce manuscrit, cela fera référence
a ses deux isoformes.

ATF6 est liée sous sa forme inactive a Grp78 est ancrée dans la membrane du RE tout comme
IRE1 et PERK. La différence réside sur son mode d’activation qui reste encore méconnu a ce
jour car deux hypothéses existent. Lorsque Grp78 est liee a ATF6, des domaines d’adressage a
I’appareil de Golgi dans le domaine luminal d’ATF6 sont masqués. La dissociation de Grp78
permettrait donc de les révéler et de permettre a des transporteurs d’acheminer ATF6 jusqu’a
I’appareil de Golgi (130,150). La deuxieme hypothése décrit que les ponts disulfures présents
sur le domaine luminal d’ATF6, permettant son oligomérisation, seraient réduit lors de la mise
en place de I’'UPR (151). Cela mene a la monomérisation d’ATF6 et a son transport jusqu’a
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I’appareil de Golgi (152). Quoi qu’il en soit, une fois cette voie déclenchée, ATF6 migre jusqu’a
I’appareil de Golgi (113). Elle va alors s’ancrer dans la membrane golgienne ou elle va subir
deux clivages successifs par des sérines protéase qui sont la S1P et la S2P (153). S1P reconnait
la séquence RXXL (ou X pouvant étre n’importe quel acide aminé) sur une portion d’ATF6 se
situant dans la lumiére de 1’appareil de Golgi (Figure 18). S2P entre ensuite en jeu en clivant la
partie intramembranaire en N-terminale (154) ce qui va permettre de libérer ATF6 sous sa
forme active dans le cytosol. ATF6 va ensuite migrer jusqu’au noyau, transloquer a travers la
membrane nucléaire et permettre la transcription de génes cibles de cette voie (Figure 17).
Parmi eux nous pouvons en citer certains permettant la synthese de protéines chaperons comme
Grp78, Grp94 ou des PDI mais aussi I’expression du géne codant XBP1, de la protéine pro-
apoptotique CHOP ou de génes permettant la mise en place de ’ERAD (104). ATF6 permet
également d’augmenter le volume du RE, notamment par la régulation de genes impliqués dans
le métabolisme lipidique (Figure 17) (155).
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Figure 17 : Schéma représentant I'activation de la voie ATF6. (Créé par Biorender)

Grp78 se dissocie d’ATF6, alors ancrée dans la membrane du RE. ATF6 migre jusqu’a 1’appareil de Golgi ou elle va subir
deux clivages successifs par les sérines protéases S1P et S2P. La forme activée d’ATF6 est alors relarguée dans le cytosol,
transloque a travers la membrane nucléaire et agit en tant que facteur de transcription en activant les genes cibles de cette voie.

b. Site-1 protease
La S1P, également nommeée membrane-bound transcription factor site-1 protease
MBTPS1 ou subtilisin/kexin-isozyme 1 SKI-1, est une protéine centrale dans ce projet de these.
C’est une sérine protéase ancrée dans la membrane de 1’appareil de Golgi et dont le site actif se
situe du coté luminal de cet organite (156).
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Ces effets ont été décrit pour la premiére fois dans le cadre du clivage des SREBPs
(157). Ces protéines régulent la synthése d’acides gras et du cholestérol via notamment les ER
enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reducase/synthase ou le low-density
lipoprotein receptor (94,158). La séquence RXXL précédemment mentionnée est une sequence
que la S1P reconnait, qui varie d’une cible a ’autre et qui permet sa fixation et le clivage de
son substrat (RSVL chez les SREBPs) (Figure 18) (157). Une étude ultérieure a montré que
ATF6 suivait la méme séquence d’activation que pour les SREBPs, et que leur activation était
indépendante I’une de I’autre. ATF6 est reconnue par la S1P sur son site RHLL situé du résidu
416 a 419 (153), permettant le clivage d’une portion luminale d’ATF6. ATF6 est ensuite clivée
par la S2P ce qui termine ces étapes de maturations, menant la forme active d’ATF6 a

transloquer au-travers de le membrane nucléaire.
Site 1 Cleavage - Sterol-Regulated

coor

Cytosol
TS [ e

[ waesin PEARIRYT, wea L ]

: 'I..tin‘1en of ER

RSVL S
1 site 1

Site 2 Cleavage — Nonregulated
coort

Release of Mature SREBP
’VH2

coo®
Mature %

: To Nucleus
Figure 18 : Site de clivages des sérines protéase S1P et S2P, dans le
cadre de la régulation des protéines SREBPs. (M. S. Brown and J. L.

Goldstein, 1997)

C. L’apoptose déclencheée par la reponse aux protéines

mal formées
Si tous les processus déclenchés par les voies précédemment décrites sont suffisants, la
cellule va pouvoir réussir a restaurer son homeéostasie globale. Dans le cas contraire, la cellule
va declencher sa propre mort par apoptose afin de ne pas porter préjudice au reste de
I’organisme, et ’'UPR y intervient a différents niveaux. Il est important de noter que 1’apoptose
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possede deux grandes voies d’activation différentes : la voie intrinséque qui passe par les
mitochondries et la libération de cytochrome c dans le cytoplasme, et la voie extrinseéque médiée
par ’activation de récepteurs de mort produisant une inflammation générale et conduisant a la
mort cellulaire programmeée.

La premiére voie de déclenchement de 1’apoptose passe par la production de la protéine
CHOP faisant suite a I’activation des voies PERK et ATF6. Dans un premier temps, CHOP
augmente la synthese de protéines ce qui méne a la formation de radicaux libres oxygénes,
CHOP géneére également une déplétion globale de la quantité d’ADP/ATP dans la cellule (159).
CHOP va permettre également la transcription des genes codant pour les protéines pro-
apoptotiques BIM, NOXA et PUMA, qui sont des activateurs du duo BAX/BAK et directement
impliquées dans la voie apoptotique intrinseque (Figure 19). Enfin, CHOP permet la production
de GADD34 qui a un effet sur la régulation de la voie PERK. GADD34 peut participer au
déclenchement de I’apoptose avec I’expression du death receptor 5 (DR5), un membre
important dans I’apoptose (Figure 19) (160).
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Figure 19 : Schéma récapitulatif de la mise en place de I'apoptose par l'intervention des voies IRE1 et PERK. (Modifié de C.
Hetz et al., 2020)

Méme si son implication est encore méconnue, la seconde voie de déclenchement fait
intervenir IREL soit par son systeme RIDD soit par son activité kinase via la voie TRAF2-JNK.
RIDD joue sur le déclenchement de 1’apoptose via la voie extrinséque en permettant la
transcription de thioredoxin-interacting protein (TXNIP dans la figure 19) ce qui déclenche une
réponse inflammatoire et I’activation de la caspase 1.

Mais RIDD dégrade des miARN censés réprimer la transcription de la caspase 2, elle-méme
responsable de 1’activation de la protéine pro-apoptotique BID, ce qui montre également une
implication de RIDD dans la voie intrinseque (161).

Enfin, I’activité kinase d’IREI via la voie TRAF2-JNK méne a I’activation des protéines BAX
et BAK précédemment mentionnées. Cela se produit en phosphorylant des protéines anti-
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apoptotique de la famille BCL-2 levant ainsi I’inhibition de leurs homologues pro-apoptotiques.
BAX et BAK menent a I’apoptose par la voie intrinseque, mais peuvent aussi migrer jusqu’a la
membrane du RE pour activer un canal, 1’inositol triphosphate receptor (IPsR dans la figure
19), faisant rentrer une grande quantité de calcium activant la cascade de signalisation des
caspases (162).

D. Pathologies
L’UPR étant un mécanisme vital pour la survie d’un organisme et dépendant de
I’intervention de multiples acteurs, la moindre dérégulation peut mener a I’apparition de
pathologies (Figure 20). Cette partie n’a pas pour but de lister de maniére exhaustive toutes les
pathologies liées au dysfonctionnement de I’UPR. Cependant, il en existe une grande variété et
les différents facteurs de I’'UPR peuvent avoir des réles totalement opposés dans certains cas.
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En bleu sont représentés les implications directes des effecteurs de I’'UPR sur des processus métaboliques, en rouge la
conséquence du dysfonctionnement de ce mécanisme pour chaque zone de I’organisme concerné.



1.  Maladies métaboliques et diabete

Le pancréas d’un individu sain réagit a la prise d’un repas en sécrétant de 1’insuline,
permettant 1’assimilation ainsi que le stockage du glucose sanguin dans le foie et les muscles.
L’insuline est sécrétée par les cellules B situées au sein des Tlots de Langerhans du pancreéas, sa
synthese étant multipliée par dix dans un état postprandial. Dans le cas du diabete de type 2,
I’insuline produite ne suffit plus a réduire suffisamment la glycémie globale, on parle alors
d’insulinorésistance. Pour compenser cela, les cellules B vont surproduire de I’insuline ce qui
peut conduire a ’accumulation de cette protéine sous une forme mal repliée. Cela va étre a
I’origine de I’apparition d’un stress cellulaire et donc du déclenchement de I’UPR. A terme les
cellules s’épuisent, perdent en fonction et finissent par mourir.
L’intervention des différentes voies de I’UPR dans ce cas est assez variée. D’une part, la voie
PERK est connue pour réguler la synthese de la proinsuline (163). L’inactivation de cette voie,
notamment via des mutations sur le géne codant pour elF2a, méne a la mise en place du
syndrome rare Wolcott-Rallison chez les diabétiques, ou les individus ne sécretent plus
d’insuline (164). D’autre part, dans le cadre du diabéte de type II, la délétion du géne CHOP a
montré dans des modeles murins une augmentation de la fonction globale des cellules et donc
du contrdle globale du taux de glucose dans I’organisme (165). Il a également été montré que,
en plus de protéger de I’apoptose, la délétion de CHOP permet de protéger du stress oxydatif et
d’augmenter le repliement des protéines dans le RE (166).
Les voies IREL et ATF6 sont également impliquées dans cette pathologie. XBP1 est impliquée
dans la production d’insuline et la maturation de la proinsuline (167). Mais il a également été
montré que les surexpressions de XBP1 et d’ATF6a peuvent mener a I’inhibition de
I’expression de [I’insuline, conduisant & la mort des cellules B (168). L’activité
endoribonucléasique d’IRE1 dégrade I’ARNm de I’insuline réduisant ainsi sa synthése. De
plus, I’activité kinase de cette méme voie est impliquée dans la phosphorylation du récepteur a
I’insuline. Mis bout-a-bout, ces effets participent activement au développement d’obésité et
d’insulino-résistance (169).

Une protéine tres importante dans la régulation du metabolisme lipidique dont
I’activation dépend de I’insuline est SREBP1 (170). SREBP-1c, un de ses isoformes, est
exprimée notamment dans le foie et les tissus adipeux qui sont des lieux trés important dans le
stockage d’énergie sous forme de graisses. L’action de SREBP-1c¢ mene a 1’expression de genes
impliqués dans le métabolisme du glucose et dans la lipogenése (171). La stéatose hépatique
est une maladie caractérisée par 1’accumulation de graisse dans le foie et dans les tissus adipeux.
Cela peut conduire a de 1’obésité, de I’hypertension artérielle voire méme a la mise en place
d’un diabete de type Il. Cette maladie est notamment due a une augmentation incontrolée de la
lipogenese, passant par exemple par 1’action de SREBP-1c, et a la diminution de I’expression
de lipoprotéines qui permettent le transport du cholestérol du foie vers d’autres organes (172).
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L’accumulation d’insuline produite et la lipogenése suractivée conduisent a une lipotoxicité et
a une forme d’inflammation menant a un stress cellulaire. Pour répondre a tout cela, I’'UPR est
déclenché et se combine avec ’effet de la protéine hepatic-specific adenosine monophosphate
(AMP)-responsive element-binding protein (CREBH) qui permet I’expression de génes
impliqués dans la lipolyse, la lipophagie ou dans le métabolisme du glucose (173). De plus, il
a ét¢ montré que Grp78 inhibe I’activation de SREBP-1c limitant donc les effets négatifs qui
sont liés a la suractivité de cette protéine (174). D’un autre co6té, XBP1 induit la lipogenese
d’une part et diminue la gluconéogenése d’une autre (175,176). Enfin, ATF6a a montré des
effets contraires vis-a-vis de la néoglucogenese déclenchée par CREBH participant a
I’accumulation de lipides dans les organes concernés (177).

2.  Maladies inflammatoires
L’UPR et I’inflammation sont deux processus trés étroitement liés. PERK et IRE1 par
exemple sont deux voies permettant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
le TNFo, I’interleukine 6 et I’interleukine 8 (173). La voie IRE1-XBP1 est également un acteur
central dans la maturation et la différenciation des lymphocyte B en plasmocytes (178), la
prolifération et la survie des cellules dendritiques (179) et sa dérégulation peut mener au
développement de maladies cardiaques.

L’athérosclérose est une pathologie qui se caractérise par une accumulation de
cholestérol au niveau des parois des vaisseaux sanguins. Ces lipides vont finir par s’oxyder et
déclencher une réponse inflammatoire, recrutant les macrophages sur le site concerné. Dans un
cas normal, les macrophages vont capturer les lipides pour essayer de désengorger le vaisseau
sanguin. Cependant, en absence de régulation, les macrophages vont accumuler les lipides en
leur sein ce qui va conduire a leur apoptose. lIs se retrouvent alors piégés dans cette zone ce qui
va bloquer le passage du sang. Cette anomalie peut évoluer en la formation d’un thrombus qui
peut, a terme, se fragmenter et migrer tout le long de la circulation jusqu’a bloquer un nouveau
vaisseau sanguin de plus petite taille, privant les organes concernés d’apport sanguin
déclenchant ainsi une ischémie. Plusieurs organes peuvent étre touchés : 1’ischémie cérébrale
ou plus communément appelé ’accident vasculaire cérébral, 1’ischémie cardiaque ou infarctus
du myocarde, I’ischémie mésentérique qui touche le cblon, ’intestin gréle ou le pancréas et
I’ischémie des membres inférieurs qui mene au blocage des arteres des jambes.

L’UPR peut jouer différents roles dans ce contexte. Au niveau des plaques d’athérome,
la voie IRE1a-XBP1 semble avoir un effet négatif sur I’évolution de cette anomalie car sa
stimulation participe au maintien de I’inflammation locale. L’inhibition d’IREla par un
inhibiteur spécifique, le STF-083010, a d’ailleurs montré une diminution de la taille des plaques
d’athérome, de I’inflammation locale et de la production de cytokine dans un modé¢le murin
(180). Au niveau des organes subissant une ischémie par contre, ’'UPR semble jouer un rdle
positif sur 1’évolution de ces anomalies. Par exemple, la voie ATF6 a un effet positif sur
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I’évolution de I’ischémie-reperfusion qui est caractérisée par 1’accumulation d’espéces
réactives a 1I’oxygene toxiques pour I’environnement cellulaire. ATF6 promeut I’activité de la
catalase qui est une enzyme permettant de lutter contre I’accumulation de tels composés (181).
Dans l’infarctus du myocarde, XBP1 augmente la synthese du facteur pro-angiogénique
vascular endothelial growth factor-A, ce qui permet au tissu de s’adapter aux conditions
hypoxiques en remodelant la circulation sanguine et de réduire au maximum les dégats causés
par le manque d’apport en oxygene (182).

3. Cancers

De par son implication plus ou moins directe dans de nombreux processus cellulaires
différents, I’UPR est étroitement li¢ également au développement tumoral. La voie IREla a
montré une implication dans divers types de cancers comme dans le cancer du sein, le cancer
colorectal, des myélomes multiples ou des gliomes (183). L’activation de PERK est li¢e au
développement du cancer colorectal, de I’cesophage et du sein (184,185). Il y a moins de
preuves d’implications directes de la voie ATF6 dans le développement tumoral, cependant un
article a relevé son activation dans des mélanomes (186).
Tous les effets positifs de I’UPR précédemment décrits sur la survie cellulaire peuvent
cependant étre délétéres dans le cas d’apparition de tumeur dans un organisme. En effet, les
cellules cancéreuses ont la possibilité de modifier les processus metaboliques dans le but
d’améliorer leur survie, leur prolifération et leurs capacités invasives. Il n’est donc pas étonnant
que les différentes branches de I’UPR soient activées de maniére a aggraver le développement
tumoral. Comme dit précédemment, la voie IREla-XBP1 permet la synthése de facteurs
angiogeniques ce qui aide les tumeurs en pleines croissances a se revasculariser et ainsi
continuer leur développement (183). De méme, la voie PERK est liée & I’expression de facteurs
pro-survies et pro-angiogéniques et permet méme de réduire la dégradation d’ARNm, ce qui
est bénéfique pour la croissance tumorale (185). La voie ATF6a n’est pas en reste non plus car
sa surexpression est liée & I’activation de la mammalian target of rapamycin (mTOR),
I’inhibiteur principale du processus de 1’autophagie (187). Enfin, Grp78 se retrouve relocalisée
a la membrane plasmique, ou elle promeut I’activation de cascades de signalisation impliquées
dans la prolifération et la survie cellulaire (184,188). Elle participe donc activement au
développement de résistances vis-a-vis des chimiothérapies dans des cancers agressifs (189).

4.  Maladies neurodégenératives

Les maladies neurodégénératives sont d’autres pathologies ou I’activation de I’'UPR a
un effet mais, comme pour les précédents cas cités, son implication est différente en fonction
du contexte étudié. Les principales voies ayant un effet, positif ou négatif sur ces pathologies,
sont PERK et IREla, ATF6 ayant ét¢ moins étudiée que ces deux autres voies. Parmi ces
maladies nous pouvons citer notamment la maladie de Parkinson, d’Alzheimer, d’Huntington,
la sclérose latérale amyotrophique (plus communément appelée maladie de Charcot) ou encore
diverses maladies neurodégéneratives auto-immunes démyelinisantes.
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La plupart de ces maladies ont pour cause I’accumulation de protéines dans la lumicre
du RE ce qui va avoir plusieurs conséquences.
Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, il y a une accumulation d’oligoméres de B-amyloide,
conduisant a une dérégulation de I’homéostasie calcique du RE conduisant a 1’apoptose
cellulaire (190). De plus, il y est retrouvé également une accumulation de la protéine Tau qui
va se lier a des composants de I’ERAD et réduire ’efficacité de ce processus (191). Chez la
souris, il a été montré que la surexpression de la voie IRE1a-XBP1 augmente la toxicité liée a
I’accumulation de la B-amyloide, notamment en augmentant son expression via la stimulation
de la protéine kinase JNK3 (192). L’inhibition de la voie PERK a montré, également dans un
modele murin, une récupération des capacités cognitives (193).
Dans le cas de la maladie de Parkinson c’est 1’a-synucléine qui va inhiber le transport des
protéines du RE vers I’appareil de Golgi et donc altérer leur maturation, causant un stress du
RE (194). L’implication de XBP1 a été étudiée dans un modéle murin mais a donné lieu & deux
effets totalement inverses en fonction de I’age de I’animal. Chez les jeunes individus,
I’inhibition de XBP1 permettait de protéger les neurones dopaminergiques d’une neurotoxicité.
Alors que chez 1’adulte, cela menait a un stress chronique menant a la mort de ces mémes
neurones (195). La voie PERK a montré également une certaine implication dans ce contexte
pathologique, car I’inhibition de GADD34 montre un effet protecteur vis-a-vis de la
dégenérescence neuronal (196).
Pour la sclérose latérale amyotrophique, plusieurs mécanismes sont décrits. La protéine mutée
superoxide dismutase 1 interagit avec la Derlin-1 inhibant son activité dans le processus de
I’ERAD (197). D’autres études ont montré que cette protéine mutante pouvait séquestrer Grp78
et des PDI les empéchant de mener a bien leurs fonctions (198). Une mutation sur la vesicle-
associated protein-associated protein B conduit a une interaction avec ATF6 et XBP1 inhibant
leur activité en modifiant leur localisation cellulaire (199). Il a été montré que 1’inhibition de
PERK, via I’inhibition de GADD34, de ATF4 ou de la phosphorylation de eIF2a, améliorait la
survie et I’efficacité des neurones moteurs (198). De plus, I’activation de la voie IRE1a-XBP1
a montré une augmentation du déclenchement de I’autophagie, ce qui aurait pour conséquence
de dégrader le surplus de protéines qui se sont accumulées dans le RE (200).
Concernant la maladie de Huntington, 1’altération de la protéine huntingtine, par des mutations
touchant le gene codant pour cette protéine, mene a des dysfonctionnements dans le processus
ERAD a cause d’interactions protéine-protéine anormales (201). L huntingtine peut également
interagir avec des composants du RE et modifier sa conformation, conduisant a un stress
chronique de cet organite (202). Comme dans le cas de la sclérose latérale amyotrophique,
I’activation de la voie IRE1a-XBP1 permet de réduire la quantité de protéines accumulées via
le processus de 1’autophagie (203).

En conclusion de cette partie, 'UPR joue des réles majeurs dans de nombreux organes.
Parmi les maladies qui résultent de son dysfonctionnement il y a aussi la mucoviscidose, une
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maladie génétique. Elle a volontairement été mis de coté dans cette partie car, étant au cceur de
ce sujet de these, nous allons lui consacrer une partie entiére dans la suite de ce manuscrit.
Avant cela, le mécanisme d’autophagie doit étre développé car il est tres étroitement lié a ’'UPR
et joue un réle non négligeable dans la mucoviscidose

I11. Autophagie

A. Généralités

L’autophagie est un processus hautement conservé durant I’évolution, et dont le terme
a été utilisé pour la premiére fois par Christian de Duve dans les années 1960 (204). Ce
mécanisme est déclenché notamment par un stress cellulaire ou par la déprivation de nutriments.
L’autophagie est considérée comme centrale pour le recyclage de composants cellulaires, ainsi
que pour la dégradation d’organites et de protéines non fonctionnels. Cette dégradation permet
notamment de prévenir I’apparition de conditions pathologiques tout en fournissant de 1’énergie
a la cellule. Etant présent chez tous les regnes de I’étre vivant, beaucoup d’études se sont basées
sur I’utilisation de levures, car trés facile a manipuler, dans le but de découvrir de nouveaux
acteurs moléculaires. A ce jour plus d’une quarantaine de génes associés a I’autophagie ont été
décrits (autophagy-related genes (ATG)) ayant pour la majorité un équivalent chez les
mammiferes (205).
L’autophagie peut étre séparée en trois types différents : la macro-autophagie, la micro-
autophagie et I’autophagie médiée par les protéines chaperons.

La macro-autophagie peut étre sélective ou non, la sélection se faisant par la fixation
d’ubiquitines ou des galectines sur les cibles de dégradation qui seront reconnues par des
récepteurs spécifiques (206). Ces cibles peuvent étre des organites, des virus, des pathogénes
ou des agrégats protéiques qui seront incorporées dans une vésicule a double membrane
lipidique nommée autophagosome. Ce dernier est forme en quatre étapes via des mécanismes
faisant intervenir différents acteurs que nous détaillerons plus loin. Une fois sous sa forme
mature, I’autophagosome va fusionner avec le lysosome, possedant un pH trés faible et
différentes enzymes, permettant la dégradation des composés incorporés. Cette fusion méne a
la formation d’une nouvelle structure appelée autolysosome ou autophagolysosome (207).

La micro-autophagie consiste a incorporer la cible cytosolique de dégradation
directement dans le lysosome sans intervention d’autophagosomes, et peut également se réaliser
de maniere sélective ou non. Cette forme d’autophagie peut permettre notamment la
dégradation sélective d’organites cellulaires comme les péroxysomes (micropexophagie) (208),
les mitochondries (micromitophagie) (209), le noyau (210), le RE (micro-RE-phagie) (211) ou
encore la degradation de lipides (microlipophagie) (212).

L’autophagie médiée par les protéines chaperons, comme son nom I’indique, demande
I’intervention de protéines de ce type, comme celles de la famille Hsp70 dans le but de cibler
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les protéines a dégrader dans le cytosol. Une fois ce complexe formé, les protéines chaperons
vont interagir avec un composant de la membrane des lysosomes nommé LAMP-2 ce qui va
finalement mener a la dégradation de la protéine cible (213).

De maniére générale dans la littérature, le terme autophagie raméne directement au
processus de macro-autophagie car il a été beaucoup plus étudié pendant ces derniéres années
par rapport aux autres. C’est spécifiqguement ce type d’autophagie qui nous intéresse ici. Ainsi,
dans la suite de ce manuscrit, le terme autophagie fera référence a la macro-autophagie. De
plus, comme les acteurs moléculaires décrits chez les levures possedent leurs homologues chez
les mammiféres pour lesquels certains ont un nom différent, nous utiliserons la nomenclature
retrouvée chez les mammiferes apres avoir spéecifié leur nom utilisé chez la levure.

B. Processus de formation des autophagosomes

1. Initiation

L’initiation de I’autophagie est régulée par le complexe 1 de mTOR (mMTORC1). mTORC1
est une sérine/thréonine protéine kinase impliqué dans de trés nombreux processus biologiques.
Ce complexe est inactivé lors de la mise en place de différentes conditions, notamment la
privation en nutriments, participant au déclenchement de I’autophagie. Son role est de
phosphoryler les protéines Unc-51-like kinase 1 (ULK1) (ATG1 chez la levure) et ATG13 du
complexe ULK1. Le complexe ULK1 est également compose de la focal adhesion kinase
family-interacting protein of 200 kDa (FIP200) (remplissant le réle de Atgll et Atgl7 chez la
levure (214)) et de ATG101. La phosphorylation de ULK1 et ATG13 a une fonction inhibitrice
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en empéchant le complexe ULK1 de se former, et ainsi d’inhiber I’induction de 1’autophagie
(Figure 21).
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Figure 21 : Schéma représentatif des acteurs moléculaires impliqués dans la régulation de /’activation du complexe ULK1.
(Kim et al, 2011)

MTORC1 est lui-méme inhibé par I’AMP kinase (AMPK) qui s’active notamment lors de
la diminution de la concentration de glucose dans la cellule. Apres I’inhibition de mTORCI,
ATG13 déphosphorylé peut se fixer de maniere stable a ULK1, et recrutant ainsi rapidement
les deux derniers composants du complexe, FIP200 et ATG101. De plus, I’AMPK peut se fixer
sur ULK1 et le phosphoryler permettant ainsi d’aider a la formation du complexe ULK1 (Figure
21). L’intervention de I’AMPK a ce niveau n’est pas obligatoire pour I’activation du complexe
ULKI1. En effet, il a ét¢ montré que I’inhibition de mTORCI1 par la rapamycine, la principale
molécule inhibitrice de mTORC1 connue, ou par la déplétion en acide aminé permettait la
formation de ce complexe sans pour autant activer I’AMPK (215).

Finalement une fois ’initiation enclenchée, les étapes de nucléation et d’élongation de la
membrane du phagophore vont pouvoir débuter, le terme phagophore désignant une forme
précoce de I’autophagosome.

2. Nucleation et élongation
a. Lieu de formation des phagophores
L’¢longation de la membrane du phagophore est un processus complexe, faisant intervenir
de nombreux acteurs différents a des étapes spécifiques. Tout ce mécanisme prend place dans
un lieu nommeé pre-autophagosomal structure ou phagophore assembly site (PAS). Ce terme

54



désigne le lieu de début de formation d’une structure lipidique, par courbure de la membrane
donneuse, sur laquelle vont étre recrutés les différents acteurs moléculaires qui permettront
1‘expansion et la maturation du phagophore (216).

Contrairement a ce qui a été décrit chez la levure jusqu’a ce jour, la localisation cellulaire
exacte des PAS chez les cellules de mammiféres n’est pas tout a fait définie et reste encore sujet
a débat. Quelques modeéles ont décrit que les membranes du RE, des vésicules COPII, des
endosomes, des gouttelettes lipidiques, des mitochondries ou encore de la membrane plasmique
pourraient étre des sources de lipides permettant 1’¢longation du phagophore (207). Aucun de
ces modeles n’exclut un autre en soit, certains peuvent notamment interagir ensemble. Par
exemple, des études ont montré que 1’inhibition d’une protéine impliquée dans le contact entre
RE et mitochondries menait a une diminution du recrutement de facteurs clés dans la formation
des phagophores (217,218). Un autre mode¢le, décrit dans une étude récente, atteste d’une
structure hybride qui est formée suite a 1’intervention de composés de la voie conventionnelle
de sécrétion et d’acteurs impliqués dans le systéeme endosomal (219). Cependant pour certains
modeles, ces hypothéses sont issues d’observations basées sur ce qui a été décrit chez les
levures, mais qui pourrait étre transposés a des mécanismes retrouvés chez les mammifeéres.
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Un fait faisant cependant consensus est qu’au niveau des PAS, la membrane lipidique va se
déformer pour donner une premiére ébauche de structure isolée en forme de « oméga ». Cette
structure nommeée 1’omégasome marque la fin de I’étape de nucléation, et les divers acteurs

moléculaires, qui permettront 1’¢longation de la membrane du phagophore, vont pouvoir y étre
recrutés (220).
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Figure 22 : Représentation schématique du processus d'élongation de la membrane d'un autophagosome au niveau du RE. (Y
Zhen and H. Stenmark, 2023)

ATG2 interagit avec TMEMA41B et VMP1 au niveau du RE et permet la fixation d’une vésicule lipide contenant ATG9. ATG2

permet le transfert de lipides nouvellement synthétisés dans le RE vers la vésicule, ce qui a pour conséquence d’augmenter sa
taille. ATG9 permet de contrdler I’arrangement des lipides dans la membrane du phagophore en cours de formation grace a sa
fonction de scramblase jusqu’a la fermeture.

Malgré le manque de certitude sur le lieu de formation des PAS, il est admis que le RE a un
role prépondérant dans la formation de ces structures lipidiques. Les deux protéines centrales
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pour apporter les lipides constituant la membrane du phagophore sont : ATG2 qui est un canal
permettant le passage de lipides (221) et ATG9 qui est une scramblase qui permet la
translocation de phospholipides au travers de la bicouche lipidique (Figure 22) (222). ATG9
permettrait d’amener une base de structure lipidique via les vésicules qui le transporte jusqu’au
PAS, notamment par 1’apport de phosphatidylinositol-4-phosphate (P14P) (223). Ces vésicules
peuvent étre issues de plusieurs sources (Figure 23) (224). ATG2 sert de pont entre la membrane
du RE et la membrane du phagophore. Elle permet le passage de lipides nouvellement
synthétisés dans le RE qui sont ensuite réarrangés par ATG9 lors de leur arrivée au niveau de
la membrane du phagophore (Figure 22). Cela est possible via 1’association de ATG2 avec
ATG9 et avec la WD-repeat domain phosphoinositide-interacting protein (WIPI) 4, qui fait
partiec d’une famille de protéines importante dans la formation des autophagosomes, avec
I’intervention d’autres acteurs présents a la membrane du RE (Figure 22) (225,226).

Figure 23 : Schéma représentant le trajet et les différents lieux d'origines des vésicules contenant ATG9 dans la cellule. (Y.
Zhen and H. Stenmark, 2023)

Les acteurs principaux qui vont rejoindre les PAS apres le début de sa formation sont le
complexe phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) de classe 11l (PI3KC3) et la protéine
microtubule-binding protein-1 light-chain-3 (LC3) (Atg8 chez la levure). Ces deux acteurs
s’activent par des mécanismes différents mais de maniére concomitante. Commencgons par
décrire I’implication du complexe PI3KC3.
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b. Complexe PI3KC3
Il existe trois classes de complexes de PI3K chez les eucaryotes qui sont impliqués dans

un large panel de mécanismes cellulaires, via notamment la phosphorylation de diverses formes
de phosphatidylinositol (227). La classe qui nous intéresse tout particuliérement est la classe 111
qui permet d’obtenir la formation de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), un
phospholipide essentiel dans la structuration de la membrane des phagophores.

PI3KC3 fait partie de la famille des kinase PI3K qui permettent la phosphorylation de

groupe hydroxyle sur des phosphoinositides. Chaque classe de PI3K a des phosphoinositides
cibles spécifiques.
PI3KC3 est elle-méme divisée en deux complexes composés de trois acteurs moléculaires : la
Beclin-1 (Atg6 chez la levure), vacuolar protein sorting (Vps) 34 et Vps15. La différence entre
les deux complexes de PI3KC3 vient de la fixation d’un dernier intervenant qui va changer leur
localisation cellulaire et donc leurs effets. Le premier complexe est complété par la fixation de
ATG14 et permet d’aider a localiser PI3KC3 au niveau des PAS. La formation du deuxiéme
complexe est liée a la fixation de UVRAGI ce qui va permettre de réguler ’endocytose (228).
Méme si le deuxiéme complexe pourrait avoir un role dans I’autophagie, notamment via le
recyclage d’acteurs moléculaires, nous simplifierons ici en ne décrivant que I’implication du
premier complexe.

Concernant le complexe qui nous intéresse : Vps34 correspond a la sous-unité
catalytique, Vps15 est une sous-unité régulatrice concernant son activité et ATG14 permet la
localisation du complexe au niveau des PAS (228). La Beclin-1 est également un acteur central
de ce complexe.

La Beclin-1 est associée a un niveau basal a la protéine Bcl-2. Le recrutement du complexe
ULK1 sur les PI14P (229) induit la phosphorylation de la Beclin-1, sa dissociation de Bcl-2 et
donc la formation du complexe PI3KC3 (230,231). Au niveau du phagophore, PI3KC3 permet
de catalyser la formation de PI3P a partir des PI4P, qui ont été amenés au préalable par les
vesicules contenant ATG9 (232). Une fois que la production de ce phospholipide a débuté,
d’autres acteurs moléculaires vont venir se fixer et vont eux aussi jouer un réle dans la formation
et la maturation de I’autophagosome. WIPI2 en fait partie, il va permettre 1’ancrage de LC3
dans la membrane de 1’autophagosome (233) dont nous allons décrire le processus d’activation.
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c. LC3

LC3 est une protéine faisant partie de la famille des ATG8 chez les mammiféres. Sept
ATGS existent dont quatre types de LC3 (LC3A variants 1 et 2, LC3B et LC3C) et trois types
de GABA type A receptor-associated protein (GABARAP) (GABARAP, GABARAPL1 et
GABARAPL?2). Ces ATG8 possédent une région particuliere dans leur séquence nommeée
LC3-interacting region (LIR) qui permet de recruter, par exemple, des protéines cargo.
Globalement, il fait consensus que les LC3 permettent 1’élongation du phagophore et de faire
le lien entre des transporteurs et des protéines a transporter. Tandis que les GABARAPS sont
davantage impliqués dans des étapes tardives de la maturation de 1’autophagosome comme sa
fermeture et sa fusion avec les lysosomes (234). Ce ne sont que des généralités, car tous leurs
effets n'ont pas encore été décrits, étant donné que la fonction ainsi que la localisation des
différents ATG8 varient beaucoup d’un acteur a I’autre (235,236).

Le mécanisme d’activation des différents LC3 et GABARAP passe par 1’association de
phosphatidyléthanolamine (PE) au niveau de leur glycine en position C-terminale de leur
séquence polypeptidique. Pour arriver a ce stade, les ATG8 vont subir des modifications par
I’intervention de différents ATG, qui sont en réalité des protéines E1/E2/E3 « ubiquitine-like »
(Figure 24).
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Figure 24 : Représentation schématique des processus d’activation des ATGS8 et du complexe ATGI12-ATG5-ATG16. (Tooze
et al., 2023)
A gauche I’activation du complexe ATG12-ATG5-ATG16. ATG12 est tout d’abord fixé sur ATG7 ce qui méne au transfert
de ATG12 vers ATG10. Puis ATG10 transfert ATG12 sur le complexe ATG5-ATG16 formé au préalable. Le complexe
ATG12-ATG5-ATG16 migre ensuite jusqu’aux PAS et se fixe a la membrane du phagophore gréace a I’interaction avec WIPI2.

A droite les étapes menant a la lipidation de ATGS, ici en prenant I’exemple de LC3. LC3 est d’abord retrouvée sous sa forme
précurseur en tant que pro-LC3. ATG4 vient cliver une cystéine en C-terminale permettant de révéler une glycine induisant la
formation de LC3-I, correspondant a sa forme cytosolique. LC3 se lie a ATG7 puis est transféré sur ATG3. Cette fixation
mene & la relocalisation de LC3 au niveau des PAS ou elle va pouvoir interagir avec le complexe ATG12-ATG5-ATG16 pour
se lier & un PE au niveau de la membrane du phagophore.
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Tout débute avec I’action de la cystéine protéase ATG4, qui permet de découvrir un
résidu de glycine en position C-terminale des pro-ATG8. Cette modification permet d’obtenir
une forme active et cytosolique nommee ATGS8-I (237). De maniére ATP-dépendant, les
ATG8-I vont s’associer avec ATG7, une protéine E1 « ubiquitine-like » puis sont transférées
vers une E2 « ubiquitine-like » nommée ATG3. Le complexe ATG8-ATG3 est alors formé
(Figure 24).

En paralléle se forme le complexe E3 « ubiquitine-like » ATG12-ATG5-ATG16. Il va
permettre d’aider a associer le complexe ATG8-ATG3 a la membrane du phagophore. Le méme
type de processus faisant intervenir des protéines E1/E2/E3 « ubiquitine-like » permet la
formation de ce complexe. ATG12 est activé par sa fixation a ATG7, puis ATG12 est transféré
vers ATG10. Ensuite, ATG10 donne licu a la formation d’une liaison covalente entre les
extrémités C-terminale de ATG5 et ATG12 (237). Une liaison se crée également entre ATG5
et ATG16 ce qui va permettre le bon adressage du complexe ATG12-ATG5-ATG16 jusqu’au
PAS en s’associant avec WIPI2 (238). Ceci finalisé, ATG3 interagit avec ATG12 se qui
catalyse la lipidation de ATG8-I sur un PE, formant ATG8-I1. Ce dernier est ensuite recruté au
niveau de la membrane du phagophore pour participer a son élongation (Figure 24).

3. Fermeture

Le phénomene de fermeture des phagophores reste encore aujourd’hui sGrement 1’étape
la moins connue de I’autophagie. La raison a cela est qu’un trés grand nombre d’acteurs entrent
en jeu, et semblent impliqués aussi bien dans la régulation de 1’élongation que dans la fermeture,
rendant difficile d’établir une distinction claire entre ces deux étapes.
C’est notamment le cas de plusieurs ATG, comme par exemple des précédemment mentionnés
GABARAPs qui semblent étre davantage nécessaires a la fermeture des phagophores (234).
Malgre cela, quelques avancées récentes ont permis d’identifier certains acteurs. Parmi eux, les
endosomal sorting complex required for transport (ESCRT), des protéines SNARES, des rab
GTPase, les sphingomyélines ou encore les ions calcium. Pour ces derniers, leurs effets ne sont
pas encore bien compris. D’abord parce que ce sont des ions impliqués dans de nombreux
processus biologique (239). Ensuite parce que des études ont montré que le calcium peut
engendrer des réponses opposées dans la régulation de 1’autophagie (240,241).
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Concernant le mécanisme global, les complexes ESCRTs semblent étre des acteurs
centraux dans la fermeture du phagophore. Les ESCRTSs peuvent étre classés en cing groupes :
ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III et ESCRT-associated proteins. lls sont retrouvés
dans certains processus cellulaires comme le développement neuronal, la réparation de la
membrane plasmique, le voie endosomale ou encore 1’autophagie dans notre cas (242). ESCRT-
IIT est recruté au niveau du phagosome, via I’intervention des autres complexes ESCRTs et
également par I’intervention du complexe ULKZ1. Son transport jusqu’au PAS est dépendant de
I’intervention de la GTPase Rab5 (242,243). Aprés son transport vers le site de fermeture,
ESCRT-III va servir de pont permettant de rapprocher les extrémités membranaires du
phagophore en fin d’¢longation. Par 1’action de diverses protéines SNAREs et Rabs, la
fermeture finale peut ainsi se réaliser (Figure 25) (207,239).
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Figure 25 : Schéma représentant [’action du complexe ESCRT-1I1 lors de la fermeture de la membrane du phagophore.
(Modifié de Melia et al., 2020)

Apreés leur recrutement au niveau du site de fermeture du phagophore (A), ESCRT-III se polymérise et permet de créer un pont
entre les deux extrémités membranaires (B). Vps4 permet, par son action ATP-dépendante, de réaliser la fusion des deux
membranes et de dépolymériser ESCRT-III (C).

4.  Fusion
Le but premierement décrit pour le processus de I’autophagie est sa capacité a dégrader
des composants cellulaires afin de recycler et de réutiliser ce matériel biologique. Ce processus
a lieu lors de la maturation de I’autophagosome quand celui-ci fusionne avec des endosomes,
précoces ou matures donnant une structure appelée amphisome, ou avec des lysosomes,

permettant la formation d’un autolysosome (244). Il est possible qu’un amphisome fusionne
avec un autolysosome et il était d’ailleurs pensé il y a quelques années que cette étape était
inévitable pour permettre la dégradation du contenu cible (245).

Les principaux effecteurs impliqués dans la fusion entre autophagosome et endosome
et/ou lysosome sont principalement des protéines faisant partie des familles des Rab GTPase
(Rab7) et des SNAREs (Syntaxine 17) (Figure 26). Ces protéines promeuvent la fusion des
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membranes aprés qu’un rapprochement des deux corps a été fait grace a I’intervention des
ATG8, GRASP55 et LAMP-2, dont I’interaction sert de pont entre les entités a fusionner (246).

Phosphoinositides: P1(3)P; PI(3,5)P,; PI(4)P
Small GTPases: RAB7A; RAB2A; ARLBA/B
Atg8 family proteins: LC3s and GABARAPs

7
(0]
0
Tethers, adaptors: HOPS; EPG-5; ATG14L;
TECPR1; GRASP55; BRUCE; RUFY4
SNARE complexes: STX17-SNAP29-VAMP7
STX17-SNAP29-VAMPS
YKT6-SNAP29-STX7
s

Motor adaptors: BORC; FYCO1; PLEKHM1;
PLEKHM2/SKIP; RILP; ORP1L

O Microtubule ) Motors: + end motors (kinesins) 4
- end motors (dynein-dynactin)
+ end - end
(periphery) (perinuclear)

Figure 26 : Schéma représentant la fusion entre un autophagosome (AP) a gauche et un endosome tardif (LE) ou un lysosome
(Ly) a droite, ainsi que les différents acteurs entrant en jeu dans ce phénomene. (P. Lérincz and G. Juhasz, 2020)

De plus, une étude a montré que 1’acidification du lysosome est un phénomene non
nécessaire pour la fusion de cette vésicule avec un autophagosome (247). Ce fait est intéressant
car cela suppose que le contenu des autophagosomes n’est pas forcément voué a étre dégradé.
En effet, il a été souligné depuis quelques années que le processus d’autophagie était impliqué
dans le transport dépendant de 1’UPS pour des protéines sans séquence d’adressage au RE (dites
« leaderless ») ou transmembranaires mutées (248). La difficulté a ce jour est de déterminer le
moment ou I’autophagie prend un réle dégradateur ou sécrétoire, notamment en identifiant et
en dénombrant les divers acteurs impliqués dans ce processus, ainsi que de clarifier leur
cinétique de participation.

C’est cette particularité dans le processus d’autophagie qui m’a intéressé lors de mon
projet de thése. Travaillant sur le modele pathologique de la mucoviscidose, le gene cftr est
I’acteur central car il est altéré par les diverses mutations caractéristiques de cette maladie. Le
contexte de la mucoviscidose sera tout d’abord abordé. Puis, une fois vous avoir présenté en
deétail la proteine CFTR, ainsi que la mutation majoritairement retrouvée, nous aborderons la
relation entre le phénomene d’UPS et le transport de cette protéine sous sa forme mutée.

IVV. La mucoviscidose

A. Généralités
La mucoviscidose (Cystic fibrosis en anglais) est la maladie génétique létale a
transmission autosomale récessive la plus retrouvée dans la population européenne. Le hombre
de personnes atteintes par cette pathologie varie beaucoup en fonction de la situation
géographique, cela étant dii notamment aux mouvements de population au cours de 1’Histoire.
Par exemple, en Australie I’incidence est estimée & 1/3000. Aux Etats-Unis ainsi qu’au Canada,
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zone géographique ou une grande variété génétique dans la population existe, I’incidence est
estimée respectivement a 1/4000 et 1/3300. En Europe de grandes variations sont également
observées. L’incidence est estimée de 1/6000 en Europe Centrale et du Nord alors qu’elle est
de 1/4500 en Europe de 1I’Ouest. Par ailleurs, il y a des variations entre certains pays, en Irlande
I’incidence était estimée a 1/1353 en 2007 alors qu’en Finlande elle était de 1/25000 en 2008
(249). Au sein d’un méme pays, il peut y avoir également une grande diversité, c’est le cas de
la France avec une grande variation dans la distribution des malades en fonction du département
de résidence (Figure 27). L’incidence moyenne y est de 1/4500 mais fluctue par exemple entre
1/3000 en Bretagne et 1/7000 en Tle-de-France (250).

Nb de malades pour
100.000 habitants
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] [9: 101
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Registre francais de la mucoviscidose 2022

Realise avec Philcarto : http:/ / philcarto.free.fr

Figure 27 : Prévalence de la mucoviscidose en France selon le département de résidence. (Version modifiée du registre
francais de la mucoviscidose 2022)

Aux Etats-Unis, 40.000 personnes ont été recensées comme atteinte de la mucoviscidose
(https://www.cff.org/intro-cf/about-cystic-fibrosis) tandis qu’en France nous comptions, en
2022, environ 7500 patients (https://www.vaincrelamuco.org/). Dans le monde, le nombre de
personnes touchées est estimé a plus de 150.000 personnes.
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Mutations Mombre de patients = Proporiion (en%)

FE0&del 6297 83.2
G542X% 415 5.5
N1303K 322 43
2780+5G-A 193 28
1T17-1G=A 162 2.1
G551D 133 18
R117H 133 18
R553X 128 1.7
W1282X 118 15
L20BW 114 15
3849+10kbC>T 110 15
1507 del o5 13
3272-26A>G a0 12
D1152H 58 12
TH+1G=T 54 1.1
V122X 73 1.0
21B3ALG 72 1.0
RI4TP 72 1.0
I120+1G=4 86 0.8
R1182% 80 0.8
R334W 55 0.7
Y1082 54 0.7
A455E 53 07
GE5E 53 0.7
R347H 53 0.7
3658delC 43 0.6
1072delT 45 0.8
S@45L 45 0.6
1811+1.6kbA>G 36 0.5
304delTT 36 0.5
821415 34 0.4
EG0X 34 0.4
R10BEC 33 0.4
W54 33 0.4
1677delTA 28 0.4
E585X 26 0.3
Lea7F 26 0.3
S1251M 25 0.3
Q220X 24 0.3
G5TEA 2z 0.3

Ragistr frangsic dr lo maconiseidocs 2007

Figure 28 : Liste des quarante mutations les plus fréquemment retrouvées chez les patients francais atteints de mucoviscidose.
(Registre francais de la mucoviscidose 2022)




Historiquement, la mucoviscidose a commenceé a étre décrite au Moyen-Age méme i
certaines estimations font penser que cette maladie est beaucoup plus ancienne que cela (251).
A I’époque du Moyen-Age, cette maladie était plus reliée a la malédiction dite du « baiser salé
» (252). Les enfants touchés par cette maladie étaient « dépistés » lorsqu’ils étaient embrasses
sur leur front et que leur sueur avait un gout salé a cause d’un excés de sel dans la
transpiration. L’explication de cette particularité a débuté en 1953 (253), ce qui a permis le
développement du « test de la sueur » qui a pendant longtemps été le test de dépistage
principal (254). Une étude a mis en évidence qu’une fuite de CI- avait lieu au niveau des
cellules sudoripares des patients (255). Avec une deuxiéme étude, qui a montré que cette
particularité était causée par une rétention d’ions sodium (256), ce sont les premiers pas qui
ont été effectué vers I’explication de la cause de cette maladie, c’est-a-dire un défaut de
transport et d’échange d’ions au sein des cellules de I’individu.

Il faudra attendre 1985 pour obtenir une avancée déterminante sur la compréhension de
la mucoviscidose avec la découverte du gene cftr. Ce géne est localisé sur le bras long du
chromosome 7 (locus 7¢g31.2) et est composé de 27 exons répartis sur 250 kilobases (257,258).
En 1989, une série d’article finit de poser les bases pour comprendre 1’origine moléculaire de
la mucoviscidose. Ils décrivent leurs avancées sur le clonage du géne cftr, et sur la description
de la mutation la plus répandue chez les patients atteints de cette pathologie (259-261). Cette
mutation est caractérisée par la délétion d’une phénylalanine (Phe) en position 508 de la
séquence polypeptidiqgue de la protéine CFTR, la protéine mutée est alors nommée
p.Phe508del-CFTR. Bien que cette mutation soit la plus fréquente (présente dans 80% des
alleles mutés), elle est loin d’étre la seule existante puisque, a ce jour, 2117 mutations ont été
recensées et ce nombre augmente régulierement (Figure 28) (cystic Fibrosis Mutation
Database). Ces différentes mutations ont été catégorisées en six classes différentes en fonction
de leurs effets sur la protéine (Figure 29). La premiére classe concerne les mutations conduisant
a une absence de la protéine CFTR dans les cellules. La deuxieme classe regroupe les mutations
amenant a la production d’une protéine mal repliée, ce qui implique un transport intracellulaire
du CFTR moins efficace. La troisiéme classe catégorise les mutations rendant la protéine CFTR
incapable de fixer les molécules d’ATP, empéchant I’ouverture du canal. Les mutations de la
quatrieme classe alterent la structure des segments transmembranaires, ce qui rend les efflux
d’ions moins efficaces par rapport a la protéine CFTR non mutée. La classe 5 rassemble les
mutations altérant la stabilit¢ de ’ARNm CFTR et donc diminue la quantité de protéine
synthétisée. Enfin les mutations de classe 6 ménent a une perte de stabilité de la protéine CFTR
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mature a la membrane, la rendant alors plus a méme d’étre dégradée par des processus

recyclage cellulaire (Figure 29).

Normal

cr

Class of mutation

cr Cr ¢r

Molecular Nisvnitisosts Block in Block in Reduced Reduced Reduced
defect Y processing regulation conductance synthesis half-life
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mutations Arg553X lle507del Gly551Ser Arg117Cys 312041G A 42"79. 2
621+1G—-T Arg560Thr Ser549Asn Arg334Trp 5T ins

Arch Bronconeumol 2014;50:146-50

Figure 29 : Schéma représentant les différentes classes de mutation et leurs effets sur la protéine CFTR, la représentation de
gauche correspondant a une cellule saine. (Quintana-Gallego et al., 2014)
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B. CFTR

1.  Structure et activation

La protéine CFTR est composée de 1480 acides aminés, et est un canal ionique faisant
parti de la famille des transporteurs ATP-binding cassette, qui nécessite 1’hydrolyse d’ATP pour
son fonctionnement. Le CFTR dispose de deux domaines transmembranaires (transmembrane
domains en anglais : TMD), deux NBD permettant la fixation et I’hydrolyse d’ATP et un
domaine régulateur (regulatory domain en anglais : RD) situé entre le TMD2 et le NBD1 (262)
(Figure 30). De plus, il a été mis en évidence par électrophorese que le CFTR peut étre retrouvé
sous différentes formes (263). La premiere forme appelée bande A (environ 130 kDa)
correspond a la forme immature du CFTR, la deuxieme est nommeée bande B (environ 135 kDa)
correspondant & une forme partiellement glycosylée et donc partiellement mature (core-
glycosylated en anglais) et la troisieme est appelée bande C (environ 150 kDa) et correspond a
sa forme totalement mature (264). Ces trois formes reflétent le CFTR a différentes étapes de sa
formation, en sachant que la bande B est régulierement rapprochée de la forme mutée du CFTR
dans la littérature, notamment dans le cas de la p.Phe508del-CFTR. Le CFTR a également la
particularité d’avoir un domaine PDZ situé a son extrémité C-terminale. Ce domaine est
retrouvé dans de nombreuses protéines impliquées dans divers réles cellulaires, comme des
canaux ioniques ou des récepteurs (265). Ce domaine PDZ permet notamment au CFTR
d’interagir avec GRASPS5S5 et d’étre transporté a la membrane par le mécanisme d’UPS, dont
nous détaillerons le processus un peu plus loin (266).

TD; NED] -Redomain |- TMD2 - NED2 =
1 69 390 637 845 1173 1202 1451 1480

Phosphorylation
—
ATP-binding

Dephosphorylated, ATP-free Pho\s~p’horylated, ATP-bound
PDB: 5UAK This study
Figure 30 : Représentation de la structure primaire (A) et de la structure tridimensionnelle (B) du canal CFTR. (Z. Zhang and
J. Chen, 2018)

Les deux TMDs, constitues chacun de six hélices o hydrophobes reliées par des boucles
extracellulaires, sont ancrés dans la membrane plasmique et forment le pore du canal qui permet
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le passage des ions (267).

Les NBDs quant a eux sont cytosoliques, tout comme les extrémités N- et C-terminales du
CFTR. Les deux NBDs sont composés de deux sous-domaines, un composé de d’hélice a et un
autre qui sert de site catalytique qui va présenter les motifs de Walker permettant la fixation des
molécules d’ATP et d’ions magnésium, ces derniers faisant office de co-facteurs catalytiques
(268). Les deux NBDs ne sont cependant pas tout a fait identiques. En effet, ils présentent
quelques variations d’acides aminés dans leurs séquences polypeptidiques, faisant que seul le
domaine NBD2 hydrolyse I’ATP. NBD1, méme s’il n’hydrolyse pas d’ATP, fixe cette molécule
et participe a I’ouverture du canal en stabilisant la conformation entre les deux NBDs (269).

Le RD de son coté a une structure désordonnée dont les multiples sites de
phosphorylation vont modifier la conformation de ce domaine, et donc ses interactions avec les
autres, permettant la fermeture ou non du pore ionique. En effet, la phosphorylation du RD par
les protéines kinases A et C va faciliter la fixation de I’ATP aux NBDs. Une fois cela fait, les
deux NBDs vont se dimériser conduisant a une modification de la conformation
tridimensionnelle des TMDs, permettant le passage des ions. Une fois hydrolysés en ADP, les
domaines NBDs sont dissociés, ramenant les TMDs & leur conformation initiale et refermant le
canal CFTR (270).

2. Synthése et maturation
Le CFTR est une protéine transmembranaire de type IV-A synthétisée comme
précédemment décrit dans ce manuscrit (Figure 4). Sa synthese compléte s’effectue en environ
9 minutes (271).

Sa synthese débute par le domaine TMDI1 composé de six TMs (272). L’insertion de
ces domaines se réalise par pair, ainsi le TM1 se lie a la SRP gréce a son peptide signal ce qui
permet son insertion dans le pore de translocation Sec61 suivi du TM2. Il arrive réguliérement
que le TM1 n’arrive pas a initier ce processus. C’est donc le TM2, lui-méme composé d’un
peptide signal, qui est transloqué en premier dans le pore Sec61 permettant d’insérer par la suite
ces deux TMs dans la membrane (273). Ce mécanisme se répéte pour les couples TM3/TM4 et
TMS5/TM6. Une fois cela réalisé, la traduction de TMD1 étant donc terminée, s’ensuit celle du
domaine NBD1 puis du domaine R qui se replient de maniere co-traductionnelle. Les six TMs
du domaine TMD?2 sont ensuite insérés dans la membrane, et la traduction du CFTR se termine
par la production du domaine NBD2 (274). Une fois ces étapes terminées, le CFTR subit une
premiére étape de maturation par la glycosylation sur sa quatriéme boucle extracellulaire située
dans la lumiére du RE. La bande B, de 135 kDa, du CFTR est alors obtenue (275).

Pendant ces étapes, le CFTR en cours de synthése est pris en charge par des protéines
chaperons afin de 1’aider a acquérir sa structure tertiaire. Une fois le domaine NBD1 synthétisé,
les chaperons Hsc70 et Human DnaJ homolog 2 (faisant parties respectivement des familles
Hsp70 et Hsp40) se fixent dessus afin de stabiliser ce domaine et de commencer son repliement
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le temps que le domaine R soit synthétisé. Le domaine TMD2 est ensuite synthétise et ancré
dans le membrane du RE, ce qui permet la stabilisation de I’interaction entre les domaines
NBDI et R (276). C’est également a ce moment qu’intervient la CNX, permettant également
de stabiliser les interactions inter-domaines (277,278).

Comme mentionné dans la premiére partie de ce manuscrit (cf Introduction 1.B.2.b), le
complexe CNX/CRT fait office de deuxieme étape de contréle qualité en reconnaissant la
cupule glucidique qui est apportée pendant 1’é¢tape de N-glycosylation. Ce complexe joue un
réle important dans la stabilisation du domaine TMD2 du CFTR en cours de repliement (279),
méme si une ¢tude a montré qu’il n’était pas central dans le « turnover » du CFTR dans la
lumiére du RE (280). Beaucoup d’autres protéines chaperons ont montré leur importance dans
ces ¢tapes de maturation. Parmi ces protéines, dont I’interaction directe avec le CFTR a été
démontré, nous pouvons citer Grp78 et Grp75 qui interviennent tres tot pour aider au bon
repliement du CFTR, mais aussi Hsp90 intervenant avec ses co-chaperons activator of Hsp90
ATPase homologue et prostaglandin E synthase 3 (281).

La troisiéme étape est régulée par I’arginine-framed tripeptides qui peut reconnaitre des motifs
R/X/R. Le CFTR posséde quatre motifs comme celui-ci situés au niveau de son extrémité N-
terminale, son domaine NBD1 et R. Si pendant son repliement ces motifs ne sont pas cachés,
le CFTR est retenu dans le RE et ne peut pas initier son transport jusqu’a 1’appareil de Golgi
(282).

La quatrieme et derniére étape de contréle qualité intervient lors de la prise en charge du CFTR
par Sec24. Cette derniéere est un composant majeur dans la constitution des vésicules COPII, et
permet de reconnaitre une séquence spécifiqgue Asparagine/Alanine/Asparagine dans la
séquence polypeptidique du CFTR. Si une telle séquence ne peut étre reconnue par Sec24, le
CFTR est dans I’incapacité de s’associer avec cette derniere et ne peut donc pas étre transporté
jusqu’a I’appareil de Golgi (282). Une fois toutes ces étapes validées, le CFTR est acheminé
jusqu’a ’appareil de Golgi ou il va pouvoir subir ses dernieres étapes de maturation, permettant
I’obtention d’un CFTR de 160 kDa également appelé bande C qui va pouvoir étre transporté
jusqu’a la membrane plasmique.

Malgré tous ces processus mis en place, il est estimé que, dans des cellules non
polarisées, seulement 20 a 40% du CFTR produit fini ces étapes de repliements, le reste étant
dégradé par ’ERAD (272). Cette proportion est modifiée dans le cas des cellules polarisées ou
le taux de CFTR correctement replié varie entre 60 et 100% (283).

Concernant la dégradation du CFTR via ’ERAD, deux étapes dans le systeme de
contr6le qualité du RE peuvent y mener. La premiére étape fait intervenir Hsc70 qui est
également impliquée dans la dégradation de protéines mal formées, et est associé aux
I’ubiquitine ligase CHIP, Fbsl et RNF5 (49,284,285). Ces dernieres permettent
I’ubiquitinylation du CFTR pour qu’il soit dégradé par le protéasome 26S (286). La deuxieme
étape ou le CFTR peut étre amené a étre dégradé se situe lors de I’intervention du complexe
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CNX/CRT. Si les cycles de glycosylation/déglycosylation ne permettent pas d’obtenir une
forme correctement repliée du CFTR, celui-ci est ubiquitinylé et acheminé jusqu’au protéasome
26S afin d’y étre dégradé.

3.  Fonctions
a. Canalionique

Le canal CFTR est d’abord et avant tout un canal ionique permettant le transport
d’anions vers I’extérieur de la cellule. Parmi les anions transportés nous pouvons citer les ions
iodures, bromures, nitrates, bicarbonates, CI, fluor ou d’autres composés comme les
thiocyanates et le glutathion. La perméabilité du CFTR vis-a-vis de ces molécules étant
thiocyanates > nitrate > brome > Cl” > iode > bicarbonate > fluor (287,288). Mais les deux
anions principalement étudiés dans la littérature sont les ions bicarbonates et ClI~ (270).

Le réle principal du canal CFTR via la sécrétion de CI est de réguler 1’équilibre
osmotique entre I’intérieur et I’extérieur de la cellule. Le but étant de maintenir une bonne
hydratation du mucus présent au niveau du p6le apicale des cellules épithéliales (Figure 31). Le
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Figure 31 : Schéma représentant la régulation de la sécrétion d'ions par les canaux CFTR et ENaC dans un cas physiologique
sain (& gauche) ou dans un cas pathologique (a droite). (C. Bergeron and A. M. Cantin, 2021)

En temps normal, les canaux CFTR et ENaC agissent ensemble pour réguler le passage d’ions entre I’intérieur et I’extérieur
de la cellule. Dans la mucoviscidose, un déséquilibre se crée a cause d’une anomalie de fonctionnement pour le canal CFTR.
Cela conduit & une déshydratation du mucus, une baisse de la clairance mucociliaire et une acidification du pH causant des
dommages a I’organisme.

bicarbonate joue également un réle vital au niveau des voies aériennes et intestinales. Il est
responsable de la regulation du pH en alcalinisant le milieu, et permet la structuration du mucus
en complexant les mucines entre elles qui sont leur composant majeur (289). Les composeés
thiocyanates et glutathion ont aussi leur utilitt notamment au niveau de la défense de

I’organisme face aux pathogenes exterieurs. Les thiocyanates permettent la formation
d’hypothiocyanite, elle-méme impliquée dans la catalyse d’enzymes a effet antimicrobien dans
les voies respiratoires. Le glutathion quant a lui est un tripeptide qui a un réle central dans la
lutte contre les espéces réactives a I’oxygene.
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b. Régulation d autres canaux ioniques

Le CFTR joue un réle important également dans la régulation de I’activité de nombreux
canaux ioniques dont ENaC (290). En effet, ce dernier travaille de concert avec le CFTR en
absorbant les ions sodium au sein de la cellule, participant ainsi a la régulation de la pression
osmotique entre le milieu intra et extracellulaire (290). Cela joue un role vital dans I’hydratation
du mucus, la premiére barriere physique empéchant I’entrée d’agents potentiellement
pathogenes dans I’organisme. La régulation de sa viscosité est centrale afin qu’il soit facilement
renouvelé dans le but d’éviter I’accumulation de micro-organisme dans les voies respiratoires
et intestinales, ce phénomene est appelé la clairance mucociliaire.

En dehors de ENaC, d’autres canaux sont également régulés via le CFTR (Figure 32).

Effected protein Interaction NBD1 required

ENaC Inhibition Yes

NHE Inhibition ?

AE, CITHCO;3 Activation ?

ORCC, IRCC (CIC-3B?) Activation Yes

CaCC Activation/inhibition Yes (R-domain)

VRAC Activation/inhibition Yes ? (R-domain)
NBD2 required

ROMK2, KIR6.1 Glibenclamide sensitization Yes

KyLQT1 Activation Yes

Aquaporines, AQP3 Activation Yes

Connexins Acrivation ?

Mucus secretion Activation ?

ATP release Activation Yes

Glutathione transport Activation ?

Figure 32 : Listes de famille de canaux régulés par le CFTR. (B. Nilius and G. Droogmans, 2003)

Nous pouvons citer notamment les échangeurs bicarbonates/Cl", tel que SLC26A9, permettant
d’aider a équilibrer finement la sortie et I’entrée de ces ions en collaboration avec le CFTR. La
famille des SLC26 a aussi montré une implication dans la synthése de cytokines pro-
inflammatoires (291). De plus, en interagissant avec le CFTR, il serait impliqué également dans
la production de mucus (292).

Une autre deuxiéme grande famille régulée par le CFTR est la famille des Ca?*-
activated CI” channels, qui est inhibée par I’activité du CFTR et intervient dans une grande
variété de mécanisme cellulaire. Comme leur nom 1’indique, ce sont des canaux faisant passer
des ions CI" et activés par les ions calcium. Parmi ces canaux, il y en a un en particulier qui a
été décrit comme ayant un lien trés étroit avec le CFTR, ce canal se nommant Anoctamine-1 ou
TMEML16A. En effet certaines études ont montré que TMEMZ16A joue un rdle dans le transport
d’ion bicarbonate et CI" et dont I’activité est augmentée quand le CFTR se trouve étre
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dysfonctionnel (293). Il a été montré que TMEMU16A participerait a ’activation du canal CFTR
(294).

En résumé, le CFTR est au centre de la régulation de mouvement d’ion permettant
I’hydratation du mucus présent a la surface des cellules épithéliales. Il n’est pas le seul
participant dans ce processus, mais il a un réle important sur la régulation de nombreux autres
canaux ioniques (295).

C. p.Phe508del-CFTR
1.  Genéralités

Comme écrit précédemment, la mutation p.Phe508del est la mutation la plus
fréquemment retrouvée chez les patients atteints de mucoviscidose. C’est une mutation de
classe Il située au niveau du domaine NBD1, qui mene a la synthese d’un CFTR mal formé. Ce
dernier ne peut pas valider les étapes de contrdle qualité du RE, reste séquestré dans la lumiére
de cet organite et est rapidement dégradé (296-300). Il est estimé que seulement 1 % du
p.Phe508del-CFTR arrive jusqu’a la membrane plasmique (271,301,302), montrant malgré tout
une activité résiduelle (302). Cette mutation conduit a la formation d’un CFTR partiellement
glycosylé d’un poids moléculaire d’environ 135 kDa (bande B). Cela signifie donc que le
p.Phe508del-CFTR ne peut pas étre transporté jusqu’a 1’appareil de Golgi pour y finir sa
maturation et suivre la voie conventionnelle de transport des protéines. En effet, le domaine
NBDI1 n’est pas en soit changé structurellement parlant mais ¢’est un domaine interagissant
avec les deux TMDs et lié directement au domaine R. Les changements apportés par la mutation
p.Phe508del-CFTR amenent entre autre a la déstabilisation de la liaison entre le domaine NBD1
et le domaine TMD2 (267,303). La conformation globale du p.Phe508del-CFTR est alors
altérée, ce qui va I’amener a étre reconnu par des protéines chaperons pendant sa traduction car
les étapes de repliement s’effectuant pendant sa synthése ne peuvent procéder normalement.
Cela a pour conséquence de bloquer le p.Phe508del-CFTR aux premiéres étapes de controle
qualité du RE et étre dégradé via ’ERAD.
Durant sa syntheése, le p.Phe508del-CFTR est tres vite dégradé par les chaperons responsables
du systeme de contrdle qualité. Méme si la CNX joue un role important dans la sélection de
protéines a degrader en fonction de leur état de repliement, il semble qu’elle ne soit pas centrale
dans la dégradation du p.Phe508del-CFTR, contrairement au CFTR normal (280). Il semble
que la mutation Phe508del-CFTR augmente 1’affinité entre cette protéine et les chaperons
Hsp70/Hsp90 intervenant lors du premier « checkpoint » du contréle qualité du RE (304).
Cependant, la CNX semble malgré tout jouer un r6le non négligeable dans la dégradation du
p.Phe508del-CFTR. Comme le montre les effets du miglustat, un inhibiteur de la CNX dont le
traitement in vitro améliore grandement la maturation du p.Phe508del-CFTR ainsi que son
transport jusqu’a la membrane plasmique (305).
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Le lien entre I’accumulation du p.Phe508del-CFTR dans la lumiere du RE et le
déclenchement du I’UPR reste encore aujourd’hui sujet & débat. En effet, d’un coté le
p.Phe508del-CFTR est trop rapidement dégradé pour déclencher I’UPR, et il fait consensus que
son déclenchement serait principalement dd a une forte réponse inflammatoire ou infectieuse,
qui sont des parameétres retrouvés chez les patients atteints de mucoviscidose (103,306).
Cependant, quelques subtilités soulignent la complexité de la régulation de ce mécanisme. En
effet, certains résultats obtenus sur différents modeles, ont montré que la réponse inflammatoire
pouvait étre déclenchée indépendamment de la réponse infectieuse. Dans ces contextes les
modeles étudiés étaient également plus sensibles au développement d’infections. Cela a souleve
I’hypothése que des mutations sur le géne CFTR rendraient les voies respiratoires plus sujettes
a de ’inflammation intrinséque, en dehors de celle déclenchée par des infections bactériennes
(307).

L’accumulation du p.Phe508del-CFTR, ou plus généralement de protéines mal repliées, dans
la lumiere du RE pourrait aussi étre une cause de déclenchement de I’'UPR, malgré quelques
¢tudes stipulant le contraire (308,309). Ces derniéres n’avaient cependant pas pris en compte
I’effet de variations d’expression du p.Phe508del-CFTR. D’autres études ont donc étudié ce
phénoméne, notamment Rab et al. (2006) qui ont montré que 1’augmentation de I’expression
du WT-CFTR jouait un réle significatif sur le déclenchement de I’UPR. IIs ont montré cela en
inhibant le protéasome, laissant penser que limiter la dégradation des protéines, et donc
d’augmenter leur quantité¢ dans le RE, permet de déclencher I’'UPR (310). L’année suivante,
Kerbiriou et al. ont montré que des cellules A549 surexprimant le p.Phe508del-CFTR avaient
une augmentation d’expression des marqueurs d’activation de ’'UPR ATF6 et Grp78 (105).
Méme si les modéles cellulaires étaient transduits pour surexprimer un CFTR recombinant, ils
ont vérifié que cette modification ne causait pas de stress du RE supplémentaire, ni de
déclenchement de ’UPR (105,310).

I1 est donc tres difficile de déterminer I’effet exacte de 1’accumulation du p.Phe508del-CFTR
dans le RE sur le déclenchement de I’UPR. Il est cependant possible que le p.Phe508del-CFTR
face office de « goutte qui fait déborder le vase », et participe d’une maniére au dépassement
d’un seuil au-dela duquel I"UPR est déclenché.

L’explication précise du fait que cette forme mutée passe outre les étapes de contrdle
qualité du RE et de ’ERAD n’a aujourd’hui toujours pas été trouvée. Mais des réponses
commencent a étre apportees depuis ces derniéres annees avec le début de la description de la
voie de I’'UPS.
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2.  Transport non conventionnel du p.Phe508del-CFTR
Historiquement, il était pensé que seules les protéines sécrétées et transmembranaires
correctement formées pouvaient atteindre leur lieu de fonction par le mode de sécrétion dit
conventionnel. Cela apreés avoir valide les étapes de contréle du RE et avoir subi les différentes
étapes de maturation au cours de leur transport le long de 1’axe RE-Golgi. Il était admis que les
protéines mutées mal repliées étaient rapidement dégradées par I’ERAD pendant ou aprés leur
synthése dans le RE. Depuis une dizaine d’années, I’UPS a cependant été décrite comme une
voie de transport pouvant permettre le transport de protéines sécrétées « leaderless » ou
transmembranaires mutées jusqu’a la membrane plasmique (311-313).
L’UPS est un processus se mettant en place lorsque la cellule subit un stress (314) et se divise
en quatre types distincts (Figure 33). Le type | correspond a la translocation a travers la
membrane plasmique de protéines sécrétées par 1’intervention de pores. Le type Il est similaire
au premier mais fait intervenir des canaux faisant parti des transporteurs ABC, ce qui requiert
une dépense d’énergie sous forme d’ATP. Le type III permet 1’exocytose de protéines grace a
I’intervention d’endosomes tardifs et d’autophagosomes (315). Ces trois types concernent les
protéines « leaderless » avec ou sans segments transmembranaires. Le cas de I'UPS de type IV
est différent car il concerne les proteines transmembranaires synthétisées dans le RE, mais qui
évitent le passage par I’appareil de Golgi pour étre transportées jusqu’a la membrane plasmique.
C’est ce type d’UPS qui nous intéresse dans ce projet de recherche.

TYPEI TYPE N TYPE I TYPE IV
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Figure 33 : Schéma représentant les différents types d'UPS existants. (Modifiée de Maricchiolo et al., 2022)

Les types I, Il et 111 de I"UPS sont empruntés par les protéines « leaderless », qui ne possédent pas de séquence d’adressage au
RE. Le type | permet la sécrétion de protéines dans le milieu extracellulaire directement a travers la membrane plasmique grace
a des pores. Le type Il est similaire au premier mais fait intervenir des canaux demande une dépense en ATP pour pouvoir
fonctionner. Le type Ill utilise des vésicules de transport, telles que les corps multivésiculaires ou les autophagosomes,
contenant les protéines a transporter.

Le type IV est utilisé pour le transport de protéines contenant un ou plusieurs domaines transmembranaires. C’est ce mécanisme
utilisé par le transport de certaines protéines mutées, via I’intervention de corps vésiculaires tels que les autophagosomes.
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Concernant le p.Phe508del-CFTR, il fait consensus depuis longtemps qu’une faible
quantité peut se retrouver a la membrane plasmique (271,301,302). Initialement, de premieres
¢tudes ont montré cela en ajoutant que diminuer la température d’incubation des cellules a 28
ou 29°C permettait d’augmenter le taux de p.Phe508del-CFTR membranaire (316-318). Mais
a ce stade, la raison pour laquelle le p.Phe508del-CFTR arrive jusqu’a la membrane restait
inconnue. Cependant, des découvertes sur les différentes voies de I’'UPS ont commencé a voir
le jour dans le but d’expliquer le mécanisme.

Il a fallu attendre que les protéines GRASPs soit étudiées dans des modeles invertébrés
pour montrer que ces protéines jouaient un réle dans le transport non conventionnel de divers
protéines sécrétées telles que I’interleukine 1B, 1’acyl-coenzyme A-binding protein ou
I’intégrine a (319-322). Ainsi, en 2011, une équipe a montré que GRASP55 était un élément
crucial dans le transport membranaire du p.Phe508del-CFTR en se fixant a lui par des domaines
communs appelés PDZ (266). Dans cet article, ils ont mis en évidence cette interaction en
bloquant 1’activité de Arfl, responsable de la formation des vésicules COP-I, et en utilisant la
thapsigargine, un inducteur de I’'UPR. Ces deux conditions étant inductrice de I’'UPR, ils ont
étudié I'implication des différents effecteurs de cette voie, et ont mis en évidence que le
transport non conventionnel du p.Phe508del-CFTR était dépendant de 1’état d’activation
d’IREla.

Une autre équipe avait montré précédemment que IRE1a régulait Sec16a, une protéine clé pour
le transport conventionnel des protéines (323). Une étude a ensuite vu le jour pour montrer
I’implication de Sec16a, en induisant un stress cellulaire par traitement a la thapsigargine ou en
bloguant le transport RE-Golgi. lls ont découvert que Secl6a était nécessaire dans le transport
conventionnel et non conventionnel des protéines, dont le p.Phe508del-CFTR, avec la présence
d’une interaction directe avec GRASP55 (324).

Puis, dans des levures, il a ét¢ montré que le transport non conventionnel d’interleukine 1,
d’insulin-degrading enzyme ou encore de 1’acyl-coenzyme A-binding protein était également
lié¢ a ’expression de certains acteurs impliqués dans I’autophagie (319,320). Cela a été vérifié
par la suite chez les mammiferes avec, en prime, un screening de protéines composantes des
ESCRTSs, dont quelques-unes semblent étre vitales pour le transport du p.Phe508del-CFTR
médié par I’UPS (248). Cela fait écho a une autre publication, plus ancienne, qui avait montré
que les composants du complexe ESCRT-II au niveau des endosomes possedent un domaine
nommé GRAM-like ubiquitin-binding in EAP45 GLUE. Ce domaine permet de fixer les PI3P,
un des composants majoritaire de la membrane des autophagosomes, ce qui laisse penser qu’une
interaction, voire une fusion, entre les endosomes et les autophagosomes serait possible (325).
Enfin, récemment, des études ont montré que GRASP55 arbore le motif LIR ce qui lui
permettrait de faire office de lien entre LC3 (donc les autophagosomes) et le CFTR (246,326).
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D. Atteintes systémiques

La protéine CFTR est cruciale pour le fonctionnement des cellules épithéliales. Etant
donné que ces cellules jouent un réle dans un grand nombre d’organes, le dysfonctionnement
d’un tel acteur peut avoir des conséquences désastreuses sur I’organisme entier. C’est pourquoi
la mucoviscidose, bien que connu pour les troubles respiratoires qu’elle suscite, est une maladie
a atteintes multi-systémique (Figure 34) avec une gravité variant selon le profil génétique du
patient. Typiquement, les mutations de classe I, Il et Il vont entrainer les formes de
mucoviscidose les plus séveres.
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Figure 34 : Représentation de I'impact systémique de la mucoviscidose sur I'organisme. (http://sante.lefigaro.fr)

1.  Respiratoires
Les atteintes respiratoires chez les patients atteints de mucoviscidose sont les plus
connues car elles sont responsables de 60% des causes de mortalités.

Le CFTR dysfonctionnel ne peut pas remplir son réle d’échangeur d’ion entre I’intérieur
et extérieur de la cellule. Les conséquences vont se ressentir au niveau du pole apical des
cellules épithéliales des voies respiratoires, c’est-a-dire au niveau du tractus broncho-
pulmonaire. Toute cette zone est recouverte d’un mucus permettant de protéger les cellules
d’agressions extérieures, notamment vis-a-vis de microorganismes pathogénes. En temps
normal, les cils présents a la surface des cellules épitheliales permettent de balayer le mucus
afin de I’évacuer vers la trachée, supprimant dans le méme temps les agents extérieurs
indésirables. Dans le cas de la mucoviscidose, un déséquilibre osmotique se créé concentrant
les cellules en ions CI" et les poussant a absorber 1’eau du milieu extracellulaire, déshydratant
le mucus et augmentant donc sa viscosité. Cela va avoir pour consequence de compliquer
sérieusement la clairance muco-ciliaire, ce qui cause des toux chroniques (327).
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En parallgle, il y a également une acidification du milieu due au manque d’ions bicarbonates
relargués dans les voies respiratoires. Finalement, de nombreux micro-organismes,
potentiellement pathogénes, peuvent se développer menant au déclenchement de réponses
inflammatoire et infectieuse. Parmi les infections bactériennes, celles a Pseudomonas
aeruginosa et Staphyloccocus aureus sont les plus fréquentes. A causes de ces infections, les
patients peuvent développer des pathologies pulmonaires comme des pneumonies, des
bronchites, des sinusites ou encore de I’asthme (328).

De plus, les réponses inflammatoire et infectieuse étant chroniques et sur-stimulées, les

tissus pulmonaires se fibrosent peu & peu engendrant une insuffisance respiratoire qui est la
principale cause de mortalité de la mucoviscidose (329,330).
Des affections pulmonaires peuvent alors découlés de cette dégradation du tissus pulmonaires.
Parmi les moins fréquentent, le pneumothorax, qui touche 3,4% des patients, est une perforation
de la plévre mettant en place une connexion entre I’intérieur du poumon et la cavité pleurale.
Cette derniere se remplit alors d’air, comprimant le poumon et provoquant des génes
respiratoires et des douleurs thoraciques. Nous pouvons citer également 1’hémoptysie (3% des
patients) qui se caractérise par des toux sanglantes due a la dégradation de la paroi des arteres
bronchiques. Enfin, une des affections les plus courantes, mais dont les risques d’apparition
dépendent de 1’age du patient, est la rhinosinusite chronique avec la présence de polypes nasaux.
Cette pathologie inflammatoire se traduit par des sensations de gonflements au niveau du nez
et des sinus pouvant mener a des sensations de pressions a ces endroits, ainsi qu’a des maux de
téte (328).

2.  Digestives

Méme si les difficultés respiratoires rencontrées dans cette maladie sont les plus
déléteres, les atteintes digestives participent a aggraver 1’état général des patients.
Historiquement, 1’appellation de fibrose kystique pour la mucoviscidose vient du fait que les
premieres descriptions expliquaient le déces des patients comme dues a des insuffisances
pancréatique et hépato-biliaire.
En effet, 85% des patients atteints de mucoviscidose sont également touchés par une
insuffisance pancréatique, caractérisée par une mauvaise absorption des nutriments dans le
tractus intestinal et une fibrose du pancréas. Le pancréas a une fonction endocrine, via la
sécrétion d’insuline, et une fonction exocrine via la sécrétion d’enzymes digestives. En temps
normal, le CFTR permet d’hydrater les sucs pancréatiques de la méme maniére que pour son
effet hydratant du mucus respiratoire. La libération d’ions bicarbonate joue un role
prépondérant dans la régulation du pH des enzymes sécrétées. Dans le cas d’un CFTR muté, il
va Yy avoir une accumulation d’enzymes qui sont alors en milieu trop acide pour étre totalement
efficace. Il en résulte une mauvaise digestion et absorption des nutriments pouvant causer des
arréts de transit menant a des douleurs abdominales. Une conséquence plus délétére est
1’obstruction des canaux pancréatiques conduisant finalement a une fibrose du pancréas a cause
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des enzymes stagnantes (331). Cette fibrose peut s’étendre jusqu’aux ilots de Langerhans,
détruisant les cellules B conduisant a I’apparition d’un diabete de type 1 (332).

Enfin, la seconde cause de mortalité est due aux atteintes hépatobiliaires. Le CFTR
dysfonctionnel présent dans la vésicule biliaire et ses canaux ne permet plus d’hydrater et de
réguler le pH de la bile sécrétée. Elle va alors s’accumuler et dégrader petit a petit les cellules
hépatiques, avec I’apparition d’espéces réactives a I’oxygene et le déclenchement d’une réponse
inflammatoire chronique produisant & long terme une fibrose hépatique, puis une cirrhose du
foie (333).

3. Génitales

Les atteintes génitales sont également trés fréquentes chez les patients atteints de cette
pathologie. Notamment pour les hommes chez lesquels 98% d’entre eux sont touchés par une
azoospermie obstructive. L’absence congénitale bilatérale des canaux déférents résulte d’un
manque d’hydratation du mucus dans ces canaux pendant le développement in utero, ce qui
induit leur involution, rendant I’individu stérile. Les femmes sont également touchées par ce
type d’atteintes en les rendant souvent moins fertile qu’un individu sain. En effet,
1’épaississement du mucus et la diminution du pH, di aux déséquilibres en ions bicarbonates,

réduisent fortement la mobilité et les capacités fécondatrices des spermatozoides (334).

E. Traitements
Malgré les nombreuses années de recherche sur la mucoviscidose, cette maladie reste
incurable et les traitements actuels sont symptomatiques. Pourtant de grandes avancées ont été
faites derniérement, avec une espérance de vie des patients qui était d’une vingtaine d’années

il y a vingt ans, a une quarantaine d’année aujourd’hui (Figure 35).

Années d'enquéte

Indicateurs 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Nombre de décédés 55 59 73 47 57 60 62 43 47 46 56

- dont patients porteurs d'un transplant 27 N 41 25 38 36 37 22 26 33 41

Taux brut de mortalité (pour 1000) 9.1 95 115 T2 85 88 89 60 65 6.3 75
Age moyen (années) 322 356 295 355 324 358 348 356 370 425 442
Age médian (années) 278 322 274 325 282 338 317 359 330 391 408
Age minimum (annges) 2.2 1.1 0.1 9.0 16 6.0 7.3 0.4 03 128 215
Age maximum (années) 884 825 712 832 817 743 809 659 8H8 822 822

Registre frangais de la mucoviscidose 2022

Figure 35 : Tableau récapitulatif du nombre de décés de patients atteints de mucoviscidose en France entre 2012 et 2022.
(Registre frangais de la mucoviscidose 2022)

1.  Traitements asymptomatiques
Jusqu’a récemment, les traitements apportés aux patients atteints de mucoviscidose
étaient uniquement asymptomatiques. Un vaste panel de molécules est encore utilisé a ce jour
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afin de prévenir, ou au moins de ralentir, la dégradation de la fonction respiratoire afin de
faciliter au maximum le quotidien des patients.

Les mucolytiques sont des molécules utilisées quotidiennement (deux fois par jour) qui
permettent d’améliorer les échanges d’air en limitant 1’obstruction des voies respiratoires
causée par I’accumulation de mucus (328). Ces composés sont associés avec des
bronchodilatateurs, appliqués sous forme d’aérosols, qui permettent d’augmenter le diametre
des bronches. Cette combinaison permet, au moins temporairement, de soulager la détresse
respiratoire de 1’individu.

Les antibiotiques sont des incontournables dans la mucoviscidose pour lutter contre les
infections bactériennes. La tobramycine et 1’aztréonam par exemple sont des antibiotiques
permettant de lutter contre les bactéries a gram négatif telles que Pseudomonas aeruginosa,
mais un maximum de deux administrations par mois est nécessaire pour prévenir le
développement d’une antibiorésistance (328).

Deux types de molécules sont utilisés pour combattre I’inflammation : les
glucocorticoides et les anti-inflammatoires non stéroidiens.
Les glucocorticoides peuvent étre prescrits oralement ou par inhalation, méme si, sous cette
derniére forme, aucun effet bénéfique n’a été reporté sur des patients traités pendant six mois
(335). Ces molécules possedent un large éventail de cibles, parmi lesquelles sont retrouvées les
cytokines pro-inflammatoires Interleukin-1, Interleukin-8 et les facteurs de transcription NF-
kB et AP-1 (336). Les glucocorticoides peuvent également étre prescrits suite a des infections
par le champignon Aspergillus fumigatus qui peut déclencher une forme d’allergie pouvant
altérer la fonction pulmonaire. Des corticoides peuvent également étre recommandés si le
patient présente de ’asthme (328). Leur utilisation peuvent déclencher a moyen et long terme
des effets secondaires comme le développement d’une cataracte, une intolérance au glucose ou
de I’ostéoporose (336).
Parmi les anti-inflammatoires non stéroidiens, 1’Ibuproféne reste le traitement phare pour les
patients atteints de mucoviscidose. Comme effet secondaire, 1’Ibuproféne peut cependant
déclencher des saignements gastro-intestinaux si son utilisation est trop prolongée (336).
L’azithromycine est également un autre anti-inflammatoire qui présente de nombreux
avantages. En plus de ces effets antibiotiques, notamment contre Staphyloccocus aureus, il a
été montre que son utilisation augmentait la fonction respiratoire et réduisait les exacerbations
pulmonaires (328). Il peut &tre administré trois fois par semaine, mais peut engendrer des
résistances dans des cas d’infections par des mycobactéries (337). Malgré ces effets bénéfiques,
il a été reporté que ses effets anti-inflammatoires n’étaient pas observés in vitro dans cellules
issues de patients atteints de mucoviscidose (338).

Au niveau intestinal, des compléments sous formes de gélules permettent d’apporter un
surplus d’enzymes intestinales, dans le but d’améliorer 1’absorption des nutriments et de limiter
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les désagréments intestinaux liés a la maladie (339). Autrement, des compléments en vitamines
A, D et E peuvent étre apportés afin de prévenir I’apparition de carences menant parfois a des
manifestions graves sur 1’organisme, telles que des problémes de visions ou une fragilité
osseuse (328).

2.  Transplantation pulmonaire

La transplantation pulmonaire est une solution permettant aux patients de gagner
considérablement en qualité de vie, et d’augmenter leur espérance de vie médiane de 9,5 ans
(328). Cependant, son accessibilité est limitée par plusieurs facteurs.
En effet, la transplantation est principalement proposée aux patients présentant une altération
des facultés respiratoires avancées mais sans pour autant étre critique. La transplantation est
réservée aux patients ayant un volume expiratoire maximale par seconde (VEMS) inférieur a
50% ou pour ceux dont la dégradation de cette derniére est trés rapide (de 1’ordre d’une
diminution d’au moins 20% par an) (328,340). La difficulté est qu’il n’y a pas de fenétre de
décision idéale concernant le choix de realiser une greffe pulmonaire, et le caractére urgent de
ce type d’intervention ne laisse pas le temps d’examiner en profondeur les besoins de chaque
patient, rendant cette solution difficilement accessible pour le plus grand nombre.
L’autre difficulté¢ vient du fait que la greffe est nécessaire dans beaucoup de pathologies
pulmonaires, faisant qu’une forte demande existe avec peu de donneurs existants permettant de
réaliser une transplantation sur des patients compatibles.
Un suivi précoce permet néanmoins de sensibiliser et d’informer sur les enjeux médicaux,
psychologiques et financiers de la transplantation pulmonaire. Ce suivi permet de mieux
catégoriser les différents cas, en permettant aux cas les plus urgents d’avoir acces a cette
solution rapidement. Une ligne directrice a été réalisée par la Cystic Fibrosis Foundation pour
permettre de prendre en charge au plus tét et de mieux référencer les patients atteints de troubles
pulmonaires avancés (340).
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3.  Thérapies protéiques

Les thérapies protéiques sont aujourd’hui les traitements montrant le plus d’efficacité
sur la restauration des facultés pulmonaires chez les patients. Toutes les molécules n’ont pas
les mémes modes d’actions ni les mémes sites de fixation sur la protéine CFTR, certaines
molécules ciblent également des protéines en lien avec le CFTR. Dans cette partie, nous allons
en majorité nous focaliser sur les molécules développées par le laboratoire Vertex
Pharmaceuticals (Boston, Massachusetts, Etats-Unis), car ce sont les seules qui sont ou qui ont
été utilisées dans le cadre des traitements. Cependant, il est important de noter que de
nombreuses autres molécules, issues d’autres laboratoires, sont actuellement en développement
(Figure 36). Nous allons décrire les différents types de modulateurs existants, pour ensuite nous

intéresser a leurs combinaisons.
Table 53.1 New Drugs in the Therapeutic Pipeline

Class of Drug

Agents

Current Status

Gene replacement therapy

mRNA repair
Read-through agents

Amplifier
Correctors (+/—potentiator)

Potentiator

pGM169/GL67A (UK CF Gene Therapy
Consortium)

QR-010 (ProQR Therapeutics)

Ataluren (PTC124; PTC Therapeutics)

PTI-428 (Proteostasis Therapeutics Inc)
Lumacaftor/ivacaftor (Orkambi, Vertex)
Tezacaftor (VX661)/ivacaftor (Kalydeco; Vertex)

Next-generation triple component drugs
(Vertex)

Riociguat (Bayer)

GLPG2222 and GLPG2737 (Galapagos)

FDL169 (Flatley Discovery Labs)

Ivacaftor (Kalydeco; Vertex)

Primary end point met in phase lIb clinical trial (59)

Trials of nasal delivery and nebulization underway

Recent announcement of 2nd phase Il trial failure
http://ir.ptcbio.com/releasedetail.cfm?releaseid=1015471

Early-phase trials of oral agent underway

Licensed for F508del homozygous patients

Phase |ll program in F508del homozygous and heterozygous
patients underway

Early-phase trials underway with several agents administered
with 661/ivacaftor

Phase |l trial underway

Early-phase trials underway

Phase |l trial to commence 2017

Licensed for patients with gating mutations aged 2 years and

older and R117H
A component of all Vertex’s combination drugs
Phase |l trial data awaited
QBW251 (Novartis) Phase |l study results awaited
GLPG2451 (Galapagos) Early-phase trials as mono and in combination with GLPG2222
GLPG3067 (Galapagos) In phase | trial
Deuterated ivacaftor (CTP-656, Concert) In phase |l trial of patients with gating mutations

GLPG1837 (Galapagos)

Stabilizer Cavosonstat (N91115; Nivalis Therapeutics) Recent announcement of failed phase Il trial
http//ir.nivalis.com/press-releases/detail/60
ENaC inhibitor VX-371 (Vertex) In phase |l trial in patients on Orkambi (also being tested in

primary ciliary dyskinesia [PCD])

Figure 36 : Principales molécules connues en utilisation ou avec des effets prometteurs pour le traitement de patients atteints
de mucoviscidose. (Davies et al., 2019)

a. Correcteurs
Les correcteurs sont des molécules pharmacologiques destinées a restaurer le transport
du CFTR pour les patients présentant une mutation de classe Il. Ces correcteurs peuvent étre

catégorisés en trois classes en fonction de leur lieu de fixation sur le CFTR. La classe | stabilise
les interactions entre le NBD1 et les deux TMDs, la classe 1 cible le NBD2 pour faciliter ses
interactions avec des protéines chaperons, et la classe 111 stabilise la conformation du domaine
NBD1 (341). Les principaux correcteurs connus, car utilisés ou ayant été utilisés chez des
patients, sont issus du laboratoire Vertex Pharmaceuticals. Le premier correcteur a avoir montré
de bons effets est le VX-809 (Lumacaftor®) qui fait partie de la classe | (Figure 36). Ce dernier
avait de bons resultats sur des patients posseédant la mutation p.Phe508del, avec une
augmentation de 14% des flux d’ions chlore liés & I’activité du CFTR (342).
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Cependant, une nouvelle génération de correcteurs a vue le jour car ils réagissaient
mieux en thérapie combinée (Figure 36). Parmi eux, deux correcteurs sont actuellement utilisés
dans le traitement des patients. Le VX-661 (Tezacaftor®), de classe I, et le VX-445
(Elexacaftor®), de classe III, se fixent a différents endroits du CFTR ce qui permet d’obtenir
une synergie améliorant son transport jusqu’a la membrane plasmique (343).

b. Potentiateurs
Les potentiateurs sont les molécules qui vont permettre d’augmenter la probabilité

d’ouverture du canal CFTR. Le VX-445 précédemment cité possede, en plus de ses capacités
correctrices, un effet co-potentiateur sur le canal CFTR en association avec le VX-770 (344).
Mais la molécule potentiatrice phare, utilisée depuis quelgues années maintenant dans le
traitement des patients, est le VX-770 (ou Ivacaftor®, commercialisé sous le nom Kalydeco®)
(Figure 36). Approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) et commercialisé en 2012,
le VX-770 ciblait a 1’époque les patients ayant au moins une copie de la mutation G551D-CFTR
et touchant également les classes de mutations 11 et V. Ses premiers tests ont montré que le
VX-770, en association avec d’autres traitements contemporains, augmentait la VEMS de
17,2% en comparaison au placebo au bout de 48 semaines de traitement. Le VX-770 a
également apporté des améliorations au niveau intestinal car les patients ont réussi a regagner
du poids apres ce traitement, alors qu’une diminution de la masse pondérale est normalement
observée en absence de traitement (345). Cependant, le VX-770 a montré que son utilisation en
thérapie combinée entrainait une déstabilisation de la protéine CFTR (346,347).

c. Stabilisateurs
Les stabilisateurs permettent d’améliorer la demi-vie du CFTR utilisées dans le cas de

mutation de classe VI. Le CFTR dans ces cas-ci est synthétisé et exporté a la membrane
normalement en présentant une activité. Cependant ce type de mutation fait qu’il est instable a
la membrane ce qui accélére sa vitesse de recyclage diminuant au final son activité dans le
temps. Méme si aucun stabilisateur n’est utilisé a ce jour en tant que traitement chez les patients,
cela reste malgré tout une piste d’amélioration intéressante. C’est ce qu’avait montré le
Cavosonstat (N91115), développé par Nivalis Therapeutics, inhibant la S-nitrosoglutathion et
augmentant la stabilité du canal CFTR muté a la membrane (Figure 36) (348).

d. Amplificateurs
Les amplificateurs sont la derniére classe de molécule développée a ce jour. Ces

molécules permettent de stabiliser I’ARNm du CFTR et ainsi d’espérer augmenter sa synthese
protéique globale. C’est notamment le cas du PTI-428 (ou Nesolicaftor®) développé par
Prosteostasis Therapeutics Inc (Figure 36). Cette molécule se fixe a la Poly(rC)-binding protein
1 PCBP1 augmentant les effets de cette protéine et permettant de stabiliser I’ARNm du CFTR
(349).
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e. Principales thérapies protéiques combinées

Les nombreuses molécules développées ont montré des effets bénéfiques sur
I’amélioration des capacités respiratoires chez les patients. Mais leur plein potentiel a été révéle
lorsqu’une combinaison entre ces différentes molécules est effectuée. En effet, en 2015,
I’association VX-809/VX-770 (Orkambi®) a éte approuvé par la FDA comme traitement chez
les patients ayant des mutations de classes Il, les tests cliniques ayant été effectué sur des
homozygotes pour la mutation Phe508del-CFTR. Cette association n’a été prescrite qu’un
temps car le VX-770 associé au VX-809 entrainait une réduction de la demi-vie du CFTR au
niveau de la membrane plasmique (346). Une seconde combinaison de molécule a alors vu le
jour en 2017, I’association de VX-661/VX-770 (Symdeko®). Cette derniére s’est montrée
beaucoup plus efficace que la précédente lors d’un test sur des patients atteints de douze ans et
plus, auxquels a été administré le Symdeko® pendant vingt-quatre semaines (350). La VEMS
a été enregistrée de 4% a 6,8% plus fort que celle prédite en comparaison au placebo.
Contrairement a I’Orkambi® ou les mesures avaient relevé une augmentation moyenne de 2,6%
a 4% (351). De plus, la réduction du taux de CI" dans la sueur a été significativement diminué
apres le traitement au Symdeko® (-10,1 mmol/L), la ou Orkambi® n’avait montré qu’une
réduction tres faible, similaire a celle observé avec un traitement au VX-770 seul (351). Pour
finir, des troubles respiratoires et une diminution progressive de la VEMS avait été observé lors
du traitement a I’Orkambi®, ce qui avait conduit certains participants a arréter la prise de
traitement. Tous ceci n’a pas été observé dans le cas du Symdeko®.

En 2019, la FDA approuve la mise sur le marché du Trikafta/Kaftrio®, une nouvelle
solution thérapeutique s’avérant étre une trithérapie combinant le VX-445/VX-661/VX-770.
Cette nouvelle thérapie, s’adressant aux patients de deux ans et plus, peut étre prescrite a des
patients hétérozygote pour la mutation Phe508del-CFTR et présentant une deuxieme mutation
qui resulte en la production d’un canal CFTR a activité résiduelle. C’est une avancée
considérable car désormais environ 80% des personnes atteintes de mucoviscidose sont
éligibles a ce traitement. Son efficacité a été testée sur des patients homozygotes et
hétérozygotes pour la mutation Phe508del-CFTR. En comparaison avec la VEMS prédite, la
VEMS a vu une augmentation de 13,8% chez les patients hétérozygotes, et une de 11% chez
les homozygotes (352). Cependant, il a été reporté récemment que 1’utilisation du VX-770 dans
le Trikafta/Kaftrio®, comme pour I’Orkambi®, réduisait la stabilité du canal CFTR diminuant
I’efficacité de ce traitement (347). Ajouter a cela des effets secondaires indésirables telles que
des maux de tétes, une chance accrue d’infection des voies respiratoires, des vertiges ou des
insomnies, le besoin d’améliorer cette thérapie est indéniable. Une autre combinaison avait été
étudiée en méme temps que pour le Trikafta/Kaftrio®. Cette autre association était également
constituée de VX-661 et de VX-770, mais remplacait le VVX-445 avec le correcteur VX-659
(Bamocaftor®). Ces effets, évalués dans les mémes conditions, étaient similaires a ceux
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observés chez le Trikafta/Kaftrio®, mais avec une VEMS enregistrée Iégerement moindre
(13,3% chez les hétérozygotes et 9,7% chez les homozygotes) (353).

Bien que les fonctions respiratoires soient considérablement améliorées avec la
trithérapie, de nombreux effets secondaires peuvent étre observes chez certains patients. De
plus, ce traitement n’est pas disponible pour tous, 10 a 20% des patients ne rentrent pas dans
les critéres d’¢éligibilités pour avoir acces a ce traitement. En plus de cela, nous avons vu que
I’utilisation du VX-770 ne rendait pas la composition de ce traitement optimale (347). Enfin,
I’ajout du stabilisateurs PTI-428 au Trikafta/Kaftrio® dans des cellules pulmonaires in vitro,
augmente significativement la fonction du canal CFTR et le battement ciliaire (354). Cela
montre la nécessité de diversifier les types de modulateur & associer, que cela soit par 1’ajout de
stabilisateurs mais aussi d’amplificateurs.

4.  Thérapie par miARN

Les miARN sont issus de la transcription et de la maturation d’ARNm spécifiques d’une
longueur allant de 21 a 23 nucléotides. Ils appliquent une régulation positive ou négative en se
fixant sur des motifs, nommés miRNA response element, situés en 3’-UTR des ARNm produits
par les génes cibles. Un miARN peut avoir plusieurs cibles différentes et ces qualités
inhibitrices sont dépendantes du tissu observe, ainsi que de I’age de 1’organisme étudié. 11 est
estimé que 60% des genes codant pour des protéines sont régulés par ces miARN. 28.000
miARN ont été recensés a ce jour (355).

Au niveau thérapeutique, deux types de miARN sont a distinguer. Le premier type
appelé mimics, concerne ceux qui vont mimer I’effet d’un miARN dont la fonction a été perdue
dans le contexte pathologique étudié, dans le but de restaurer les effets de ce miARN manquant.
Le deuxiéme type désigne les antagonistes de miARN. A I’inverse du premier, ceux-Ci vont
permettre d’inhiber un miARN endogéne impliqué d’une maniére ou d’une autre dans la
pathologie d’intérét (355).

De nombreuses études ont commencé a s’intéresser a I’utilisation de cette piste
thérapeutique prometteuse, notamment dans le cadre de I’hépatite C, de cancers et dans la
mucoviscidose.

Concernant la mucoviscidose, deux cibles sont principalement étudiées pour évaluer les effets
de miARN. La premiere cible est évidemment le CFTR, une équipe ayant montré que
I’utilisation de miARN antagonistes empéchait la fixation de deux miARN qui régulent
négativement I’expression du CFTR (356). La deuxieme cible est TMEM16A, un canal
impliqué dans les efflux d’ions CI" et bicarbonates. Tout comme les tests effectué sur le CFTR,
le blocage de fixation de certains miARN régulant négativement 1’expression par des
antagonistes permet d’améliorer ses efflux d’ions CI” et d’améliorer la clairance mucociliaire
(357). Dans le cas de la mucoviscidose, cette derniere cible semble pertinente car tous les
patients pourraient, théoriqguement, avoir acces et étre éligible a ce traitement. Trouver un mode
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d’administration efficace de ce type de thérapie reste cependant un défi a relever, notamment
en garantissant un franchissement efficace a travers le mucus épais caractéristique de la maladie
(355).

5.  Thérapie génique

De maniere générale, la thérapie génique est une solution prometteuse pour un grand
nombre de pathologies. Les premiers essais cliniques, tout domaine confondu, ont débuté en
1989. Le principe repose sur 'utilisation de vecteurs synthétiques ou viraux afin d’administrer
aux patients des copies saines du geéne altéré par la mutation a 1’origine de la maladie. Dans le
cas de la mucoviscidose, cette thérapie peut amener a des résultats intéressants étant donné le
caractére monogénique de cette pathologie. Ainsi, de 2012 a 2014, un essai clinique sur 136
patients atteints de mucoviscidose a été effectué. Le résultat de cette thérapie a permis
d’augmenter de 3,7% la fonction respiratoire des patients, une augmentation qui a atteint 6,4%
chez les patient ayant une VEMS inférieure a 70% (358). Méme si avec la trithérapie
(Trikafta/Kaftrio) actuelle la fonction respiratoire est augmentée de 13,8% chez les patients
hétérozygotes (Phe508del/mutation avec fonction résiduelle) et de 11% chez les patients
homozygotes Phe508del, cela reste une avancée majeure car tous les patients pourraient étre,
théoriquement, traités a terme avec cette thérapie.

Le développement de la thérapie génique en synergie avec les thérapies protéiques peut
également étre une solution de choix en fonction des avancées dans ce domaine. Un des
principaux défis que doit aujourd’hui relever la thérapie génique est de trouver un moyen de
passer au travers du mucus, qui constitue la principale barriere permettant d’accéder a 1I’appareil
respiratoire. 1l reste donc vital de continuer a chercher de nouvelles voies thérapeutiques afin
d’améliorer le quotidien des personnes atteints de la mucoviscidose.

6. PF-429242
Le PF (4-[(Diethylamino)methyl]-N-[2-(2-methoxyphenyl)ethyl]-N-(3R)-3-
pyrrolidinyl-benzamide dihydrochloride) est une molécule développée par ’entreprise Pfizer
(New York, Etat de New York, Etats-Unis) (Figure 37). En 2007, Pfizer développait des

O HC

Figure 37 : Formule topologique de la molécule PF-429242. (National Center for Advancing Translational Sciences, Inxight Drugs)
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molécules dans le but d’inhiber la S1P afin de bloquer la synthése de cholestérol et d’acides
gras dans des cas pathologiques. Le PF-429242 est ressorti de cette étude comme le meilleur
candidat, avec une concentration inhibitrice médiane (ICso) pour I’inhibition de la S1P égale a
170 nM (359).

D’abord testé sur 1’état de clivage des SREBPs, ils ont montré qu’une inhibition totale
de ce clivage était observé a 10 uM. L’ICso pour I’inhibition total de la voie de synthése du
cholestérol a été reporté a 600 nM, tandis que 43% d’inhibition de la voie de synthese des acides
gras a été atteint pour une I1Cso de 10 uM (359).

Des études in vivo ont vu le jour sur des souris males CD1. Deux doses différentes ont

été administrées a deux groupes de cing souris males CD1. A cause de sa faible biodisponibilité
lors d’une administration par voie orale (5% chez le rat), son administration a été réalisée par
injection intrapéritonéale. De plus, il a été observé que le PF montre une rapide clairance (75
mL/min/kg), soulignant la réversibilité de ses effets (359).
Le premier groupe a recu une dose a 10 mg/kg/dose tous les six heures pendant 24 heures, le
second groupe a recu 30 mg/kg/dose pendant la méme durée. Dans les deux cas, la réduction
d’expression du géne codant pour la ER enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
synthase a atteint 80%. L’expression de génes impliqués dans la synthése d’acides gras ont été
réduit de 50% et 75% dans le premier et deuxiéme groupe respectivement. La synthése du
cholestérol a également diminué de 50% dans le premier groupe, et 80% dans le deuxiéeme
(359).

Depuis 2008, le PF a été utilisé a des fins de recherche d’abord pour son effet inhibiteur
des protéines SREBPs (360). Puis cette molécule a été décrite comme un anti viral contre les
virus a ARN (361-363) et pour ses effets anti-cancéreux dans le cadre de cancer pancréatique
(364), rénal (365) et hépatique (366). C’est son activité inhibitrice vis-a-vis de S1P, nécessaire
a I’activation d’ATF6, qui a amené 1’équipe a utiliser cette molécule.
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Problématique de these

Dans la mucoviscidose, le canal CI" p.Phe508del-CFTR est codé par la mutation la plus
fréquemment retrouvée chez les patients. C’est une protéine qui ne peut pas valider les étapes
de contréle qualité du RE, ce qui ’empéche de terminer sa maturation et d’atteindre la
membrane plasmique. La mucoviscidose cause des réponses inflammatoires et infectieuses, la
production d’espéces réactive a I’oxygene ou encore 1’accumulation de protéines mal formées
dans la lumiére du RE, qui sont autant de facteurs déclencheurs de I’'UPR.

Des ¢études ont montré que I’activation d’ATF6, une des trois voies de régulation de
I’UPR, menait a I’inhibition de la transcription de nombreux genes dont le gene cftr (367,368).
Ces ¢tudes ont été le point de départ de mon projet de these. L’équipe avait utilisé des siARN
dirigés contre ATF6 pour évaluer I’effet de 1’inhibition de ce facteur de transcription sur le
p.Phe508del-CFTR. Les résultats ont montré un effet bénéfique, avec notamment une
augmentation d’expression totale et membranaire du p.Phe508del-CFTR se traduisant par une
hausse des courants d’ions Cl” due a ’activité du canal CFTR (105). Plus récemment, 1’équipe
a utilisé une molécule inhibitrice de la voie ATF6, avec des résultats prometteurs (369). En
effet, il a été montré que la molécule PF-429242 (PF), un inhibiteur de sérine protéases
spécifique de la S1P, permettait d’augmenter les efflux d’ions CI". Cette augmentation est en
lien avec une augmentation d’expression du canal p.Phe508del-CFTR, dans des cellules
bronchiques humaines homozygotes la mutation Phe508del (CFBE410-) et transduites pour
surexprimée le CFTR.

La premicre partie de ce projet de these est d’approfondir les résultats obtenus lors du
premier article de I’équipe a avoir utilisé le PF. Le premier objectif est d’apporter des résultats
imageant les effets bénéfiques de I’inhibition de la voie ATF6 via I’inhibition de la protéine
S1P dans un modéle plus proche de la pathologie de la mucoviscidose, les CFBE41o- non
transfectées, et de réaliser de la fonctionnalité sur le canal p.Phe508del-CFTR sur ces cellules
et sur des cellules épithéliales bronchiques issues de patients homozygotes pour cette mutation.
Le second objectif est d’identifier les effets de I’inhibition de la S1P sur la modulation de
nombreux génes connus pour étre impliqués dans I’UPR. Le but étant de trouver des acteurs
permettant d’expliquer les effets bénéfiques d’une telle inhibition.

Le deuxiéme objectif de cette thése est d’apporter des explications sur le mécanisme
moléculaire menant au transport du p.Phe508del-CFTR jusqu’a la membrane plasmique, dans
le cadre de I’inhibition de la voie ATF6. Au vu des récents résultats parus qui montrent
I’implication de la voie de ’'UPS sur un tel transport, via notamment 1’intervention d’acteurs
moléculaires impliqués dans I’autophagie, nous avons commencé a decrypter quelques
intervenants qui sont régulés suite a I’inhibition d’ATF6 et qui peuvent avoir un impact sur le

transport du p.Phe508del-CFTR jusqu’a la membrane plasmique.
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Résultats

|. Evaluation de Dleffet de I’inhibition de la sérine
protéase S1P sur la restauration des efflux d’ions CI lié¢ a
I’augmentation d’expression du canal p.Phe508del-CFTR.

Introduction

La mutation Phe508del-CFTR est la plus fréquente chez les patients atteints de
mucoviscidose. Elle produit une protéine incapable de valider les étapes de contréle qualité du
RE, restant ainsi séquestrée dans cet organiste et ne pouvant atteindre la membrane plasmique.
Depuis plusieurs années, des solutions sont cherchées afin de trouver un moyen de restaurer le
transport et I’activité du p.Phe508del-CFTR.

L’UPR, un mécanisme de défense vital pour le maintien de ’homéostasie globale des
cellules, montre une activité importante a cause notamment des réponses inflammatoire et
infectieuse présentes dans ce contexte pathologique. Des études ont montré que la voie ATF6
inhibait 1’expression du geéne cftr. Ainsi, au sein de notre équipe, nous avons commenceé a
¢tudier I’effet de I’inhibition de cette voie par des siRNA dans un premier temps, puis par des
molécules pharmacologiques. Le PF est un inhibiteur de sérine protéase spécifique de I’enzyme
S1P (MBTP1), une protéine centrale dans I’activation de la voie ATF6. Ici, nous montrons que
I’inhibition de S1P est une cible thérapeutique intéressante pour restaurer I’expression du canal
p.Phe508del-CFTR et les efflux d’ions CI li¢ a son 1’activité. Nous avons également mis en
¢vidence dix génes connus pour étre impliqués dans I’UPR, dont I’expression était modulée
aprés avoir inhiber S1P. Ces génes peuvent étre des cibles intéressantes a étudier afin de
comprendre pourquoi I’inhibition de la S1P méne a ces effets positifs sur le p.Phe508del-CFTR.

Concernant les conditions de traitement, pour certaines expériences, la thapsigargine a
été utilisée comme inducteur de I’UPR. Nous avons également testé le potentiel protecteur d’un
traitement préventif avec le PF et ensuite en ajoutant la thapsigargine. Cela dans le but d’évaluer
si le fait de bloquer I’activation d’ATF6 permettait de diminuer les effets d’une induction de
I’UPR ultérieur. Nous avons également appliqué un traitement au VX-809 dans certains cas,
afin de comparer ces effets avec ceux observés suite au traitement au PF, ou pour évaluer si des
effets synergiques entre ces deux molécules pouvaient étre observés.

Résultats

Dans un premier temps, apres avoir montré que le PF n’était pas toxique pour nos
cellules, nous avons vérifié si ce traitement n’engendrait pas d’inflammation en utilisant
I’interleukine 8 comme marqueur. Une augmentation significative de 1’expression de
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I’interleukine 8 n’a été observée qu’apres un traitement par le PF a 100uM, ce qui est dix fois
la concentration apportée aux cellules dans la suite de nos expérimentations.

Nous nous sommes assuré que la localisation cellulaire d’ATF6 était modifié apres
I’utilisation du PF par immunocytochimie. Ces expériences ont montré qu’ATF6 était absent
des noyaux des cellules apreés traitement. Etant donné que la localisation d’ ATF6 est dépendant
de son clivage et donc de son état d’activation, cela signifie qu’il n’a pas été clivé par la S1P et
n’a donc pas pu étre relocalisé dans le noyau.

Ensuite, pour vérifier la specificité du PF vis-a-vis de la S1P, nous avons réalisé des
western blots afin d’évaluer le clivage de SREBP2. En effet, cette protéine est souvent utilisée
comme marqueur concernant I’activité de la S1P et d’ATF6, car plus facilement détectable que
cette derniére. En utilisant des échantillons enrichis en protéines nucléaires et apres nous étre
assuré de I’enrichissement de ces dits échantillons, nous avons montré que SREBP2 n’est plus
clive dans des conditions de traitement au PF.

Les effets de I’inhibition de la S1P sur la modulation de I’UPR ont ensuite été étudiés.
Tout d’abord nous avons mesuré I’expression de la Grp78, marqueur de I’activation de I’'UPR.
L’inhibition de la S1P réduit significativement 1’expression de la Grp78, méme en induisant
I’UPR aprés un traitement au PF. Ensuite, nous avons évalué la production d’ARN messager
d’autres effecteurs de I’UPR qui sont : PERK, CHOP, IRE1a et XBP1. Aucun de ces effecteurs
n’a montré de variation dans la production de leur ARNm associé aprés avoir inhibé la S1P.

Nous avons ensuite mesuré les efflux d’ions CI li¢ a I’activité du canal p.Phe508del-
CFTR par des expeériences de patch-clamp. Nous avons évalué les effets du PF par rapport a
ceux du VX-809. Nous avons montré que le PF augmentait significativement les efflux d’ions
ClI" lié a I’activité du p.Phe508del-CFTR, une augmentation méme plus forte que celle retrouvée
avec le VX-809. Nous n’avons cependant pas remarqué d’effet synergique entre les deux
traitements. Nous avons ensuite confirmé ces résultats en réalisant des expériences de chambre
de Ussing sur des cellules épithéliales bronchiques issues de patients atteints de mucoviscidose
et homozygote pour la mutation Phe508del-CFTR.

Pour chercher a connaitre I’origine de 1’augmentation de ces courants ioniques, nous
avons mesuré 1’expression globale du CFTR en réalisant des immunoprécipitations. Ces
experiences ont montré une hausse de I’expression de la bande B du CFTR apres traitement au
PF dans les CFBE41o- transduite pour surexprimé le p.Phe508del-CFTR ou non. Nous avons
également remarqué que 1’association du PF et du VX augmentait I’expression globale du
CFTR. Nous avons confirmé ces résultats en vérifiant que la bande B du CFTR était
surexprimée en realisant des expériences de résonance plasmonique de surface. Enfin, pour étre
sOr que I’augmentation les efflux d’ions CI lié a I’activité du p.Phe508del-CFTR était bien due
a sa surexpression, nous avons étudié son expression membranaire. En utilisant des échantillons
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enrichis en protéines membranaires, nous avons pu mettre en évidence une augmentation de
I’expression membranaire de la bande B du CFTR aprés inhibition de la S1P.

Pour expliquer le mécanisme globale menant a ces effets positifs sur le p.Phe508del-
CFTR, nous avons réalisé un screening sur 84 génes connus pour étre impliqués dans I’UPR,
afin de connaitre ceux qui seraient modulés apres 1’inhibition de la S1P. Parmi ceux étant
surexprimés, sept génes sont ressortis : HSPA1B, CEBPB, VIMP, PFDN2, MAPK8, XBP1 et
PPP1R15A. Pour ceux étant sous-exprimé, nous avons détecteé trois genes : INSIG1, CALR/CRT
et HSPAS.

Discussion

Nous avons montré que I’inhibition d’ATF6 par le blocage des effets de la S1P réduisait
la mise en place de I’'UPR. Cela a pour conséquence de réduire potentiellement I’induction de
I’ERAD et donc de limiter la dégradation du p.Phe508del-CFTR, lui laissant alors le temps de
pouvoir étre exporté hors du RE jusqu’a la membrane plasmique. Son expression globale et
membranaire étant augmentées via I’inhibition d’ATF6, nous avons montré ici que 1’inhibition
de la S1P est une cible thérapeutique intéressante permettant de restaurer les efflux d’ions CI°
lié a ’activité du p.Phe508del-CFTR.

Pour aller plus loin, nous avons mis en évidence dix geénes impliqués dans I’UPR qui
sont modulés suite au traitement au PF. Parmi eux les pistes les plus intéressantes sont
HSPA1B, CEBPB, XBP1, MAPKS8 et CRT. En effet, HSPA1B est une protéine chaperon aidant
les protéines mal repliées a retrouver leur conformation tridimensionnelle viable. CEBPB est
un facteur de transcription qui a montré avoir un effet sur I’expression du CFTR. CRT est une
protéine composant le complexe CNX/CRT, qui est un point central dans les étapes de controle
qualité, et dont I’expression a montré des effets néfastes sur le p.Phe508del-CFTR. Enfin, XBP1
et MAPK8 (également appelé JNK1) pourraient jouer un réle non négligeable sur le transport
non conventionnel du p.Phe508del-CFTR. En effet, ces deux acteurs sont régulés par 1’activité
de IREla, et il a été montré que cela avait un lien avec la mise en place de 1’autophagie et plus
particulierement dans 1’expression et 1’activation de composés impliqués dans 1I’UPS,
permettant d’amener le p.Phe508del-CFTR jusqu’a la membrane plasmique.

Ce sont donc des cibles intéressantes qui pourraient étre étudiées par la suite, afin d’expliquer
le mécanisme moléculaire se cachant derriére les effets bénéfiques apportés par 1’inhibition de
la S1P.

L’inhibition de la S1P semble donc étre une cible thérapeutique intéressante dans le
cadre de la mucoviscidose au vu des effets positifs observés sur le canal p.Phe508del-CFTR.
Un autre but découlant de ces résultats est de découvrir d’autres molécules plus efficaces que
le PF, ou qui montrent des effets synergiques avec ce dernier ou avec les traitements déja
existants. Quatre nouvelles molécules analogues au PF ont vu le jour au sein de 1’équipe. Une
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d’entre elle a déja été testée dans notre modele cellulaire. Elle n’a montré aucune toxicité ainsi
que des effets similaires sur le p.Phe508del-CFTR a ceux observés avec le PF. Reéaliser les
mémes processus expérimentaux sur ces molécules que ceux utilisés pour le PF, ainsi
qu’évaluer leur efficacité entre eux et les traitements déja prescrits, pourrait amener des
solutions thérapeutiques supplémentaires aux patients atteint de mucoviscidose.
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Abstract: Cystic Fibrosis (CF) is due to mutations in the CFTR gene, the most frequent variant being
p-phe508del. The CFIR protein is a chloride (Cl-) channel which is defective and almost absent of
cell membranes when the p.Phe508del mutation is present. The p.Phe508del-CFIR protein is re-
tained in the endoplasmic reticulum (ER) and together with inflammation and infection triggers the
Unfolded Protein Response (UPR). During UPR, the Activating Transcription Factor 6 (ATF6) is
activated by cleavage and then decreases the expression of p.Phe508del-CFTR. We have previously
shown that the inhibition of the activation of ATF6 alleviates the p.Phe508del-CFIR defects in cells
overexpressing the mutated protein. In the present paper, our aim was to inhibit the cleavage of
ATF6 and thus its activation in a human bronchial cell line with endogenous p.Phe508del-CFTR
expression and in bronchial cells from patients, to be more relevant to CF. This was achieved by
inhibiting the protease MBTP1 which is responsible for the cleavage of ATF6. We show here that
this inhibition leads to increased mRNA and p.Phe508del-CFTR expression and consequently to
increased Cl- efflux. We also explain the mechanisms linked to these increases by the modulation of
genes when MBTP1 is inhibited. Indeed, RT-qPCR assays show that genes such as HSPA1B, CEBPB,
VIMP, PEND2, MAPKS, XBP1, INSIG1 and CALR are modulated. In conclusion, we show that the
inhibition of MBTP1 has a beneficial effect in relevant models to CF and that this is due to the mod-
ulation of genes involved in the disease.

Keywords: Cystic Fibrosis; p.Phe508del-CFTR; MBTP1; ATF6

1. Introduction

Cystic Fibrosis (CF) is the most common lethal autosomal recessive disease in the
European population. It is mainly characterized by pulmonary disorders and is due to a
large panel of mutations in the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)
gene affecting the CFIR protein synthesis and activity [1, 2]. The CFTR protein is an N-
glycosylated transmembrane protein, member of the ABC transporter family [3, 4]. Elec-
trophoretic analysis shows that CFTR exists in three different forms of 130, 135 and 150
kDa referred as band A, B and C, respectively [5]. These bands represent the different
glycosylation forms of CFTR. Band A is the non-glycosylated form, band B is the core-
glycosylated CFIR and band C is the mature form of CFTR with complex glycosylation
[4]. The glycosylation state of CFIR is thus representative of its maturation and is an im-
portant marker of its processing and function as a cAMP-activated, phosphorylation-reg-
ulated Cl- channel, responsible for the transport of chloride (Cl-) and bicarbonate anions
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[2,3,6]. Inlinks with the Epithelial Sodium Channel (ENaC) it maintains a proper hydra-
tion of the mucus [7].

The most frequent mutation in CF is a phenylalanine deletion at position 508 of the
polypeptide sequence (p.Phe508del) [5, 8]. This deletion alters the folding of the protein
(p-Phe508del-CFTR) which is retained within the Endoplasmic Reticulum (ER) cannot be
validated by the quality control of the ER and is rapidly degraded by the Endoplasmic
Reticulum Associated Degradation (ERAD) [8, 9]. p.Phe508del-CFTR remains in a core-
glycosylated form and only a negligible amount reaches the plasma membrane of the cells
[10, 11]. The consequence in the lung, together with a lost inhibition of ENaC, is a more
viscous mucus that diminishes the mucociliary clearance and enables pathogens to de-
velop, inducing chronic infections and inflammation [12,13]. The subsequent altered lung
function is the main cause of morbidity and mortality in CF.

Inflammation, infection and the retention of misfolded proteins within the ER are
cellular stressors triggering the Unfolded Protein Response (UPR) [14,15]. The UPR is a
normal physiological recovery process aimed to regulate the protein load in the ER and
to alleviate the cellular stress. The 78 kDa glucose-related protein/Binding-immunoglobu-
lin protein (Grp78/BiP) activates the UPR by its binding to the unfolded protein [16, 17].
This binding leads to its dissociation from three main effectors which are Inositol-Requir-
ing Enzyme 1o (IREl«) [18], Protein kinase R (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase
(PERK) [19] and Activating Transcription Factor 6 (ATF6) [20, 21]. These effectors then
activate the transcription of genes encoding molecular chaperones, folding catalysts and
proteins involved in the ERAD. They also decrease the global synthesis of proteins in or-
der to avoid an overload of the ER [16, 22]. ATF6 (90 kDa) allows the transcription of
chaperones, of proteins related to misfolded proteins degradation and of the cholesterol
metabolism but it also decreases the expression of some genes such as CFTR [23, 24]. When
GRP78 dissociates, ATF6 migrates and anchors in the membranes of the Golgi apparatus
where it is successively cleaved by MBTP1 and 2, that cleave the lumen section of ATF6
and the juxta-membrane region at the cytosol side, respectively [20, 25, 26]. The cleaved
form of ATF6 (50 kDa) is subsequently released into the cytosol and migrates to the nu-
cleus where it acts as a transcription factor [24, 27, 28]. Whereas ATF6 negatively regulates
the expression of CFTR, we showed that its inhibition using siRNA in transfected A549
cells expressing p.Phe508del-CFTR restores the Cl- flux, making of ATF6 a potential ther-
apeutic target for CF [29-32]. More recently, we inhibited the cleavage of ATF6 in
CFBE41lo- cells transduced to overexpress p.Phe508del-CFTR and found that this inhibi-
tion also alleviates the defects due to the mutation in these cells [33].

In the present study, we inhibited MBTP1 and thus the cleavage and activation of
ATFG6 to alleviate p.Phe508del-CFTR defects, in a non-transduced Human Bronchial Cell
line and in bronchial epithelia from patients, to be as close as possible to the physiopathol-
ogy of CF, in a relevant cell model. Indeed, these non-transduced CF cells freed us from
possible biases due to the CFIR transduction, with respect to UPR triggering. Further-
more, we assessed the effects of the inhibition of MBTP1 in human bronchial epithelia
from CF patients, what has never been performed before. We found that this inhibition
increases the p.Phe508del-CFTR’s expression and the Cl- efflux, due to an augmented
presence of the core-glycosylated form of CFTR in the membranes of the cells. In order to
explain how the inhibition of MBTP1 acts upon Cl- efflux, we performed RT-qPCR-Arrays
and highlighted that the HSPA1B, CEBPB, VIMP and Calreticulin (CALR) genes are the
main genes involved in the alleviation of the p.Phe508del-CFTR’s defects in our models.

In conclusion, we showed that the protease MBTP1 is a potential target against CF.

2. Material and Methods
2.1. Cell Culture and Protein Extraction

The native CFBE4lo- cells and the transduced CFBE41lo- cell lines (CFBE41o-/cor-
rected (corr) and CFBE41o-/F508del) were cultured, as previously described [[34]]. These
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cells are human bronchial epithelial cells, derived from a CF patient homozygous for the
p-Phe508del mutation and immortalized with a SV40 plasmid (pSVori-) [[34], [35]]. Cells
were obtained from the Cystic Fibrosis Foundation (USA). In some experiments, cells
were treated with PF-429242 (PF) that specifically inhibits MBTP1[[36]] (10 uM for 48
hours; SML0667, Sigma-Aldrich) and/or with thapsigargin (0.5uM for 4 hours; #10798352,
Acros Organics) to induce UPR and/or with VX-809 3uM for 48 hours; 51565, Selleck-
chem).

For protein extraction, cells were washed with cold PBS X1 and lyzed in RIPA buffer
(25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% Na-Deoxycholate, 0.1% SDS, 10 mM
iodoacetamide, 100 mM PMSEF; pH=7.5) in the presence of the Complete Protease Inhibitor
Cocktail (PI; 40 uL/mL, Complete tablets EDTA free, Roche).

For Ussing chamber experiments, Human airway epithelial cells were obtained from
the department of thoracic surgery and lung transplantation of the Foch hospital
(Suresnes, France).

2.2. Nuclear Extract Preparation

Cells were washed twice with cold PBS 1X, scrapped in the presence of PI and cen-
trifuged (5 min, 1000g, 4°C). The pellets were suspended in Lysis buffer (0.3M Sucrose,
1ImM Sodium azide, Hepes 20mM; pH=7.2) in the presence of PI before 10 min incubation
onice. Lysates were centrifuged (10 min, 2000g, 4°C) and pellet were suspended in RIPA
buffer with PI. Lysates were centrifuged (10 min, 800g, 4°C) and pellets were suspended
in Nal8 bufter (0.1M NaCl, 8X Sucrose, 30mM Imidazole) with PI.

2.3. Membrane Extract Preparation

Cells were washed twice with cold PBS 1X, scrapped in the presence of PI and cen-
trifuged (5 min, 1000g, 4 °C). The pellets were suspended in Lysis buffer (ImM EDTA,
Hepes 10mM; pH=7.2) with PI before 10 min incubation on ice. Mechanical lysis was per-
formed using Dounce homogenizer (Kontes Glass Company, New Jersey) with 8 back and
forth. Sucrose buffer was added (500mM Sucrose, Hepes 10mM; pH=7.2) and further 8
back and forth were performed. Lysates were centrifuged (10 min, 6000g, 4 °C) and su-
pernatant was ultracentrifuged (30 min, 100.000g, 4 °C). Pellets were suspended in Nal8
buffer with PL

2.4. Immunoprecipitation

After protein extraction, lysates (700 ug protein) were subjected to a pre-clearing
steps with magnetic beads (Immunoprecipitation Kit - Dynabeads™ Protein G, Invitro-
gen) for 2 hours at 4°C. Supernatant was incubated with 2 pg anti-CFTR antibody (24-1
clone, Novus Biologicals) overnight at 4°C. Antibody-Antigen complex was incubated
with the magnetic beads for 3 hours at 4°C, then washed 3 times. In order to load the
complex on SDS-PAGE, 2X Laemmli Sample Buffer plus f-mercaptoethanol was added
on the Bead-Antibody-Antigen complexes before heating at 75°C for 10 min.

2.5. Cell Viability in the Presence of the MBTP1 Inhibitor

Viability of the cells after treatment was measured by a colorimetric MTT (3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide) test (MTT kit, Millipore), accord-
ing to the manufacturer’s instructions. In brief, CFBE41o- cells were cultured in a 96-wells
plate and treated with PF. After the treatment, WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) was added in the
wells and incubated for 4 hours in a humidified incubator (37°C, 5% CO2). WST-8 was
reduced to an orange formazan product directly proportional to the number of living cells,
which were detected by measuring the absorbance at 450 nm. The percentage of viability
of the cells exposed to the MBTP1 inhibitor was determined comparing their absorbance
with the one of untreated cells (100% of viability).
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2.6. Western Blotting

Cell lysates were centrifuged (15 min, 16000g, 4°C) and protein concentrations were
determined by the Lowry’s methodology. Samples were subjects to SDS/PAGE and trans-
ferred onto membranes which were then incubated with anti-GRP78 antibody (NBP1-
06274, Novus Biologicals), anti-ATF6 antibody (MAB6762 clone 1-7, Abnova), anti-
SREBP2 (#7076, Cell Signaling), anti-aldolase antibody (ab169544, Abcam), anti-Histone
H1 antibody (sc-8030 AE-4, Santa Cruz Biotechnology), anti-CFTR antibody (596, US
Cystic Fibrosis Foundation), anti-CFTR antibody (24-1 clone, Novus Biologicals), anti-
NaK-ATPase antibody (ab76020, Abcam), anti-Actin-HRP (sc-47774, Santa Cruz Biotech-
nology). Densitometric measurements were performed by Image Studio Lite software
(Version 5.2) and signals were normalized by the house-keeping genes.

2.7. Immunofluorescence

Cells were cultured in Nunc Lab-Tek II Chamber Slide System™. After 48 hours, cells
were permeabilized by paratormaldehyde 4% at room temperature. Nonspecific binding
sites were saturated with BSA (3%, 2 hours). Incubations were performed with the ATF6
primary antibodies (1:500; Merck-Millipore, 09-069) and with the anti-PDI antibody
(1:1000, Thermo Fisher Scientific, MA3-018,). The fluorophore-tagged secondary antibod-
ies were Alexa Fluor 488® (1:400; Jackson Immunosearch, AB2313584) and Cyanine 3
(1:400; Jackson Immunosearch, AB2338680). Nuclear counterstain was done by Vec-
tashield Antifade Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories). Images were ob-
tained with a Zeiss Imager M2 microscope and an Axiocam 503 (Carl Zeiss).

2.8. RNA Extraction and Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Total RNA from untreated and treated cells were extracted using NucleoSpin RNA
plus columns (Macherey-Nagel), according to the manufacturer’s instructions. 400 ng to
1 ug of total RNA were used for the cDNA synthesis. Reverse transcription was performed
with the SuperScript® II reverse transcriptase (Invitrogen). PCR were performed with a
HotStarMastermix (Qiagen). Primers were for IRElq, forward: 5'- gaaaaggaatccctggatgg
and reverse: 5'- tcagagggcgtctggagtc; for XBP1, forward: 5'- cagcgcttggggatggatge and re-
verse: 5'- gggcttggtatatatgtge; for PERK, forward: gactacatatggactcagtged'- and reverse:
agatgtcctcecttcttac 5'-; for CHOP, forward: aaatgggggtacctatgtttcac 5'- and reverse:
cggtcaatcagagetcgg 5'-; for Actin, forward: 5'- gttgctatccaggcetgtg and reverse: 5'- cactgtgtt-
ggctacag. The thermal cycling conditions were 95°C for 15 minutes followed by 40 cycles
at 94°C for 30 seconds, 61°C for 30 seconds and 72°C for 1 minute and a final extension at
72°C for 10 minutes. The housekeeping (-actin genes were used as a control. The PCR
products were resolved using a 1% agarose gel prestained with BET and visualized under
UV light. The intensities of the bands were determined by densitometry using the Image]
software. (3-actin normalization was performed. Statistical analysis was performed with
at least three independent experiments.

The expression of p.Phe508del-CFTR in the presence and without PF, was analyzed
by real-time PCR (LightCycler 480, Roche). The synthesized cDNA was mixed with 1X
SYBR Green Master Mix (Qiagen) and 10uM of either the specific CFTR’s primers (FW 5'-
atgcccttcggegatgtttt, reverse: 5'- tgattcttcccagtaagagaggce) or the B-Actin primers. The
Real-time PCR cycling conditions were as following: PCR enzyme activation step at 95°C
for 15 minutes, 45 cycles of denaturation at 95°C for 30 seconds, annealing at 57°C for 30
seconds, extension at 72°C for 30 seconds. All conditions were normalized relative to the
{-Actin control transcript. The results were analyzed using the 2-AACt method.

2.9. Patch-Clamp

Patch-clamp experiments were performed with an automatic electrophysiology
workstation (Port-a-Patch, Nanion Technologies GmbH) coupled to an external amplifier
unit HEKA EPC-10 [[37], [38]]. Whole-cell recordings were performed with treated or non-
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treated cells with the MBTP1 inhibitor. All measurements were obtained at room temper-
ature. The voltage clamp protocol was carried out between -80 to +80 mV (10 mV per
steps) with a holding membrane potential of -80 mV. The following buffer were used to
suspend the cells: 140 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM Hepes (pH 7.4), 5
mM D-glucose monohydrate, 298 mOsm. The internal buffer was: 50mM CsCl, 10 mM
NaCl, 60mM Cs-Fluoride, 20mM EGTA, 10mM Hepes/CsOH, 5mM Mg-ATP; pH 7.2;
285mOsmol. CFTR’s activators (forskolin, 10 uM and genistein, 30 uM; Sigma Aldrich)
and inhibitor (CFTRinh172, 10 uM; Sigma Aldrich) were added to activate or inhibit its
activity, respectively.

2.10. Surface Plasmon Resonance (SPR)

SPR was used to estimate the total amount of the p.Phe508del-CFIR protein in
CFBE410- cells before and after treatment, because the expression is too low to be detected
by western blot. We studied the expression of the fully glycosylated form of CFTR (Band
C) in untreated and MBTP1 inhibitor treated cells, according to the previously described
method [39]. Real-time detection of the Band C of CFIR in cell lysates was performed
using a Biacore system (Biacore 3000, GE Healthcare) and its Control Software version 3.2.
Injections were performed at 25 °C in HBS-P 1x running buffer (GE Healthcare), at a flow
of 5 ul/min. Sensorgrams were analyzed using the BIAevaluation software. For each sam-
ple the indicated RU value is the value on the active flow cell (FC) minus the value of the
reference FC, 20 seconds after the beginning of the dissociation phase. In brief, the exper-
iments were performed in a « sandwich » format, as following: the CFTR antibody (M3A7,
Merck) was covalently linked onto a CM5 sensor chip according to Biacore recommenda-
tions, in order to reach 6000 Resonance Units (RU). Various quantities (0.5 to 10 pg) of cell
lysates were injected over the antibody to determine which quantity was necessary to ob-
tain the saturation of the antibody. When the anti-CFIR antibody was saturated by the
CFIR present in the cell lysates, Wheat Germ Agglutinin (WGA, Triticum vulgaris, Cal-
biochem) was injected and the RU values were recorded 20 seconds after the beginning of
the dissociation phase. These RU values were used to compare the relative amount of the
band C in the samples. The opposite experiment in which WGA was linked onto the sen-
sor chip (9000 RU) and the anti-CFTR was used to detect CFTR was performed. Negative
controls were performed using an irrelevant protein. Samples from 3 different cultures for
each condition were analyzed in triplicate.

2.11. Gene Expression Analysis by mRNA Array

Total RNAs were extracted from treated and untreated cells using a RNeasy Mini
Kits (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions. Purity of the RNA was ana-
lyzed by the measurement of the 260/280 absorbance with a nanodrop. cDNA was pro-
duced from 500 ng of total RNA using RT? First Strand Kit (Qiagen), according to the
manufacturer’s instructions. Gene expression analysis was performed with the RT? Pro-
filer™ PCR Array Human Unfolded Protein Response kit (96-Well Format, PAHS-089Z,
Qiagen), using a LightCycler480 (Roche). Supplier protocol was followed for the use of
the RT2SYBR Green ROX qPCR Mastermix (Qiagen 330520). Each real-time quantitative
PCR (qPCR) plate contains primers specific to 84 genes previously implicated in the UPR,
housekeeping genes and appropriate controls. RT2 Profiler PCR Array Data Analysis was
performed according to the manufacturer’s instructions. Differential gene expression was
calculated as fold difference using the AACt method. Fold difference was based on nor-
malization using the average of the 3 most stable housekeeping genes (HKG; GAPDH,
ACTB and B2M). For each of the 84 genes of interest (GOI), the ACt value was calculated
as ACt=CtGOI / CtHKG. The relative fold change in expression was calculated as 2-ACt.
A threshold of 4 fold changes was chosen for the overexpressed genes. The threshold was
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of 2 for down-regulated genes. Differentially expressed genes were submitted to a biblio-
graphic analysis and only the genes with a described or possible link to CFTR are pre-
sented here.

2.12. Ussing Chamber Recordings

Human tissues from three donors (p.Phe508del/p.Phe508del) were collected and
used. Bronchi were incubated in the presence of antibiotics (ceftazidime, 100 pug/ml; van-
comycin, 100 ug/ml; tobramycin, 80 ug/ml; Meropenem, 8 pug/ml; amphotericin B 0.25
pg/ml), cleaned, opened and stored in RPMI-HEPES (plus antibiotic cocktail at 4°C). They
were then incubated twice for 5 min in RPMI-Hepes containing DTT (130 mg/250 ml) to
remove mucus, then rinsed 3 times in RPMI-Hepes. They were then incubated overnight
at 4°Cin 9 ml RPMI/HEPES containing 0.05% (W/V) pronase E and the antibiotic cocktail.
After shaking in the presence of pronase E, the bronchi were transferred to a second tube
in which 1 ml SVF was added to the supernatant (X4). The bronchi were then discarded
and the 4 supernatants were pooled and centrifuged (5 min, 1200 rpm). The pellet was
resuspended in 10 ml PneumaCult and cells were counted using an automatic counter or
a Malassez cell. Cells were then seeded in Petri dishes (10cm, 1M cells, P0), previously
coated with collagen IV in PneumaCult, in the presence of antibiotics. The medium was
changed daily. Amphotericin B and antibiotics were removed after 4-5 days of culture. At
contluence, cells were rinsed in PBS/EDTA, trypsinized, counted and centrifuged (5 min,
1200 rpm). 3 plates (control cells, cells treated with the inhibitor for 24 hours and cells
treated with the inhibitor for 48 hours) of 6 Snapwells clear (0.4pm pore size, 12 mm di-
ameter) previously coated with collagen IV were seeded (0.1M cells) in PneumaCult Ex
medium for de Ussing chamber measurements. Inserts containing the 3 pseudo-epithelia
were then mounted in a Ussing chamber system (Physiologic Instruments, USA) com-
posed of two hemi-chamberstilled with (in mM): 1.2 NaCl, 115 Na-gluconate, 25 NaHCO3,
1.2 MgCl12, 4 CaCl2, 2.4 KH2PO4, 1.24 K2HPO4, 10 mannitol (pH 7.4) for apical solution
and 115 NaCl, 25 NaHCO3, 1.2 MgCl12, 1.2 CaCl2, 2.4 KH2PO4, 1.24 K2HPO4, 10 glucose
(pH?7 4) for basal solution. Apical and basal solutions were maintained at 37°C and gassed
with 95% oxygen—5% CO2. Short-circuit currents (Isc) were measured.

2.13. Interleukin 8 (IL-8) Release

Epithelia were reconstituted with cells isolated from homozygous p.Phe508del CF
patients (MucilAir™-CF; Epithelix, Switzerland). MucilAir™ is a reconstituted human 3D
epithelium from airways surgical pieces. Cultures were performed at the air-liquid inter-
face and the mature MucilAir™ was composed of basal cells, ciliated cells and mucus
cells. The release of IL-8 was measured using ELISA assay (BD Biosciences 555244; detec-
tion: 3-200 pg/mL) in the basolateral medium of cells exposed to MBTP1 inhibitor (5, 50
and 100 puM), according to the manufacturer’s instructions. Each ELISA plate contained a
standard curve. Absorbance was measured at 450 nm and the results were normalized to
a 24 hours secretion. The positive control of inflammation was Cytomix (0.2 mg/ml LPS,
500 ng/ml TNFa, 1 % FBS).

2.14. Statistical Analysis

Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Differences be-
tween experimental groups were evaluated by a two-tailed unpaired Student’s t test and
were considered statistically significant when p<0.05 (*); p<0.01 (**) and p<0.001 (***).
GraphPad Prism 6.01 software was used.

3. Results
3.1. Cell Viability and Inflammatory Response

The CFBE41o- cells viability after treatment with the MBTP1 inhibitor was assessed
using a MTT test and as previously described, cell viability was not significantly altered
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by the drug (10uM, 48 hours) [33]. I1-8 release was assessed in reconstituted human 3D
epithelium from airways surgical pieces when 0, 5, 50 and 100 uM PF were applied. As
shown in Fig.1, A significant inflammatory response was observed at 100 uM PF which
was 10 times more than what was used in the experiments.

A i 100 - I
:,‘ 80 - I:I No treatment
E 60
= 20 - PF (10uM)
E []
= 20 -
&
C o
B 1501
=1 | I
E = T
oD
=
- 4
= 50 -
0 L L L L
PF(uM) O 5 50 100 Cytomix

Figure 1. Assessment of the cell viability and the inflammatory response due to MBTP1 inhibition
in native CFBE4lo- cells and in epithelia from CF patients, respectively. A. Viability was assessed
in CFBE41o- cells using a MTT test. No significant decreased viability was observed in the presence
of 10uM PF, for 24 hours. B. IL-8 secretion was evaluated in epithelia from CF patients after differ-
ent concentration of PF (0,5 uM, 50 uM, 100 uM; n=3). Cytomix was used as a positive control of
inflammation. The bar graph represents the statistical analysis after ELISA assay and indicates that
the inhibition of MBTP1 has a significant effect on IL-8 secretion only at 100 uM of treatment condi-
tion.

3.2. MBTP1 Inhibition Inactivates ATF6 and SREBP2 in CFBE41o- Cells

The effect of the inhibition of MBTP1 upon the activation of ATF6 was studied by
immunofluorescence, using an anti-ATF6 antibody. The labeling of PDI was used to de-
limit the ER and DAPI was used to label the nuclei. Before PF treatment (Fig. 2A) ATF6
was observed within the nucleus of the cells (upper image), PDI was observed around the
nucleus in the ER (middle image). The merge image (lower image) indicated that ATF6 is
mostly present in the nucleus, as well as in the ER of the cells. After treatment (Fig. 2B),
the localization of ATF6 was modified. As shown in the upper image, ATF6 was no longer
visible in the nuclei. Instead, it was co-localized with PDI (middle image), indicating that
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the treatment maintained ATF6 in the ER, in an uncleaved and inactive form (lower im-
age).

A Non treated cells B PF treated cells

Figure 2. Localization of ATF6 in response to MBTP1 inhibition in native CFBE410- cells. Immuno-
fluorescence was used to assess the localization of ATF6 before and after treatment by PF. A. In the
absence of treatment, ATF6 is in the nuclei of the cells (upper image). The middle image is the label-
ing of the ER by PDI. In the lower image which is a merged image of ATF6 and PD], it can be ob-
served that ATF6 is mainly located in the nuclei which is a hallmark of the UPR triggering. B. When
MBTP1 is inhibited, ATF6 is observed around the nuclei (upper image). The middle image is the
labeling of the ER by PDI. In the lower image which is a merged image of ATF6 and PDI labeling, it
canbe observed that ATF6 is mainly located around the nuclei and is co-distributed with PDI. There-
fore, the inhibition of MBTP1 retains ATE6 in the ER which is a hallmark of its non-activation. Each
labelling was performed 8 times and images are representative of 150-200 cells by field.

SREBP2 is a protein which is translocated to the nuclei of the cells after its cleavage
by MBTP1 and is used as a marker of the inhibition of MBTP1 and thus, of the cleavage of
ATF6 which is more difficult to detect due to its low expression and to the poor specificity
of the commercially available antibodies. Because the activated form of SREBP2 is in the
nuclei, we used nuclei enriched samples. As shown in Fig. 3, the cytosolic protein aldolase
was present in cytosolic fraction (lane 1) and in total protein fraction (lane 6). Its expres-
sion was lower in nuclei enriched fractions (lanes 2 to 5). In the presence of the UPR trig-
gering drug thapsigargin, aldolase expression was increased (lane 4) as previously de-
scribed, indicating the efficiency of the drug [40]. This expression of aldolase was de-
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Aldolase

Histone H1

Cleaved
SREBP2

PF

Thapsigargin

creased in the presence of the MBTP1 inhibitor (lane 5) suggesting that the increased ex-
pression of aldolase when UPR is triggered is under the dependence of ATF6. To further
show the nuclei enrichment of our samples, the nucleic protein histone H1 was detected.
It was almost absent of the cytosolic and total protein fractions. It was mostly detected in
the nuclei enriched samples. The pattern of the detection of aldolase and histone H1 en-
sured that samples aimed to detect SREBP2 were indeed enriched in nuclear proteins.
Western blots using samples enriched in nuclei (lanes 2 to 5) showed that SREBP2 was
absent in the presence of PF (lanes 3 and 5) while it was, even very slightly, observed in
the presence of thapsigargin or without any treatment (lanes 2 and 4). Therefore, the inhi-
bition of MBTP1 was obtained even when the UPR was induced in the cells by thapsigar-
gin.

nuclear extract
1 2 3 4 5 6

- e - - 39 kDa
- - " — 34 kDa
= 25 kDa
W — 65 kDa

= = + ” R 5

= - - + + =

Figure 3. Localization of SREBP2 in response to MBTP1 inhibition in native CFBE41o- cells. The
localization of SREBP2 was assessed by western blot in cytosolic extract (lane 1), nuclei enriched
samples (lanes 2 to 4) and total lysate lane (6). To ensure the enrichment in nuclear proteins, aldolase
was used as cytosolic marker (upper panel) and Histone H1 as nuclear marker (middle panel).
SREBP2 cleaved form (lower panel) was absent in nuclear extract of treated cells indicating that its
cleavage was abolished.

3.3. MBTP1 Inhibition Does Not Trigger the UPR in CFBE41o- Cells

The main marker of the triggering of the UPR is the overexpression of its sensor
Grp78. Therefore, we assessed its expression after MBTP1 inhibition. Proteins from non-
treated, PF treated, thapsigargin treated and PF plus thapsigargin treated cells were
loaded on gels. Thapsigargin was used to trigger the UPR and the PF plus thapsigargin
condition was used to assess a putative protection of the MBTP1 inhibitor against the UPR.
As shown in Fig. 4A, the inhibition of MBTP1 decreased the expression of Grp78, in all
conditions, with or without thapsigargin. The lower image shows the detection of actin
which was used to normalize the signals for the statistical analysis. The results of the sta-
tistical analysis are presented in Fig. 4B. When MBTP1 was inhibited, the expression of
Grp78 was significantly decreased when compared to non-treated cells and to cells in
which UPR was triggered. The expressions of the effectors of the UPR, namely CHOP,
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IRE1, PERK and XBP1 were studied by conventional PCR. As shown in Fig. 4C, the mRNA
of IRE1, PERK and CHOP were expressed in non-treated cells as well as in treated cells.
No significant difference in the expression of the mRNA of CHOP, IRE1, PERK and XBP1
was observed in the absence or in the presence the MBTP1 inhibitor and was confirmed

by the statistical analysis (Fig. 4D).
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Figure 4. Expression of the UPR markers in response to MBTP1 inhibition in native CFBE41o- cells.
A. The expression of Grp78 with or without PF and with or without thapsigargin was analyzed by
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western blots (n=4). The image is a representative image of the detection of Grp78 (upper panel)and 376
of B-actin (lower panel). A higher expression of Grp78 is observed in the presence of thapsigargin 377
when compared to non-treated cells. A lower expression of Grp78 is observed when MBTP1 is in- 378
hibited, with or without thapsigargin. B. Bar graph representation of the statistical analysis of the 379
expression of Grp78 which is significantly increased in the presence of thapsigargin and signifi- 380
cantly decreased when MBTP1 is inhibited, with or without thapsigargin. C. Representative gels 381
performed to detect and quantify the mRNA of CHOP, IRE1, PERK and XBP1 by PCR. NT: non- 382
treated cells, PF: PF treated cells, NTC: no template control. D. The bar graphs are statistical repre- 383
sentations of mRNA level of CHOP, IRE1, PERK and XBP1. No significant modification of their 384
expression was observed. 385

3.4. MBTP1 Inhibition Increases the Cl- Efflux in Cells Expressing p.Phe508del-CFTR 386

In order to assess the effect of the inhibition of MBTP1 on the Cl- channel functionof 387
p-Phe508del-CFTR, patch-clamp experiments were performed. Currents were measured 388
in non-treated cells (Fig 5A) in the presence of the CFTR’s activators (Forskolin and Ge- 389
neistein) and in the presence of the inhibitor-172, in order to verify that the recorded cur- 390
rents were due to p.Phe508del-CFTR. As expected, currents increased in the presence of 391
the activators and decreased when the inhibitor was added. We next compared the effect 392
of the inhibitor of MBTP1 with control condition, with currents due to the presence of VX- 393
809 that was used as a reference and with a combination of PF plusVX-809. Representative 394
I/V curves are shown in Fig. 5B. A statistical analysis was performed after a normalization 395
of the currents (pA/pF) using the current values obtained at +80 mV. A bar graph repre- 396
sentation of the results is shown in Fig. 5C. A significant increase of the Cl- efflux via the 397
p-Phe508del-CFTR channel was observed after the inhibition of MBTP1. The currents were 398
greater in the presence of PF than in the presence of VX-809. However, no synergistic ef- 399
fect between both molecules was observed. 400

To verify the effect of the inhibition of MBTP1 in a more relevant model, shot-circuit 401
current were measured in epithelia from patients using Ussing chamber. The statistical 402
analysis showed that the inhibition of MBTP1 increased the currents through p.Phe508del- 403
CFTR, after 24 hours and 48 hours of treatment (Fig. 5D). 404
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Figure 5. CI efflux when MBTP1 is inhibited in native CFBE410- cells. CI- efflux via the p.Phe508del- 407
CFTR channel in the presence of PF with or without VX-809 were assessed by patch-clamp (whole 408
cell configuration). A. Representative I/V curves obtained in a basal state with CFTR’s activators 409
and inhibitors which were used to assess the specificity of the recorded currents. B. Representative 410
I/V curves obtained with PF and/or VX-809. Increased currents via p.Phe508del-CFTR were ob- 411
served in all conditions when compared to the control condition. The conditions with PF show 412
higher currents than other conditions. C. The bar graph represents the statistical analysis (Untreated: 413
n=5; PF: n=10; VX-809: n=5; PF plus VX-809: n=4) of the normalized currents recorded at +80mV. 414
MBTP1 inhibition significantly increases p.Phe508del-CFIR channel currents, above more than that 415
of VX-809 but no significant synergistic effect is observed. D. Example of curves recorded during 416
the Ussing chamber experiments. The upper curve was obtained with PF treated bronchial epithelial 417
cells from a patient. The lower curve is the recording made with non-treated cells from the same 418
patient. The responses to CFTR’s activators and inhibitor were enhanced by PF. E. The bar graph 419
represent the statistical analysis of p.Phe508del-CFTR currents recorded on bronchial epithelia from 420
homozygous p.Phe508del patient in Ussing chamber assays. We show that MBTP1 inhibition (24 21
and 48 hours) significantly increases the p.Phe508del-CFTR currents in comparison to control con- 422

dition (n=3). 23
3.5. Inhibition of MBTP1 Increases the Transcription and Protein Expression of p.Phe508del- 424
CFTR 45

In order to compare the transcription of p.Phe508del-CFTR in cells, before and after 426
the inhibition of MBTP1, real-time quantitative PCRs were performed. Because we failed = 47
to obtain reliable results with native cells, we used CFBE41o-/F508del cells. Fig. 6A is the 428
bar graph representation of the statistical analysis of the 2-ACt using -Actin as a house- 429
keeping gene and non-treated cells as a reference. The results show that the inhibition of 430
MBTP1 significantly increased the gene expression of p.Phe508del-CFIR. 431

We further studied the protein expression of p.Phe508-del-CFIR in both CFBE4lo- 432
(Fig. 6B) and CFBE410-/F508del cells (Fig. 6C) by immunoprecipitation. In both cell lines, 433
we observed an increased band B expression after inhibition of MBTP1. Nevertheless, af- 434
ter VX-809 treatment, the amounts of band B and band C were higher than with the inhib- 435
itor. The combination of PF and VX-809 likely had an additive effect on the synthesis of 436
the band B. 437
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Figure 6. Expression of the CFTR mRNA and protein when MBTP1 is inhibited in native CFBE4lo- 439
cells and in transduced cells. A. The bar graph is the representation of the quantification of the real- 440
time quantitative PCRs performed in CFBE410-/F508del cells showing that the inhibition of MBTP1 41
significantly increases the gene expression of p.Phe508del-CFTR. Representative western blots after 442
CFTR immunoprecipitation in CFBE41o- cells and in transduced CFBE410-/F508del cells are shown 43
in A and B, respectively. VX-809 was used to compare the qualitative effect of PF for the global 444
p.Phe508del-CFTR synthesis. In CFBE41o- and CFBE410-/F508del the inhibition of MBTP1 increases 445
the expression of the band B of CFTR. VX-809 also increase CFTR band B expression and we found 446
a synergistic effect on band B expression using a combination of PF and VX-809. 47

3.6. Inhibition of MBTP1 Increases the Expression of p.Phe508del-CFTR Protein 448

Because the expression of the p.Phe508del-CFTR protein is very low in non-trans- 449
duced CFBE41o- cells, we used SPR to assess its amount before and after inhibition of 450
MBTP1. Cell lysates (2.5, 5 and 10 pg) were injected over the immobilized antibody di- 451
rected against CFTR. The association, equilibrium and dissociation phase were observed = 452
and the RU values used for the statistical analysis were recorded. The bar graph represen- 453
tation of the analysis is shown in Fig. 7A. For each quantity of the total protein that was 454
injected, the amount p.Phe508del-CFIR protein which remained linked onto the anti- 455
CFIR antibody was signiticantly higher in lysates of treated cells, indicating that inhibit- 456
ing the activity of MBTP1 increases the total amount of the p.Phe508del-CFIR proteinin 457
the cells. 458

In order to know which form of CFIR was overexpressed (band B or C) we used a 459
previously described method in which WGA is used to specifically link the C band of 460
CFTR [47]. WGA was immobilized and the proteins were injected. An anti-CFTR was then 461
injected to ensure that the linked proteins onto the WGA was CFTR. CFBE41o-/F508 cells 462
were used to obtain enough p.Phe508del-CFTR protein in the lysate for these experiments. 463
CFBE41o-/corr cells were used as a positive control for the expression of the mature form 464
of CFTR and the linearity of the response was assessed (not shown). The results of the SPR 465
analysis are presents in Fig. 7B. The upper curves represent the RU values of the sandwich 466
formed by WGA/CFIR/anti-CFTR for various quantities of injected proteins. A plateau 467
phase is observed above 2.5 ug of injected proteins. A statistical analysis of the responses 468
was performed and is presented in Figure 7B, lower panel. The amount of the mature form 469
of CFIR was significantly higher in cells expressing the normal CFTR than in cells ex- 470
pressing the p.Phe508del-CFIR protein, with or without MBTP1 inhibitor. The compari- 471
son between cells expressing the p.Phe508del-CFTR protein before and after PF treatment 472
did not show any difference. The reverse experiment in which the anti-CFIR antibody 473
was linked, the proteins were injected followed by the WGA was performed. As shown 474
in Fig. 7C, upper panel, the presence of the mature form seemed increased in the lysates 475
of the cells expressing the p.Phe508del-CFTR protein after MBTP1 inhibition. Neverthe- 476
less, the statistical analysis (Fig. 7C, lower graphs) did not confirm this observation. 477

The conclusion of the SPR experiments is that MBTP1 inhibition increases the total 478
amount of p.Phe508del-CFIR protein and that the increased form of CFIR is the band B. 479
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Figure 7. Study of the expression of the p.Phe508del-CFIR protein by SPR in native CFBE41o- cells.
The expression of p.Phe508del-CFIR was assessed without and in the presence of PF. A. 2.5, 5 and
10 pg of total proteins from cell lysates were injected over an immobilized anti-CFTR antibody. The
RU values were recorded 20 seconds after the beginning of the dissociation phase and used for the
statistical analysis (n=3). The bar graph represents of the analysis and shows that the total amount
of the p.Phe508del-CFTR protein is significantly increased when MBTP1 is inhibited. B. To assess
which form of p.Phe508del-CFTR we used WGA to specifically link the band C and an anti-CFTR
antibody to ensure that the linked proteins onto the WGA is really CFTR. The upper panel repre-
sents the curves of the RU values in function of the total amount of injected proteins (from 0 to 10
ug). The lower bar graph represents the analysis of the values obtained with 10 g of proteins (n=5)
and shows that there is less CFTR protein in cells expressing the mutated CFIR than in cells ex-
pressing the Wt-CFTR. In cells expressing p.Phe508del-CFTR, no more protein was linked onto
WGA in the presence of PF. C. The opposite analysis in which the anti-CFTR was linked and WGA
was injected was performed (n=5). The results are identical to that observed in B.
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3.7. PF-429242 Increases the Expression of p.Phe508del-CFTR in Membranes

After showing that the inhibition of MBTP1 increases the global RNA and protein
levels of p.Phe-508del-CFIR, we focused on its expression within membranes. Fig. 8
shows a representative image of a blot performed with crude membrane proteins enriched
samples (lanes 1 to 4) and with a total lysate (lane 5). We observed that PF strongly in-
creased the expression of the band B in the membranes whereas VX-809 increased the
expression of the band C. The combination of PF and VX-809 induced increased expres-
sion of both band B and C in the membranes. The middle and the lower panels in fig. 8
show the detection of the Na+/K+-ATPase and aldolase in the samples, indicating that our
samples were indeed enriched with membrane proteins.
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Figure 8. Membrane expression of p.Phe508del-CFTR when MBTP1 is inhibited in native CFBE41o-
cells. The upper image is a representative western blot showing the expression of p.Phe508del-CFTR
in membrane extract (lanes 1 to 4) and in total lysate (lane 5) when cells are treated with PF and/or
VX-809. Na'/K*-ATPase was used as a marker of membranes (middle panel) and aldolase was used
as a cytosolic marker (lower panel). The inhibition of MBTP1 increases the membrane expression of
the band B of CFTR and the association with VX-809 increases the band C of CFTR at the membrane.

3.8. Comparison of the Gene Expression between Non Treated and PF-429242 Treated Cells

The Human Unfolded Protein Response RT? Profiler PCR Array used in the present
study profiles the expression of 84 key genes involved in the UPR. It also determines
whether the UPR pathway activity is increased or unchanged in experimental samples.
We arbitrarily selected a selective modulation threshold of 4 in order to isolate genes that
exhibit huge changes in their expression, in comparison to controls. A scatterplot showing
the gene distribution of each genes modulation by comparing data from untreated and
treated cells is shown in Fig. 9. Most of the genes were up-regulated by the treatment of
the cells by PF. According to our selective criteria, 7 genes were found to be overexpressed
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and 3 genes were down regulated when MBTP1 was inhibited. The significantly overex-
pressed genes were HSPAIB (Heat Shock Protein Family A (Hsp70 member 1B; fold
change: +4.87; p<0.05), CEBPB (CCAAT Enhancer Binding Protein Beta; fold change: +4.51;
p<0.05), VIMP (VCP-Interacting Membrane Protein; fold change: +4.18; p<0.001). The
PFND2, MAPKS, XBP1 and PPP1R15A genes had fold changes of 4.1, 4.18, 4.37, 4.51, 4.87,
5.08 and 7.76 respectively. Nevertheless, their increased expression was not found to be
significant. The down-regulated genes (threshold 2) were INSIGI (Insulin Induced Gene
1; fold change: -1.94; p<0.005), CALR (Calreticulin; fold change: -4.9; not significant) and
HSPAS (BiP; fold change: -2.1; not significant).

1E-05 1E-04 1E-03 1E-02 1E-01 1E+00 1E+01 1E+02 1E+03 1,E+04
Control Group

Figure 9. Gene modulation when MBTP1 is inhibited in native CFBE4lo- cells. Untreated and
treated cells were subjected to a qPCR-Array (n=6) aimed to assess 84 genes involved in the UPR.
The image is a scatterplot showing the gene distribution of each genes modulation by comparing
data from untreated and treated cells. The x axis is the 2-*¢ of the control group and the y axis is the
2-act of the test group. Most of the genes were up-regulated when MBTP1 was inhibited. According
to our selective criteria delimited by diagonal bars, 7 genes were found to be overexpressed and 3
genes were found to be down regulated.

4. Discussion

The triggering of the UPR in CF is still in debate. Some authors indicate that it is
triggered by inflammation, some others indicate that it is likely triggered by the misfolded
CFTR [[29], [31]] leading to an atypical form of UPR [32]. UPR is a complex process in-
volving misfolded proteins, inflammation and also infection which are all present in CF
[41]. Whatever triggers the UPR in CF, it inhibits endogenous CFTR expression due to the
activation of ATF6 [[29], [30], [42]]. To be activated, ATF6 has to be cleaved by the serine
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protease MBTP1 [24]. Therefore, we hypothesized and showed that the inhibition of this 546
enzyme restores Cl- efflux in cells overexpressing p.Phe508del-CFTR [33]. The aim of the ~ 547
present study was to show that in more relevant cells for CF (cells endogenously express- 548
ing p.Phe508del-CFTR and human bronchial cells from patients), the inhibition of MBTP1 549
alleviates the defects due to p.Phe508del-CFTR and to highlight the involved mechanisms. 550

We found that the inhibition of MBTP1 did not induce cell mortality or inflammation. 551
The inhibition impedes the activation of ATF6 and of SREBP2 and subsequently, it in- 552
creases the expression of p.Phe508del-CFTR within membranes, in accordance with our 553

previous results obtained in different cell models than the ones used here [29,33]. There- 554
fore, we showed for the first time that the inhibition MBTP1 alleviates the defects due to 555
p-Phe508del-CFIR in relevant models for CF. 556

Inhibition of MBTP1 presents a promising avenue for therapeuticintervention across 557
diverse medical conditions. In cancer, targeting MBTP1 impedes the processing SREBPs, 558
thereby disrupting lipid metabolism crucial for cancer cell proliferation [43, 44]. In 559
dyslipidemia, inhibiting MBTP1 may offer a means to modulate lipid homeostasis [45, 46]. 560
Additionally, emerging research suggests that MBTP1 inhibition could be explored as a 561
strategy against viral infections, as this protease plays a role in viral replication processes 562
[47, 48]. The multifaceted potential of MBTP1protease inhibition underscores its signifi- 563
cance as a therapeutic target. While MBTP1 inhibition is proposed as a potential therapy 564
for various diseases, its pleiotropic nature raises concerns about its therapeutic use. In- 565
deed, it is involved in diverse cellular processes, including lipid metabolism, immune re- 566
sponse and cellular stress. The broad impact of its modulation may result in unintended 567
consequences, affecting physiological functions beyond the targeted disease pathway. 568
Striking a balance between therapeutic efficacy and minimizing off-target effects posesa 569
challenge. Comprehensive understanding of the intricate roles MBTP1 plays in cellular 570
pathways is crucial for optimizing its therapeutic potential while mitigating adverse ef- 571
fects. Indeed, the MBTP1 inhibition may have off-target effects that could be depicted by 572
the inactivation of the MBTP1 gene. Nevertheless, in male CD1 mice treated with the in- 573
hibitor of MBTP1 at doses of 10 and 30 mg/kg/dose i.p. every 6 h for 24 h, beside the altered 574
lipogenesis due to the inhibition of SREBP, no side effects were reported [36, 49]. Interest- 575
ingly, rare cases of patients with reduced MBTP1 expression due to bi-allelic pathogenic 576
variants resulting in MBTPSI deficiency, have been reported [50, 51]. These patients pre- 577
sented skeletal dysplasia and increased circulating lysosomal enzymes, by far the most 578
obvious clinical manifestation, but no pulmonary alterations. These results suggest that, 579
it MBTP1 inhibition were to be used in CF patients, precautions should be taken regarding 580
dosage and duration of treatment. 581

In order to further estimate the effect of the inhibition of MBTP1 upon the triggering 582
of the UPR, we assessed the expression of UPR’s sensor Grp78 which is overexpressed 583
when the ER is overloaded. Without, or in the presence of thapsigargin whichis an UPR 584
inducer, we observed a decreased expression of the UPR’s sensor when PF was applied, 585
indicating that UPR is decreased when MBTP1 is inhibited. Another possible explanation 586
for the decreased expression of Grp78 is that the inhibition of ATF6 leads to a decreased =~ 587
presence of the p.Phe508del-CFTR protein in the ER that offers no binding sites for Grp78, 588
inhibiting the UPR triggering. This could be due to an increased ERAD activity or to an 589
increased output of the protein from the ER. Because the UPR induces the overexpression 590
of the effectors of the ERAD by its three arms, we assessed the expression of IRE1 and 591
XBP1, PERK and CHOP. Under PF treatment, no modification of the expression of these 592
effectors was observed. Because when IRE1 is activated, it splices the mRNA encoding 593
XBP1 which encodes a bZIP transcription factor that activates the expression of enzymes 594
for the degradation of misfolded proteins [43,44], the absence of its activation likely indi- 595
cates that the p.Phe508del-CFTR protein is less degraded and thus likely exported out of 596
the ER. It has to be noticed that the activation is XBP1 has partially a redundant role with 597
ATF6 [45]. Since the PERK pathway leads to the attenuation of the translational of proteins 598

113



Cells 2023, 12, x FOR PEER REVIEW 23 of 30

and to the ER stress-induced apoptosis [22], the absence of its increased expression sug- 599
gests that the stress-induced protein translation attenuation, as well as the apoptosis pro- 600
grams due to CHOP, is not prevalent when MBTP1 is inhibited. Nevertheless, XBP1s was 601
detected, without any increased expression of IRE1. These results are in accordance with 602
previous works showing that ATF6 leads to an up-regulation of XBP1 [43]. Nevertheless, 603
the amount of XBP1 mRNA is a rate-limiting factor in the production of XBP1S [46]. Be- 604
cause the mRNA of XBP1 is not increased in the presence of PF, the spliced XBP1 produced 605
at a low level, should be rapidly degraded by the proteasome, as previously described 606
[44]. Taken together, these results indicate that the inhibition of MBTP1 does not trigger 607
the UPR and that it islikely due to the exit of p.Phe508del-CFIR from the ER, to the plasma 608
membrane. 609

Our assumption that the inhibition of MBTP1 allows misfolded proteins to exit the 610
RE and reach the membrane was further tested. We observed increased Cl- efflux via the 611
mutated CFTR showing that there are more p.Phe508del-CFIR protein in the membrane 612
of the cells. Furthermore, we showed that the p.Phe508del-CFTR’s mRNA and protein are 613
increased. Finally, we assessed the presence of the p.Phe508del-CFIR protein within 614
membranes and found that when MBTP1 is inhibited, there is a higher synthesis of 615
p-Phe508del-CFIR protein and that the alleviation of the Cl- efflux is due to an increased 616
amount of the immature form of CFTR (Band B) in membranes, which is also active asa 617
Cl- channel [11]. This results also indicate that the observed rescue does not occur through 618
the Golgi apparatus but probably involves the unconventional protein secretion (UPS), in 619
accordance with previous results showing that the rescued p.Phe508del-CFIR proteincan 620
use UPS [47]. This is a main result because, to our knowledge, no corrector of the 621
p-Phe508del-CFTR protein is able to also induce an increased synthesis of its mRNA and 622
protein. Beside UPS, ATF6 inhibition downregulates the expression of genes involved in 623
the ER-associated degradation (ERAD) pathway. These genes are Derlin-1 thatisinvolved 624
in the retrotranslocation of misfolded proteins from the ER to the cytosol for subsequent 625
degradation, Homocysteine-induced ER protein that is involved in the degradation of 626
misfolded proteins, ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein whichis 627
involved in the recognizing and targeting misfolded glycoproteins for degradation, 628
p97/VCP that plays a crucial role in extracting ubiquitinated substrates from the ER mem- 629
brane for subsequent degradation by the proteasome and SELIL that forms a complex 630
with the ERAD E3 ubiquitin ligase and contributes to the recognition and degradationof 631
misfolded proteins. Therefore, if ERAD activation is decreased or impaired, there might 632
be a reduced efficiency in targeting F508del-CFIR for degradation. As a result, a larger 633
fraction of the immature (band B) F508del-CFTR may escape degradation and progress 634
through the secretory pathway. Beside degradation, it is important to note that the exact 635
impact of ATF6 on endocytosis and recycling membrane proteins is not fully understood 636
and that changes in its activation may modulate the internalization or recycling of specific ~ 637
membrane proteins which is increased in the case of F508del-CFTR. 638

To further understand how the inhibition of MBTP1 can rescue the p.Phe508del- 639
CFIR protein and because the active form of ATF6 is a transcription factor targeting many 640
genes, we used a qPCR-Array of 84 genes. The significantly overexpressed genes were 641
HSPAI1B, CEBPB, VIMP. HSPA1B (Heat Shock 70 KDa Protein 1B) is a molecular chaper- 642
one implicated in the protection of the proteome from stress, the folding and the transport 643
of newly synthesized polypeptides and in the activation of proteolysis of misfolded pro- 644
teins. It is involved in the degradation of the p.Phe508del-CFIR protein [48]. Nevertheless, 645
HSPA1B maintains protein homeostasis during cellular stress by two opposing mecha- 646
nisms which are protein refolding and degradation. It was demonstrated that it facilitates 647
protein refolding after stress and slowly evolves to protein degradation depending onits 648
acetylation state [49]. Therefore, in the present work, it is possible that it acts positivelyto 649
protect p.Phe508del-CFTR. CEBPB is a transcription factor regulating the expression of 650
genes involved in immune and inflammatory responses. It is essential in the lung for the 651
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spatial and temporal regulation of the expression of the CFTR gene. Because it is demon- 652
strated that CEBPB is a positive regulator acting on the CFTR promoter, it is a good can- 653
didate to explain our observed enhanced expression of the p.Phe508del-CFTR protein af- 654
ter the inhibition of MBTP1 [50,51]. VIMP is a small protein located at the ER membrane 655
that interacts with both Derlin-1 and VCP, implying that it participates in ERAD. Unfor- 656
tunately, it cannot explain the rescue of the p.Phe508del-CFIR protein because its overex- 657
pression reduces the steady-state level of p.Phe508del-CFIR protein by shortening its 658
half-life [18]. Despite no significant overexpression, the PFND2, MAPKS, XBP1 and 659
PPPIRI5A genes were increased when MBTP1 was inhibited. PEND2 (Prefoldin Subunit 660
2) is a chaperone involved in proteins folding that was shown to favor the rescue of the 661
p-Phe508del-CFIR protein in HEK293 and BHK cells [52]. MAPKS8/]NKI1 is a serine/thre- 662
onine-protein kinase involved in various processes such as cell proliferation, differentia- 663
tion, migration, transformation, programmed cell death and autophagy. It was shown that 664
the control of the stability of the CFTR mRNA is linked to the phosphorylation state 665
MAPK [53]. Importantly, MAPK8/INK1 is a downstream effector of the kinase activity of 666
the IREla pathway [18]. Some studies describe that kinase pathway TRAF2-ASK1-JNK1 667
following the IREla activation, leads to the autophagy which seems to be involved in the 668
transport of p.Phe508del-CFTR to the plasma membrane through the UPS pathway [54— 669
56]. The role of XBP1 was discussed above. PPP1R15A (GADD34) dephosphorylates the 670
translation initiation factor e[F-2A/EIF2S1 leading to reversing the shutoff of protein syn- 671
thesis initiated by stress and facilitating recovery of cells [57,58]. Therefore, its activation 672
is in favor an increased expression of CFIR in our model. Polyubiquitinated GADD34is 673
rapidly eliminated upon removal of cell stress but when the proteasome is silenced, itis 674
stabilized. It was shown that the stabilized form of GADD34 enhanced the accumulation 675
of the p.Phe508del-CFTR protein [59]. Therefore, its overexpression in our treated cellsis 676
in favor of an increased expression of the mutated CFTR. 677

At the opposite, INSIG1, CALR and HSPA5S were found to be decreased but signifi- 678
cance was reached only for INSIG1. INSIG1 is amembrane protein of the ER that regulates 679
cholesterol metabolism and lipogenesis homeostasis by blocking the processing of 680
SREBPs [60]. Nevertheless, the SREBPs are activated by MBTP1 and we found that 681
SREBP2 was inhibited by PF [60,61]. Thus, the decreased INSIG1 expression is further 682
evidence that the inhibition of MBTP1 induces the inhibition of ATF6 in our model. Lipids 683
are unbalanced in CF with an increased accumulation of cholesterol in CF cells whereas 684
SREBPs are the main regulators of the lipid homeostasis [62,63]. Therefore, their decreased 685
accumulation due to the decreased SREBP2 activity found when MBTP1 is inhibited, 686
could favor a better membrane insertion and function of p.Phe508del-CFTR [63]. Because 687
it was shown that ER stress responses can promote lipid accumulationin hepatocytesand 688
despite to our knowledge this was never searched in epithelial cells, it can be proposed 689
that the inhibition of MBTP1 without UPR trigerring could be benefical in CF cells [65]. 690
Interestingly, CALR was decreased despite significance was not reached, when MBTP1 691
was inhibited. This could also explain our results by helping the membrane exportation 692
of p.Phe508del-CFIR because CALR is a negative regulator of the cell surface expression 693
of the mutated CFTR [64-66]. 694

5. Conclusions 695

In conclusion, we show here for the first time that the inhibition of the MBTP1 en- 696
zyme alleviates the p.Phe508del-CFTR defects in cells endogenously expressing the mu- 697
tated CFTR (cell line and patients bronchial cells), with a better effect than that of VX-809. 698
Nevertheless, a triple combination (elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor, Trikafta™, Vertex) is 699
approved for the treatment of CF patients with at least one p.Phe508del mutation or at 700
least one other mutation in the CF gene that is responsive to Trikafta (i.e. 177 other ap- 701
proved mutations), regardless of their second mutation type [67-69, www.cfforg]. 702
Whereas Trikafta™ is generally well tolerated with mild adverse events, 10-30% of the CF 703
patients remain without any therapeutic alternative [66,69,70]. Indeed, patients withrare 704
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variants remain excluded from the treatment and no clinical trials supported the use of
Trikafta™ in the majority of rare genotypes lacking the p.Phe508del allele [71]. For these
rare mutations and for the patients receiving Trikafta but presenting severe side effects,
new molecules are needed. Inhibitors of MBTP1, alone or in combination with existing
molecules, could be an alternative. Indeed, an increased synthesis and membrane locali-
zation of p.Phe508del-CFIR could be beneficial when a functional CFIR protein with de-
creased ion transter is expressed, when a decreased production of the protein is observed
and when there is a reduced CFTR membrane stability, which increases the turnover of
the protein. Nevertheless, whereas, inhibition of MBTP1 seems to be well tolarated in
mice, in CF patients, the potential side effects would need to be carefully considered. One
approach could involve developing MBTP1 inhibitors that are specifically designed for
short-term use during exacerbations. This would aim to harness the potential therapeutic
benefits while minimizing the risk of long-term side effects. The therapy could be admin-
istered in conjunction with existing treatments during exacerbations to address the acute
symptoms. Close monitoring of patients and thorough assessment of both short-term ben-
efits and potential side effects would be essential in evaluating the effectiveness and safety
of this approach. As with any potential therapy, further preclinical and clinical research
would be necessary to determine the optimal dosage, duration, and safety profile of
MBTP1 inhibition in the context of CF exacerbations. Collaborative efforts between re-
searchers, clinicians, and pharmaceutical companies would be crucial to advance the de-
velopment of such targeted therapies.
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Il. Etude du mécanisme moléculaire menant au
transport membranaire du p.Phe508del-CFTR suite a
P’inhibition de la S1P.

Introduction

Depuis une quinzaine d’années maintenant, I’UPS, une voie alternative a la voie de
sécretion conventionnelle des protéines, a commencé a étre decrite. La découverte de cette voie
a permis d’apporter quelques explications concernant le phénomeéne a I’origine du transport du
p.Phe508del-CFTR jusqu’a la membrane plasmique. Une des quatre voies composant ce
mécanisme permet le transport de protéines transmembranaires mutées du RE jusqu’a la
membrane plasmique, et cela sans passer par I’appareil de Golgi. L’UPS se déclenche sous
I’effet d’un stress cellulaire, et est régulée en particulier par I’activité de la voie IREla.
GRASP55 et Secl6a sont les premiers acteurs a avoir été mis en évidence dans ce mécanisme
dans le cadre du transport du p.Phe508del-CFTR. Puis I’implication d’effecteurs précoces de
I’autophagie, régulés par la voie IRE1a mais également par la voie PERK, a été décrite. Parmi
eux, LC3 et la Beclin-1 font partie des acteurs principalement étudiés. JNK1, une kinase dont
I’activité est régulée par I’activité kinase de IRE1a, permet la formation du complexe PI3KC3.
Ce dernier permettant de produire les principaux lipides composants la membrane des
autophagosomes.

Nous avons montré précédemment des effets bénéfiques de 1’inhibition de la S1P sur
les efflux d’ions CI" lié a I’activité du p.Phe508del-CFTR. Nous avons vu que cet effet était dd
a une augmentation de 1I’expression globale de cette protéine, ainsi qu’a une augmentation de
son exportation membranaire. Nous avons donc voulu savoir si cet effet était 1ié a 1’activation
de I’UPS. En effet, les voies de I’'UPR étant interconnectées, nous sommes donc partis de
I’hypothese qu’inhiber ATF6 pouvait déclencher une activation de la voie IREla par un effet
compensatoire. De plus, certaines études avaient déja montré que 1’activité d’ATF6 permettait
I’activation du complexe mTORCI, principal inhibiteur du déclenchement de I’autophagie,
nous confortant dans 1’idée d’explorer cette voie.

Cette étude est destinée a étre publiée. Au moment ou ces lignes sont écrites, certains
résultats sont encore préliminaires. L’article présenté ici n’est donc pas sous sa forme finale.
Une présentation en frangais des résultats préliminaires est faite aprés les références de I’article.

Résultats

Dans un premier temps nous nous sommes focalisés sur I’expression et la
phosphorylation de IRE1a.
Nous avons étudié son expression globale en présence de PF, de thapsigargine ou en associant
les deux. Nous avons observé que les deux traitements seuls augmentent de maniere
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significative 1’expression de IREla par rapport a la condition contréle. De plus, méme si la
différence n’est pas significative, le PF semble augmenter plus fortement 1’expression de IREla
que dans le cas d’un traitement a la thapsigargine seule. L’association des deux molécules
augmente egalement significativement 1’expression de IREla. De plus, elle est
significativement plus forte que celle observée dans les conditions de traitements seuls, faisant
penser & la présence d’un effet additif.

La phosphorylation de IREla a été évalué dans les mémes conditions. Le traitement au PF
augmente significativement la phosphorylation de cette protéine, tandis que la thapsigargine ne
le fait pas. Une tendance a I’augmentation assez marquée est néanmoins observée dans ce
dernier cas. La condition associant le PF et la thapsigargine montre la présence d’une
phosphorylation plus forte que dans la condition contrdle. Elle tend a étre plus importante que
celle observée dans la condition de traitement au PF seul.

Sachant que nous avons observé une phosphorylation de IREla apres avoir inhibé la
S1P, nous avons voulu connaitre 1’état d’activation de XBP1.
Nous avons observé dans un premier temps par PCR que le PF augmentait le clivage de XBP1
(XBP1s une fois clivé). Nous avons ensuite veérifié cela par western blots. Sous traitement a la
thapsigargine, la bande correspondant a la forme clivée de XBP1s est fortement détectée. La
condition de traitement au PF montre la présence d’une bande moins dense que par rapport au
traitement a la thapsigargine, mais plus forte que dans la condition controle. Le traitement du
PF puis de la thapsigargine ne montre pas d’augmentation synergique ou additive. L’intensité
de la bande est proche de celle détectée dans la condition de traitement au PF seul.

Pour investiguer plus en profondeur le mécanisme moléculaire sous-jacent, nous avons

mesuré I’expression de vingt protéines connues pour étre impliquées dans I’autophagie. Deux
d’entre elles ont eu leur expression significativement augmentée aprés un traitement au PF :
LC3A et LAMP-1.
Leur expression a été ensuite vérifiée par western blot. Concernant LC3A, son expression est
significativement augmentée apres 1’ajout de PF. L’utilisation de la thapsigargine tend a
montrer une augmentation d’expression de LC3A en comparaison a la condition contrdle. La
condition PF plus thapsigargine montre une augmentation significative de I’expression en
comparaison aux conditions contréle et de traitement a la thapsigargine. Au sujet de LAMP-1,
son expression est significativement augmentée aprés les conditions de traitements au PF, avec
ou sans thapsigargine. La thapsigargine seule ne semble pas jouer sur I’expression de cette
protéine.

Discussion

Nous avons montré qu’inhiber S1P, et donc ATF6, permettait d’augmenter 1’expression
de IREla en plus d’augmenter sa phosphorylation. Etonnamment, la thapsigargine n’a pas
donné de résultats significatifs sur ces parametres. Cependant, une tendance a la hausse
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concernant I’expression et 1’état de phosphorylation de IREla est observée. De plus,
I’association de la thapsigargine et du PF semble conduire a un effet additif sur I’expression et
I’activation de IRE1a.

Une des conséquences de I’activation de cette voie est le clivage de XBP1 qui permet la
transcription des génes cibles de la voie IRE1a. Nous avons montré ici que XBP1s était plus
détecté apres avoir inhibé la S1P. En revanche, I’association du PF et de la thapsigargine n’a
pas montré d’effet additif ou synergique. Au contraire, la bande correspondant & XBP1s a une
intensité tres proche de celle observée dans la condition de traitement au PF seul. 1l est possible
que le PF permette de réguler le clivage de XBP1, et donc de maintenir un état d’équilibre pour
que ses geénes cibles s’activent et participe a restaurer I’homéostasie cellulaire sans I’apoptose.

Nous avons souligné la surexpression de deux protéines connues pour étre impliquées
dans I’autophagie : LC3A et la LAMP-1.
LC3A est une protéine faisant partie de la famille des ATGS. Il y a trois homologues de LC3 :
LC3A (possédant deux variants), LC3B et LC3C. Ces protéines ont des séquences
polypeptidiques trés proches mais ne sont pas codées par les mémes régions du génome. Une
différence de fonction entre ces différents homologues n’a pas été relevée a ce jour. Cependant,
il a été montreé que leurs localisations cellulaires différaient. Ainsi, LC3B alterne entre le noyau
et le cytoplasme, LC3C compense 1’absence de LC3B aux endroits de la cellule ou cette
derniére est manquante. Concernant LC3A, elle a été retrouvée aussi bien dans le noyau que
dans le cytoplasme, avec peu de variations de localisation observées en fonction de 1’état
cellulaire.
LAMP-1 est surtout connu pour constituer 50% de la membrane des lysosomes avec son
homologue LAMP-2, ce qui en fait un marqueur permettant d’évaluer la formation de ces
vesicules. Cependant, LAMP-1 fait également partie des pistes explorées pour expliquer le
transport des protéines cargo entre la sortie de ’appareil de Golgi et la membrane plasmique.
Etant donné qu’il est connu que de nombreuses membranes cellulaires peuvent étre a 1’origine
de la formation des PAS, il se pourrait que LAMP-1 joue un réle dans la formation des vésicules
apportant des lipides jusqu’a ces structures.

Nous n’avons pas vérifié si ’activité kinase d’IREla, au-travers de la cascade de
signalisation TRAF2-ASK1-JNKI1, était mise en place. Cet aspect de la voie IREla a déja
montré son implication dans I’UPS. De plus, obtenir des informations sur I’implication de la
voie PERK pourrait également nous permettre d’obtenir des réponses quant au déroulé de tout
ce mecanisme moléculaire permettant le transport du p.Phe508del-CFTR jusqu’a la membrane
plasmique.

A partir de nos résultats et des données issues de la littérature, nous avons proposé un
schéma récapitulatif (Figure 5). Ce schéma présente un modele expliquant I’effet de I’inhibition
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de la S1P sur le transport membranaire du p.Phe508del-CFTR via I’UPS, et I’implication des
différents acteurs que nous avons étudié.
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MBTPL1 inhibition lead to the membranous transport of
p.Phe508del-CFTR through the unconventional
secretion pathway.

Raphaél Santinelli!, Nathalie Benz?, Pascal Trouvé!

'Univ Brest, INSERM, EFS, UMR 1078, GGB — GTCA team, F-29200 Brest,
France.

Abstract

In Cystic fibrosis (CF) the most common mutation p.Phe508del leads to the synthesis
of a misfolded protein (p.Phe508del-CFTR) retained in the endoplasmic reticulum (ER). Most
of it is degraded by the proteasome but a small amount is transported to the plasma membrane.
For few years, the unconventional protein secretion (UPS) pathway is described as the
mechanism leading to this effect. UPS involves components of autophagy and is regulated by
the unfolded protein response (UPR). Hence, we propose a model explaining the transport of
p.Phe508del-CFTR to the plasma membrane through the inhibition of MBTP1, a key regulator
of the ATF6 pathway which is one of the arms of the UPR. We show the involvement of the
UPS through the regulation of some of its major components regulated by inhibition of MBTP1.

Keywords

Cystic fibrosis ; Unfolded protein response ; Unconventional protein secretion ; Autophagy ;
p.Phe508del-CFTR transport ; CFBE41o0-

Abbreviations

AMPK : Adenosine monophosphate protein kinase ; ASK1: apoptosis signal-regulating kinase
1 ; ATF6: Activating transcription factor 6 ; CF: Cystic fibrosis ; CFTR: Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator ; ER: Endoplasmic reticulum ; ERES: Endoplasmic
reticulum exit sites ; IRELa: Inositol-Requiring Enzyme 1a ; JNK1: c-Jun N-terminal kinase 1
; LC3: microtubule-binding protein-1 Light-Chain-3 ; mTORC1: mammalian target of
rapamycin complex 1 ; PERK: Protein kinase R (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase ;
PE: phosphatidylethanolamine ; PF: PF-429242 ; PI3KC3: class Ill phosphatidylinositol 3-
kinase ; PI3P: phosphatidylinositol-3-phosphate ; MBTP1: membrane-bound transcription
factor site-1 protease ; Tg: Thapsigargin ; UPR: Unfolded protein response ; UPS:
Unconventional protein secretion
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Introduction

Cystic fibrosis (CF) is the most common genetic lethal disease found in the European
population. More than 2100 mutations leading to the disease are currently described in the
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) gene which encodes a
homonymous channel-protein involved in chloride and bicarbonate anion efflux (1-5). The
most common mutation is a deletion of a phenylalanine at position 508 of the polypeptide
sequence (p.Phe508del), producing the protein named p.Phe508del-CFTR (6,7). This protein is
altered, can’t validate the endoplasmic reticulum (ER) quality control steps and is retained in
the ER’s lumen. A large amount of the protein is degraded by the endoplasmic reticulum-
associated protein degradation (6,8,9). This impedes the transport of p.Phe508del-CFTR to the
plasma membrane of cells and it is estimated that only 1% (8,10) of it can reach this location
as a core-glycosylated form named band B (11-14).

In CF, in addition to the inflammatory and infectious response (15-18), the ER overload
due to p.Phe508del-CFTR accumulation in its lumen induces a long term stress in cells (19—
21). This stress is physiological defence mechanism named the unfolded protein response
(UPR) (15-18). The main role of UPR is to limit protein synthesis in order to reduce protein
accumulation in the ER (22,23). UPR can lead to apoptosis if its action is insufficient (23). It is
constituted of three interconnected pathways led by the Inositol-Requiring Enzyme 1a (IRE1a)
(24), the Protein kinase R (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK) (25) and the
Activating Transcription Factor 6 (ATF6) (26,27). These three arms are kept inactive by the
binding of Grp78 to each actor which are anchored in ER’s membrane (22,28). Under stress
conditions, Grp78 dissociates from these three actors and binds to the unfolded proteins in the
ER’s lumen. Once released from GrP78, the three actors of the UPR can then activate.
PERK is activated by its homo-oligomerization and transphosphorylation which induce elF2a
phosphorylation (16). This phosphorylation induces a decrease in the global protein synthesis
in cells, but increase the expression of genes involved in the triggering of apoptosis (29). IREla
signalling is composed of three processes which are the IRE1-dependent decay that alleviates
the ER protein overload (30), the endoribonuclease activity for the XBP1 splicing (XBP1s)
leading to the expression of some target genes (31), and the kinase activity leading to the
activation of c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) pathway through the apoptosis signal-regulating
kinase 1 (ASK1) (32). ATF6 migrates to the Golgi apparatus after the dissociation of Grp78,
anchors the membrane of the Golgi apparatus and undergoes two successive cleavages by two
serine proteases: the membrane-bound transcription factor site-1 protease (MBPT1) and the
membrane-bound transcription factor site-2 protease (26,33,34). ATF®6 is then released in its
active form as a transcription factor that migrates to the nucleus in order to activate the
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transcription of the UPR’s genes (35-37). Importantly, ATF6 also inhibits some genes
including CFTR (38,39).

We previously showed the specific involvement of ATF6 in the CFTR’s synthesis in
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549) expressing p.Phe508del-CFTR.
We used siRNA to decrease the expression of ATF6 and we observed increased chloride
currents via p.Phe508del-CFTR due to an increased amount of the proteins within the
membranes (20). More recently, we used the anti-serine protease 4-[(Diethylamino)methyl]-N-
[2-(2-methoxyphenyl)ethyl]-N-(3R)-3-pyrrolidinyl-benzamide dihydrochloride (PF-429242;
PF) (40) in a human bronchial epithelial cell line (CFBE410-) transduced to overexpress either
the WT-CFTR or the p.Phe508del-CFTR (41). PF is a specific and reversible MBTP1’s
inhibitor which is critical for the activation of ATF6 (35,42). As with the sSiRNA, we observed
an increased expression and an increased membrane localization of p.Phe508del-CFTR, leading
to increased CFTR-dependent chloride efflux (20,40). More recently, we confirmed these
results in non-transduced native CFBE410- cells which are more relevant in UPR studies and
in CF studies. We also observed increased chloride efflux linked to p.Phe508del-CFTR in
reconstituted human bronchi homozygous for the p.Phe508del mutation (cf Résultats 1.).

For few years, researches have been initiated to know how the p.Phe508del-CFTR can
reach the plasma membrane (43,44). The p.Phe508del-CFTR protein is unable to validate the
ER quality control steps and to reach the plasma membrane through the conventional pathway.
However, beside this conventional protein secretion process (45,46), an unconventional protein
secretion (UPS) pathway has been described, triggered in ER stress condition or in ER-to-Golgi
blockage (47-49). UPS allows mutated proteins to reach their final location by different
mechanisms bypassing the Golgi. It concerns misfolded proteins bearing a signal peptide
sequence or transmembrane domain (45,50).

GRASP55 is involved in the p.Phe508del-CFTR transport through UPS, under stress condition
(47). GRASP55 was initially identified as a structural protein allowing the Golgi apparatus
cisternae’s formation (51,52). Nevertheless, GRASP is also involved in soluble protein
secretion in mammalian cell lines (47). Regarding p.Phe508del-CFTR, when UPR is triggered,
the core-glycosylated form of the protein is more efficiently transported to the plasma
membrane. This is due to an IREla-dependant overexpression of GRASP55 and a direct
interaction of GRASP55 with the PDZ domain p.Phe508del-CFTR (47). Therefore, IRE1 and
GRASP55 are main actors triggering UPS in CF cells. Some studies showed the involvement
of Secl6A, a protein located in ER exit sites and participating in the conventional secretion
pathway though COP-I11 vesicles formation (53-55). They showed that Sec16A, regulated by
IREla (56,57), allowed the p.Phe508del-CFTR unconventional transport though its direct
binding with GRASP55 (58).

Moreover, it was shown that some early autophagy components are also involved in
p.Phe508del-CFTR translocation to the cell surface (59).
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Autophagy is an evolutionarily conserved mechanism initially described as a
degradative process through the intervention of double membrane structure named
autophagosome which contains cargo proteins to be degraded after an autophagosome /
lysosome fusion. This usually occurs when cells are stressed. So like UPR, autophagy is mostly
a protective mechanism to maintain cellular homeostasis.

The activation of autophagy occurs through the ULK1 complex activation. There are two key
regulators of this complex: the mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) and the
adenosine monophosphate protein kinase (AMPK). mTORC1 performs some inhibiting
phosphorylation on ULK1 complex components in order to impede its formation (60-62).
AMPK is the main negative regulator of mMTORCL1 (63). AMPK can also phosphorylate ULK1
complex components to speed up its formation (64). This complex formation leads to Beclin-
1/Bcl-2 dimer dissociation through Beclin-1 phosphorylation. Beclin-1 is able to bind three
others proteins in order to form the PI3BKC3 (class Il phosphatidylinositol 3-kinase) complex
which allows PI3P production, a lipid involved in phagosome membrane nucleation (60,65).
Another important actor is the microtubule-binding protein-1 Light-Chain-3 (LC3) which is
used as an autophagy activator hallmark. LC3 has two distinct forms: LC3-1 (cytosolic form)
and LC3-11 which is associated with phosphatidylethanolamine (PE) allowing the phagophore
membrane elongation (60,66,67).

Some studies have described autophagy as a main process in soluble protein transport (68,69).
Indeed, it was shown that ULK1 activates Sec16A in the absence of stress conditions (70).
Interestingly, the use of siRNA directed against some central components of the
autophagosomes formation impedes the p.Phe508del-CFTR transport to the plasma membrane
(47). Knowing that autophagosomes biogenesis occurs close to ER exit sites (71) where the
COP-I11 vesicles are formed, and that previous studies showed that UPR activates autophagy
(72,73), this gives many reasons to decipher the involvement of autophagy early components
in UPS in link with p.Phe508del-CFTR.

As mentioned before, we previously showed that MBTP1 inhibition lead to an increased
membrane expression and chloride efflux of p.Phe508del-CFTR (cf Résultats 1.) In the present
study, we sought to determine whether these beneficial effects were due to the autophagy-
related UPS.

Materials and methods
Cell culture and treatments

The native CFBE41o- cells were cultured as previously described (74). These cells are
immortalized human bronchial epithelial cells, derived from a CF patient homozygous for the
p.Phe508del mutation (75-77). In some experiments, cells were treated with PF-429242 (PF;
SMLO0667, Sigma-Aldrich : 10 uM for 48 hours) with or without thapsigargin (Tg : #10798352,
Acros Organics; 0.5 uM for 4 hours), after PF treatment. The combination of PF and Tg was
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performed in order to assess a potential protective effect of PF on the development of a
subsequent stress.

RNA extraction and Reverse-Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Total RNAs from untreated and treated cells were extracted using NucleoSpin RNA plus
columns, according to the manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel). Reverse transcription
was performed with the SuperScript® Il reverse transcriptase (Invitrogen) using 1 pg of total
RNAs. The cDNA synthesis was performed with a HotStarMastermix (Qiagen). The XBP1’s
primers were : forward: 5’- cagcgettggggatggatge and reverse: 5’- gggcttggtatatatgtgg. These
primers amplify both unspliced and spliced mMRNA species. The thermal cycling conditions
were 95°C for 15 minutes followed by 40 cycles at 94°C for 30 seconds, 61°C for 30 seconds
and 72°C for 1 minute and a final extension at 72°C for 10 minutes.

Protein extraction and western blotting

Cells were lyzed in RIPA buffer (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 % Na-
Deoxycholate, 0,1 % SDS, 10 mM iodoacetamide, 100 mM PMSF; pH = 7,5) in the presence
of the EDTA-free Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Cell lysates were centrifuged
(15 min, 16.000 g, 4°C) and protein concentrations were determined by the Lowry’s
methodology. For blotting, samples were subjects to 10 %, 12 % or gradient 4-20 % SDS/PAGE
gels. The membranes were incubated with anti-IREla (1/1000°%, #3294, Cell Signalling
Technology), anti-pIREla (1/1000° ab48187, Abcam), anti-XBP1s (1/1000°, #12782, Cell
Signalling Technology), anti-LC3B (1/2000°, #2775, Cell Signalling Technology) and anti-
LAMP-1 (1/1000°, D2D11, Cell signalling technology) antibodies. Blots were further incubated
with HRP-conjugated secondary antibodies (1/2000e, anti-mouse and 1/20000e, anti-rabbit
were from Santa Cruz Biotechnology and Sigma-Aldrich, respectively) and visualized by
enhanced chemiluminescence. Densitometric measurements were performed using Image
Studio Lite software (LI-COR Biosciences, Version 5.2). Each value was normalized by the
amount of B-Actin detected on the same immunoblots (anti-B-Actin-HRP, 1/20000e, sc-47778,
Santa Cruz Biotechnology).

Human protein autophagy array

Screening of 20 proteins involved in autophagy mechanism was performed using a
Human Autophagy Array (#AAH-ATG-1-8, RayBiotech), according to the manufacturer’s
instructions. Each membrane contained specific antibodies for twenty autophagy proteins
concentrated in dots. Saturation of the membranes was done with the Blocking buffer for 30
minutes. Cell lysates were added on membranes (600ug proteins) and incubated overnight in
rotation at 4°C. Washes steps were performed using Wash buffers provided in the Kkit.
Biotinylated antibody cocktail was added and incubated for 2 hours at room temperature.
Washes steps were performed again and HRP-Streptavidin solution were added for 2 hours at
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room temperature. A final wash step was performed and we processed to the
chemiluminescence detection. Densitometric analysis of the plots was performed using Image
Studio Lite software (LI-COR Biosciences, Version 5.2).

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
6.01 software. Unpaired Student’s t test and Mann-Whitney U-test were employed. Data were
considered statistically significant when P <0.05 (*); P <0.01 (**) and P <0.001 (***).

Results

MBTP1 inhibition increases the expression and the phosphorylation of IREla

UPR pathways being interconnected, we assess the expression and the phosphorylation
state of IRELla after the inhibition of ATF6. Fig. 1A is a representative image of the expression
of IREla after PF treatment or Tg treatment or both. Conditions with PF increase the intensity
of bands linked to the detection of IREla. The bar graph shown in Fig. 1C represents the
statistical analysis performed after the densitometric measurement. In the presence of PF we
observed a significant increase of the expression of IREla in comparison to the control
condition. In the Tg condition, an upward trend in comparison to the control was observed.
Moreover, the presence of both PF and Tg led to a significant increase of the IREla’s
expression in comparison to PF and Tg treatments alone and control condition.
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Further, we assessed the phosphorylation state of IRE1a. in the same conditions (Fig. 1B
and 1D). Fig. 1B is a representative image of an immunoblot showing an increased intensity of
the bands related to the detection of the phosphorylated form of IRE1a after PF or Tg or both
treatments. A very faint intensity of the band in control condition is detected. Statistical analysis
shows that the conditions comprising PF significantly increase the phosphorylation state of
IRE1a in cells, in comparison to the control. Tg treatment leads to an upward trend which is

not statistically significant (Fig. 1D).
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Fig. 1. MBTPL1 inhibition induces IREla autophosphorylation. (A and B) Representative
immunoblots of IRE1a (A) and phosphorylated IRELlo (B) after CFBE41o- cells were treated
with PF (10 uM, 48 H), Tg (0,5 uM, 4 H) or with the two molecules (n=4). 3-actin was detected
to show that the loading was identical in each lane and for further normalization. (C and D).
Bar graphs represent the statistical analysis of the global expression of IRE1a (C). Bar graphs
represent the statistical analysis of the phosphorylation of IRE1a (D). Data are shown as mean
+ SEM of four to seven independent experiments. Unpaired student t-test was performed to
show the significant overexpression and phosphorylation of IRE1la in comparison to control
conditions. *: P < 0,05, **: P < 0,01 and *** : P < 0,001.
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XBP1 is activated after MBTP1 inhibition

One of the downstream effects of IREla activation is its endoribonucleasic process,
represented by the cleavage of XBP1. We show, at the mRNA level, XBP1s is increase after
MBTP1 inhibition using PF (Fig. 2A). We confirmed this result by performing immunoblots to
detect XBP1s at the protein level (Fig. 2B). Unsurprisingly, the expression of XBP1s is
significantly increased after UPR induction by Tg. In the presence of PF with or without Tg
show an increased intensity of the band related to XBP1s detection in comparison to control,
but less than Tg alone. The Association of both PF and Tg do not lead to an additive effect on
the level of expression of XBP1s but rather to a return to the same expression level of XBP1s
as in condition with PF alone.

(A) (B)
PF-420242 o + . +
Tg 2 - + +
PF-420242 - -
£XBP1s (80 kDa) > - —

B-actine (43 kDa) - - - -

Fig. 2. XBP1 mRNA is spliced by IRE1a in response to MBTP1 inhibition. XBP1 mRNA
splicing (A) was determined by conventional RT-PCR, using primers that amplify both
unspliced and spliced mMRNA species. The image shows representative PCR bands for XBP1u
and XBP1s after resolution in 4 % agarose gel prestained with BET. Splicing of XBP1 mRNA
results in the translation of two distinct XBP1 protein isoforms: spliced (pXBP1s) and unspliced
(pXBP1u). The image in (B) is a representative immunoblot of the detection of XBP1s in
CFBE410- cells treated with PF (10 uM, 48 H), Tg (0,5 uM, 4 H) or with the two molecules
(n=4). B-actin was detected for normalization. Images are representative of three independent
experiments.
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Uprequlation of autophagy components after MBTP1 inhibition

We next assess the effect of MBTP1’s inhibition on the autophagy process. We screened
the expression of twenty proteins known to be involved in the autophagy process. After PF
treatment, we show that two proteins are significantly upregulated: LC3A and LAMP-1 (Fig.
3), what was confirmed by western blots (Fig.4). In the case of LC3A, we show a significant
increase in its expression after PF treatment. Whereas it isn’t observed in the presence of Tg,
its expression is likely increased. PF plus Tg condition lead to a significant overexpression of
LC3 in comparison to control and Tg alone conditions (Fig. 4A and 4C). LAMP-1 is
significantly overexpressed in all conditions containing PF. Tg do not appear to induce any
variation in LAMP-1 expression (Fig. 4B and 4D).
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Fig. 3. Inhibition of MBTP1 increases the expression of the autophagy proteins LC3A and
LAMP-1. Human autophagy proteins array was performed in order to screen twenty proteins
expression known to be involved in autophagy process (n=4). LC3A and LAMP-1 were
overexpressed after the inhibition of MBTP1. Bar graphs represent the statistical analysis. *: P
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Fig. 4. MBTP1 inhibition modifies the expressiongof some autophagy’s actors. (A-B).
Representative immunoblots of LC3B (A) and LAMP-1 (B) expression in CFBE41o0- cells
treated with PF (10 uM, 48 H), Tg (0,5 uM, 4 H) or with the two molecules. B-actine was
detected for normalization. (C-D). Bar graph representation of the statistical analysis of the
expression of LC3B-II (C) and LAMP-1 (D). *: P < 0,05 and **: P < 0,01

Discussion

In a previous study, we showed that ATF6 inhibition, through MBTP1 inhibition,
increases the global and membranous expression of p.Phe508del-CFTR (20,40) (cf Résultats
I.). This leads to an increased chloride efflux via p.Phe508del-CFTR. After the identification
of genes that could explain this mechanism, we hypothesized that the beneficial effect of

MBTP1’s inhibition is due to the triggering of the UPS.
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Hence, we show that PF increases the expression of IREla. as well as its
phosphorylation. It is known that all UPR pathways are interconnected, it is not surprising that
ATF®6 inhibition leads to an increased IRE1a’s phosphorylation by a compensatory mechanism
(78,79). IRE1a is described as one of the main regulators of UPS (47,57-59). Therefore, we
sought to determine whether the endoribonuclease activity of this pathway is triggered by
studying the splicing of XBP1. We showed an increased expression of XBP1s after PF
treatment, at both the mRNA and protein levels, indicating that the endoribonuclease activity
of IRE1 is indeed activated. Tg plus PF treatment of the cells did not increase the expression of
XBP1s to the level observed with Tg alone. ATF6 controls XBP1 expression, therefore it is
possible that inhibition of ATF6 indirectly controls the amount of XBP1s since the overall
amount of XBP1 is reduced (80). XBP1s enables the synthesis of chaperone proteins that allow
the degradation of misfolded proteins (81,82). XBP1s has also been shown to be involved in
the unconventional transport of p.Phe508del-CFTR (72,83). These two effects could regulate
the amount of p.Phe508del-CFTR in the lumen of the ER by maintaining a balance between its
degradation and its exit from this organelle.

We then sought to determine whether certain proteins known to be involved in the
autophagy process were modulated in our context. Two proteins out of twenty were
significantly overexpressed: LC3A and LAMP-1.

LC3 is part of the ATGS8 protein family (84). It is involved in the elongation of the
autophagosome’s membrane. Finding out why LC3A is only overexpressed here could be an
interesting avenue for future research. Indeed, the different locations and mobility in cells of
the various LC3 homologs may mean that they have different functions (85). To our knowledge,
no study has looked into this question, and those using LC3 as a marker of autophagy do not
differentiate between the homologs. The results reported here may mean that LC3A is specific
or at least plays a more significant role than its homologues in the formation of autophagosomes
for the secretion of misfolded proteins.

LAMP-1, along with its homologue LAMP-2, is known to represent 50% of the membrane of
lysosomes. It is therefore regularly used as a marker of autophagy activation (86). Recently, it
has been reported that LAMP-1 is also found in the trans-Golgi network. This protein is thought
to be one of the potential effectors enabling cargo proteins to leave this organelle and join the
plasma membrane. In other words, LAMP-1 appears to be involved in the formation of lipid
structures for conventional transport (87). Beside this, it is known that autophagosomes form at
a structure called phagophore assembly site (88). The formation of this structure is conditioned
by the arrival of vesicles that supply the lipids involved in the elongation of the autophagosome
membrane. These vesicles may originate from various cellular locations, including the Golgi
apparatus or the plasma membrane (89). Since LAMP-1 is found in the Golgi apparatus to form
lipid structures for transporting proteins to the plasma membrane, we can suppose that this
protein also plays a role in supplying lipids to phagophore assembly sites.
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We have provided some information on the mechanism by which p.Phe508del-CFTR is
delivered to the membrane in the case of MBTP1 inhibition, in a relevant model to CF. Figure
5 shows a model explaining the effects of MBTP1 inhibition on the unconventional transport
of p.Phe508del-CFTR. Some of the effectors represented have not been studied in this study.
However, their involvement in UPS is well known in the literature, and we have chosen to
include them in order to give an overview of the potential benefits of ATF6 inhibition through
MBTP1 blockade.

Many aspects remain to be clarified. One of the next priorities will be to look at the
behaviour of IRE1a kinase activity in our context. It has been reported that this pathway has a
predominant effect on the transport of p.Phe508del-CFTR through the UPS (47,57-59).
Furthermore, we did not explore the effect of the PERK pathway at all in this study. A few
studies have highlighted its importance in this subject (72,83), so investigating whether this
pathway is involved in our case could provide more informations.
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Fig. 5. Proposed autophagy-related UPS model for p.Phe508del-CFTR after MBTP1
inhibition.

In a healthy physiological context, CFTR is transported from the ER to the plasma membrane
via the Golgi apparatus, using the conventional protein secretion pathway (B., right side). An
unconventional protein secretion (UPS) pathway has been reported for the transport of the
p.Phe508del-CFTR, activated in ER stress condition or in ER-to-Golgi blockade and bypassing
the Golgi apparatus. Bypassing the Golgi, it is mediated by GRASP55 and the UPR transducer
IREla and named unconventional protein secretion (UPS). This pathway was initially
described as being triggered by GRASP55 under the control of IRE1, and then early
components of autophagy were shown to be involved in this process, regularly referred to the
autophagy-related UPS. Briefly, autophagy is initiated (1) at the phagophore assembly sites
(PAS) with the phagophore nucleation. Phosphorylation mediated by mTORC1 and AMPK,
the two main regulators of autophagy, leads to the formation of the ULK1 complex. In
association with certain proteins of the ATG family, the PI3KC3 complex can then form and
produce PI3Ps, which are crucial lipids in the elongation of the autophagosome membrane (2).
Another important actor participating to autophagosome maturation (2, 3) is LC3 found in two
forms: LC3-1 (cytosolic form) and LC3-11 conjugated with PE. Importantly, changes in the
phosphorylation status of GRASP55 by certain stimuli (e.g. mMTORCL1 inactivation) can redirect
its location to other sites as the ER, autophagosomes or MVBs, enabling the UPS of
p.Phe508del-CFTR. GRASP55 is acting in concert with others actors such as Sec16A, Sec31A,
WIPI2, LC3-Il, ATG proteins, RAB proteins and LAMP-1. Numerous interactions have been
investigated and fusion events evoked to describe the exportation of p.Phe508del-CFTR to the
plasma membrane. In our model, treatment with PF results in the MBTP1-mediated ATF6
inhibition, leading to an increase of the CFTR gene’s expression [A.]. We propose that, via a
compensation mechanism between the different UPR arms, inhibition of ATF6 promotes
activation of the IRE1a pathway. [B.]. IREla kinase activity through the TRAF2-ASK1-JNK1
pathway could be implicated in the phosphorylation-dependent dissociation of Beclin-1/Bcl-2
complex, facilitating the activation of autophagy. Our results suggest a modification in the
IREla endoribonuclease activity through the transcription factor XBP1 and its regulation
LAMP-1 and MAP1LC3A genes (B).
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Résultats préliminaires :

Aucune variation d’expression de la Beclin-1 n’a été observée lors de notre screening,
nous avons voulu Vérifier ce résultat par western blots (Figure 1A). Il s’avére que ni le PF ni la
thapsigargine ne font varier son expression (Figure 1B).
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Figure 1 : L’expression de la Beclin-1 n’est pas modifiée aprés inhibition de la S1P.

(A) Image représentative d’un gel utilisé pour détecter 1’expression de la Beclin-1 (image du
haut). La B-actine a été détectée pour vérifier ’homogénéité des dépots protéiques (image du
bas), et utilisée pour la normalisation des résultats. (B) Histogramme représentant les analyses
statistiques de 1’expression de la Beclin-1 (n=3). Aucune condition de traitement n’a montré
d’augmentation de 1’expression de la Beclin-1.

Anticorps utilisés : anti-Beclin-1 (1/1000°™, D40C5, Cell Signalling Technology) et anti-
Actin-HRP (1/20000°™, sc-47774, Santa Cruz Biotechnology).

Il est étonnant que 1’expression protéique de la Beclin-1 ne soit pas augmentée. En effet,
de précédentes études avaient montré que XBP1s pouvait jouer sur la transcription de son géne,
tout comme celui de LC3 (371,372). L’expression protéique de ce dernier est pourtant
augmentée dans notre contexte. Il faudrait vérifier si I’ARNm de la Beclin-1 est plus synthétisé
apres avoir inhibé la S1P. De plus, étudier la phosphorylation de la Beclin-1 serait également
un bon moyen de savoir si son activité est augmentée. Au moment ou j’écris ces lignes, des
experiences visant a étudier son état de phosphorylation sont en cours de réalisation. Des
prémisses de résultats que nous avons obtenus, qui ne sont pas présentés ici, nous font penser
que la forme phosphorylée de la Beclin-1 est augmentée sous traitement au PF.

Nous avons ensuite étudié le cas de GRASP55 (Figure 2), une des premiéres protéines
étudiées dans ce contexte. Son expression globale n’est pas modifiée apreés avoir appliqué un
traitement au PF. Cependant, la thapsigargine diminue significativement son expression par
rapport au contrdle. Cet effet est exacerbé quand I’association PF plus thapsigargine est
appliquee (Figure 2A panel du haut et Figure 2B). Son état de phosphorylation a également été
étudié (Figure 2A panel du milieu et Figure 2C). Une forte diminution de celui-ci a été observée
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apres un traitement a la thapsigargine avec ou sans PF, mais sans significativité. Un traitement
au PF seul ne modifie pas 1’état de phosphorylation de GRASP55.
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Figure 2 : L’expression et le taux de phosphorylation de GRASPSS ne varie pas apres
avoir inhibé la S1P et diminue en présence de thapsigargine.

(A) Image représentative d’un gel utilisé pour détecter I’expression de GRASP55. L’image du
haut correspond a la détection de sa forme totale et celle du milieu de sa forme phosphoryleée.
La B-actine a été détectée pour vérifier ’homogénéité des dépdts protéiques (image du bas), et
utilisee pour la normalisation des résultats. (B) Histogramme représentant les analyses
statistiques de I’expression globale de GRASP55 (n=3). (C) Histogramme représentant les
analyses statistiques de 1’état de phosphorylation de GRASP55 (n=3). *: P < 0,05 et **: P <
0,01.

Anticorps utilisés : anti-GRASP55 (1/1000°™, ab204335, Abcam) et anti-Actin-HRP
(1/20000°™, sc-47774, Santa Cruz Biotechnology).

Les résultats obtenus sont inattendus. En effet, le PF n’augmente ni 1’expression globale
ni la phosphorylation de GRASP55. Cela est étonnant puisque nous avons montré une hausse
d’expression membranaire de p.Phe508del-CFTR, et GRASP55 semble étre un acteur vital dans
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ce processus (266). Plus surprenant encore, la thapsigargine réduit 1’expression globale du
GRASP55 mais aussi son état de phosphorylation.

Des études ont cependant presenté des résultats pouvant expliquer cela. Une premiéere a montré
qu’un traitement de six heures a la thapsigargine n’augmentait pas la production de I’ARNm de
GRASP55, mais que cela était le cas au bout de vingt-quatre heures (373). Deux autres études
ont montré qu’un traitement court a la thapsigargine suffisait a phosphoryler GRASPS5S5 et a
induire sa délocalisation de 1’appareil de Golgi (266,324).

Dans notre cas, il se pourrait que GRASP55 soit phosphorylé suite a notre traitement a la
thapsigargine, ce qui ’amene a étre relocalisé jusqu’au RE. A ce stade, GRASP5S5 se lierait au
p.Phe508del-CFTR et lui permettrait d’emprunter I’UPS pour atteindre la membrane
plasmique. Le fait que nous traitons pendant un temps court, et a une concentration faible,
pourrait ne pas étre suffisant pour déclencher 1’expression du géne codant GRASP55. La cellule
n’aurait alors pas le temps de déclencher sa synthése pour compenser la quantité utilisée.
Cependant, cela n'explique pas pourquoi l'inhibition de la S1P ne joue ni sur I’expression ni sur
I’état de phosphorylation de GRASP55, semblant pourtant étre nécessaire au transport
membranaire du p.Phe508del-CFTR (266). Peut-étre que I’inhibition de la SI1P déclenche
I’activation d’autres acteurs qui seraient eux aussi impliqués dans ce processus, en lien ou non
avec GRASP55.
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Discussion

La mucoviscidose est la maladie génétique létale a transmission autosomale récessive
la plus retrouvée dans la population européenne. Elle est due & de nombreuses mutations altérant
le géne CFTR, qui code pour un canal ionique homonyme perméable notamment aux ions CI°
et bicarbonates (259-261). Les dysfonctionnements du CFTR liés a ces mutations engendrent
notamment une deficience de son activité. Un déséquilibre osmotique se créé entre le milieu
intra et extracellulaire, causant un épaississement du mucus qui se situe a la surface des cellules
épithéliales. Ce mucus est la premiere barriere séparant 1’organisme d’agents extérieurs
potentiellement pathogenes. En temps normal, ce mucus est réguliérement renouvelé grace a
I’action de cils se situant au pdle apical des cellules épithéliales. Cet épaississement diminue
I’efficacité de ce processus, nommeé clairance mucociliaire, entrainant une stagnation du mucus
au niveau des systémes respiratoire, intestinal et génital (327). Ces lieux deviennent alors un
terrain propice aux infections liées a la prolifération de microorganismes, et sont le théatre
d’une réponse inflammatoire exacerbée (103,306). Dans le cas de la mutation p.Phe508del-
CFTR, une accumulation de protéines mal repliées dans la lumiére du RE est aussi observée
(105,310). Le développement de ces trois parametres principaux engendre un stress cellulaire
régulé par la mise en place de I’'UPR, un mécanisme de défense visant a restaurer I’homéostasie
cellulaire (108).

L UPR est régulé par trois voies de signalisation interconnectées, chacune représentee
par une protéine : ATF6 (113,114), PERK (116) et IRE1 (115). Ces trois protéines sont, sous
forme inactive, ancrées dans la membrane du RE et liées a la protéine chaperon Grp78 (129—
131). Une fois activées, les objectifs principaux de ces trois voies sont de réduire la synthése
globale des protéines d’une part (9), et d’augmenter la syntheése de protéines chaperons et de
protéines impliquées dans ’ERAD d’autre part (108-110). Si ces effets ne suffisent pas, I’'UPR
peut déclencher 1’activation du programme de mort cellulaire par apoptose, dans le but de
preserver le reste de I’organisme (111,112).

Dans mon projet de thése, je me suis tout particulierement intéressé a la voie ATF6, car
de précédentes études avaient montré que ’activation de cette voie inhibait I’expression du
gene CFTR (367,368). En effet, une fois sous sa forme active, ATF6 agit comme facteur de
transcription. Pour étre activé, il faut qu’un parametre déclencheur de I’UPR permette la
dissociation de Grp78 de ATF6 (130,150,151). Grp78 se fixe aux protéines mal formees situees
dans la lumicre du RE, permettant 8 ATF6 de migrer jusqu’a I’appareil de Golgi (152). ATF6
y subit deux clivages successifs par les sérines protéases S1P et S2P (153). Une fois ces clivages
réalisés, ATF6 est libérée dans le cytosol sous sa forme active, et transloque au travers de la
membrane nucléaire afin de moduler 1’expression de ses génes cibles (104,155).
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La mucoviscidose a été décrite depuis longtemps, mais aucun traitement curatif n’a pour

le moment été développé. Néanmoins, des avanceées significatives dans les traitements prescrits
aux patients ont été réalisées ces vingt derniéres années. En effet, parmi les molécules qui
constituent le Trikafta/Kaftrio®, la trithérapie protéique actuelle, les correcteurs permettent de
restaurer en partie le transport du CFTR jusqu’a la membrane plasmique et les potentiateurs
augmentent son activité (342,346,352,353). Les stabilisateurs, qui augmentent la demi-vie du
CFTR, et les amplificateurs, qui stabilisent ’ARNm du CFTR, sont deux autres catégories de
molécules qui ont été développées. Ces deux dernieres ne font pas parties du Trikafta/Kaftrio®,
mais sont des pistes intéressantes pour améliorer ce traitement.
Il y a une vingtaine d’année, 1’espérance de vie d’une personne atteinte de mucoviscidose était
de vingt ans. Cette espérance de vie est aujourd’hui d’environ quarante ans grace au
Trikafta/Kaftrio®. De plus, cette thérapie a eu un impact positif conséquent sur la qualité de
vie des patients. Ce traitement est cependant loin d’étre optimal. En effet, le Trikafta/Kaftrio®,
est destiné aux patients possédant au moins un alléle présentant la mutation Phe508del et, dans
le cas d’une hétérozygotie, un alléle présentant une mutation produisant un CFTR avec une
fonction résiduelle. En prenant en compte ces parameétres, le Trikafta/Kaftrio® est prescriptible
a environ 80% des patients. De plus, ces derniers subissent pour la plupart de nombreux effets
secondaires, ce qui peut les mener a I’arrét du traitement. Il est donc toujours nécessaire de
trouver de nouvelles solutions thérapeutiques, afin d’apporter un traitement aux patients non
éligibles au Trikafta/Kaftrio® et a ceux qui sont forcés d’arréter le traitement en raison des
effets secondaires. C’est dans ce cadre que se situe mon projet de thése.

Le premier objectif de mon projet de these a été d’évaluer le potentiel thérapeutique de
I’inhibition de la voie ATF6. Pour cela, le PF a été utilisé afin d’inhiber spécifiquement la sérine
protéase S1P (359), une protéine essentielle dans 1’activation de la voie ATF6. Nous avons
obtenus nos résultats en utilisant la lignée cellulaire CFBE410-, des cellules épithéliales
bronchiques immortalisées issues d’un patient atteint de la mucoviscidose, et homozygote pour
la mutation p.Phe508del-CFTR (374). Nous avons également utilisé des cellules épithéliales
bronchiques issues de patients homozygotes pour la méme mutation. Le but était de se
rapprocher le plus possible in vitro des conditions physiopathologiques observées chez les
patients.

Avant de s’intéresser plus particulie¢rement aux effets de 1’inhibition de la S1P sur le
p.Phe508del-CFTR, nous avons validé que I’utilisation du PF était viable dans notre contexte.
Tout d’abord, nous avons montré que le PF n’engendrait pas de toxicite, et qu’il ne déclenchait
pas de réponse inflammatoire. Cette dernicre étant centrale dans le déclenchement de I’'UPR et
dans 1’évolution de la mucoviscidose, il était vital que notre traitement n’induise pas son
déclenchement.

Nous devions ensuite nous assurer que le PF était bien un inhibiteur spécifique de la S1P. Pour
cela, nous avons évalué le clivage de SREBP2, car cette protéine est activée de laméme maniere
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qu’ATF6 (153). SREBP2 est régulierement utilisée dans la littérature comme marqueur
d’activité de la S1P et d’ATF6, car plus facile a détecter que ce dernier. L’absence de clivage
de SREBP2, suite au traitement au PF, dans ces expériences souligne la spécificité de cette
molécule vis-a-vis de la SIP. De plus, nous avons relevé une baisse d’expression du géne
INSIGL1. Ce gene code pour une protéine inhibant I’activation des SREBPs (375). L’inhibition
des SREBPs mene a la diminution de la production de cholestérol et d’acides gras, qui sont des
paramétres déclencheurs de I’expression de INSIG1 (94,158). De plus, une boucle de
rétrocontrble existe entre INSIG1 et les SREBPs. La baisse d’expression de INSIG1 illustre
donc une baisse d’activité des SREBPs, et apporte une preuve supplémentaire que la S1P est
bien inhibée par le PF. Nos expériences d’immunofluorescences, montrant que le PF empéche
la relocalisation nucléaire de ATF6 (et donc son activation), viennent appuyer ces résultats.
Pour terminer sur la caractérisation des effets globaux du PF sur notre modele, nous avons
montré que cette molécule réduisait I’expression de Grp78, le principal marqueur d’activation
de 'UPR (129). De plus, étant donné¢ qu’inhiber ATF6 peut avoir des conséquences sur
I’activation des autres voies de I’'UPR, nous avons montré que 1’expression des genes PERK,
IRE1, CHOP et XBP1 n’était pas altérée.

Nous nous sommes ensuite intéressé aux effets du PF sur le p.Phe508del-CFTR. Par
patch clamp sur cellules entiéres et par expérience de chambre de Ussing, nous avons observé
que les efflux d’ions CI" liés a D’activité du p.Phe508del-CFTR étaient significativement
augmentés suite a I’inhibition de la S1P. Dans les expériences de patch clamp, nous avons situé
I’efficacité du PF en comparant ses effets a ceux du VX-809, un correcteur de premiere
génération. Comme attendu, le VX-809 augmente significativement les efflux d’ions CI" du
p.Phe508del-CFTR, mais dans une moindre mesure que dans le cas du PF. De plus, nous
n’avons pas relevé d’effets synergiques entre ces deux molécules. Cependant, cela ne signifie
pas que le PF en association avec le Trikafta/Kaftrio® montrera de tels effets. Par contrainte de
temps, nous n’avons pu ni comparer les effets, ni évaluer la présence de potentielles synergies
entre le PF et le Trikafta/Kaftrio®. Des expériences ultérieures sur ce sujet améneraient des
informations supplémentaires sur le potentiel thérapeutique du PF.

Pour expliquer I’origine de 1’augmentation de ces efflux d’ions CIl’, nous nous sommes
intéressés a I’expression du canal p.Phe508del-CFTR. Une précédente étude de 1’équipe avait
montré que la production de I’ARNm du p.Phe508del-CFTR était augmentée apres traitement
au PF (369), mais son expression au niveau protéique n’avait pas été évaluée. Ainsi, grace a des
immunoprécipitations, nous avons montré que I’inhibition de la S1P par le PF permet
d’augmenter la synthése globale de la bande B du CFTR. Ces résultats ont été vérifiés par
résonance plasmonique de surface, dans le but de s’assurer que 1’augmentation des efflux d’ions
CI" était reliée a I’augmentation d’expression de la bande B du CFTR, et non pas de la bande
C.

Dans les expériences d’immunoprécipitations, nous avons utilisé le VVX-809 pour avoir un point
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de comparaison avec le PF. Contrairement au PF, le VVX-809 augmente 1’expression globale de
la bande C du CFTR mais pas celle de la bande B. Cependant, nous avons observé que
I’association du PF et du VVX-809 semblait avoir un effet synergique, et augmentait 1’expression
de la bande B du CFTR. Ce résultat est étonnant, car il donne une information différente de
celle obtenue suite a nos expériences de patch clamp et de chambre de Ussing. En effet, dans
ces expériences, nous n’avons pas observé d’effet synergique entre ces deux molécules. Pour
tenter de comprendre d’ou venait cette différence, nous avons investigué le taux d’exportation
membranaire du p.Phe508del-CFTR.

En étudiant des échantillons enrichis en protéines membranaires, nous avons observé que la
bande B du CFTR était bien plus détectée aprés un traitement au PF. Le VX-809 augmente
quant a lui ’expression membranaire de la bande C. Cependant, lorsque le PF et le VX-809
sont associés, la bande B semble moins exprimée. 1l est possible que le VX-809 aide a la
maturation de la forme semi-glycosylée du CFTR obtenue suite a un traitement au PF. Dans
notre cas, la bande B correspond au p.Phe508del-CFTR dont la particularité est d’étre moins
transporté jusqu’a cette localisation cellulaire, tout en gardant sa fonction de canal ionique. Cela
pourrait expliquer pourquoi aucune différence significative n’est observée au niveau des efflux
d’ions CI" dans le cas d’une association du PF avec le VX-8009.

A ce stade, le mécanisme moléculaire derriére les effets du PF sur le p.Phe508del-CFTR
n’était pas clair. Nous avons donc procédé a 1’évaluation de I’expression de quatre-vingt-quatre
genes connus pour étre impliqués dans I’UPR. Parmi eux, dix ont ét¢ modulés apres un
traitement au PF. Sept ont montré une surexpression : HSPA1B, CEBPB, VIMP, PFDN2,
MAPKS, XBP1 et PPP1R15A. Et nous avons observé une diminution d’expression pour trois
d’entre eux : CALR/CRT, HSPAGS et INSIG1.

HSPAGS est le géne codant pour la Grp78. Il fait sens que son expression soit diminuée
aux vues de nos résultats précédemment obtenus sur 1I’expression de Grp78. L implication de
INSIG1 a été décrite précédemment.

HSPA1B, PFDN2, PPP1R15A, CALR et CEBPB peuvent donner des pistes expliquant
pourquoi le p.Phe508del-CFTR parvient a s’extraire de ’ERAD.

En effet, HSPA1B est une protéine chaperon permettant d’aider au repliement et de
transporter les protéines nouvellement synthétisées. Cependant, en fonction de son état
d’acétylation, HSPA1B permet de garder un équilibre dans le protéome en induisant également
la degradation de protéines mal formees, dont le p.Phe508del-CFTR (376). Il a été montré que
HSPA1B permet de faciliter le repliement des protéines apres qu’un stress cellulaire soit induit
(377). Cette protéine peut donc étre un acteur important dans I’aide au repliement du
p.Phe508del-CFTR. Sa deuxiéme fonction est également intéressante. En effet, le fait de limiter
I’accumulation de protéines par leur dégradation peut participer a maintenir un état d’équilibre
recherché dans le cadre d’une réponse UPR surstimulée.
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Au méme titre que HSPAL1B, PFDN2 permet d’aider au bon repliement des protéines.
Une étude a déja montré que sa surexpression permettait d’améliorer le devenir du p.Phe508del-
CFTR (378), faisant de cette protéine un facteur sans nul doute impliqué dans notre contexte.

PPP1R15A, ou GADD34, est la protéine au centre de la boucle de rétrocontrdle de la
voie PERK. Elle permet de déphosphoryler elF2a, et ainsi d’empécher a la voie PERK d’induire
une réduction de la synthese globale des protéines (146,147). Son action peut donc jouer un
role important dans notre contexte en empéchant la répression de la transcription du géne CFTR.

La sous expression de CALR/CRT est également intéressante. En effet, la CRT est une
protéine centrale dans les étapes de contréle qualité du RE (cf Introduction 1.B.2.b). Elle est en
partie responsable de la dégradation du p.Phe508del-CFTR lors de son passage a cette étape de
veérification. Sa sous expression permettrait donc de limiter la dégradation du canal
p.Phe508del-CFTR.

Enfin, CEBPB est un facteur de transcription connu pour réguler des genes impliqués
dans les réponses immunitaire et inflammatoire. De plus, il a été montré que CEBPB pouvait
également se fixer sur le promoteur du géne CFTR et induire sa transcription (379,380). Cette
protéine ne joue pas directement sur la repliement du p.Phe508del-CFTR ou sur sa dégradation,
mais cet acteur joue slirement un role essentiel en augmentant I’expression du p.Phe508del-
CFTR. Cela s’ajouterait aux effets du PF, qui méne a la levée de la répression transcriptionnelle
exercee par ATF6 sur le gene CFTR.

La surexpression de VIMP est plus difficile a interpréter. Comme mentionné plus haut
dans ce manuscrit (cf Introduction 1.B.3), VIMP est une protéine centrale dans I’ERAD. Elle
interagit avec Derlin-1 et VCP dans le but de former le pore de rétrotranslocation, par lequel
les protéines vont sortir du RE afin d’étre dégradées par le protéasome 26S (40—42). Nous
n’avons pas réussi a expliquer la raison de sa surexpression dans notre contexte, mais il est
possible que VIMP soit utile pour réduire le stress engendré par 1’accumulation de protéines
mal formées dans le RE.

MAPKS et XBP1 peuvent quant a eux apporter des précisions sur le mécanisme menant
au transport du p.Phe508del-CFTR jusqu’a la membrane plasmique.
MAPKS (aussi nommé JNK1) est une sérine/thréonine kinase impliquée dans de nombreux
processus cellulaires comme la prolifération, la différenciation, la migration, 1’apoptose ou
I’autophagie. En plus d’avoir montré des effets stabilisateurs sur ’ARNm du CFTR (381),
JNK1 a déja montré son implication dans le transport non conventionnel du p.Phe508del-CFTR
(370). Son activation est régulée par la voie kinase de IREla (115). En effet, IREla déclenche
la cascade de signalisation impliquant TRAF2/ASK1/IJNK1. Le résultat de cette activation est
la surexpression de la Beclin-1 et la phosphorylation de Bcl-2. Une fois phosphorylée, Bcl-2 se
dissocie de la Beclin-1, permettant la formation du complexe PI3KC3. Ce dernier est a I’origine
de la formation des PI3Ps, un composant majeur de la membrane lipide des autophagosomes
(371,382). La Beclin-1, le complexe PI3KC3 et par extension les autophagosomes ont été
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montrés comme ayant un role central dans la sécrétion non conventionnelle du p.Phe508del-
CFTR (370-372,382).

Le cas de XBP1 est un peu plus complexe. En effet, il est étonnant d’avoir enregistré
une surexpression de XBP1 dans les expériences de PCR quantitatives en temps réel, mais pas
dans les expériences de RT-PCR. Il est possible que cette différence soit due au fait que les
PCR quantitatives en temps réel permettent d’observer des variations d’expressions plus
subtiles dans le temps. Cette technique nous aurait donc permis de mettre en évidence cette
hausse d’expression.

Nous avons montré que le PF et la thapsigargine permettaient d’augmenter le clivage de XBP1
(XBP1s), synonyme d’une hausse de son activation. La thapsigargine augmentait plus
fortement la présence de cette forme que dans le cas du PF. Néanmoins, associer ces deux
molécules n’a montré aucun effet additif ou synergique sur le taux de XBP1s. Il semble que le
PF régule d’une certaine manicre le clivage de XBP1, méme apres I’induction de ’'UPR par la
thapsigargine. Cela pourrait signifier que le PF joue un réle protecteur vis-a-vis d’un stress
ultérieur, offrant a la cellule des conditions plus favorables pendant qu’elle cherche a restaurer
une homéostasie globale.

La surexpression de XBP1, et surtout I’augmentation de son clivage, est un point important
pouvant expliquer 1’augmentation de 1’expression membranaire du p.Phe508del-CFTR. Tout
comme JNK1, son activité est régulée par la voie IREla, mais par son [D’activité
endoribonucléasique. Il a été montré que XBP1s, en tant que facteur de transcription,
promouvait I’expression de la Beclin-1 ainsi que de LC3 (372). Comme dit précédemment, ces
deux protéines sont des acteurs centraux dans la formation des autophagosomes. Ces derniers
sont aussi des acteurs clés du processus de 1’UPS, permettant le transport de protéines
transmembranaires mutées jusqu’a la membrane plasmique, y compris le p.Phe508del-CFTR
(371,372).

La mise en lumiére de MAPK8/JNK1 et XBP1 dans notre contexte nous a directement
dirigées vers la deuxiéme partie de ce projet. Cette derniére consiste a comprendre plus en détail
I’implication de I’inhibition de la S1P dans le transport du p.Phe508del-CFTR via 1’UPS.
Le réle de I’'UPR dans la regulation de I’UPS médiée par I’autophagie n’est pas nouveau, surtout
grace a des études ayant montré I’implication de IRE1a (248,266,324,370) et PERK (383,384).
Cependant, aucune étude n’a, a notre connaissance, relié¢ 1’activité¢ de ATF6 dans ce contexte.
Hormis une étude qui a souligné I’implication de ATF6 dans la régulation du complexe mTOR
(187). Nous avons donc évalu¢ les effets de ’inhibition de la S1P sur I’expression de divers
marqueurs connus pour étre impliques dans I’autophagie et ayant également un réle dans I’'UPS.
De par I’implication de JNK1 et de XBP1, nous avons choisi de nous focaliser sur IRE1a, méme
si la voie PERK semble joue un rdle important dans ce processus.
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La premicére étape de cette partie consistait a valider qu’IREla était activitée suite a

I’inhibition de la S1P. Nous avons montré que 1’expression protéique de IRE1a était augmentée.
Ce résultat peut paraitre étonnant, car nous avons précedemment présenté que la production de
I’ARNm de IREla n’était pas significativement augmentée dans les conditions de traitement
au PF. Cependant, il peut y avoir une différence entre la production d’un ARNm et la synthese
de la protéine associée. Ainsi, il est possible que nos conditions ne permettent pas d’augmenter
la transcription du géne IREL, mais que les ARNm produits soient moins dégradés et plus
traduits.
Nous avons ensuite montré que 1’état de phosphorylation, et donc 1’activation, de IREla était
augmenté apres I'inhibition de la S1P. En sachant que IREla s’active par oligomérisation et
transphosphorylation de ses domaines luminaux, ce résultat est slrement en lien avec la
surexpression de IRE1a précédemment observée. En effet, dans ce cas, plus de protéines IREla
sont produites ce qui augmente les possibilités d’interactions entre elles.

Apres avoir mis en évidence que I’inhibition de la SIP augmentait 1’expression des
marqueurs IRE1a (phosphorylée ou non), XBP1s et INK1, nous avons voulu savoir ce qu’il en
¢tait concernant 1’expression d’acteurs de 1’autophagie. Nous avons évalué 1’expression de
vingt protéines connues pour étre impliquées a différents niveaux dans ce meécanisme.
L’expression de deux protéines a été significativement augmentée apres avoir inhibé la S1P :
LC3A et LAMP-1.

LC3A est un des trois homologues des LC3s et possede deux variants (LC3A variants 1

et 2, LC3B et LC3C). Ces protéines possédent une forte homologie de séquence, mais ne sont
pas codées par les mémes genes. Il a été observeé que la localisation cellulaire d’un homologue
a I’autre était différente. LC3B évolue entre le noyau et le cytoplasme en fonction des besoins
cellulaires, tandis que LC3C, tres mobile, prend la place de LC3B la ou cette protéine est
manquante. Aucune variation notable n’a été relevée entre les deux variants de LC3A, mais il
a été reporté que cette derniere est aussi bien localisée dans le noyau que dans le cytoplasme
(236).
Comme mentionné plus haut dans ce manuscrit (cf Introduction 111.B.2.c), les LC3 font partie
de la famille de protéine ATGS, cette derniére étant centrale dans les étapes d’élongation et de
maturation des autophagosomes (237). LC3B est la forme la plus largement étudiée dans la
littérature, et aucune différence de fonction entre ces homologues n’a été décrite a ce jour.
Cependant, la différence d’expression entre LC3A et LC3B observée dans notre contexte n’est
pas un hasard. Il est raisonnable de penser que les différences de localisation entre ces
homologues doivent avoir un impact sur leur fonction cellulaire. Des études approfondies a ce
sujet pourraient permettre de déterminer si LC3A est specifique de la formation
d’autophagosomes destinés a transporter le p.Phe508del-CFTR jusqu’a la membrane
plasmique.
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LAMP-1 constitue, avec son homologue LAMP-2, 50% de la membrane des lysosomes
(385). Jusqu’ici, c’est une protéine qui a plutdt été utilisée comme marqueur pour évaluer la
formation des lysosomes, ou plus généralement le déclenchement de 1’autophagie. Cependant,
LAMP-1 est impliquée dans la sortie de protéines cargo de I’appareil de Golgi pour atteindre la
membrane plasmique (cf Introduction 1.C.3.c) (101). Son implication dans ce processus est
encore loin d’étre totalement expliquée. De plus, nous avons aussi vu que de nombreuses
membranes cellulaires, y compris 1’appareil de Golgi et la membrane plasmique, peuvent étre
a ’origine de la formation des autophagosomes (cf Introduction I11.B.2.a) (207). Il est donc
possible que LAMP-1 joue un réle dans la formation de ces vesicules.

Ensuite, nous avons voulu vérifier I’expression de la Beclin-1 par western blots, méme
si notre screening de protéine n’avait pas révélé de variation. Ni le PF ni la thapsigargine n’ont
produit d’augmentation d’expression de cette protéine. Ce résultat est surprenant car son
implication dans 1’autophagie et I’'UPS a déja été prouvée (371,372). De plus, il a ét¢ montré
que I’activité de XBP1s augmente la transcription du géne codant la Beclin-1 (372). Cependant,
il est possible que son ARNm soit plus produit mais que cela ne joue pas sur sa synthése
protéique. Nous pourrions étudier la production d’ARNm de la Beclin-1. Cependant, les effets
de la Beclin-1 sont dépendants de son état de phosphorylation. De ce fait, des expériences visant
a évaluer cela, apres avoir inhibé la S1P, sont en cours de réalisation. Ces résultats
préliminaires, qui ne sont pas présentées dans ce manuscrit, semblent montrer une augmentation
de la phosphorylation de la Beclin-1 en présence de PF.

Pour finir, nous avons étudié I’expression et 1’état de phosphorylation de GRASP55. En
effet, cette protéine fait partie des premiers acteurs a avoir été mis en évidence dans le transport
du p.Phe508del-CFTR vers la membrane plasmique, médié par I’'UPS (266). Comme pour la
Beclin-1, ces expériences ne sont pas encore finalisées.

Comme présenté dans la deuxieme partie des résultats de ce manuscrit, la thapsigargine réduit
aussi bien I’expression globale de GRASP55 que sa phosphorylation, et cela en présence de PF
ou non.

Une étude a montré que la thapsigargine ne permettait pas d’augmenter la production d’ARNm
de GRASPS55 au bout de six heures de traitement, a une concentration proche de celle que nous
avons utilisée (0.5 UM dans nos expériences contre 1 UM dans cette eétude). Ils n’ont pu observer
une augmentation de sa synthése qu’au bout de vingt-quatre heures (373). En paralléle, d’autres
études ont montré qu’un traitement d’une heure a la thapsigargine, a la méme concentration,
suffisait a phosphoryler et a relocaliser GRASP55 en-dehors de 1’appareil de Golgi (266,324).
Dans notre contexte, une hypothese pourrait étre que GRASP55 est relocalisée jusqu’au RE, se
fixe au p.Phe508del-CFTR et I’améne a étre transportée jusqu’a la membrane plasmique en
empruntant I’UPS. La faible concentration et le temps court de traitement ne nous permettrait
pas d’observer une augmentation de son expression. La machinerie cellulaire pourrait ne pas
avoir eu le temps de se mettre en place, afin de renouveler la quantité de protéine GRASP55
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utilisée pour aider au transport du p.Phe508del-CFTR. Il est cependant difficile de comprendre
pourquoi le PF permet d’augmenter le transport membranaire du p.Phe508del-CFTR sans pour
autant faire varier I’expression et la phosphorylation de GRASP55. Une hypothese serait que
d’autres acteurs jouent un réle dans ce contexte, avec ou non un lien direct avec GRASP55.

Le calcium est un messager trés présent dans les différents processus cellulaires. Il a été

montré qu’une augmentation de calcium cytosolique permettait d’activer I’AMPK, et donc
d’inhiber mTOR (386-388). Néanmoins, ces mémes études ont montré que la thapsigargine
n’inhibait que partiellement 1’activité de mTOR dans des cellules AMPK-/-. Ces études ont
également observé que certaines protéines mutées ne pouvaient pas étre transportées par I’'UPS
aprés I’inhibition de mTOR avec de la rapamycine. Tout cela suggére que d’autres acteurs
paralléles peuvent permettre de procéder a la mise en place de I’UPS.
L’un d’eux pourrait étre la Beclin-1, une cible directe de I’AMPK mais dont I’activation dépend
également de JNK1. En effet, de hautes concentrations cytosoliques en calcium promeuvent la
dissociation de la Beclin-1 de Bcl-2, et ménent donc a la formation du complexe PI3KC3
(389,390).

La thapsigargine affecte directement la quantité cytosolique de calcium et peut donc
altérer tous ces processus. Il serait intéressant de tester d’induire ’'UPR par d’autres moyens,
comme par exemple avec un traitement a la tunicamycine. Cela permettrait de déclencher
I’UPR par une accumulation de protéines dans la lumiere du RE. Ainsi, cela nous permettrait
de nous s’assurer que les mémes acteurs observés ici sont régulés en dehors d’un déséquilibre
dans la distribution du calcium cellulaire.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, ce projet de thése a permis de mettre en évidence que 1’inhibition
d’ATF6, par le blocage de I’activité de la S1P, pouvait étre une piste thérapeutique potentielle
dans le cadre de la mucoviscidose.

En effet, nous avons montré dans une premiere partie que I’inhibition de la S1P permettait
d’augmenter la synthése globale et I’exportation membranaire du p.Phe508del-CFTR. Cela
s’est traduit par une forte augmentation des efflux d’ions CI" liés a la hausse d’expression de ce
canal. Le PF a également montré un effet protecteur vis-a-vis de la mise en place d’un stress
ultérieur.

Dans un second temps, nous avons commencé a apporter des eéléments de réponses sur le
mécanisme cellulaire menant a 1’obtention de ces dits effets.

Nous avons mis en évidence certains genes régulés par la réponse UPR, dont certains pourraient
étre des pistes prometteuses permettant de comprendre le mécanisme global. Parmi eux, la
surexpression de HSPA1B, PFDN2 et CEBPB, associée a la diminution d’expression de la
CRT, pourrait expliquer en partie 1’augmentation d’expression et la stabilisation de la protéine
p.Phe508del-CFTR. Les surexpressions de JNK1, XBP1, LC3A et LAMP-1 nous ont permis
de mettre en évidence que I’inhibition de la S1P permet de transporter le p.Phe508del-CFTR
jusqu’a la membrane plasmique en promouvant I’UPS.

D’autres résultats préliminaires ont été obtenus. Nous n’avons pas mis en évidence de
surexpression de la Beclin-1 dans notre modele, mais il semble que cette protéine soit activée
en réponse a un traitement au PF. Nous avons également commencé a étudier les effets de
I’inhibition de la S1P sur GRASP55. Les résultats obtenus sont inattendus, mais ouvre la voie
a de nouvelles investigations. Nous pourrions penser a étudier les effets de la thapsigargine a
différents temps et concentration, malgré I’importance du calcium dans la cellule. L utilisation
de la tunicamycine pourrait également étre une alternative de choix, afin de ne pas altérer les
nombreux mécanismes cellulaires régulés par les ions calcium.

Une autre voie de recherche intéressante serait 1’étude de 1’impact de la voie PERK sur
le transport membranaire du p.Phe508del-CFTR. En effet, comme certaines études 1’ont
montré, cette voie peut également jouer un réle important dans la régulation de 1’UPS
(383,384). Par manque de temps, nous n’avons pas pu évaluer I’activité de la cascade de
signalisation TRAF2-ASK1-JNK médiée par IREla. Il serait intéressant d’approfondir cet
aspect pour mieux comprendre les effets moléculaires globaux obtenus apres 1’inhibition de la
S1P.

Comment les protéines mutées, solubles ou membranaires, sont-elles choisies pour
entrer dans I’UPS plutdt que d’emprunter la voie de dégradation ? Trouver la réponse a cette
question permettrait d’apporter beaucoup d’informations sur le fonctionnement de I’UPS.
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Une premiére piste serait d’étudier Rab8A et Rab8B. En effet, il a été montré que Rab8A
est un marqueur spécifique des autophagosomes destinés a transporter des protéines mutées,
alors que Rab8B est spécifique des autophagosomes menant a leur dégradation (248,326). De
nos jours, aucune technique efficace ne permet de suivre en temps réel le trajet de structures
lipidiques. En imaginant que cela se développent suffisamment, Rab8A ou Rab8B pourraient
étre des marqueurs a utiliser pour suivre facilement le devenir des protéines au sein des
autophagosomes.

Une deuxieme piste serait de se pencher sur les interactions entre les protéines cargo et
leur récepteur permettant leur entrée dans ce systeme. Deux études ont montré que ce genre
d’approche pouvait permettre d’apporter des précisions sur le devenir d’une protéine mutée.
Elles ont étudié le cas du récepteur Tripartite motif-containing protein 16 (TRIM16). Ce dernier
a montré qu’il pouvait permettre 1’entrée de 1’Interleukine-1p dans des autophagosomes en
interagissant avec Sec22 (391). De plus, ce récepteur peut interagir avec GABARAP et non pas
avec p62. Ce dernier, contrairement a GABARAP, est spécifique de la voie de dégradation liée
a I’autophagie (392). Cela voudrait dire que le devenir d’une protéine, vers la voie de la
dégradation ou de sécrétion, pourrait étre déterminé en fonction du récepteur qui la prend en
charge. Ces récepteurs pourraient alors devenir des cibles thérapeutiques de choix. Dans notre
contexte, GRASP55 pourrait tenir un rble dans ce processus. En effet, il présente dans sa
séquence le motif LIR, également retrouvé sur LC3 qui constitue les autophagosomes.
L’interaction de ces deux protéines semble étre un point vital pour le transport du p.Phe508del-
CFTR vers la membrane plasmique.

Il est connu depuis longtemps que les autophagosomes peuvent fusionner avec d’autres
vesicules telles que les endosomes tardifs et les corps multivésiculaires (amphisomes) ou les
lysosomes (autolysosomes/autophagolysosomes) (244,245). Cependant, une interaction avec
des vésicules, telles que les COP-Il, venant du RE est nécessaire pour faire sortir le
p.Phe508del-CFTR de cet organite. En plus de GRASP5S5, I’implication de Sec16A (324) et
I’interaction de TRIM16 avec Sec22 (391) indiquent que la fusion entre les autophagosomes et
les vésicules COP-II est envisageable. Néanmoins, des acteurs spécifiquement impliqués dans
la constitution des corps multivésiculaires ce sont montrés nécessaire au transport non
conventionnel du p.Phe508del-CFTR (248). Cela complexifie notre compréhension de la
succession des différentes étapes de fusion entre ces corps lipidiques. En effet, les corps
multivésiculaires sont plutdt connus pour €tre impliqués dans I’endocytose ou la dégradation
de protéines, et ne sont pas produit par le RE (248,393). La question en résultant est : a quel
moment et pour quelles raisons les autophagosomes fusionnent avec ces corps
multivésiculaires ?

Le PF a été un bon outil pour mettre en lumiere les différentes conséquences issues de
I’inhibition de la S1P. Il n’est cependant peut-étre pas la molécule optimale pour obtenir des
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effets synergiques avec d’autres traitements déja existants. Méme si nous n’avons pas comparé
ses effets avec le Trikafta/Kaftrio®, la combinaison du PF et du VX-809 n’a pas donné de
résultats pertinents. Il serait sGirement intéressant d’évaluer 1’effet du PF en association avec le
Trikafta/Kaftrio®.

Cependant, au sein de 1’équipe, quatre molécules analogues ont été trouvées in silico, et sont le
sujet d’un brevet en cours de réalisation. L’une d’entre elle a été synthétisée, et n’a montré
aucune toxicité sur notre modele cellulaire. Une augmentation des efflux d’ions CI liés a
I’activité du p.Phe508del-CFTR a également été observée. A terme, il serait intéressant de tester
séparément ces différentes molécules dans un premier temps pour s’assurer qu’elles ne soient
pas toxiques. Puis de les tester entre elles et avec d’autres traitements existants, ou prometteurs,
afin de mettre en lumiére une potentielle synergie qui permettrait d’optimiser les traitements
apportés aux patients.

Le fait que I’inhibition de la S1P joue sur autant de mécanismes souléve cependant un
probléme.
En effet, le fait que SREBP2 ne soit pas clivée apres un traitement au PF donne une information
sur la spécificité du PF vis-a-vis de la S1P. Cependant, il n’est pas a exclure que d’autres acteurs
cibles de la S1P soient malgré tout actifs dans notre contexte.
De plus, méme si nous avons choisi les modéles cellulaires les plus proches possible des
conditions physiopathologiques, les expérimentations in vitro ne permettent pas d’apprécier
I’effet d’un traitement a la hauteur d’un organisme entier. Des essais de traitement au PF, sur
une durée moyenne et a des doses importantes, sur des modéles murins ont déja été réalisés et
n’ont pas montré d’effet toxique sur ces animaux. Néanmoins, il est possible que I’inhibition
d’une telle voie engendre des effets secondaires. Il serait intéressant de se rapprocher d’autres
modeles animaux plus pertinents pour s’affranchir de ces questions, tels que le furet ou le porc
qui sont plus proche physiologiquement de 1’humain.
Dans le cas ou I’inhibition de la S1P est utilisée comme solution thérapeutique, une
fragmentation du traitement pourrait étre mise en place si des effets indésirables non abusifs
sont observés. En effet, la molécule inhibitrice de S1P pourrait étre administrée pendant une
courte période pendant les phases d’exacerbations de la maladie, et le traitement pourrait étre
arrété avant 1’apparition d’effets secondaires.

La commercialisation du Trikafta/Kaftrio® a été une avancée majeure dans le traitement

aux patients. Cependant, le développement de nouvelles molécules pour remplacer ce trio
pourraient élargir la gamme de classes de mutation pouvant étre concernées. L’inhibition de la
S1P reste une solution thérapeutique innovante dans ce contexte.
Au vu de nos différents résultats, le PF, et I’inhibition de la S1P de maniére générale, semble
fournir les mémes effets qu’un correcteur. Cependant, le mécanisme pour y parvenir est
différent. Les correcteurs actuels ciblent directement la protéine CFTR, afin de lui permettre
d’acquérir une structure tridimensionnelle viable et de suivre la voie de sécrétion
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conventionnelle des proteines. Le PF stimule le transport membranaire du p.Phe508del-CFTR
par I’UPS, sans intervenir directement sur cette protéine. En théorie, le PF ou d’autres
molécules analogues ne génent pas la fixation d’autres composés sur le CFTR, permettant aux
correcteurs et potentiateurs existant d’étre également efficaces.

Nos résultats ont également montré que le PF augmentait la synthese de I’ARNm du
p.Phe508del-CFTR. Bien que les amplificateurs actuels soient définis pour leur capacité a
stabiliser ’ARNm et a limiter sa dégradation, 1’objectif final reste d’augmenter la quantité
d’ARNm globale, ce que nous avons observé apres avoir inhiber la S1P.

Donc d’un coté, nous aurions les effets des correcteurs et des potentiateurs augmentant
respectivement le transport et I’activité du CFTR. De I’autre c6té, nous aurions une inhibition
de S1P, qui augmente la synthese du CFTR et son transport membranaire en promouvant 1’UPS.
Nous pouvons imaginer que stimuler I’'UPS permet d’acheminer du CFTR muté a la membrane
plasmique, en plus du CFTR correctement replié grace a I’intervention des correcteurs.

Ce projet s’est focalisé sur le cas de la mutation p.Phe508del. Il est donc nécessaire de
tester les effets de I’inhibition de la SI1P sur d’autres classes de mutation, avant de tirer des
conclusions définitives sur le potentiel thérapeutique a grande échelle d’une telle approche.
Néanmoins, des traitements inhibiteurs de la S1P pourraient théoriquement permettre de cibler
plus de classes de mutation.

Parmi les six classes de mutations existantes, la classe | serait la seule pour laquelle cette
approche n’aurait aucun effet.

L’UPS déclenchée dans notre contexte répond au besoin des mutations de classe II, qui
produisent un CFTR montrant des difficultés a étre transporté dans la cellule.

Pour les classes Il et V, I’augmentation de synthese du CFTR qu’apporte I’inhibition de la S1P,
associee a des potentiateurs et des amplificateurs (tel que le PTI-428), pourrait donner une
synergie intéressante.

Pour la classe 1V, I’augmentation de synthése et du transport de ce type de CFTR serait toujours
un plus, mais 1’association avec un correcteur permettant de maintenir la structure de ses
segments transmembranaires serait nécessaire.

Le CFTR est maintenu et stabilisé a la membrane grace a I’intervention de différents acteurs
protéiques. Evaluer leur expression serait intéressant, afin de savoir si ’inhibition de la S1P
permet d’augmenter la stabilit¢ membranaire du CFTR. Cela permettrait de mieux situer les
effets de I’inhibition de la S1P sur les mutations de classe VI. Le candidat phare de ce type
d’investigation serait le sodium hydrogen exchange regulatory factor 1 NHERF1 (394).

Il est connu que le métabolisme lipidique est perturbé dans les cellules chez les patients
atteints de mucoviscidose. Les SREBPs étant des acteurs centraux dans la régulation de ce
métabolisme, inhiber la S1P permet de bloquer ’activation de ces protéines (94,158). La
restauration d’un état normal du métabolisme des lipides pourrait aider a I’insertion du CFTR
a la membrane plasmique, et répondre aux problématiques posées par les mutations de la classe
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VI. Plus généralement 1’inhibition des SREBPs permettrait d’apporter des solutions visant a
restaurer une régulation dans la synthése de cholestérol et d’acides gras dans le cadre de la
mucoviscidose.

Beaucoup de questions restent encore en suspens concernant le mécanisme moléculaire
précis se cachant derriére le transport non conventionnel de la protéine CFTR. Il existe encore
de nombreuses pistes a explorer pour décrypter ce processus, et qui peuvent mener a la
découverte de cibles thérapeutiques intéressantes.

Un des grands défis d’aujourd’hui est de cibler évidemment le plus de patients possibles.
Néanmoins, ceux ayant la chance d’étre éligible aux traitements actuels subissent des effets
secondaires pouvant étre trés handicapant au quotidien.

Un autre point qui n’a pas €té mentionné jusqu’a maintenant est le prix du traitement.
Par exemple, dans les pays d’Europe occidentale médicalisés, la somme prodiguée pour faire
gagner une année de vie a un individu varie entre 20.000 et 50.000 € par an. Pour le Kalydeco®,
le cotit était estimé a $300.000 par an et par patient. Pour I’Orkambi® et le Symdeko®, il était
de $272.000 et $292.000 respectivement. Aujourd’hui, le prix du Trikafta/Kaftrio® par patient
et par an est estimé a $326.000. Ces chiffres astronomiques montrent bien un besoin urgent de
démocratiser au maximum les traitements existants. Cela passe par une réduction des codts de
fabrication, mais surtout de lever le monopole présent sur la distribution de ces médicaments et
ainsi de réduire la marge faite sur leur vente.
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Inhibition de la voie ATF6 de la réponse aux protéines mal formées comme nouvelle
approche thérapeutique dans le cadre de la mucoviscidose.

Mots clés : Mucoviscidose, p.Phe508del-CFTR, UPR, ATF6, S1P, UPS

La mucoviscidose est la maladie génétique létale a
transmission autosomale récessive la plus fréqguemment
retrouvée dans la population européenne. Elle est due a
des mutations altérant le gene CFTR, dont la plus
fréquente est la mutation induisant la délétion d’une
phénylalanine en position 508 de la séquence
polypeptidique de cette protéine (p.Phe508del-CFTR).
Ces mutations alterent la viscosité du mucus présent a la
surface apicale des cellules épithéliales des systémes
respiratoire, digestif et genital. Cela entraine une baisse
de la clairance mucociliaire, rendant difficile le
renouvellement de ce mucus qui est la premiere barriére
protectrice  vis-a-vis  du  développement  de
microorganismes  potentiellement  pathogénes. En
conséquence, des réponses inflammatoire et infectieuse se
mettent en place. En ajoutant I’accumulation de protéines

mal repliées dans la lumiere du RE, le mécanisme de
défense adaptatif UPR est déclenché. ATF6 fait partie de
ses trois voies régulatrices. Il a été montré que ATF6
inhibait I’expression du CFTR. Le but de ce projet de
thése est d’évaluer les effets de I’inhibition de la S1P, une
protéine centrale pour D’activation de ATF6, sur le
p.Phe508del-CFTR par des moyens pharmacologiques.
Les résultats montrent que les efflux d’ions CI lié a
I’activité du canal p.Phe508del-CFTR était augmenté
grace a une augmentation de I’expression globale, ainsi
que du transport de ce canal jusqu’a la membrane
plasmique. Nous donnons également quelques pistes
pouvant expliquer ces effets bénéfiques, notamment en
rapport avec le déclenchement de I’'UPS qui est une voie
permettant le transport de protéines mutées jusqu’a la
membrane plasmique.

Inhibition of the ATF6 pathway of the unfolded protein response as a new therapeutic

approach in cystic fibrosis.

Keywords : Cystic fibrosis, CFTR, p.Phe508del-CFTR, UPR, ATF6, UPS

Cystic fibrosis is the most common lethal autosomal
recessive genetic disease in the European population. It is
caused by mutations in the CFTR gene, the most common
of which is the deletion of a phenylalanine at position 508
of the protein's polypeptide sequence (p.Phe508del-
CFTR). These mutations alter the viscosity of the mucus
present on the apical surface of epithelial cells in the
respiratory, digestive and genital systems. This leads to a
reduction in mucociliary clearance, making it difficult to
renew the mucus that forms the first protective barrier
against the development of potentially pathogenic micro-
organisms. As a result, inflammatory and infectious
responses are triggered. By adding the accumulation of
misfolded proteins in the lumen of the ER, the UPR

adaptive defence mechanism is triggered. ATFG6 is one of
its three regulatory pathways. ATF6 has been shown to
inhibit CFTR expression. The aim of this thesis project is
to evaluate the effects of inhibiting S1P, a protein central
for the activation of ATF6, on p.Phe508del-CFTR by
pharmacological means. The results show that CI™ ion
efflux linked to the activity of the p.Phe508del-CFTR
channel is increased through an increase in the overall
expression and transport of this channel to the plasma
membrane. We also give some possible explanations for
these beneficial effects, in particular in relation to the
triggering of the UPS, a pathway that allows mutated
proteins to be transported to the plasma membrane.



