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INTRODUCTION

|- LAMUCOVISCIDOSE : PHYSIOPATHOLOGIE

Les premieres descriptions médicales de la mudoase remontent au Moyen-Age et
faisaient état d’enfants amaigris avec un pancteasfié et blanchatre, et des diarrhées
prolongées comme |'exposait le botaniste et anatienmiéerlandais Pieter Pauw en 1595. En
1606, Alonso y déos Ruyzes de Fonteca, médecin espagnol, écrivailaygolt salé qu'a le
front de ces enfants malades indiquait qu'’ils étap®ssedés ou victimes de mauvais sorts, et
que leur mort était proche. Mais il faut attendeeXX*™ siécle pour avoir une description
plus précise de la maladie avec le pédiatre s@ss@o Fanconi en 1936 qui lui donna le nom
de « Zystische Pankreasfibromatose mit Bronchiéktas (fiboromatose kystique du pancréas
avec bronchiectasie, Fancatial, 1936). Ce nom a quelque peu persisté en Frantelao
terminologie de fibrose kystique du pancréas, rmartout dans les pays anglo-saxons ou la
mucoviscidose est toujours appelée Cystic Fibrdsis.1945, Farber introduisit le terme
"mucoviscidosis" afin d'étendre la nomenclaturayjlisi focalisée sur l'atteinte pancréatique.
Il pensait que la maladie était en fait due a Espnce généralisée dans différents organes de
mucus visqueux et épais (Farber, 1945). En 1%d@lersen et Hodges apporterent les
premiers arguments en faveur d'une maladie gémétiquansmission autosomique récessive
(Andersen & Hodges, 1946). Deux ans plus tard,vaigeie de chaleur a New York multiplia
le nombre d'hyperthermies parmi les patients msoidosiques de I'Hépital Columbia a
cause d'une importante perte de sel et d'une nsvegulation de la température corporelle
(Kessler & Andersen, 1951). Intéressé par ce phéneydi Sant'/Agnese qui travaillait aussi
a Columbia chercha l'origine de la perte de selbguélérait cette hyperthermie et décela une
composition modifiée en électrolytes dans la swirces malades (di Sant'Agnesteal,
1953). Ceci expliquait le "godt salé" des enfants dnsorcelés dans la culture populaire
meédiévale. Cela permit, 5 ans apres, de mettreosnt lg premier test de la sueur (Gibson &
Cooke, 1959 ; pour revue : Quinton, 1999). Mais fallu attendre 1989 pour que Lap-Chee
Tsui, Francis Collins et Jack Riordan identifierit isolent le gene responsable de la
mucoviscidose. lls le nomment Cystic Fibrosis Traesibrane conductance Regulator
(CFTR. La découverte est publié en trois articles Beptembre 1989 dans la revue Science
(Rommemeet al, 1989 ; Riordaret al, 1989 ; Kerenet al, 1989).

Depuis, de nombreuses études ont permis et pemhele comprendre les roles

physiologiques variés de la protéine CFTR et sesamigémes de régulation afin d'améliorer
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les connaissances sur la maladie, mieux prendreharges les symptdomes des patients et

espérer trouver un jour un traitement efficace ioette maladie complexe et multiforme.

La mucoviscidose, de part ses différents symptompest étre facilement confondue
avec certaines maladies digestives ou bien respgatcomme la bronchite, la pneumonie,
I'asthme et les allergies. En effet, la mucovissgldouche difféerents organes et différentes
fonctions (Fig.1) mais selon les patients, les wegatouchés et les symptébmes seront
différents. De plus, la sévérité est égalementdiésexe puisque le risque de mortalité entre 1
et 20 ans est 1,6 fois plus élevé chez les jeuties ue chez les garcons (Rosenfeldl,
1997). Aprés 20 ans, cette différence liee au s&at plus significative. Tout cela complique

la caractérisation de la pathologie.

voies respiratoires — SN
h
[

[
pancréas '

intestin gréle ——

appareil reproducteur %(’

peau ——»

Figure 1. Les organes pouvant étre affectés par la mucoviscidose (dapre

http://www.gsk.com.fr/gsk/votresante/mucoviscidosedci_1.html).

1- Atteintes respiratoires

Les symptdmes respiratoires sont la principale eailes morbidité et de mortalité.
Cependant, les poumons de nouveau-nés atteintaideviacidose semblent normaux. Mais
les premieres manifestations apparaissent rapidepesque les glandes sous-muqueuses
s’encombrent de mucus des les premiers mois (Oeha@f, 1987). Apparaissent aussi les
premiers symptomes : toux chronique, production urruge importante et susceptibilité aux
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infections bactériennes entrainant des bronchiteépatition. A la longue, le thorax de
I'enfant se déforme (Fig.2). L’hyperplasie et I'mston des glandes sous-muqueuses sont des
signes histologiques précoces de la maladie (Zudz&lewton, 1949 ; Oppenheimer &
Esterly, 1975). Un défaut des glandes sous-mugaeus¢e suspecté comme a l'origine de la

mucoviscidose dés les années 40 (Zuelzer & Neviio40).

Figure 2. Enfant atteint de mucoviscidose avec undistension thoracique et une majreur flagrantes

(source : Atlas de poche de génétique E. Passariyedecine-Sciences).

Chez les sujets sains, le mucus recouvre les esllmonchiques et protége le poumon
des agressions de I'environnement (bactéries, ,vipmissieres, pollution,...). Chez les
patients atteints de mucoviscidose, un défaut desport hydroélectrique provoque une
anomalie d’hydratation du mucus bronchique quivésfjueux, épais et responsable d'une
clairance muco-ciliaire presque nulle (Know&tsal, 1981, 1983 ; Quinton, 1983). Ce mucus
mal évacué (Fig.3) devient alors le siege dinfawdi bronchiques chroniques et d'une
inflammation importante. Cela va conduire a uneuffisance respiratoire par dégradation

progressive de I'épithélium et I'appareil respiregaen général.

Figure 3. Coupe histologique d’une bronke obstruée d’'un sujet atteint de mucoviscidose (Aomparée i

une bronche d’un individu sain (B).
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Plusieurs pathogénes bactériens sont responsaptesiféctions chroniques mais les
principaux sonfseudomonas aerugingsataphylococcus aureuslaemophilus influenzat
Burkholderia cepacialLeur présence dans les poumons varie selon tenfsaet selon leur
age (Fig.4).S. aureuset H. influenzasont considérés comme des colonisateurs précages g
faciliteraient I'attachement d€. aeruginosaet seraient ensuite remplacés par celui-ci
(Lyczaket al, 2002). D’ailleurs un motif polysaccharidique @eparoi deP. aeruginosale
noyau du lipopolysaccharide (LPS), est un ligandrpgangestion par les cellules épithéliales
saines permettant ainsi leur élimination (Piet al, 1996). Chez les patients
mucoviscidosiques, les cellules épithéliales sortapables d’ingérer ces bactérid.
aeruginosa et les autres micro-organismes emprisonnés danmueus proliferent et
produisent des toxines qui vont détruire les ceflutle I'épithélium respiratoire. lls sont
également a l'origine d'une forte réponse inflammirat surtout lors des poussées de
surinfection, avec un important infiltrat lymphoaye. Ces lymphocytes, en particulier les
polynucléaires neutrophiles, sécrétent des proséasedes dérives réactifs de I'oxygene
responsables de la destruction progressive de Maicmaextracellulaire et des cellules
(Delacourt, 2003). A cela s’ajoute encore le défdmitrégénération de I'épithélium dont le
processus est plus lent chez ces patients qudehpersonnes saines (Heaijal, 2007), ainsi
gu’'une faculté pro-angiogénique inrinseque desulesdl épithéliales mucoviscidosiques qui
augmente la séverité des symptomes (Verhaeglad, 2007). Le processus inflammatoire
avec son infiltrat lymphocytaire participe a I'otsgttion bronchique sans pour autant éliminer
efficacement la cause bactérienne. S’en suit ude@icieux ou infection et inflammation
s’associent ou se succedent. D’'inflammatoireslégi®ns deviennent irréversibles conduisant

progressivement a la destruction des bronches padinchyme pulmonaire.
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Figure 4. Colonisation bactérienne des poumons muescidosiques selon I'dge du patient (d'apre
http://www.medscape.com/content/2003/00/46/34/46318rt-copm463496.fig1.gif)
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2- Atteintes digestives

1- Manifestations gastro-intestinales

La manifestation la plus précoce de la mucovis@dzs l'iléus méconial, retrouvé dans
environ 15% des cas. Il s'agit d'une occlusiorstitiale par le méconium, premiéres selles du

nouveau-ne&, normalement évacué quelques heureslapraissance.

Le syndrome d’obstruction intestinale distale (SPI&st I'équivalent d'un iléus
méconial tardif. Il est observé chez environ 40% gatients dont 80% aprés 18 ans
(Rosensteiret al, 1983) et se traduit par des douleurs abdomirciesniques qui peuvent

conduire a I'anorexie.

Le reflux gastro-oesophagien est retrouvé chez @&8patients (Malfroadt al, 1991).
Il est principalement du a une relaxation inappiégmdu sphincter inférieur de I'cesophage,
mais une augmentation du gradient de pression dbeabdominale peut également étre en
cause. Son role délétere sur la pathologie bropcihmonaire rend primordial sa prise en

charge thérapeutique.

2- Manifestations pancréatiques

L’insuffisance pancréatique exocrine est la priat@pmanifestation digestive de la
mucoviscidose avec une prévalence de 87 % en Fean2003 (Observatoire National de la
Mucoviscidose). Dés la vie anténatale, 'accumatatie bouchons muqueux dans les canaux
pancréatiques aboutit a une obstruction du canekipal et a des lésions du tissu
pancréatique qui va jusqu’a la fibrose (Oppenheignéssterly, 1975), d’ou le nom de fibrose
kystiqgue du pancréas donné par les Anglo-saxona.gedraduit par une absence de sécrétion
des enzymes digestives pancréatiques pour conduiree maldigestion des graisses et des
protéines qui non traitée, entraine une dénutriticarence en vitamines liposolubles
(vitamines A, E, D, K) et en acides gras essentiglee supplémentation nutritionnelle en

extraits pancréatiques est donc nécessaire.

La fonction pancréatique est évaluée principalempeat le biais des diarrhées
graisseuses (stéatorrhées) associées a l'insufispancréatique mais aussi par le dosage
d’enzymes pancréatiques non dégradées dans les,satl particulier I'élastase fécale. Plus

simplement, les taux sanguins de trypsine ou desdipsont effondrés, reflétant la fonction
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pancréatique du patient. Lors de I'évolution denkladie, un diabéte insulino-dépendant peut

apparaitre lorsque la fibrose atteint les Tlot§ @egerhans.

Dans les formes de mucoviscidose modérée ou laiéonpancréatique est conservée,
la précipitation des sécrétions dans les canauxr@atique peut cependant aboutir a des

poussées repétées de pancréatite aigué dans 1s8%asle Boeckt al, 2005).

3- Manifestations hépatiques et biliaires

La protéine CFTR n'est pas retrouvée dans les b&gats mais elle est exprimée dans
les canaux biliaires intra et extra-hépatiques (Celt al, 1993). Chez les patients
mucoviscidosiques, ces canaux peinent a évacuemhilla anormalement visqueuse
(Oppenheimer & Esterly, 1975). La stagnation déedeile va progressivement engendrer des
lésions pour conduire a terme a une cirrhose tgmatappelée cirrhose biliaire focale qui
s’accompagne d’'une élévation plasmatique en vitarBil2 (Lindemanst al, 1984). Du fait
de l'allongement de la durée de vie des patieiesest retrouvée chez 70% des adultes. Cette
cirrhose peut évoluer dans 5 a 20% des cas vers curlgose multi-lobulaire avec
développement d’'une hypertension portale. C’'esetzonde cause de mortalité avec 15% de

déces chez les personnes atteintes de mucoviscidose

3- Atteintes génitales

La puberté est retardée aussi bien chez les gamqanshez les filles, principalement a

cause des problemes de nutrition.

Chez les hommes, une stérilité est observée daésd@s cas suite a une obstruction,
une atrophie voire une absence des canaux deidigpid et des canaux déférents (Kapdn
al., 1968 ; Oppenheimer & Esterly, 1969). En revanédstesticules sont normaux ainsi que
la spermatogenése. Néanmoins, une hypospermie euasppermie est souvent constatée
(Holsclaw et al, 1971). De plus, chez une population d'hommes @md santé mais
hypofertiles ou infertiles, la fréquence de mutasi deCFTR & I'état hétérozygote est plus
élevée que dans la population générale (van dereVeah 1996 ; Schulzt al, 2006). Il a été
réecemment démontré que CFTR est exprimé dans égmafpzoides en cours de maturation
(spermatides, spermatocytes) et matures ainsi gns tbs canaux de |'épididyme, de la
prostate, et dans I'épithélium de la vésicule sélifHihnalaet al, 2006). CFTR aurait un
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réle important dans le phénomene de capacitatitapeéd'activation des spermatozoides,
indispensable a la fécondation (Hernandez-Gonzeleal, 2007 ; Xuet al, 2007). Par

ailleurs, dans une autre maladie génétique rardial@hée chlorée congénitale, due aussi a
des défauts électrolytiques, une infertilité maseukst significativement plus fréquente que
dans la population générale. Curieusement, chezpagents la protéine CFTR n'est plus

retrouvée dans les canaux de I'épididyme (Hihetdd, 2006).

Les femmes atteintes de mucoviscidose sont égatelmgofertiles. Elles n'ont pas
d'anomalie morphologique mais elles manifestent moglification de la glaire cervicale.
Celle-ci est épaissie et visqueuse (Oppenheieteal, 1970 ; Kopitoet al, 1973), et
empécherait ainsi les spermatozoides de franchuollele I'utérus. En outre, la présence de
CFTR a été démontrée dans l'utérus et son expresstaégulée par les hormones sexuelles
lors du cycle menstruel (Trezigt al, 1993). L'expression de CFTR dans l'endometre est
augmentée par l'cestrogéne (Rochwerger & Buchwak3)let diminuée par la progestérone
(Mularoniet al, 1995). Par ailleurs, l'inhibition de I'expressmu de l'activité de CFTR dans
les cellules épithéliales de I'endometre dimindartapacitation des spermatozoides et donc
diminuent les chances de fécondation (Wanhal., 2003).

CFTR a donc un impact direct de fagon précoceesdéVeloppement du tractus génital

masculin, puis plus tardivement sur la fertilit&silbien masculine que féminine.

4- Atteintes d'autres organes

Les glandes sudoripares ont un réle important danségulation thermique en
contrdlant la sudation. Les glandes sudoripares @omombre de 1,5 million environ avec
une répartition inégale, favorisant les pieds dtdat. Chez le sujet sain, la sueur primaire est
un liquide pauvre en protéines et dont la teneuriomis et la pression osmotique sont
identiques a celles du plasma sanguin, mais suiteeaéabsorption de sodium, de chlore, de
bicarbonate et de lactate au niveau du canal ewréta sueur devient hypotonique au
plasma. Chez le sujet atteint de mucoviscidosesdhsorption des ions chlorures et sodiques
est fortement diminuée si bien que le taux de aekda sueur est anormalement élevé. Cela
est sans conséquence en conditions normales maisldofortes températures, la sudation

importante provoque des pertes élevées d'eau eteldeet la régulation thermique est
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également perturbée. Cela peut conduire a une tingperie susceptible de compromettre le

pronostic vital si elle n'est pas prise en charge.

L’atteinte des voies aériennes supérieures estdritg et se manifeste par des sinusites
a répétition. Plus rarement des polypes nasauxgpewwsurvenir, responsables d’'une sensation

de nez bouché, de saignements de nez ou d’aggraiEs signes de sinusite.

CFTR est exprimé dans diverses aires cérébralémmnaent dans I'hypothalamus ou il
régule la neurosécrétion de la gonadolibérine (\&featl al, 1999) qui elle-méme stimule la
libération de gonadotrophines au niveau de I'hygeeh Les gonadotrophines (hormone
lutéinisante LH et hormone folliculo stimulante PS$fimulent la production des hormones
sexuelles (testostérone et estradiol) afin de mettrplace les caractéres sexuels secondaires
lors de la puberté. Aprés la puberté, ces deux boes permettent d'activer la
spermatogenése chez 'homme et de préparer I'uéédasgrossesse chez la femme. La
dysfonction de CFTR dans la mucoviscidose pertgdite voie de régulation, conduisant a
I'apparition de certains symptomes tels que lerdetle puberté et I'hypofertilité décrits

précédemment.

Une atteinte cardiaque peut avoir lieu secondainerad'insuffisance respiratoire. Ce
symptome prend la forme d'un coeur pulmonaire quiuege hypertrophie-dilatation du
ventricule droit avec ou sans insuffisance cardeadrinsuffisance respiratoire peut en effet
conduire a une hypoxie. Une vasoconstriction pulmrensecondaire a cette hypoxie se met
alors en place (Salvi, 1999) et va engendrer |#otigsion ventriculaire droite cardiaque. Les
symptémes sont une dyspnée aigué, un point detlodtacique, une angoisse, des malaises
allant parfois jusqu'a la syncope. Par ailleurs cardiomyocytes expriment CFTR (Levesque
et al, 1992 ; Nageét al, 1992). Mais des mutations dans le g€fd Rne provoquent pas de
symptémes cardiaques graves, méme si des diffé&etaes la régulation cardiagque sont
observées, notamment une absence de réponseralagon 3z-adrénergique (Leblamst al,
1999)..

Les patients mucoviscidosiques ont également unsitéeosseuse plus faible (Haworth
et al, 1999) et un risque de fracture 2 fois plus élgveés et al, 1998). Pendant les épisodes
d'exacerbation infectieuse, le taux de cellulesyms®eurs des ostéoclastes est augmenté dans

le sang. Ceci expliquerait la résorption osseusgénée chez ces patients, d'autant plus que
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chez le sujet sain, CFTR est exprimé dans lesrdiffé sous-types de cellules osseuses que
sont les ostéoblastes, les ostéocytes et les teadés (Sheaelt al, 2006, 2007).

Au niveau de I'ceil, la mucoviscidose entraine parfme kératoconjonctivite seche
avec une diminution du nombre de cellules caliaifes. Cette maladie ophtalmologique
touche habituellement les personnes agees. It sfagie sécheresse oculaire par insuffisance
de sécrétion de larmes. Or, une diminution de xétién lacrymale est décrite dans la
mucoviscidose (Sheppaed al, 1989 ; Castagnet al, 2001).

CFTR est exprimé dans les lymphocytes B et T (GHeal, 1989 ; McDonalcet al,
1992). Il est impliqué notamment dans la productbra libération des cytokines et des
anticorps (Mosset al, 2000 ; Bubien, 2001). Ces processus étant dimindgns la
mucoviscidose, ils contribuent certainement al#imimation excessive observée dans la

pathologie.
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Il- GENETIQUE DE LA MUCOVISCIDOSE

1- GeneCFTR et transmission de la maladie

La mucoviscidose est la maladie génétique la ptagukente parmi les populations
caucasiennes (Welsét al, 1995) : environ une naissance sur 3000 est afeptar cette
pathologie. En revanche, les populations d'origmo# caucasienne sont beaucoup moins
affectées. En effet, cette fréquence est de I'odinee naissance sur 15 000 chez les afro-
americains (Hamosét al, 1998), et elle est encore plus faible chez lgaifaions asiatiques

avec par exemple 1 naissance sur 350 000 cheapesgis (Yamashiret al, 1997).

Le geneCFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Reglatété localisé
sur le chromosome 7 en 1985 et séquencé préciséemert989 au niveau du locus
chromosomique 7931.2 (Knowltaet al, 1985 ; Keremet al, 1989 ; Riordaret al, 1989)
(Fig.5). Ce gene de 189 kilobases (kb) contiente@ns (Ellsworthet al, 2000). Il est
transcrit en un ARN messager (ARNm) de 6,5 kb dardéquence codante de 4,4 kb est
traduite en une protéine de 1480 acides aminése @ritéine est un canal chlorure situé a la
membrane apicale des cellules de nombreux épithligtat hétérozygote, une mutation du
geneCFTR est asymptomatique. Cela définit la notion degod sains qui représentent 4 a
5% de la population. Par contre, deux parents prtsains ont 25 % de risque d’avoir un
enfant malade, 25 % de chance d’avoir un enfaatewtent sain et 50 % d’avoir un enfant

porteur sain (Fig.6).
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Figure 5. Localisation chromosomique d Figure 6. Schéma de la transmission génétique

CFTR (d'aprés http://ghr.nlm.nih.gov). la mucoviscidose.
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2- Les différentes classes de mutations

Plus de 1500 mutations du gen€FTR sont aujourd’hui répertoriées

(http://genet.sickkids.on.da/ qui peuvent avoir différentes origines. Parmis c&500

mutations, on retrouve :

42 % de mutations faux-sens ;

15,5 % d'insertions ou délétions décalant le eatdr lecture ;

14,5 % sont des variations de séquence ;

12,5 % sont des mutations entrainant un défagissage ;

10 % de mutations non-sens (codon stop prématuré)

3 % de larges insertions/délétions ;

2 % d’insertions/délétions courtes et respedtanadre de lecture ;

0,5 % de mutations du promoteur du g&fd R

Ces mutations peuvent entrainer une absence odysfanction de la protéine CFTR a

différents niveaux cellulaires, c'est pourquoi cegations sont réparties en 6 classes (Fig.7).

Figure 7. Schéma des différentes classes de mutatiodu geneCFTR et leurs conséquencesur la fonction

de la protéine dans la cellule (d'aprés Rowet al, 2005).
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La classe | regroupe les mutations responsableg dhhibition de la production de
CFTR. Cette classe regroupe les insertions ou idettde nucléotides créant des sites
d'épissage anormaux ou des codons stops prématnrégcalage du cadre de lecture. Il en
résulte des ARNm non traduits ou des protéinesgtrées qui sont rapidement dégradées.
Exemple : les mutations G542X et R553X (Detlal, 1991 ; Hamoskt al, 1992).

Les mutations de classe |l perturbent le processusnaturation de la protéine. La
protéine mutante n'est donc pas adressée a la rmaeenbpicale des cellules. En général, elle

reste localisée dans le cytoplasme. Exemple : latoun AF508 (Denninget al, 1992b).

Les protéines mutées de classe Il sont présenkasreembrane apicale. Ces mutants
sont correctement synthétisés et localisés maseptént un défaut de régulation. Exemple :
la mutation G551D (Yangt al, 1993a).

La classe IV correspond a des mutants qui, commes ldaclasse lll, sont correctement
adressés mais dont la conductance et/ou les piidésla'ouverture et de fermeture du canal
sont altérées. Ces mutations sont a l'origine dasifestations moins séveres de la maladie.
Exemple : les mutations R117H, R334W et R347P (Bhejet al, 1993).

La classe V inclut des mutations dans le promothurgene et des mutations qui
modifient I'épissage alternatif si bien qu'ellem @nt la quantité de protéines synthétisées.
Exemple : la mutation 3849 + 10 kb C --> T qui sstivent associée a un phénotype modéré
de la mucoviscidose (Highsmiét al, 1994 ; Sterret al, 1995).

La classe VI concerne les mutations pour lesqudlegrotéine est correctement
produite et adressée, mais dont la stabilité admbmane est altérée (Haaedtal, 1999).

3- Corrélation entre génotype et phénotype

Sur le plan clinique, la relation génotype/phénetggst difficile a établir, due a la faible
représentation de beaucoup de mutations et auxs effievironnementaux modifiant le
phénotype vrai. De plus, le phénotype peut étreutdogar d'autres genes susceptibles de
compenser ou d'aggraver le tableau clinique. Ainsi,méme couple de mutations peut

conduire a différents phénotypes (Claihal, 2005). Parmi des patients tous homozygotes

12
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pour AF508, ceux qui présentent un phénotype moins séméreégalement une activité

chlorure résiduelle, et ceci n'est pas lié a urggrantation d'expression du mutant (Sermet-

Gaudeluset al, 2002). Inversement, un méme phénotype peut gonese a des mutations

et des désordres cellulaires différents (Fagteal, 1997). Méme si le phénotype peut varier

d'un patient a l'autre pour des mutations idensgd&ine maniére générale la présence d'une

mutation de classe | ou Il sur chaque chromosomasseciée a des symptdbmes respiratoires

plus séveres et a une diminution de la durée dé&ei&raciaet al, 2005).

4- Hypotheses sur l'incidence actuelle de la muciseidose et

la répartition géographique des mutations

La mutation la plus fréquente est une mutationldese Il caractérisée par une délétion

d’'un triplet de nucléotides dans I'exon 10, condnisa I'absence d’'une phénylalanine en

position 508 de la protéine, d’ou sa désignatiarsde termeAF508 (Kerenet al, 1989). La

fréquence de la mutatiai-508 par rapport a toutes les mutation&#d Rrecensées dans la

population varie entre 87 % en Europe du nord et@au Moyen-Orient (Estivilet al,

1997) (Fig.8), avec une moyenne mondiale de 66 Yst{€ Fibrosis Genetic Analysis

Consortium, 1994). La mutatiadkF508 représente méme 100 % des mutations retroguées

les Tles Féroé (Schwartt al, 1995).
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Figure 8. Carte géographique représentant la fréquece de la mutationAF508 par rapport a I'ensemble de

mutations retrouvées en Europe et sur le pourtour réditerranéen (d'apres Estivillet al, 1997).
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Comment expliquer qu'une maladie génétique telle tu mucoviscidose avec une
mortalité importante puisse continuer d’exister &te relativement fréquente dans nos
populations actuelles ? L'effet fondateur et I'abeamye sélectif semblent étre des éléments de

réponse déterminants.

1- L'effet fondateur

L’effet fondateur se définit par une modificationpgortante des fréquences alléliques
dans une population nouvellement créée suite dadeation d’'un petit groupe d’individus. Ce
petit groupe d’individus se caractérise par ladegtce plus importante d’un allele d’un géne
particulier en comparaison a la population mere madification de fréquence est due au

tirage aléatoire des migrants, et donc de leuetesl| dans la population mere (Fig.9).

Migration
d >

Légende e bactérie sauvage e bactérie mutante

Figure 9. Schéma illustrant I'effet fondateur sur une population bactérienne.

(A) La population bactérienne mutante (rouge) repinée 10% de la population totale. (B) Aprés migrad'unt
partie de la population, les bactéries mutantesésgmtent 33% de la population. (C) Un second éuén
migratoire entraine la création d'une nouvelle populatiodesumutants représentent 66% des bactéries t
Aprés chaque migration, les caractéristiques depdpulation nouvellement créée sont différentes a

population d'origine.

L’analyse du polymorphisme dans les régions mi¢edi#es de chromosomes portant
la mutationAF508 a révélé que cette mutation est apparue il262b générations, soit
environ 52 000 ans (Morrat al, 1994). La mutation aurait donc déja été présehéz les
premiers Hommes qui sont entrés en Europe au Rhl§ak supérieur, il y a environ 40 000
ans. Ces Hommes venaient du continent asiatiquert@mp avec eux la mutatiohF508.
Pourtant, les populations asiatiques sont trestpechées par la mucoviscidose. Or, si la
mutation est née en Asie, il est tres improbable tgut ce peuple ait migré vers I'Europe, et

on devrait en retrouver les traces encore aujowitd’h
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L'hypothése la plus probable sur I'origine de ldation AF508 repose sur ['histoire des
populations du Baloutchistan. Le Baloutchistan stié entre l'lran (20%), le Pakistan
(province du Baloutchistan 70%) et I'Afghanistan0%) (Fig.10). Ses habitants, les
Baloutches, sont au nombre de 5 millions. Le tw@ret baloutche originel se situait sur le
Plateau iranien duquel ils ont migré entre 1882t XIV°™®siécle de notre ére pour s'installer
sur leur territoire actuel. Cette région cernéaramtagnes est décrite comme l'une des plus
isolées au monde. Les mariages consanguins y efeéguients. Ceci explique que tous les
patients d'origine baloutche sont homozygotes fouarutationAF508 (Frossarét al, 1998).

De méme, dans un screening de la population desaBamArabes UnisAF508 est la seule
mutation retrouvée chez les porteurs sains origieadu Baloutchistan. Cela est renforcé par
une étude menée au sud de I'lran, dans la prod@ders qui est adjacente au Baloutchistan
mais ethniquement différente, qui montre qu'enZ®aucun cas de mucoviscidose n'y a été
diagnostiqué. Sur 125 personnes ayant les sympt@eksmucoviscidose, seulement trois se
sont vues confirmer le diagnostic par le test deueur (Karjocet al, 1984). Mais aucune
étude génétique n'a été menée. En conclusion, taviscidose est trés rare dans une région
proche du Baloutchistan alors qu'elle est diaggaéte fréquemment chez les Baloutches. De
facon similaire a la mutatiodF508 aux Emirats Arabes Unis, des mutations d-la

thalassémie sont spécifiguement retrouvées ché&&alesitches (Quaifet al, 1994).
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L'hypothese ici présentée suppose que la mutakieb08 serait apparue chez ces
habitants du Plateau iranien et aurait voyagé jesquEurope avec les premiers flux
d'émigrants. Elle se serait ensuite répandue dans FEurope, et en particulier vers le nord-

ouest, par vagues migratoires successives (pouereDawson & Frossard, 2000).

Un brassage génétique aurait ensuite eu lieu espEuLentrale et au Moyen-Orient par
des peuples émigrants de fonds génétiques diferapportant avec eux de nouvelles
mutations, diluant ainsi la mutatiakF508 (Morralet al, 1994). Cela explique le gradient
décroissant de fréquence de l'all@d&508 du nord-ouest de I'Europe vers le sud-est. Par
ailleurs, cette idée est renforcée par le fait qoertaines communautés isolées
géographiquement et/ou linguistiquement et culkemeént n‘ont pas ou peu subi cette
dilution allélique, d’autant plus que la consangeirétait assez forte dans ces populations
restreintes. C’est le cas des populations des#esé et de la communauté tzigane bulgare ou
la mutationAF508 est la seule retrouvée (Angelichetal, 1997 ; Schwartet al, 1995)
mais aussi chez les populations basque et bretohee lesquelles la mutatiohF508
représente plus de 80 % des mutations totales ICesal, 1992 ; De Braekeleest al,
1996). L'isolement génétique de la population basest d’ailleurs prouvé de facon indirecte
depuis les années 1960 : cette population possetiix le plus faible d’Europe de groupe
sanguin B et le taux le plus important au mondegaipe sanguin rhésus négatif (Goti-
lturriaga, 1966).

Une autre mutation dEFTR G542X (mutation stop, de classe I), comptant [@dir%
des mutations totales (Kazaziat al, 1994) est aussi un exemple intéressant d’effet
fondateur. Cette mutation est trés présente authurbassin méditerranéen. Elle est
particulierement fréquente dans le sud de l'ltalida Tunisie, elle représente 10 % des
mutations dans le sud de 'Espagne et au Maroméete 16 % aux lles Canaries (Estiwil
al., 1997). Cette mutation serait née en Phéniciei¢htiban plus quelques territoires syrien,
israélien et palestinien) et aurait fait le tourda@d&léditerranée il y a 2500 a 3000 ans lors des
voyages commerciaux phéniciens et de la mise e pla leurs comptoirs marchands (Loirat
et al, 1997).
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2- L'avantage sélectif

L’hétérozygotie au niveau du ge@&TRa rapidement été suspectée comme facteur de
résistance a certaines maladies et épidémies qubwoifaire rage au cours de I'histoire de
'Homme (Andersoret al, 1967). Cet avantage sélectif aurait permis d’aager au fil des

siecles la proportion des porteurs sains.

Parmi les affections qui auraient contribué a lat®n des individus porteurs sains, les

plus nommeées sont le choléra, la fievre typhoida etberculose.

Ainsi, les hétérozygote€FTR du fait de la dysfonction du mutant, verraientrle
sécrétion de fluide diminuée lors d’'une expositiota toxine cholérique ou a I'entérotoxine
de Escherichia coli lls seraient alors moins sujets aux épisodestdiaues a l'origine du
pronostic morbide de ces infections (Cleal, 1994 ; Cuthberét al, 1994 ; Gabriekt al,
1994 ; Goldsteiret al, 1994 ; Rodman &amudio, 1991). Cependant, ces données sont
contredites par deux études, I'une menée chezudssd’autre menée chez 'Homme. Ces
études démontrent qu’il n'existe pas de différedeesécrétion d’'ions chlorures entre les
hétérozygotes porteurs sains et les homozygotes pwoteurs de mutation d€EFTR
suggérant qu'il n'y a pas de différence entre méisidus en terme de perte d'eau (Cuthbert
al., 1995 ; Hogenaueat al, 2000).

Par ailleurs, la survenue de la fievre typhoideegsite la présence de la protéine CFTR
a la membrane des cellules (Pa&tral, 1998). L'attachement de la bactérie responsable,
Salmonella typhia la muqueuse intestinale serait donc diminu& ¢ porteurs sains car
ceux-ci possédent moins de protéines CFTR a la mamabde leurs cellules épithéliales,
réduisant ainsi leur susceptibilité a la fievrehgjme (Pieret al, 1998 ; Van de Vosset al,
2005).

Mais le choléra et la fievre typhoide sont des diek des régions tropicales ou la
mucoviscidose est rare. Ces pathologies sont dewnicemclines a étre a l'origine d’'une

sélection des porteurs sains en Europe.
L'implication de la tuberculose a également ét&ié dans la sélection naturelle des

hétérozygotes chez qui une production accrue caaidluronique, composant essentiel des

matrices extra-cellulaires, réduirait les contamtec Mycobacterium tuberculosi@Meindl,
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1987). Plus réecemment, une déficience de I'enzymjiswdfatase B a été observée chez les
patients mucoviscidosiques. Le défaut de cet epzZljumaine nécessaire a la mise en place
de la paroi deMycobacterium tuberculosigourrait étre responsable de la résistance a la
tuberculose (Tobacman, 2003). En outre, une éirknte de Poolman et Galvani avance que
la pandémie européenne de tuberculose dlf®kiecle présente les données historiques et
géographiques nécessaires pour conduire a lincalectuelle de la mucoviscidose en

Europe (Poolman &alvani, 2006).
L’implication d’autres pathologies dans l'avantagélectif des porteurs sains a

eégalement été évoquée : la grippe (Shier, 197Rasthme (Schroedest al, 1995), mais ces
hypothéses sont soumises a controverse (Metrak 1995).
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llI- LA PROTEINE CFTR

1- Localisation de CFTR

1- Types cellulaires exprimant CFTR

CFTR est exprimé dans divers organes et de nomhypeas cellulaires. Une étude de
la région promotrice du géne a réveélé QIR est transcrit de maniére constitutive dans les
cellules d'origine épithéliale mais a un faible edu (Yoshimuraet al, 1991a). Mais la
similitude du promoteur dEFTR avec celui d'un géene de ménage a suggeré sonsexpre
dans des cellules non épithéliales comme les fiastds pulmonaires, les macrophages
alvéolaires, les neutrophiles, les monocytes (Moshaet al, 1991b).

Le niveau d'expression protéique de CFTR est viarsddon les tissus. Ainsi, CFTR est
exprimé fortement dans I'épithélium des conduitdosipares, des conduits pancréatiques et
des cryptes intestinales (Crawfagtlal, 1991). Au niveau bronchique, I'expression pratéiq
de CFTR est relativement faible. Elle est cepengéug importante dans les glandes sous-
muqueuses que dans I'épithélium de surface (Engiekaal, 1992). L'abondance de CFTR
dans les glandes sous-muqueuses suggere un réarndaj celles-ci dans la pathogenése de
la mucoviscidose. Selon une autre étude, les eslldpithéliales nasales, trachéales et
bronchiques contiennent chacune 1 a 2 copies d'ARNmgeneCFTR sauvage olAF508
(Trapnellet al, 1991). Mais CFTR est exprimé tout le long debfarbronchique avec une
variabilité topique et une variabilité entre patee(Engelhardet al, 1994). De plus, CFTR

est essentiellement exprimé dans les cellules fiée< (type Clara) (Engelhardt al, 1994).

L'expression de CFTR a aussi été étudiée ponctoefiedans des cellules de diverses
origines : lymphocytes B et T (Chex al, 1989), cardiomyocytes (Levesgeeal, 1992 ;
Nagelet al, 1992), certains neurones centraux (Wegteal, 1999), cellules osseuses (Shead
et al, 2007), et cellules musculaires lisses (Robedl., 2004 ; Vandebrouckt al, 2006).

2- Localisation subcellulaire

Depuis la découverte du ge@#TR en 1989, la prévision structurale de la protéine
CFTR augurait une localisation membranaire de ¢t&ome. Mais il pouvait s'agir aussi bien
de la membrane plasmique que d'une membrane dmunpactment intracellulaire. Les

premiers travaux d'immunolocalisation de CFTR daétréenés dans un systeme d'expression
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hétérologue montrant un marquage diffus de CFTRng de la membrane plasmique des
cellules COS-7 transfectées (Cheegal, 1990). D'autres études ont suivi, mettant en
évidence une distribution membranaire apicale &tagicale ainsi que péri-nucléaire de
CFTR (Dalemanst al, 1992 ; Puchellet al, 1992).

Par ailleurs, certains auteurs ont cherché a iilemtonctionnellement CFTR dans des
organites cellulaires comme les endosomes, lesdyses ou le réticulum endoplasmique
(RE) soit en réalisant des expériences de patechpckur des fractions de membranes, soit en
étudiant les variations de pH de ces organellegsagctivation ou inhibition de CFTR. Il a
ainsi été demontré que CFTR est fonctionnellemeésgnt dans le RE (Pasyk & Foskett,
1995), dans les endosomes (Lukatal, 1992) et dans les lysosomes (Baraetchl, 1991).

D'autres équipes ont utilisé une protéine CFTR éhigue porteuse d'un "tag" pour
étudier la localisation intracellulaire de CFTR.Nnsii un épitope hémagglutinine ou FLAG
(épitope de 8 acides aminés) ont été fixé sur unelb extracellulaire, de méme qu'une
protéine verte fluorescente, la GFP (Green FluemsBrotein), au niveau de l'extrémité C-
terminale de CFTR. L'hémagglutinine altere la famctde CFTR mais I'épitope FLAG
permet de détecter I'expression membranaire aptal€FTR (Howardet al, 1995). De
méme, la GFP permet de localiser CFTR a la membepieale ainsi que dans des

compartiments cellulaires (RE, appareil de Golyipyer et al, 1998).

2- Structure de la protéine CFTR

CFTR est une protéine de 1480 acides aminés dostruature primaire a permis sa
classification dans la famille des transporteursCA@TP-Binding Cassette) (Amest al,
1990 ; Hydeet al, 1990). Les transporteurs ABC sont subdivisés et sous-familles
(ABCA a ABCG). CFTR étant le septieme membre dedas-famille C, il est aussi appelé
ABCCY7. Les transporteurs ABC utilisent I'énergieoduite par I'hydrolyse d'ATP pour
transporter activement divers substrats (acidesné&snisucres, antibiotiques, peptides,
toxines) a travers la membrane cellulaire. La dareation de la séquence en acides aminés
de CFTR en 1989 a permis de proposer un premieelmqmbur la structure de la protéine
(Riordan et al, 1989), modéle ensuite complété par des étudemwtations de CFTR
(Fig.11).
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Figure 11. (A) Modele structural 2D proposé pour lgprotéine CFTR (d'aprés Sheppard & Welsh, 1999) «
(B) modele structural 3D (d'apres http://prometheusmse.uiuc.edu/glossary/cf/).

CFTR comporte 2 régions de 6 segments transmemteandTMD1 et TMD2) reliés par 6 bouc
extracellulaires (E1 a E6), ainsi que 2 domainéméellulaires capables de lier 'ATP (NBD1 et NBE2 ur
domaine cytosolique régulateur (R). La boucle esdialaire E4 porte 2 chaines glycosylées.

TMD : domaine transmembranaire ; NBD : domaineigisdn aux nucléotides ; R domain : domaine réguk
PKA : protéine kinase activée par 'AMPc ; ATP éadsine tri-phosphate ; ADP : adénosine di-phosphat :

phosphate inorganique.

Comme tous les transporteurs de la famille ABC, RFpbsséde deux régions TMD
(Trans-Membrane Domain, aussi appelé MSD pour Mam#Spanning Domain) qui
forment le pore du canal et deux régions NBD (Natidie-Binding Domain) capables de lier
et d'hydrolyser I'ATP pour réguler l'activitt duneh (Andersonet al, 1991a). Mais
contrairement aux autres transporteurs ABC, CFT8s@te en plus un domaine régulateur
cytosolique R dont la phosphorylation contréle tka® du canal (Bergeet al, 1991 ;
Tabcharanet al, 1991) (Fig.11 et 12).

21



INTRODUCTION

P-gp
TMDY1  TMD2

thslde |
f*rT'T?'TT 7? B
Irsiche 1

m A PTYITITT

|NBD1| [NED%|
AL TMDT TMD2
Outside e ;
PR ’J-C £ {D ]a] [ A9 AT
i | JJ§,~, jL,;, ;jL-l; AL
Iresiihe F“
|_'r~T!BD1 | {NBDE]

Figure 12. Comparaison de structure entre CFTR et m autre transporteur ABC, le Pgp (d'apres
http://biochemistry.utoronto.ca/clarke/bch.html).
Comme tous les transporteurs ABC, CFTR et P-gpepiéat deux domaines transnigamnaires (TMD = MSL

et deux domaines de liaison de I'ATP (NBD). CFTIR particularité de posséder aussi un domaine aégui R.

Dans la protéine CFTR, chaque TMD est constitué6deélicesa constituant les
segments transmembranaires (acides aminés 81 @&l TMD1 et 860 a 1150 pour
TMD2). Ce sont les TMD qui déterminent la séletévbnique de CFTR, en particulier les
résidus lysine en position 95 et 335 (Andersbal, 1991b). Par ailleurs, les TMD portent les
6 boucles extracellulaires de CFTR (numérotées Hea EE6) et la boucle E4, portée par
TMD2, possede 2 sites de N-glycosylation en pasi@®4 et 900 (Chanet al, 1994) (Fig.11
et 12).

Les domaines intracytoplasmiques NBD1 et NBD2 fixeinhydrolysent I'ATP afin de
fournir I'énergie nécessaire au transport ionigeetariel a travers la membrane plasmique.
Les deux domaines sont formés chacun de 160 aaide®s environ (résidus 422 a 550 pour
NBD1 et 1219 a 1387 pour NBD?2).
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Le domaine régulateur R est codé par I'exon 13ahe GFTR et s'étend des acides
aminés 591 a 830. La comparaison de la séquendéique du domaine R avec celles

d'autres espéces a permis de le diviser en 2 smusaides (Dulhanty & Riordan, 1994) :

- RD1 (' R Domain) correspond au tiers N-terminal du domai (résidus 591 a
672). Sa séquence est trés conservée entre egpedlkanty & Riordan, 1994). I

semble impliqué notamment dans la maturation ged&ine (Pasykt al, 1998).

- RD2 (2 R Domain) correspond au deux tiers C-terminauxioimaine R (résidus
679 a 830). Cette région n'est pas retrouvée dangres especes ou d'autres
protéines. RD2 contient presque tous les siteshdsghorylation du domaine R ce
qui en fait un élément essentiel pour le fonctioneet de CFTR (Dulhanty &
Riordan, 1994).

3- Relation entre la structure et la fonction de CFR

De nombreuses études démontrent I'importance dé& dBis le contrdle de l'activité
du canal mais les mécanismes moléculaires resteriree assez flous et controversés.
Cependant, il est généralement admis que les d8xmbnt pas le méme réle. Comme pour
d'autres transporteurs de la sous-famille ABCCleseent NBD2 a un pouvoir d'hydrolyse
(Aleksandrowet al, 2002).

Le processus d'ouverture du canal CFTR se déroujdusieurs étapes. L'événement
premier est la fixation d'ATP par NBD1 (Fig.13A B} pendant plusieurs minutes durant
lesquelles le canal CFTR connait plusieurs cycleaverture/fermeture comme décrit ci-
aprées. La fixation d'ATP par NBD2 (Fig.13C) entmime étape lente d'ouverture du canal
qui passe par un état de transition dans lequel NBDNBD2 se joignent pour former un
hétérodimere intramoléculaire (Fig.13D). Le pore aunal n'est toujours pas ouvert mais
l'interaction des 2 NBD permet l'ouverture stabdeGFTR (Fig.13E). Cet état stable ouvert
est déstabilisé lorsque I'ATP fixé au NBD2 est bjyhé. La perte du phosphate inorganique
suite a cette hydrolyse, provoque la rupture deefaction NBD1/NBD2 (Fig.13F), la
fermeture du canal et un retour en début de cyatel(3B) (Gadsbt al, 2006).
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Figure 13. Modéle structural proposé pour illustrer les mécanismes d'ouverture et fermeture ATP-
dépendants du canal CFTR phosphorylé (d'apres Gadsgtet al, 2006).

NBD1 est en vert, NBD2 est en bleu. Le domainesnltque R est volontairement on

A : protéine CFTR au repo®;: fixation d'ATP par NBD1 C : fixation d'ATP par NBD2 D : formation d'u
dimeére intramoléculaire NBD1/NBDZ2E : état stable ouvertF : rupture de l'interaction NBD1/NBD2 suit

I'nydrolyse d'ATP par NBD2 et au relargage du phas$p inorganique, entrainant la fermeture du c&ralk
(retour a I'état décrit en b).

4- Régulation de la fonction de CFTR

Le modéle du cycle ouverture/fermeture de CFTR @sépen figure 13 est valide a
condition que le domaine régulateur cytosoliqué gbosphorylé. Ce domaine R posséde 16
sites consensus de phosphorylation par la PKA épretkinase dépendante de I'AMPc), la
PKG (protéine kinase dépendante du GMPc), la Pk€ tgrosines kinases ou la Cam Kinase
| (kinase dépendante de la calmoduline et du aalc(iRiordanet al, 1989 ; Picciotteet al,
1992) (Fig.14). Parmi les 16 sites théoriques desphorylations, certains ne sont pas
phosphorylésn vitro et encore moins le soim vivo (Chenget al, 1991 ; Picciottcet al,
1992 ; Changt al, 1993).
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Figure 14. Les sites de phosphorylation de la ptéine CFTR par la PKA (en rouge) et par la PKC (e
bleu) (modifié d'aprés Vankeerbergheret al, 2002).

1- Phosphorylation par la protéine kinase A

La protéine kinase A (PKA) est une sérine/thréokinase activée par 'AMPc. C'est le
principal activateur cellulaire de CFTR, connu pquosséder 11 sites consensus de
phosphorylations par cette enzyme. Parmi ces Ids,sit0 sont des motifs consensus
dibasiques (R/K, R/K, X, S/T) et 1 est un motif mbasique (R/K, X, S/T). La mutation de
sérines phosphorylables du domaine R a révélé mmawtion mais pas de suppression de la
réponse a la PKA (Chergg al, 1991). Méme lorsque toutes ces sérines sont esxdgs par
mutagenese, une activation par la PKA subsiste @l al, 1993). Aucune sérine
individuellement n'est donc indispensable a la la@gn de CFTR. Mais toutes les sérines
phosphorylables n'ont pas la méme influence surfolaction de CFTR. Ainsi la
phosphorylation des sérines situées sur le donfiea position 660, 670, 700, 795 et 813
stimule la fonction du canal, alors que la phosplation des sérines 737 et 768 a un effet
inhibiteur (Wilkinsonet al, 1997). Une protéine CFTR totalement insensibla KA a
finalement été obtenue par mutation des 11 sitesude phosphorylation par la PKA ainsi

que 4 sites supplémentaires monobasiques (Seibalrt 1999) (Fig 15).
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Figure 15. Représentation schématique des 15 sitde phosphorylation de CFTR par la PKA (d'apré:
Seibertet al, 1999).
® motif dibasique A motif monolzps

Par ailleurs, la suppression totale du domaine Rduid & une protéine CFTR
constitutivement active, prouvant le réle inhibitentrinséque de ce domaine (Rieh al,
1991). Par la suite est né un modéle structurahdelquel le domaine R formerait une boule
bloquant le pore du canal. Sa phosphorylation &rdrait un changement conformationnel
qui libérerait le pore du canal permettant ensuie régulation des cycles
d'ouverture/fermeture par 'ATP sur les NBD. Cengwment conformationnel provoqué par
la ou les phosphorylations serait de nature élstigue (Ricket al, 1993). Certains auteurs
suggerent aussi que la phosphorylation par la Pédreente I'affinité de CFTR pour 'ATP
facilitant ainsi indirectement son activité d'hylgse de I'ATP (Liet al, 1996b ; Vaist al,
2004). Récemment, une étude démontre qu'a I'étatphosphorylé, le domaine R a une
structure formée de multiples hélices qui intersgié avec NBD1. La phosphorylation
modifie la structure du domaine R en diminuant Emhre d'hélices. Cela réduit les
interactions avec NBD1, le laissant libre pour ratgr avec NBD2 et ainsi permettre
l'ouverture du canal (Bakest al, 2007). Cette interaction entre domaine R et NBi3i
réciproque puisque la mutatiadkF508 située dans le NBD1 réduit la phosphorylation
domaine R par la PKA, expliqguant ainsi, en paiés, défauts d'activité qui ont été décrites

pour ce mutant (Wang &t al, 2000).
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Bien que la PKA joue un role prédominant dansiVatibn de CFTR, d'autres kinases
interviennent dans la régulation fonctionnelle d€TR, ce qui suggere qu'il existe différentes

voies d'activation de CFTR et différents degréssdaméponse lors de l'ouverture du canal.

2- Phosphorylation par la protéine kinase C

La protéine kinase C (PKC) est une sérine/thréokimase activée par les ions
calciques et le diacylglycérol. Elle a d'abord éé&erite comme régulateur de l'activité de
CFTR en phosphorylant les résidus sérines 686@&{Hi@ciottoet al, 1992). Mais I'abolition
par mutagenése dirigée de ces 2 sérines diminaerdgulation par la PKC sans l'abolir,
suggérant d'autres sites de phosphorylation (Yaknagt al, 1999). En effet, 9 sites
consensus de phosphorylation par la PKC sont neéosur CFTR dans la partie distale de
NBD1 et dans le domaine R (Fig.14). La mutationcde 9 sites abolit I'effet de la PKC
(Chappeet al, 2003). Une investigation plus précise a permigiéierminer que les acides
aminés thréonine en position 582 et 604, et s@&mnposition 686 sont les résidus essentiels a
la régulation de CFTR par la PKC (Chamteal, 2004).

La phosphorylation par la PKC seule ne modifie @apeu l'activité chlorure de CFTR,
par contre, elle potentialise l'activation de CFp& la PKA (Winpennyet al, 1995). En
effet, l'activation de CFTR successivement par KCRet la PKA conduit a un état de
phosphorylation supérieur a celui observé lorsatgivation de CFTR par la PKA seule ou la
PKC seule (Tabcharamit al, 1991). Par ailleurs, l'activation de CFTR palPkKA semble
nécessiter une phosphorylation constitutive p&H&, sans quoi la PKA n'a aucun effet (Jia
et al, 1997a). Ces résultats suggéerent que la phospglioryl par une kinase influence

I'accessibilité et la capacité de phosphorylatielC&#TR par les autres kinases.

3- Phosphorylation par la protéine kinase G

La protéine kinase G (PKG ou cGK pour cGMP-dependmotein kinase) est
également une sérine/thréonine kinase. Son pophoisphorylant est controlé par le taux de
GMPc intracellulaire. La PKG est capable de phosgbapo CFTR au niveau des sérines 660,
700, 737, 768, 795 et 813 (Picciotdbal, 1992). Les deux isoformes, PKG | et PKG Il, sont
capables de phosphoryler le domaine R de CHIfitro, mais seul PKG Il est capable de
stimuler l'activité de CFTR dans les cellules ([Eteat al, 1995 ; Vaandragest al, 1997).

Cette faculté de PKG Il provient de son ancrage @émbrane par un groupement myristate
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fixé a son extrémité N-terminale (Vaandragenl, 1996 ; Vaandragesat al, 1998). En effet,
l''soforme PKG | dont une mutation permet la myysation en N-terminal possede les

mémes capacités de régulation que PKG Il (Vaandetgd, 1998).

4- Autres kinases régulant 'activité de CFTR

Les protéines G trimériques activées par le GTR également capables de moduler
I'activité de CFTR. Elles ont un impact négatif dactivité de CFTR dans les cellules
epithéliales respiratoires (Schwiebeitt al, 1992) alors qu'elles stimulent CFTR dans les
glandes sudoripares (Redeltyal, 2001 ; Reddy & Quinton, 2001).

Les kinases activées par I'AMP (AMPK) sont des regtiiréonine kinases liées
directement & CFTR. Les AMPK sont des protéinegrb&imériques constituées de trois
sous-unitéa, B ety. Les isoformes AMPKal eta2 se fixent a un motif situé du cété C-
terminal de CFTR et localisé au niveau du domaiB®R pour AMPKal (Hallowset al,
2000 ; Crawforcet al, 2006). Les isoformes AMPKL ety2 sont capables de se fixer sur le
domaine NBD1 (Crawforet al, 2006). L'activation des AMPK inhibe CFTR (Halloefsal,
2000). Mais les AMPK se lient également aux nudtiEssdiphosphates kinases (NDPK) dont
le rGle est de régénérer les nucléosides diphosplesit nucléosides triphosphates. Les NDPK
sont également douées d'une activité kinase. blise§ NDPK-A est capable de lier le
domaine R de CFTR d'une part, et de fixer les AMPKKety2 d'autre part (mais pasg, ni
yl), permettant ainsi de spécifier les isoformemédriques d'’AMPK qui régulent CFTR
(Crawfordet al, 2006).

En plus des régulations par les sérine/thréoninases, CFTR peut étre régulé par des
tyrosine kinases (lllelet al, 1995). Ainsi, la tyrosine kinase p60-src est bégpae stimuler
I'activité de CFTR (Fischer & Machen, 1996). Unmgme phosphorylée peut d'ailleurs étre
détectée sur CFTR (J&t al, 1997b). Pourtant, la génistéine, inhibiteur d®gine kinases,
augmente fortement l'activité de CFTR (lllekal, 1995). Mais I'action de la génistéine ne
semble pas liée a ses propriétés enzymatiquestnntes des tyrosine kinases, mais plutét a
une action directe sur deux sites distincts de CRya&ht des effets opposés : un site de haute
affinité qui diminue la probabilité de fermeture canal, et un site de faible affinité qui réduit
sa probabilité d'ouverture (Wangef al, 1998). Par ailleurs, dans les lymphocytes normaux

la conductance chlorure est augmentée pendanakepBl du cycle cellulaire, suggérant une
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sur-expression de CFTR pendant cette phase outimelaion de CFTR par les kinases
dépendantes du cycle cellulaire. Par contre, ceesgus n'est pas observé chez les patients

mucoviscidosiques (Bubieat al, 1990).

5- Régulation de CFTR par les phosphatases

Si l'activité de CFTR est généralement stimuléedes kinases, elle est aussi inhibée
par des phosphatases (Tabchartnal, 1991 ; Beccet al, 1993 ; Beccet al, 1994). Les
protéines phosphatases seérine/thréonine sont amelgifamille : PP1, PP2A, PP2B, PP2C,
PP3, PP4, PP5, PP6 et PP7 (Cohen, 1989). Les rtasph PP2A et PP2C sont les deux
enzymes principalement impliquées dans la déaaiivale CFTR (Bergeet al, 1993 ;
Traviset al, 1997). D'ailleurs CFTR et PP2C, mais pas lesaythosphatases, sont associés
dans un complexe stable (Zhet al, 1999). La phosphatase alcaline serait également
impliquée dans la déactivation de CFTR (Betal, 1993) malgré une controverse (Berger
al., 1993). Mais l'exposition simultanée de cellule phosphatases PP2A, PP2C et a la
phosphatase alcaline réduit l'activité du canal9@& mais ne l'abolit pas, indiquant que
CFTR est régulé par d'autres phosphatases donépeuPP2B (Fischeat al, 1998 ; Luoet
al., 1998). En outre, la régulation physiologique d&I'R par la phosphatase alcaline pourrait
sembler peu probable car, méme si elle est loeais&a membrane apicale des cellules, son
activité enzymatique est orientée vers le miliewaeellulaire (Beceet al, 1993). Cependant,

il existe des phosphatases alcalines localiséea emdmbrane apicale et dont l'activité
enzymatique est cytosolique (Tokumitsual, 1981).

5- Itinéraire cellulaire de CFTR : biosynthése, matration et

dégradation

1- Biosynthsése et maturation de CFTR

La biosynthése de CFTR est un processus complepeuetfficace : environ 75% des
protéines CFTR sauvages néo-synthétisées dansellnle sont dégradées au niveau du RE
par le protéasome. Par conséquent, seulement 25%opd#éines CFTR synthétisées
parviennent a la membrane plasmique (Luleicd, 1994 ; Ward & Kopito, 1994) (Fig.16).
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Apical

Basal

Figure 16. Schéma de la voie de synthese et de éigtion de CFTR dans une cellule épithéliale (mofie

d'apres Gelman & Kopito, 2002).

Transcription, traduction et intégration @ Dégradation par le protéasome
a la membrane du RE

) ) @ Adressage a la membrane plasmique
Maturation conformationnelle

Les glycosylations sur la boucle extracellulaired®dla protéine témoignent de I'état de
maturation de CFTR (Chergg al, 1990). Trois formes de CFTR sont distinguéesoetfon
de leur poids moléculaire apres migration sur E$AGE :
- La bande A d'une taille de 127 kDa, corresponth grotéine "nue" nouvellement
synthétisée et donc non glycosylée. Cette bandegeméralement pas détectée.
- Labande B d'une taille de 150 kDa, correspond a

la forme partiellement glycosylée dans le RE et , <« bande C
<€— bande B

sensible a I'endoglycosidase H (Fig.17).
- La bande C d'une taille de 170-190 kDa,
correspondant a la forme mature totalement

glycosylée dans l'appareil de golgi et résistante a Figure 17. lllustration des bandes |
et C de CFTR mises en évidence p

] . ) ) Western blot (d'aprés Loo et al,
présente a la membrane plasmique (Fig.17). 1998

I'endoglycosidase H. Seule cette forme est

Les chaines oligosaccharidiques de CFTR joueraiantdle dans la stabilité de la

protéine a la membrane (Lukastsal, 1993).
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CFTR est d'abord synthétisé au niveau du RE grarus®us forme immature non
glycosylée (bande A). Immédiatement viennent sdfegre2 chaines oligosaccharidiques
riches en mannose et sensibles a I'endoglycoskddgbande B). La suite de la maturation n'a
lieu que si la conformation générale de la proté@secorrecte. Pour vérifier et faciliter la
bonne conformation structurale de la protéine, gteseines chaperonnes interagissent avec
CFTR. Les chaperonnes décrites comme impliguées tarmaturation de CFTR sont
Hsc70/Hsp70 (Heat shock cognate protein, Heat spoatein) (Yanget al, 1993b), Hsp90
(Loo et al, 1998) et la calnexine (Pired al, 1994) (Fig.18).

domaine R
NBD1 NBD?2

Figure 18. Représentation schématique de CFTR et des protéines chaperonnes.

CFTR est pris en charge par les protéines chapesoawant méme la fin de sa
protéosynthése. En effet, sur la face cytosoliquer&, Hsc70 (forme constitutive, Hsp70
étant la forme inductible) et sa co-chaperonne Hdijteragissent avec le domaine NBD1
naissant, puis cette interaction est interrompusglee le domaine R est synthétisé (Strickland
et al, 1997 ; Meachanet al, 1999). Cette interaction transitoire faciliterlds premieres

étapes de I'assemblage de CFTR dans le RE.
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De méme, Hsp90 semble stabiliser la protéine CFa&Raynthétisée car son inhibition
entraine une dégradation prématurée de CFTR ¢tab, 1998). En fait, il semblerait que la
protéine CFTR native, non conformée soit prisetearge par le complexe chaperonne Hsc70
puis transférée vers le complexe Hsp90 lorsquaatpuiert une structure provisoire correcte
(Wegeleet al, 2006).

Du c6té luminal du RE, agit une lectine transmemaira, la calnexine. Cette protéine
capable de reconnaitre des motifs oligosacchardigetient dans le RE les protéines CFTR
mal conformées (Pinelt al, 1994). La protéine sauvage est en effet reteans  RE par la
calnexine tout en étant préservée de la dégradaosque certaines enzymes de
glycosylation de CFTR sont inhibées (Farhina & Aaha2005).

Les protéines CFTR correctement conformées migreats le compartiment
intermédiaire RE/Golgi (ERGIC) dans des vésicul&PC antérogrades (Bednarek al,
1995). Dans le ERGIC, les protéines sont soit Héegcvers le REvia des vésicules COPI
rétrogrades, soit transportées vers l'appareil algi®@ia d'autres vésicules antérogrades pour
poursuivre leur maturation. Dans l'appareil de G&d TR subit les dernieres modifications
de ses motifs saccharidiques, ce qui le rend eédistla digestion par I'endoglycosidase H. I
est ensuite adressé par transport vésiculaire ad@semes puis a la membrane plasmique

apicale.

2- Adressage de CFTR

Des protéines autres que les chaperonnes intezagesgec CFTR et jouent un rble dans
son adressage vers la membrane sans pour autxirétement impliquées dans le systeme

de contrble qualité de la cellule.

Ainsi dans sa portion C-terminale, CFTR posséde séquence consensus trés
conservée entre les especes (thréonine — leucargirine ou T-R-L) et capable d'interagir
avec des protéines portant un motif PDZ (Fig.19).térme PDZ provient des initiales des
trois premiéres protéines découvertes avec unaéf npostsynaptic density-95 / disc large /

zonula occludens-1).
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Figure 19. Schéma de la structure de la protéine AR et alignement des séquences de la portion C-

terminale de différentes espéces (d'apres Wargg al, 1998).

De nombreuses études s'intéressent aux protéidemaines PDZ dont le nombre de
représentants augmente régulierement. Les dom&b&s sont des séquences conservees
d'environ 90 acides aminés retrouvées sur lesipesténtracellulaires. lls sont constitués de 6
feuillets 3 et 2 hélicesx qui forment une cavité capable de recevoir un i3 a 7 acides
aminés généralement localisé a l'extrémité C-teatminde la protéine cible (Fig.20).
Cependant, des séquences internes de protéinesisa des domaines PDZ ont été décrites

(Hillier et al, 1999 ; Paaschat al, 2005).

peptide

Figure 20. Représentation tridimensionnelle d'un dmaine PDZ et la localisation de sa séquer

peptidique cible (d'aprés Zimmermann, 2006).
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Un domaine PDZ est suffisamment flexible pour re@dtre plusieurs protéines cibles,
méme si l'interaction s'effectue avec une affin@éable selon chaque cible. Aussi, un méme
motif peptidique peut étre reconnu par plusieursi@oes PDZ. Ces motifs d'interaction avec
les domaines PDZ sont des séquences consensusuyenp étre classées en 4 groupes (pour
revue : Dev, 2004) :
- Type | (S/T-x®D)
- Type Il (@-x-D)

- Type lll (¥-x-D)
- Type IV (D-x-V)
CFTR portant la séquence C-terminale T-R-L, il pogsun motif PDZ de type I.

X représente n'importe quel acide aminé.
@ représente un acide aminé hydrophobe (A, C, F,IGM, V, W).

¥ représente un acide aminé hydrophile (H, K

Une méme protéine peut porter plusieurs domained &Bérents et ainsi interagir
avec différentes cibles protéiques. Cela permet dcenstituer des complexes
macromoléculaires rassemblant des protéines séargéguutuellement ou impliquées dans la
méme voie de signalisation. Ainsi, les protéine®@maines PDZ jouent généralement un réle
prépondérant dans l'adressage membranaire de [motgines cibles, leur recyclage
endocytique ainsi que leur fonction grace a leysacdaé a générer un réseau contenant
diverses protéines régulatrices. Certaines praditizZ sont capables de former des homo ou
hétérodimeres, complexifiant encore davantage Essipilités de constitution de réseau
protéigue. L'expression des protéines PDZ peuewraglon les organes et les tissus, certaines
étant presque ubiquitaires, d'autres étant spéesigi'un type cellulaire. Selon les organes et
tissus considéreés, I'ensemble des protéines PDZap®si étre impliqué dans la morphologie
cellulaire, la polarité cellulaire, les contactdemcellulaires, la migration, la croissance

cellulaire.

Les protéines NHE-RF (Na+/H+ Exchanger Regulatoagtér) sont une famille de
protéines a domaines PDZ décrites pour interagec &FTR. NHE-RF1, également connu
sous le nom EBP50 (Ezrin-radixin-moesin Binding $fitmprotein 50 kDa), est le plus étudié
de la famille, c'est la premiére protéine évoqueraroe interagissantia ses domaines PDZ
avec CFTR (Hallet al, 1998 ; Shoret al, 1998 ; Wanget al, 1998). La famille NHE-RF
compte au total quatre membres. NHE-RF1 et NHE-Rit&si appelé E3KARP : NHE3
Kinase A Regulatory Protein), possédent deux doesalPDZ alors que NHE-RF-3 (aussi
appelé PDZK1, CAP70 ou NaPi CAP-1) et NHE-RF4 (aappelé IKEPP ou NaPi CAP-2)
en possédent quatre. De plus, NHE-RF1 et NHE-RE2qutent a leur extrémité C-terminale
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un domaine d'interaction avec l'ezrine qui perragickrage de CFTR au cytosquelette d'actine
(Reczeket al, 1997).

NHE-RF1 et NHE-RF2 remplissent une fonction siméanais ces deux protéines ont
une expression mutuellement exclusive (Ingrak¢aal, 2002) ; ou bien lorsqu'elles sont
exprimées dans la méme cellule, leur localisatsindéférente (Fouassiest al, 2001). Au
niveau pulmonaire, NHE-RF2 est plutdt exprimé dasscellules alvéolaires alors que NHE-
RF1 est exprimé dans les cellules épithélialesrdlifigaet al, 2002).

Seul le premier domaine PDZ de NHE-RF1 interaggca€FTR (Wanget al, 1998),
alors que pour NHE-RF2 c'est le second domaine @ et al, 1998 ; Suret al, 2000).
Lorsqu'il n'est pas lié a l'ezrine, NHE-RF1 estag¥dans une interaction d'auto-inhibition.
En effet, sa portion C-terminale se lie au doma2 et cette interaction est supprimée
grace a la phosphorylation par la PKC étial, 2007). La queue C-terminale de NHE-RF1
est alors libre d'interagir avec l'ezrine liée gtosquelette d'actine, et cette interaction permet
au motif PDZ2 de fixer une protéine CFTR seulensefMDZ1 est lui aussi engagé dans une
liaison avec une molécule CFTR, créant ainsi uredinde CFTR (Li Jet al, 2005) (Fig.21).
Par ailleurs, NHE-RF1 retient RACK1, une protéirendrage pour la PKC, ce qui facilite la
levée de l'auto-inhibition de NHE-RF1 (Liedtle¢ al, 2006) et peut également faciliter la
régulation de CFTR par cette kinase. L'ezrine pissgalement un site de fixation pour la
PKA, permettant ainsi de rapprocher la PKA de CE$Enet al, 2000) (Fig.21).

CFTR CFTR
i g 3 W IR T SR e R F"Ldarlm membrane e oy B R R A
bl o) = I'.- I 4 o :-u e poanooaeoeanal kT k. [ el o bolet kel R kT i foooooodoos:
1 F Jf TL [[ : E ! | ! L ] | |
= |j i E ...r.-'.r'.w..:x e o e -l e s
‘tw LJ.:.J Ju_]w FEFL PG )

wu“\u ﬁ.am (veD2) cr-(NBD1
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Figure 21. lllustration de la formation d'un dimére de CFTR et du complexe multiprotéique pa
I'intermédiaire de NHE-RF1 (d'aprés Guggino & Stanbn, 2006).
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Si linteraction entre CFTR et NHE-RF1/2 est abgi@ mutation ou délétion de
I'extrémité C-terminale de CFTR alors I'expressapicale de CFTR est fortement diminuée
(Moyer et al, 1999 ; Moyeret al, 2000). Les séquences d'interaction avec les daad&DZ
représentent donc un signal pour le transport ketciisation apicale de CFTR. Mais d'autres
séquences de I'extrémité C-terminale ont un roles da maturation et/ou la stabilité de la
protéine a la membrane. En effet, 3 régions ontdetétifiees a ce niveau. Deux d'entre elles
(résidus 1400-1404 et 1413-1416) sont importantag gtabiliser CFTR a la membrane,
alors que les résidus compris entre 1380 et 140Qmreffet négatif puisque leur délétion

augmente le taux de CFTR mature a la membrane £&#m& Riordan, 2001).

Contrairement a NHE-RF-1/2, NHE-RF-3 et NHE-RF-4pseivent pas ancrer CFTR
au cytosquelette. Leur interaction avec les pre®i@FTR semble seulement favoriser leur
dimérisation et stimuler leur fonction a la memigraomme cela a été clairement démontré
pour NHE-RF-3 (Wang 8t al, 2000).

Il existe au moins deux autres protéines interagisavec CFTR par leurs domaines
PDZ mais qui n‘appartiennent pas a la famille NHE-R s'agit de CAL (CFTR associated
ligand) et Shank2 (Chergt al, 2002 ; Kimet al, 2004). Contrairement aux membres de la
famille NHE-RF qui ont un effet bénéfique sur lessage et la fonction de CFTR, ces deux
protéines présentent des propriétés inhibitricebeapression apicale et de I'activité chlorure
de CFTR. Cet effet négatif résulte de la compétigatre NHE-RF1 et CAL/Shank2 pour la
liaison a CFTR (Chengt al, 2002 ; Leeet al, 2007). En plus de cette simple inhibition
compétitive, CAL peut cibler CFTR vers la dégraoiat(Chenget al, 2004). L'activité de
CAL est contr6lée par une Rho GTPase appelée TiGk8que TC10 est activée par liaison
du GTP, l'inhibition de CFTR par CAL est abolie,q& favorise I'expression membranaire
de CFTR (Chengt al, 2005).

Un modéle a été proposé pour la régulation dedssdige de CFTR mature du
compartiment post-golgien jusqu'a la membrane &piddg.21). Selon ce modele, CAL est
lié a la syntaxine 6 qui I'ancre au réseau pogfigolet a la Rho GTPase TC10. Lorsque
TC10 est activée par le GTP, le complexe TC10-CAHFR est dirigé vers I'endosome. A ce
niveau, NHE-RF1 remplace CAL, et les vésicules yumivoir acheminer CFTR jusqu'a la
membrane plasmique apicale. Le transit de CFTRiddpa endosomes vers la membrane

apicale est régulé par des protéines G monoméridqassRab GTPases, qui assurent le
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transport et la fusion des vésicules avec la menebcible appropriée. Ainsi, deux petites
protéines G, Rabll et Rmel, contrélent cette étfgbressage de CFTR (Picciaebal,
2003 ; Swiatecka-Urbaet al, 2005). En fait, il existe un complexe formé p&TR, Rabl1l
et la myosine Vb qui fixe Rabll et permet la migratle long des filaments d'actine
(Swiatecka-Urbart al, 2007) (Fig.22).

membrane

vésicule endosomale
recyclage

endosome

Figure 22. Modele de régulation de l'adressage deFTR selon ses partenaires protéiques (modil
d'aprés Guggino & Stanton, 2006).

CAL : CFTR associated land ; SYNG6 : syntaxine 6 ; TGN : tr-golgi network = réseau tra-golgien.
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3- Recyclage endocytique de CFTR

Une fois a la membrane, CFTR connait une endocytagigle par des vésicules a
clathrine (Bradburyet al, 1994 ; Lukacset al, 1997 ; Princeet al, 1994). En effet, le
domaine C-terminal de CFTR interagit directemergcaP-2, une protéine constitutive des
manteaux de clathrine (Weixel & Bradbury, 2000)s lotéines CFTR ainsi internalisées
constituent un "pool" sub-apical de protéines fameielles qui peuvent soit étre a nouveau
adressées a la membrane plasmique, soit étre eliriggrs les endosomes par une séquence
signal située dans l'extrémité C-terminale de CKMR et al, 2001). Mais il existe aussi de
tels signaux sur d'autres domaines cytosolique€EER puisque certaines mutations de
classe VI au niveau des boucles intracellulaires &pparaitre un motif d'internalisation sans
affecter la biosynthese, ni les caractéristiquestdphysiques de CFTR (Silas al, 2003).

Récemment, la calréticuline, une lectine luminale RE dont l'activité chaperonne
dépend du calcium, a été montrée comme inhibitted'expression membranaire de CFTR
(Haradaet al, 2006). Pourtant cette chaperonne n'intervientdaas la maturation de CFTR
au niveau du RE. En fait, la régulation négativdéadealréticuline sur CFTR n'aurait pas lieu
au niveau du RE mais au niveau apical des cellulascalréticuline serait excrétée et
interagirait directement avec CFTR pour stimulem sgernalisation, l'activité lectine de la

calréticuline n'étant pas indispensable pour cettennaissance (Haradtal, 2006).

La balance entre I'endocytose de CFTR membrantliiexecytose de CFTR sub-apical
est modulée par I'AMPc qui stimule I'exocytosendibe I'endocytose (Bradbuey al, 1992 ;
Prince et al, 1994). De fagon similaire au transit de CFTR dedlendosome vers la
membrane apicale, I'endocytose de CFTR vers lessentes est régulée par les protéines G
monomeriques. Ainsi, Rab5 régule l'adressage degipes CFTR membranaires vers
I'endosome (Gentzsdt al, 2004) (Fig.23). Ensuite, CFTR peut transiter geit I'endosome
tardif puis l'appareil de Golgvia Rab7 et Rab9 respectivement (Gentzsthal, 2004)
(Fig.23), soit vers les vésicules endosomales dgclage puis la membrane plasmique,
comme vu précédemmenia Rab11l et Rmel (Picciar al, 2003 ; Swiatecka-Urbaet al,
2005) (Fig.22 et 23).
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Figure 23. Régulation par les Rab GTPases du traffide CFTR entre la membrane plasmique, ¢

endosomes et I'appareil de Golgi (d'aprés Gugging Stanton, 2006).

De la méme maniere que la myosine Vb régule I'eseyde CFTR, la myosine VI sert

bY

de protéine adaptatrice pour I'endocytose de CFaRs dles vésicules a clathrine et son

transport le long des filaments d'actine (Swiatedkaanet al, 2004).

L'extrémité C-terminale de CFTR est un élémenteléa modulation de son expression
membranaire apicale. Premiérement, elle stabillSERCa la membrane apicale en l'ancrant
au cytosquelette d'actine par l'intermédiaire deENRF1 et de I'ezrine. Deuxiemement, elle
joue un réle primodrial dans le recyclage endocyide CFTR car, lorsqu'elle est supprimée,
le recyclage de CFTR vers la membrane est anrehiléest adressé a la dégradation (Haardt
et al, 1999 ; Benharouget al, 2001 ; Swiatecka-Urbagt al, 2002). Par ailleurs, I'extrémité
N-terminale de CFTR est également importante paustabilité apicale. En effet, par son
extréemité N-terminale, CFTR interagit avec la filam protéine essentielle pour le
cytosquelle car elle maintient entre eux les filataad'actine. Cette interaction de la filamine
avec CFTR limite son endocytose et sa dégradaiibelif et al, 2007).
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4- Dégradation de CFTR

La dégradation de la protéine CFTR peut avoir éiglifférents niveaux et par différents

mécanismes.

La protéine CFTR est synthétisée au niveau du RE&s ame forme immature,
partiellement glycosylée. Un quart seulement desepres sauvages transitent au travers de
I'appareil de Golgi ou elles achevent leur mataratet gagnent la membrane plasmique
apicale pour y remplir leur fonction. La majorité €FTR sauvage immature ne poursuit
donc pas sa maturation et est rapidement dégridéeffet, les protéines CFTR sauvages mal
conformées sont reconnues par les protéines chapEs @t dirigées vers la destruction par le
protéasome associée au RE et appelée ERAD (Enduplafketiculum-Associated
Degradation) (McCracken & Brodsky, 1996). L'adrgesaers le protéasome qui se trouve
dans le cytosol, nécessite un signal spécifiguesi@el est double : poly-ubiquitinylation des
protéines CFTR cibles d'une part, et déglycosytatidale de ces protéines d'autre part (Ward
et al, 1995 ; Beboket al, 1998a). Les protéines ubiquitinylées sont conéest dans des
micro-domaines du RE puis transloquées vers lesoluite a l'interaction avec le complexe
trimérique Sec61 localisé dans la membrane du RibdBet al, 1998a ; Fuet al, 2003).
D'autres protéines impliguées dans de tels comglade translocation protéiques sont
capables d'interagir avec les protéines CFTR mafocmées (Goldsteiet al, 2007). Une
fois dans le cytosol, CFTR déglycosylé et ubiquitnest détruit par le protéasome. Mais
lorsque celui-ci est saturé ou inhibé, les pro®i@&TR ubiquitinylées s'accumulent sous
forme d'aggrésomes (Johnsteinal, 1998). Une autre voie de dégradation indépendadate
I'ATP est également envisagée a la sortie du RE miaipas été clairement identifiee (Jensen
et al, 1995).

Par ailleurs, CFTR peut également étre dégradésartae de I'appareil de Golgi si la
GTPase TC10 n'est pas activée par le GTP ou shtenaction avec CAL n'est pas remplacée
par NHE-RF1 (Chengt al, 2005). En effet, la liaison prolongée a CAL oteetes vésicules
endosomales contenant CFTR vers les lysosomes, atbment intracellulaire acide

contenant des enzymes protéolytiques.
Les protéines CFTR matures qui ont atteint la mamdiplasmique peuvent également

étre dégradées par une voie menant aux lysosomeguoprotéasome. Comme décrit

précédemment, I'endocytose de CFTR et son tramsitl'endosome tardif sont régulés par les
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GTPases Rab5 et Rab7 respectivement (Genseh, 2004) (Fig.23). Mais Rab7 régule
également le ciblage de CFTR de I'endosome taeti Yes lysosomes ou il sera dégradé
(Gentzschet al, 2004). La dégradation de CFTR mature par le psade implique des
ubiquitine-ligases spécifiques, différentes deesettouvées dans le RE (Sharetal, 2004).

La figure 24 résume la voie de synthése, maturaiaégradation de la protéine CFTR

sauvage.

Apical

Basal

Figure 24. Schéma récapitulatif des voies de syrdbe et de dégradation de CFTR (modifié d'apr
Gelman & Kopito, 2002).

@ Transcription, traduction et @ Adressage a la membrane plasmique
intégration a la membrane du RE

@ Maturation conformationnelle @ Endocytose rapide

@ Dégradation par le protéasome @ Recyclage vers la membrane plasmique

@ Transfert vers I'appareil de Golgi Dégradation lysosomale
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5- La protéine mutéeAF508

Alors que 25% des protéines CFTR sauvages parviérengaverser toutes les étapes

de maturation, pratiquement la totalité du "poaldtpique du mutanAF508 synthétisé est

dégradé prématurément au niveau du RE (Lulacal, 1994 ; Ward & Kopito, 1994)

(Fig.25).

Apical

Basal

Figure 25. Schéma de la voie de synthese et de @élqtion de CFTR (modifié d'aprés Geman & Kopito,

2002).

@ Transcription, traduction et
intégration a la membrane du RE

@ Maturation conformationnelle

@ Dégradation par le protéasome

@ Transfert vers I'appareil de Golgi
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La mutationAF508 est localisée au niveau du domaine NBD1. @st ce domaine
cytosolique de CFTR qui s'associe transitoiremeat & complexe chaperon Hsc70/Hdj-2. Il
en résulte une interaction prolongée aX&&08 conduisant a sa rétention dans le RE (Yang
et al, 1993b). Ainsi, le nombre de complexes entre Hsef7QF508 est 2 fois plus élevé
gu'avec CFTR sauvage (Meachatral, 1999). Cette interaction prolongée est un sigoak
la dégradation de la protéine. En effet, une aatrehaperonne, CHIP (C-terminal Hsc70
Interacting Protein), transforme Hsc70 en facteardégradation (Ballingeet al, 1999 ;
Meachamet al, 2001). CHIP a une fonction d'ubiquitine-ligaséa@fique des protéines mal
conformées (Jiangt al, 2001 ; Murateet al, 2001). L'interaction prolongée enth&508 et
Hsc70 recrute CHIP qui va ubiquitinyler la protéi@#TR, la dirigeant ainsi vers la
dégradation protéasomale (Meachatal, 2001). Dailleurs, CHIP peut étre inhibé par
HspBP1 ou par BAG-2, deux co-chaperonnes intégeeessomplexe multiprotéique de
Hsc70. Cela inhibe [l'ubiquitinylation de CFTR (sage ou muté) et entraine une
augmentation de son adressage vers la membramaigplees (Albertiet al, 2004 ; Arndtet
al., 2005 ; Youngeet al, 2004). En outre, un autre complexe travaillanteopération avec
Hsc70 et ses co-chaperonnes est également cagabdzahnaitre, par l'intermédiaire d'une
protéine (Derlin-1), les mauvaises conformationsGIEITR avant méme lintervention de
Hsc70. La Derlin-1 retient le mutaAF508 dans le RE, favorisant ainsi son ubiquitinglat
et sa dégradation protéasomale (Youngeral, 2006). L'inhibition de la Derlin-1 par
interférence ARN (RNAI) inhibe la destruction pargrotéasome de CFTR sauvage et muté
AF508 et provoque leur accumulation dans le RE saggnenter leur maturation et leur

adressage vers la membrane (8tal, 2006).

Tout comme la protéine sauvaghiF508 est ensuite transférée vers Hsp90 dont
I'inhibition provoque la dégradation de I'ensemiilepool de mutantAF508 du RE (Lot
al., 1998). En revanche, linhibition de Ahal, une cbaperonne de Hsp90, permet
I'expression membranaire d&508 et une restauration du transport d'ions chésr(Wanget
al., 2006). En outre, il a été démontré que Hsp9Qagie également avec la co-chaperonne
CHIP (Connellet al, 2006). CHIP modulerait donc, comme pour Hscagtivité de Hsp90,
pouvant peut-étre le transformer en facteur deatdfgion lors d'une interaction prolongée
avecAF508.

La troisieme chaperonne intervenant dans la mabarate CFTR, la calnexine, est

décrite pour retenir dans le RE les protéines Cikidarrectement repliées. Les effets de la

43



INTRODUCTION

sur-expression ou de l'inhibition de la calnexinatscontroversés. Pour certains auteurs, la
sur-expression de la calnexine provoquerait unéléation de la dégradation AE508 dans

le RE mais pas de la protéine sauvage, et sonitiionitn’aurait pas d'impact sur le mutant
(Farinhaet al, 2005). Pour d'autres, sa sur-expression enteingre augmentation du pool
de mutant?dF508 dans le RE sans augmenter sa dégradatiofinhdtition de la calnexine
par compétition avec une calnexine mutée permet&ranaturation compléte d&=508 avec
restauration partielle d'une fonction chlorure @kiedaet al, 2002 ; Okiyonedaet al,
2004). Mais ces derniéres expériences ont utiksévecteurs viraux susceptibles d'augmenter
I'expression de Hsp70, ce qui biaiserait les rasithbtenus (Wet al, 1986). Par ailleurs, la
fonction de la calnexine dépend de la concentratacique dans le RE. Il a ainsi été montré
que la déplétion chronique en calcium du RE pariaidination orale de curcumine, inhibe la
calnexine et permet de restaurer une localisatpcake et une activité chlorure du mutant
AF508 chez la souris (Egat al, 2004). Ces résultats vont dans le sens de ceancés par
Okiyoneda et ses collaborateurs. Les méme résuttattsd'ailleurs été obtenus avec la
curcumine et dautres inhibiteurs de la pompe qaki du RE (SERCA : Sarco-
Endoplasmique Reticulum Calcium ATPase) sur ddsleslépithéliales humaines des voies
aériennes homozygotes paNF508 (Norezet al, 2006a). Cependant I'effet positif de ces
inhibiteurs calciques est contesté et ne semble gbas généralisé a tous les organes
(Dragomir et al, 2004 ; Songet al, 2004 ; Grubket al, 2006). En outre, 'administration
orale d’un inhibiteur de I'alpha-1,2-glucosidasemiglustat, empéche également I'intéraction
CFTR/calnexine et restaure la localisation et lacfmon de AF508 chez des souris

homozygotes pour la mutation (Noreizal, 2006b).

Pour résumer ces résultats parfois contradictoiragmblerait que le défaut dd-508
soit en partie reconnu avant lintervention de knexine, sirement par le complexe
d'ubiquitinylation lié a la chaperonne Hsc70, eteade le mutant vers la dégradation
protéasomale. Au contraire, une partie de CFTR agei\parvient a passer les différentes
étapes du contrdle qualité du RE pour maturer dappareil de Golgi et atteindre la
membrane plasmique. Les protéines chaperonnes amt dour mission d'adresser a la
membrane apicale seulement les protéines CFTRatement repliées et glycosylées, c'est-a-
dire celles qui ont les meilleures chances d'@metfonnelles.

Par ailleurs, la mutatiodF508 se situe au coeur de NBD1 et empécherait une

interaction transitoire entre NBD1 et NBD2 pendantmaturation de la protéine (Dat al,
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2005). Il semble en fait que les interactions Hilemaines sont essentielles pour former une
structure stable et compacte qui satisfasse le@ergqualité de la cellule. La mutatidk508
empéche des interactions entre différents domaanesein méme de la protéine car cette
mutation bloque la maturation de la protékie508 délétée de son domaine NBD2, ce qui
n'‘est pas le cas pour la protéine sauvage délgengéent du domaine NBD2 (Cat al,
2007).

En outre, le mutantAF508 est thermosensible, si bien que lorsque |disilee
I'exprimant sont cultivées a des températuresiafées a 30°C, il échappe au contréle qualité
de la cellule et atteint la membrane plasmique (et al, 1992a). La stabilité d&F508 a
été mesurée dans ces conditions, et sa demi-vee raeimbrane apicale (< 4h) est trés
inférieure a celle de la protéine sauvage (> 24hikdcset al, 1993). Il a d'ailleurs été
démontré que cette demi-vie réduite est due a ugmentation spécifiqgue de I'endocytose du
mutant, sans augmenter l'internalisation des aptm@gines membranaires (Swiatecka-Urban
et al, 2005). En effet, le mutanfAF508 voit son endocytose stimulée du fait d'une
ubiquitinylation augmentée, ce qui le cible égaletmgour la dégradation (Sharnea al,
2004). En revanche, si l'ubiquitinylation est irdeble mutanfAF508 est capable de suivre les

mémes voies de recyclage endocytique que son hgmmkauvage (Gentzehal, 2004).

6- Structure fonctionnelle de CFTR : monomeére ou danere ?

Méme s'il est avéré que CFTR sous forme monomérgticapable de conduire les
ions chlorures lorsqu'il est purifié dans des membs (Ramjeesingét al, 2001 ; Cheret
al., 2002 ; Zhanget al, 2005), son existence fonctionnelle sous formeédipein vivo fait
débat.

La protéine CFTR solubilisée dans divers détergemtge comme un monomere a
travers un gradient de saccharose (Ckéral, 2002). De plus, deux protéines CFTR
marquées chacune d'un tag différent ne sont pasroomoprécipitées lorsqu'elles sont co-
exprimées (Marshakt al, 1994 ; Cheret al, 2002). La forme tridimensionnelle de CFTR
monomerique a été décrite apres cristallisationaderotéine purifiée (Rosenberg al,

2004). Mais les auteurs n'excluent pas l'existefose forme dimérique.
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La premiere étude apportant un argument en favellexistence sous forme dimérique
de CFTR a consisté en l'analyse par microscopietreléque d'une portion de membrane
apres cryofracture. CFTR est constitué au total2idélicesa transmembranaires. Or, cette
étude a décrit une structure proche d'une confaomat24 hélicest (Eskandaret al, 1998).
Cependant, la dimérisation de CFTR ne semble pasdétecte mais ferait intervenir les
protéines & domaines PDZ. Ainsi NHE-RF3 est capadelier deux molécules CFTR
conduisant ainsi a un état de forte conductanceratd lorsque le canal est activé (Waaig
al., 2000) (Fig.26). Ce gain de conductance de CFTRilte de l'augmentation de la
probabilité d'ouverture du canal et de l'allongetda sa durée moyenne d'ouverture. Par
contre, a de fortes concentrations de NHE-RF3et'diénéfique disparait (Wang e al,
2000) (Fig.26).

NHE-RF3

conductance faible conductance faible conductance forte conductance faible

e

Figure 26. Modele proposé pour la dimérisation etdctivation de CFTR en fonction de la concentratio
de NHE-RF3 (modifié d'aprés Wang St al, 2000).

Les domaines PDZ de NHE-RF3 sont numérotés de. Lasddomaines PDZ en rouge sont capabke se fixe
a CFTR. Le domaine PDZ en bleu n'interagit pas &IER.

Une augmentation croissante des concentrationsHte-RF1 ou NHE-RF2 conduit a
une dimérisation de la protéine CFTR et a son attim maximale, puis au-dela d'une
concentration critique, I'activation de CFTR décréi partir de ces observations, un modéle

similaire a celui de la figure 26 a été proposégfRmamet al, 2001).

Par ailleurs, des dimeres de CFTR peuvent étretdst@ar Western blot et par liaison

chimique croisée (cross-linking) aussi bien dars sistémes cellulaires de réexpression que
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dans des lignées exprimant CFTR de facon nativguceenforce I'nypothese de l'existence
de CFTR sous forme dimérique (&t al, 2004 ; Ramjeesingét al, 2001 ; Ramjeesingét

al., 2003). En outre, I'équipe ayant décrit la strietdridimensionnelle d'un CFTR
monomeérique apres cristallisation a ensuite présees résultats en cohérence avec une
association dimérique de CFTR (Awa al, 2005).

En résumé, les deux conformations de CFTR, monomnériet dimérique, sont
présentes et fonctionnelles dans les cellules tadigrme dimérique présente une plus forte
conductance chlorure. Par ailleurs, la forme ditmomérique de CFTR ne I'est probablement
pas au sens strict car par le biais des partenairgsmaines PDZ, CFTR est capable de
former des complexes avec d'autres protéines mewibea qui peuvent également influencer

sa fonction.
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V- FONCTIONS DE CFTR

Les réles imputés a CFTR sont multiples et expliqua difficulté a relier 'ensemble
des manifestations phénotypiques de la mucoviseidbbsest maintenant reconnu que la
protéine CFTR est un canal a conductance chloigelé principalement par I'AMPc. Mais
CFTR semble également perméable a d'autres iopstigds molécules. De plus, il joue un
réle de régulateur d'autres canaux ioniques et keeétle impliqué dans la régulation de la

fusion des endosomes et du pH intracellulaire (Satbevtet al, 1999).

1- CFTR est une protéine canal

Dans les années 1980, il a été démontré que la membpicale épithéliale est le siege
d'une conductance chlorure activé par la voie ANMR& et que cette conductance est
défectueuse en cas de phénotype mucoviscidosiquesAe clonage du gene en 1989, la
fonction de canal chlorure de CFTR n'était toujopes certifiee car, méme si CFTR
corrigeait le défaut de sécrétion chlorure desutesl mucoviscidosiques, on ne savait pas si
l'effet était du a une propriété canal de CFTR da &gulation d'un canal chlorure par la
protéine CFTR (Rictet al, 1990 ; Andersoret al, 1991c ; Kartnert al, 1991). Il faut
attendre de voir que des mutations des lysinesositign 95 et 335 modifient la séquence de
perméabilité aux halogénures, passant de ¥BEI' > I' > F} a {I > Br > CI > F}, pour
certifier que CFTR est un canal ionique a condwaachlorurein vivo (Andersonet al,
1991b).

Il a ensuite été démontré que le pore de CFTR [adsder passer plusieurs anions
simultanément et méme des anions polyatomiqueslawsgmuence de perméabilité suivante :
NO3;>CI'>HCO; >formate>acétate (Tabcharaatial, 1993 ; Linsdelkt al, 1997).

Par ailleurs, CFTR est également perméable autlglota(Linsdell & Hanrahan, 1998).
Le glutathion est un tripeptide ubiquitaire (glutercystéine-glycine) retrouvé dans toutes
les cellules eucaryotes. Sa capacité a donneregtré@h en fait un agent réducteur protégeant
les cellules des dommages causées par les espgagEnées radicalaires. Le glutathion est
exporté vers le milieu extracellulaire si bien qu'ée retrouve au niveau du mucus
pulmonaire. Les premiéres suspicions du rble deRCEilir le transport de glutathion sont
nées de l'observation d'une diminution de sa cdratgon dans le mucus et méme de facon

systémique chez les patients mucoviscidosiquesr{Faial, 1993 ; Gaaet al, 1999).
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Depuis plusieurs années, une controverse existep® de CFTR et la permeéabilité a
I'ATP. En 1994, une étude suggere que CFTR coradlat fois les ions chlorures et I'ATP
(Reisinet al, 1994). Cette propriété pourrait expliquer leg&fipléiotropes observés dans la
mucoviscidose. Cependant en 1996, des expérieneesas sur des protéines CFTR purifiées
et insérées dans des bicouches lipidiqgues n'‘ontrén@ucune conductance d'ATP, et des
résultats similaires ont été obtenus au niveawgldesles sudoripares, d'épithélium reconstitue
ou de cellules transfectées avec CFTR é¢tial, 1996a ; Reddyet al, 1996). Deux
hypothéses peuvent étre proposées pour expligtteramtroverse :

- Un canal conduisant spécifiguement I'ATP seragoaié a CFTR. Son absence des
bicouches lipidiques justifierait I'absence de aartdnce d'ATP observée dans ces
conditions. Des résultats vont dans ce sens enramirnia présence d'un canal ATP
concomitant avec la présence de CFTR. Il seraitléégar CFTR mais resterait
perméable a I'ATP méme en lI'absence de CFTR (Seigatia 1998).

- CFTR nécessiterait un régulateur ou un signaltiatdel qui entrainerait la conductance
de I'ATP. Ce signal serait absent lorsque CFTRpesifié et inséré en bicouches

lipidiques.

2- CFTR est un régulateur d'autres protéines

1- Le canal chlorure ORCC

ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel) estaamal chlorure rectifiant sortant
qui a longtemps été suspecté comme étant la caukerducoviscidose (Schoumacketral,
1987 ; Hwanget al, 1989). Il a ensuite été démontré que ORCC etRC&dnt des protéines
distinctes (Wardet al, 1991 ; Gabriekt al, 1993). Néanmoins CFTR et ORCC sont liés
fonctionnellement car la régulation d'ORCC est dépate de I'activité de CFTR (Eganhal,
1992 ; Gabrielet al, 1993). CFTR active en fait le canal ORCC par uécamisme
autocrine/paracrine impliquant I'ATP (Schwiebeitt al, 1995). En effet, CFTR permet
directement ou indirectement la sortie d'ATP vermiilieu extracellulaire. L'ATP ainsi libéré
activerait alors un récepteur purinergique qui sterait la conductance chlorure d'ORCC
(Schwiebertet al, 1995 ; Hwanget al, 1996) (Fig.27). En outre, il semble que la présen
physiqgue de CFTR soit essentielle a la régulati®RE€C, suggérant ainsi une possible
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interaction protéine-protéine entre ces deux can@doxov et al, 1995). Cette interaction
passerait par les domaines NBD1 et R (Schwiedteal, 1998). Par ailleurs, la fonction de
canal chlorure de CFTR et sa fonction de régulad8DRCC sont indépendantes (Schwiebert
et al, 1998).

Hexokinase &CC\; CFTR
-
ATP
Cis

wois JAART
e LY

Trans

Fusion of Bovine
Tracheal Vesicle
from Trans Side

Figure 27. Modéle illustrant les différentes hypotkses de régulatin du canal chlorure ORCC par CFTR
(d'apres Schwiebert et al., 1999)

2- L'éhangeur CI/HCOg3

La sécrétion de HCO au niveau du pancréas permet, par son effet tamgen
neutraliser l'acide gastrique et de maintenir aimsipH intraluminal optimal pour l'activité
des enzymes digestives pancréatiques. Depuis lopgtaune diminution de sécrétion de
bicarbonate est connue dans la mucoviscidose (Hagloal., 1968). Aprés le clonage de
CFTR en 1989, la régulation croisée entre CFTR®plotéines responsables de la libération
de HCQ a été rapidement suspectée (Smith & Welsh, 1992keRment, une famille
d'échangeurs anioniques, SLC26 (Solute Carriergnt ccertains membres sont des
eéchangeurs GHCO;, a été identifiece comme étant activee par CFTR €Kal, 2002). Par
ailleurs, des membres de cette famille se fixemtlgar portion C-terminale aux domaines
PDZ de NHE-RF-1 et NHE-RF-2 (Lolet al, 2003). De plus, la partie C-terminale des
échangeurs SLC26 porte un domaine STAS (sulfatspater and anti-sigma) qui interagit
avec le domaine R de CFTR. Cette interaction, smgplar la PKA, entraine une activation

mutuelle des deux protéines (KKbal, 2004).
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3- Le canal sodique ENaC

Dans la mucoviscidose, le sodium est de manierérginhyperabsorbé sauf au niveau
des glandes sudoripares ou il est hypoabsorbéydfarttion de CFTR est a l'origine de cette
anomalie de conduction sodique par les canaux E(Ea@helial Nd& Channel). Alors qu'au
niveau des glandes sudoripares CFTR entrainevbdictn d'ENaC (Reddgt al, 1999), dans
les autres épithélia, il entraine son inhibitioriu& et al, 1995 ; Ismailovet al, 1996).
D'ailleurs, ENaC exprimé seul est activé par I'AMRBIDrs qu'en présence de CFTR son
activité basale est moindre et est inhibée par P&NStuttset al, 1995). ENaC régule aussi
la fonction de CFTR, mais de fagcon positive (Jiahgl, 2000). Cette interaction réciproque
entre ENaC et CFTR a une signification biologiquésque la quantité de sel et d'eau
contenue dans le liquide muco-ciliaire est régpléecette balance entre la sécrétion chlorure

par CFTR et la réabsorption sodique par ENaC.

Le mécanisme précis de la régulation d’'ENaC parRCESt encore flou méme s'il est
maintenant avéré que les deux canaux interagisseNHE-RF-1 et YAP65 (Yes-associated
protein) (Mohleret al, 1999) (Fig.28). YAPG65 est capable de fixer umake de la famille c-
Src, c-YES. Or cette famille de kinases est décoteme inhibant I'activité d'ENaC (Gilmore
et al, 2001). La protéine c-YES sert probablement dimégliaire a CFTR pour inhiber
ENaC, et NHE-RF-1 joue le rdle d'adaptateur preigigpour former ce complexe de
signalisation multiprotéique (Fig.28).
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Figure 28. lllustration de la formation du complexe multiprotéique entre NHE-RF1 et ENaC pal
l'intermédiaire de NHE-RF1 et YAP65 (d'aprés Guggim & Stanton, 2006).
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Les domaines cytosoligues NBD1 et R de CFTR senthisent également une
inhibition partielle d’'ENaC, suggérant leur rolendda régulation d'ENaC (Kunzelmaanal,
1997). Il est donc plausible que, comme pour I'éghar CVYHCQO;', la phosphorylation du
domaine R de CFTR entraine un changement de coafimmreconnu par c-YES comme un
signal d'inhibition d'ENaC.

En outre, comme pour le canal chlorure ORCC, bactautocrine/paracrine de la
libération d'ATP par CFTR (directement ou indirecést) semble jouer un réle dans
I'inhibition d'ENaC. Cependant, le mécanisme d¥ctest difféerent et nimplique pas les
récepteurs purinergiques (Kongg al, 2002). L'ATP extracellulaire peut étre clivé mhas
nucléotidases produisant ainsi de l'adénosine tambhctiver des récepteurs purinergiques
qui modulent positivement ou négativement l'ackidtENaC en fonction de la concentration
en adénosine (Ma & Ling, 1996).

4- Les canaux potassiques ROMK

Plusieurs études ont rapporté que I'expression &FRC module les courants
potassiques, en particulier les courants potassiceatifiants entrants de type ROMK (Renal
Outer Medullar K ; aussi appelé Kir : Kinward rectifyer) (Loussouaret al, 1996 ;
McNicholaset al, 1996). Les canaux potassiques ROMK, d'abord iii&nidans les reins,
possédent quatre variants d'épissage ROMK1, ROMRQ2MK2b et ROMK3 (Hoet al,
1993 ; Zhouet al, 1994; Boimet al, 1995). CFTR semble réguler les canaux ROMK en les
rendant sensibles au glibenclamide, ce qui a cormamséquence d'inhiber les courants
potassiques (McNicholast al, 1996). Tous les isoformes ROMK possedent uneesémgu
consensus d'interaction avec les domaines PDZ de-RIH1/2, et une étude sur ROMK2
confirme sa liaison physique avec CFTR son association a NHE-RF-1/2 (Ya al,
2004). De la méme maniere que pour les interactoh® CFTR et les canaux ORCC, ENaC,
ou I'‘échangeur QHCOgs, l'interaction entre CFTR et ROMK1/2 nécessiteplésence des
domaines NBD1 et R du canal CFTR (McNichodésal, 1996 ; McNicholast al, 1997 ;
Cabhill et al, 2000). De plus, CFTR confere aux canaux ROMK seresibilité a 'ATP grace a
un mécanisme reégulé par la PKA (kual, 2006).

Par ailleurs, il existe une régulation croisée@ROMK et ENaC qui a lieu seulement

en présence de CFTR. En effet, ENaC stimule spéeifnent le courant potassique de
ROMK uniquement si CFTR est également exprimé (kaset al, 2002).
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5- Les aquaporines

Les aquaporines sont de petits canaux multimériggestifiés en 1992 qui laissent
passer I'eau de part et d'autre de la membraneiglas de facon libre et bidirectionnelle
(Prestonet al, 1992). CFTR joue un rble dans les échanges @radgulant I'activité des
aquaporines, notamment l'aquaporine3 (AQP3) (Sohret al, 1997 ; Schreibeet al,
1999). Cette interaction implique la aussi le darad@iiBD1 (Schreibeet al, 2000).

De méme, CFTR semble réguler 'AQP9 (Cheangl, 2003), et il co-localise avec les
AQP1 et AQP5 (Burghardit al, 2003).

6- Les canaux chlorures calcium-dépendants

Les canaux chlorures activés par les ioné" Gant regroupés sous le terme CaCC
(Cd*-activated Chloride Channels) mais les acteurséjijoes de cette famille et les génes
impliqués ne sont pas connus. lls sont impliquéss de contrdle du volume du liquide muco-
ciliaire (Tarranet al, 2002). Les canaux CaCC sont activiésles récepteurs purinergiques
par les nucléotides présent au niveau apical dedese(Paradiscet al, 2001). Par contre,
leur activité est réduite en présence de CFTRt& aghibition est encore plus marquée suite
a l'activation de CFTR (Kunzelmam al, 1997 ; Weiet al, 1999). Cette régulation négative
nécessite le domaine cytosoligue R de CFTR maidgsaséquences d'interaction avec les
motifs PDZ (Weiet al, 2001).

Les CaCC semblent également régulés pas ENaC etadesix potassiques (Warg
al., 2001 ; Mallet al, 2003).

7- Les jonctions de type gap

Le processus inflammatoire tend a réduire les égmninter-cellulaires par les
jonctions communicantes (jonctions de type gap)sdigpithélium sain mais pas dans
I'épithélium mucoviscidosique (Chansenal, 2001). Dans ce sens, il est rapporté que CFTR
est capable d'interagir avec différentes protéguesstitutives des jonctions gap telles que les
connexines 40, 43 et 45 (Huaeigal, 2003 ; Kotsias & Peracchia, 2005, Kotsasl, 2006).

Ce couplage fonctionnel entre CFTR et les connexinglique la tyrosine kinase c-Src
(Huanget al, 2003).
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8- Autres protéines régulées par CFTR

NHE-RF1 et NHE-RF2 sont capables de lier CFTR atdia partenaires protéiques
grace a leurs domaines PDZ, favorisant d'évensieigulations réciproques. Ainsi, CFTR
interagit par le biais de NHE-RF1 avec le récepf&dadrénergique (Naremt al, 2003)
(Fig.29A) et, par le biais de NHE-RF2, avec le piear a I'acide lysophosphatidique de type
2 (LPA2-R) (Li C.et al, 2005) (Fig.29B).
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Figure 29. lllustration de la formation de complexs multiprotéique autour de CFTR par l'intermédiaire
de NHE-RF1/2 (d'aprés Guggino & Stanton, 2006).
A/ Complexe protéique d'interaction entre CFTR eétepteuf,-adrénergiquef{,-AR) via NHE-RF1.

B/ Complexe protéique d'interaction entre CFTR etéleepteur a l'acide lysophosphatidique (LPA2viR)
NHE-RF2.

Par conséquent, NHE-RF1 et NHE-RF2 sont des pesénulaptatrices permettant la
constitution de divers complexes macromoléculaaeur de CFTR afin de faciliter les
régulations réciproques entre les différents paitea impliqués. Par ailleurs, NHE-RF1 est
capable de s'oligomériser, ce qui augmente enesrpdssibilités d'assemblage de complexes
macromoléculaires. Cette faculté d'oligomérisatigeffectue par interaction entre les
domaines PDZ et nécessite la phosphorylation pRKI@ (Fouassieet al, 2000 ; Fouassier
et al, 2005 ; Lau & Hall, 2001).
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3- Autres fonctions de CFTR

1- Régulation du trafic vésiculaire et de la fusiomles endosomes

L'internalisation, le trafic et le recyclage de GFTPpeuvent étre perturbés lors de
mutations de la protéine. Mais les dysfonctionsGFeIR peuvent également affecter de

maniere générale les processus d'endocytose eside inembranaire.

Cependant, CFTR n'est pas impliqué dans les pnogets pinocytose (endocytose de
phase liquide) (Spilmonet al, 1996). Par contre, I'endocytose d'un récepteiie su la
fixation d'un ligand semble affectée dans la muscidose et conduirait & une protéinurie des
protéines a faible poids moléculaire déja obsech&z certains patients (Jouettal, 2007).

La mucoviscidose peut également affecter la séerétésiculaire ATP-dépendante de
mucus au moins dans certains organes comme ledaan@viontserratt al., 1996).

Par ailleurs, I'expression et l'activation de CFBRorisent la fusion des endosomes
entre eux (Biwerset al, 1996). Cet effet est d0 a la conductance chlodeeCFTR car
lorsque celle-ci est abolie en remplacant les i@hspar du gluconate, la fusion des

endosomes n'est plus augmentée.

2- Régulation du pH intracellulaire

La mucoviscidose conduit a des anomalies de pH kansrganelles intracellulaires ou
ce dernier est plus basique dans les cellulestéfse@n comparaison aux cellules issues de
patients sains (Baraset al, 1991 ; Elgavish, 1991). Le pH cellulaire peueétfluencé de
maniere générale par la relation de régulationliguCFTR et les échangeurs/EICO;" de la
famille SLC26. Mais plus précisément, CFTR jouerdle dans I'acidification des organelles
intracellulaires. Cette fonction prend son impoctators d'une invasion bactérienne. En effet,
dans les macrophages, les phagosomes contenabadesies phagocytées par la cellule
fusionnent avec des lysosomes pour former un plisgebme ou ces bactéries sont détruites
par l'acidité et les enzymes de lyse dont l'aéieist optimale a pH acide. Or l'acidification
des lysosomes dépend, au moins en partie, de (b les cellules mucoviscidosiques, les
bactéries phagocytées ne sont pas lysées et centimnéme de proliférer dans les
phagolysosomes des macrophagesdDal, 2006) (Fig.30). Cependant, une controverse a
récemment vu le jour par publication d'un artiokeiguant que l'acidification lysosomale
serait indépendant de CFTR (Haggie & Verkman, 2007)
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Figure 30. Phagocytose bactérienne par une cellubaine (A) et une cellule mucoviscidosique (B) (d'ags
Di et al, 2006).

Le méme processus de digestion bactérienne semvioie Beu dans les cellules
épithéliales ouStaphylococcus aureust Pseudomonas aeruginospersistent dans les
épithélia mucoviscidosiques, alors gu'ils sont enas en vésicules dans les épithélia sains
(Jarry & Cheung, 2006 ; Kongt al, 2006). D'ailleursS. Aureusnvahit méme le cytoplasme
des cellules mucoviscidosiques 4 heures aprésgdtioh (Jarry & Cheung, 2006). En outre,
P. aeruginosasécrete un facteur de virulence, la pyocyaning,irube l'activité de la V-
ATPase, une pompe a proton contribuant a l'acatibc des lysosomes, conduisant a une
diminution d'expression de CFTR (Koegal, 2006).

3- Réle dans l'infection/inflammation

De par son réle potentiel dans l'acidification desmpartiments intracellulaire
nécessaire a I'élimination des bactéries, CFTRdvagnindirectement une fonction dans le
systéme immunitaire et dans le processus d'infemitammation observé chez les patients.
Il faut ajouter a cela le role de récepteur quesjQ@FTR pourPseudomonas aeruginosd
Salmonella typhiPier et al, 1997 ; Pieret al, 1998). Par ailleurs, il vient d'étre mis en
évidence l'implication de CFTR dans la mise en elde la réaction immunitaire contre
l'invasion parP. aeruginosaEn effet, lors d'une infection pBr aeruginosala protéine MVP
(Major Vault Protein, appelée aussi Lung Resistaetated Protein LRP), principal

constituant des complexes ribonucléoprotéiques solitues, est recrutée vers des rafts
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membranaires lipidiques ou se trouve également CfKbwalski et al, 2004 ; Kowalskiet

al., 2007). Ce recrutement est maximal lorsdueaeruginosase lie a CFTR provoquant
I'internalisation de la bactérie ainsi que l'adima du facteur nucléaire MB. Cela peut
finalement conduire a I'apoptose de la celluledt®fe et I'élimination bactérienne (Schroeder
et al, 2002 ; Cannoret al, 2003). Ces processus cellulaires en réponsafaction sont
associées a une meilleure résistancP. aaeruginosa Dans la mucoviscidose, l'absence
fonctionnelle de CFTR bouleverse cette cascadet@etions initiant la réponse immunitaire
innée précoce, conduisant alors a I'échec de i&i@aah de P. aeruginosades voies

respiratoires.
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V- CFTR ET REGULATION B-ADRENERGIQUE

Les récepteurB-adrénergiqueg3¢AR) ont d'abord été classés en deux sous-grofipes,
et 3,2, qui se distinguent par leur réponse aux différagionistes et antagonistes (Laatal,
1967). Cependant, une réponse a la stimulddtadrénergigue globale subsistait en présence
d'antagonistes spécifiques dBsAR et B,-AR, remettant en cause la classification en
seulement deux sous-groupes (Ahrén & Lundquist1198 clonage deB;-AR et,-AR a
éte réalisé environ 20 ans apres leur classificgfiixon et al, 1986 ; Frielleet al, 1987).
Puis, la méme année que CFTR, un troisieme soesdgp-AR a été cloné (Emorinet al,
1989).

Les 31-AR et 3>-AR sont connus pour étre exprimés dans les pourhomgins, avec
une forte prédominance du sous-typgCarstairset al, 1985 ; Hamidet al, 1991 ; Maket
al., 1994). Par contre, la présence AR dans les voies aériennes n'a jamais été décrite

chez 'Homme, mais elle a été suggérée dans certedeles animaux.

1- Les récepteurd3; et 3,-adrénergiques

1- Structure des genes et des protéin@s et ,-adrénergiques

Les génes des récepteltset B-adrénergiques sont localisés respectivement sur le
chromosomes 10 et 5 (Friel al, 1987 ; Kobilkaet al, 1987a), et ils ne comportent pas
d'intron (Kobilkaet al, 1987b ; Yang-Fengt al, 1990). L'ARNmM duB;-AR fait 2,5 kb et
code pour une protéine de 477 acides aminés @gell, 1987). Le transcrit d3,-AR a
une longueur de 2,2 kb et code une protéine deaditRes aminés (Kobilkat al, 1987b).
L'analyse des séquences a révélé 54% d'homologie ess deux récepteurs (Friedieal,
1987) et a permis de les identifier comme des técep a sept domaines transmembranaires

couplés aux protéines G (Fig.31).
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Figure 31. Représentation tridimensionnelle d'un réepteur & 7 hélicesu transmembranaires (d'apré:
http://oregonstate.edu/instruction/bb450/stryer/ch®/Slide11.jpg).
N : extrémité I-terminale extracellulaire.

C : extrémité C-terminale cytosolique.

Les séquences les plus conservées entre ces dmptedrs sont localisées au niveau
des hélices transmembranaires et des boucles cytosoliqueméee, pour chacun des deux
sous-types, ces régions sont tres conservéesemmeees (Friellet al, 1987 ; Kobilkaet al,
1987a).

2- Voies de signalisatior3; et 3;-adrénergiques

Les récepteurf; etf,-adrénergiques sont tous les deux couplés a l@ipeotrimérique
Gs (Hekmanet al, 1984 ; Cerionet al, 1984b ; Chungt al, 1988) La fixation d'un agoniste
sur ces récepteurs provoque la fixation d'une nutdéde GTP sur la sous-unitg de G. La
sous-unitéas est alors capable de stimuler la formation d'’AMRe l'adénylate cyclase.
L'accumulation intracellulaire d’AMPc entraine ffeation de la PKA, initiatrice de la
réponse cellulaire. Cette réponse varie selon ypsst cellulaires. L'interaction avec les

protéines Gimplique essentiellement les trois premiéeres kesisitracellulaires. En effet, des
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peptides de synthése correspondant aux premiél@ugteme boucles cytosoliques AR
ont un effet inhibiteur sur Galors qu'un peptide correspondant a la régionr@imle de la
troisieme boucle intracellulaire a un effet actiwat(Palmet al, 1989). De méme, pour -
AR, les régions N et C-terminales de la troisienoeidte intracellulaire sont capables de
stimuler G (Cheunget al, 1991 ; Okamotet al, 1991).

Par ailleurs, la troisieme boucle intracellulaitefd-AR est également capable d'activer
faiblement G Par contre, lorsqu'elle est phosphorylée paKla,Ba capacité a activers@st
fortement diminuée alors que sa capacité a acByest augmentée (Okamotd al, 1991).
L'interaction duB,-AR avec G a également été décrite en cellules natives (Camahat al,
1999 ; Kuschekt al, 1999 ; Xiaoet al, 1999), mais une telle interaction n'a jamais été
décrite pour I3;-AR. La protéine trimérique Ga l'inverse de Ginhibe I'adénylate cyclase.
Mais elle peut également recruter une voie de §gaten intracellulaire. La phosphorylation
par la PKA de la troisieme boucle intracellulaire f,-AR est donc un mécanisme
modulateur qui détermine le choix entre I'effetivateur et I'effet inhibiteur du récepteur

activé.

En outre, les sous-unit@sety des protéines euvent également transduire un signal.
Ainsi, selon le type cellulaire étudié, ces sougasnsont capables d'activer des canaux
ioniques (Limet al, 1995 ; Viardet al, 2001) soit directement, soit en activant d'autres
messagers intracellulaires comme la protéine G meénigue Ras, la PI3K, la PKC et Akt
(Bommakantiet al, 2000 ; Cheslegt al, 2000 ; Schmitt & Storck, 2002 ; Viaat al, 2001).

La protéine Akt est une kinase, aussi appelé pretkinase B, impliquée dans la régulation
de l'apoptose. Mais cette voie de régulation sesdeifique afd,-AR et est absente pour le
B1-AR, expliquant par exemple que seule l'activagpgcifique de§,-AR active un courant
calcique et a un effet protecteur anti-apoptotigaes les cellules cardiaques myocytaires
(Chesleyet al, 2000 ; Viardet al, 2001). La figure 32 représente les voies de $igaton

impliquées lors des stimulatiofs et 3,-adrénergiques.
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Figure 32. Voies de signalisatioB, et B,-adrénergiques.

(d'aprés http://ardb.bjmu.edu.cn/image/signal/betapathway_noncanonical.gif)

3- Régulation de I'expression des récepteuf et B.-adrénergiques

Comme la plupart des récepteurs couplés aux pestéd) leg3;-AR et B,-AR ont la
caractéristique d'étre sensibles au phénomene sensiilisation lors de la stimulation
prolongée par un agoniste (Mukherjee & Lefkowit278) (Fig.33). Cet effet est initié par la
phosphorylation du récepteur par la kinaseHaR (3-ARK aussi appelée GRK2 : G protein
coupled Receptor Kinase) qui permet alors la lraido récepteur a Ig-arrestine (Pippingt
al., 1993). LapB-arrestine sert de protéine adaptatrice pour ligdima la protéine AP-2
consitutive des manteaux de clathrine et ainsi p#re la formation de vésicules
d'endocytose (Goodmaat al, 1996 ; Laportest al, 1999) (Fig.33). Dailleurs, les sous-unités
B ety des protéines G trimériques interagissent direetdéravec I1f3-ARK facilitant ainsi le
processus d'internalisation (Pitcharal, 1992). De plus, I8-ARK fait la liaison entre le
récepteur a internaliser et le cytosquelette. Eet,dh3-ARK interagit avec les microtubules

par liaison a la tubuline (Pitchet al, 1998).
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Figure 33. Mécanisme d'internalisation des réceptea couplés aux protéines G (d'apré
http://www.mapageweb.umontreal.ca/bouvier/researctitegSign.html)

GRK : kinase des récepteurs couplés aux protéines G

La désensibilisation, au moins pour Bg-AR, peut également étre initiée par la
phosphorylation par la PKA, ce qui conduit & undamytosevia des cavéoles (Rapacciuolo
et al, 2003).

L'endocytose d3,-AR peut également résulter de son ubiquitinylagbelle de 18-
arrestine par une ubiquitine ligase (Shembyal, 2001). Dailleurs, l€3,-AR semble étre
plutdt multi-ubiquitinylé pour son internalisatiaar la mono-ubiquitinylation présente une
affinité trop faible vis-a-vis des protéines adatas de la clathrine et ne permet pas
I'endocytose (Barrieret al, 2006). En revanche, I'endocytosefdtAR n'est pas régulée par
ubiquitinylation (Liang & Fishman, 2004). L[&-AR interagit avec différents partenaires a
domaines PDZ qui déterminent sa stabilité a la mnman# ou son internalisation. Ainsi,
I'extrémité C-terminale d{8;-AR interagit avec les domaines PDZ des protéin8BD-B5
(Post Synaptic Density Protein of 95 kDa) (Eual, 2000), Magi-2 (membrane-associated
guanylate kinase inverted-2) (Xet al, 2001), GIPC (GAIP-interacting protein, carboxyl
terminus) (Huet al, 2003), MAGI-3 et SAP-97 (synapse associated prate97 kDa) (Heet
al., 2005). Les conséquences de ce type d'interactident selon le partenaire a domaines

PDZ avec lequel I§:-AR interagit. Ainsi, PSD-95 stabilise B-AR a la membrane apicale
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(Hu et al, 2000) alors que l'interaction avec MAGI-2 estfoecée par les agonist@s-AR et
favorise l'internalisation du récepteur (¥tial, 2001). Par ailleurs, SAP-97 semble favoriser
plutét le recyclage d:;-AR a la membrane (Gardnat al, 2007). SAP-97 permet la
formation d'un complexe macromoléculaire de régubatiu B;-AR en fixant une protéine
d'ancrage de la PKA, AKAP-79 (protein kinase A amatg protein of 79 kDa). Ce complexe
faciliterait ainsi la phosphorylation par la PKA @uAR sur la sérine 312 pour favoriser le
recyclage de ce récepteur (Gardegéral, 2007) (Fig.34). LeB:-AR a tout de méme un
partenaire & domaines PDZ en commun avec CFTRuit sle CAL qui, comme pour CFTR,
retient le3;-AR dans la cellule. Cette interaction inhibitride la localisation apicale di-

AR est levée par compétition avec PSD-95 @tal, 2004).

Figure 34. Complexe macromoléculaire constitué duécepteurB;-adrénergique, de SAP-97, de AKAPZS
et de la PKA (d'apreés Gardneret al, 2007).

B1AR : récepteufi;-adrénergique ; cAMP = AMPc : adénosine monophosptytlique ; PKA : protéine kina
AMPc-dépendante ; R : sous-unité régulatrice deKa ; C : sous-unité catalytique de la PKA ; AKAR-:
protéine d'ancrage de la PKA de 79 kDa ; SAP-9téine de 97 kDa associée aux synapsé¥; Sérine e
position 312.

L'internalisation des récepteurs les méne vershe®somes ou ils peuvent étre ensuite
recyclés a la membrane ou dégradés par les lys@sddre étude récente démontre que
l'internalisation de$;-AR et B,-AR peut étre prévenue par nitrosylation de résicistéine
de la B-ARK (Whalen et al, 2007), renforcant ainsi la complexité des mécnas de

régulation de I'endocytose de ces récepteurs.

63



INTRODUCTION

4- Roéles physiologiques des réceptguﬁs _et B.-adrénergiques dans l'appareil
respiratoire

La stimulation (3; et/ou B,-adrénergique régule diverses fonctions physiologgq
pulmonaires. Elle permet notamment la bronchoditatapar l'intermédiaire des muscles
lisses bronchiques. Elle favorise également larait@e muco-ciliaire en augmentant la
fréequence des battements ciliaires (Canateal, 1976 ; Wonget al, 1988). De plus, elle est
impliquée dans la régulation de processus immuagan diminuant I'expression de certaines
molécules d'adhésion de I'épithélium respiratdingitant ainsi le recrutement et 'activation
de lymphocytes, notamment des polynucléaires nghiless (Odderaet al, 1998). En
revanche, elle augmente I'adhérence a I'épithéburnchique des monocytes/macrophages
par un mécanisme impliquant la PKA (Rombergeal, 2000). En outre, les agonist@s
adrénergiques préeservent lintégrite de I'épitimélitace aux agressions bactériennes de
Pseudomonas aeruginos&t Haemophilus influenzae notamment en empéchant la
dégradation des jonctions serrées entre celluleseates (Dowlinget al, 1997 ; Dowlinget
al., 1998 ; Corauwet al, 2004).

En outre, la stimulatiof-adrénergique joue un réle prépondérant dans ldatgn des
transports électrolytiques au niveau de I'épitimélikespiratoire, et leur fonction est altérée
dans la mucoviscidose. Avant méme lidentificatoiun géeneCFTR des dysfonctions du
systéme nerveux autonome étaient décrites dans ueoviscidose, se manifestant en
particulier par une hypo-réactivité aux stimulaidadrénergiques (Davist al, 1978). Il
avait d'ailleurs été constaté que la stimulaffeadrénergique provogue une activité chlorure
apicale dans les épithélia sains mais pas daréplésilia mucoviscidosiques (Frizzel al,
1986). Pourtant les voies de signalisation inttatete activant I'adénylate cyclasta les

protéines G sont intactes (Widdicombe, 1986).

Le B>-AR joue un réle important dans la régulation decl@irance électrolytique de
I'épithélium respiratoire (Sakumeat al, 1994 ; Sakumeet al, 1997), et cette fonction
impliqgue notamment CFTR (Mutlet al, 2005). En effet, la stimulatiofi,-adrénergique
active la conductance chlorure de CFTR, et cett eff¢ exacerbé par la sur-expression de
l'adénylate cyclase ou de la protéine effectrigg(@zonoet al, 1993). Par ailleurs, cette
activation nécessite des concentrations en agoffisidrénergique 100 a 1000 fois
inférieures a celles produisant une augmentatigactible d'AMPc (Uezonet al, 1993),

suggérant un mecanisme d'activation directe ouéldaation tres localisée du taux d'’AMPc.
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Or, comme illustré Fig.29A, I1§,-AR et CFTR sont liés par NHE-RF1 pour former un
complexe macromoléculaire (Naret al, 2003). Par conséquent, la stimulation BtAR
entraine, via Gs et l'adénylate cyclase, la formation d'AMPc quitivec CFTR par
l'intermédiaire de la PKA, toutes ces protéines tseivant dans le méme complexe
multiprotéique. Mais la stimulatiof;-adrénergique a également un effet sur I'expres$gon
CFTR par une voie indépendante de 'AMPc. En e#ié¢ augmente le taux protéique de
CFTR dans la cellule sans modifier son taux d’AR{raouil et al, 2003). De plus, elle
favorise la liaison entre CFTR et NHE-RF1 (Taceilal, 2003). Malgré les effets de la
stimulation B-adrénergique sur le transport électrolytique, éeepteur ne semble pas
impliqué dans la clairance du fluide alvéolaires@gnation normale, mais il devient essentiel
pour l'adaptation physiologique nécessaire a léatamn du fluide en exceés dans le poumon

endommagé (Mutlet al, 2004).

En ce qui concerne [&-AR, il semble peu impliqué dans les transportstébytiques
respiratoires chez 'Homme, méme s'il active laratee du fluide alvéolaire chez le rat
(Sakumaet al, 2001). Malgré les multiples partenaires a dongiRBZ duf3;-AR, aucune
interaction physique entre CFTR et lg-AR n'est décrite. Néanmoins, la stimulatifp
adrénergique est capable dactiver CFTR au moieg &b rat, mais aussi ENaC, ce qui
conduit a l'augmentation de la clairance du fllatletolaire (Guet al, 2006 ; Sakumat al,
2001).

2- Le récepteurBs-adrénergique

1- Structure du géne

Le gene dy33-AR humain est localisé sur le chromosome 8 etéackiné en 1989 a
partir d'une banque d'ADN (Acide DésoxyriboNucl&ygénomique humain (Emorie¢ al,
1989). Ce géne a d'abord été considéré commesaasintron, comme le sont ceux des deux
autres sous-type d&AR. Mais l'analyse de séquences d'ADN complémentairévélé la
présence de sites de clivage par des enzymestdeti@s, suggérant la présence d'au moins
un intron (Grannemaet al, 1992). L'épissage alternatif ainsi mis en évigeaboutit a la
traduction d'une protéine plus longue de 6 acigdemés (Fig.35). Ainsi le géne @3-AR
humain est constitué de deux exons et un intronpteenier exon code les 402 premiers

acides aminés de la protéine, et le second exom lesdb acides aminés supplémentaires. Le
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second exon contient aussi les séquences de lanr8ginon traduite (Van Spronsen al,
1993) (Fig.35). Cependant, une analyse par hommldgiséquence avec le ggnreAR de rat

a suggeré une structure a trois exons et deuxnmitfbeliaset al, 1993). Mais le site
d'épissage suspecté, situé dans l'unique introgétie humain et correspondant au second

exon et second intron chez le rat, n'est pasditiliez 'Homme (Grannemanal, 1993).

HOMME RAT SOURIS

l‘\\\/' l
( .
1 | isoforme | isoforme:
402 aa 388 a:
protéine < Bl isoformelt
% 388 aal? ac 388 ac 12a¢ 388a: 17 a¢
0  isoforme ¢ isoformepsa  isoformefsb
402 aa 6 ac

Figure 35. Schéma du géne du réceptefs-adrénergique et structure des isoformes protéiquesbtenues
aprés épissage alternatif chez 'Homme, le rat ealsouris.
Légende : - promoteur - exon |:| intron ’ codon stop

Par ailleurs, le promoteur dis-AR posséde quatre sites de réponse a 'AMPc (CRE :
CcAMP responsive element) (Liggett & Schwinn, 1991a fixation d'un facteur de
transcription CREB (CRE binding protein) sur cesndmmes CRE entraine la stimulation ou
l'inhibition de la transcription du géne. Ainsiexposition prolongée a un agoniste peut
augmenter le taux d'’ARNm ¢s-AR de méme que son expression protéique a la nsrapr
alors que celle des autres sous-types est dimifitii@maset al, 1992). Trois des quatre
éléments CRE du promoteur du géheAR, situés a 518, 622 et 1125 bases en amont du
départ de la transcription, participent a cettenaemgfation de la transcription (Thomeisal,

1992).
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2- Structure de la protéine

Comme les sous-types; et (3,, le récepteurf3z-adrénergique est un récepteur a 7
domaines transmembranaires couplé aux protéine€£ds. domaines transmembranaires
hydrophobes sont reliés entre eux par des bougjdsophiles successivement intra et
extracellulaires (Fig.36). L'extrémité C-terminadst cytosolique et posséde un site de
palmitoylation permettant son ancrage a la membrddextrémité N-terminale est
extracellulaire et porte deux sites de glycosytatidn pont disulfure entre la cystéine 110 de
la boucle extracellulaire e2 et la cystéine 189adboucle e3 pourrait étre impliqué dans la

fixation des ligands, comme c'est le cas poUBdeAR (Dixon et al, 1987) (Fig.36).

N-glycosylation—»

milieu extracellulaire

Figure 36. Structure primaire du récepteurfz-adrénergique humain (d'aprés Strosberg, 1997).
Les résidus mentionnés dans des cercles noirceamhuns aux trois sous-types de réceptBradrénergigues.
Les quatre boucles extracellulaires sont indiqudesel a e4. Les quatre boucles intracellulaires

mentionnées il a i4.
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La séquence en acides aminé3¢hfAR humain présente 51 et 49 % d’homologie avec
les B1-AR et B>-AR respectivement. Les résidus conserves entrertes sous-types de
récepteurs se situent principalement au niveaudesines transmembranaires et des régions
des boucles intracellulaires proches de la memb(faige36). En revanche, la région centrale
de la boucle i3 et I'extrémité C-terminale sont penservées. Elles sont impliquées dans les
interactions avec les protéines cytosoligues etrd@hent la spécificité des protéines
partenaires de chaque sous-type, notamment |aoti@naavec le type de protéine G
trimérique (Hallet al, 1999).

Contrairement aux deux autres sous-types, la baBi@el'extrémité C-terminale dis-
AR ne contiennent pas de séquences consensus gehphglation par la PKA ou par [&
ARK (Emorine et al, 1989). Cela expliquerait la résistance de ce ptéce a la
désensibilisation.

3- Voies de signalisation

Différentes voies de signalisation ont été décrians divers tissus. Le tissu le plus
étudié reste néanmoins la graisse du fait de lee fexpression ds-AR. Comme les
récepteurs3; et [3-adrénergiques, I8s-AR peut se coupler a une protéing Gui active

I'adénylate cyclase pour induire une augmentatidMec (Emorineet al, 1989).

Par ailleurs, des études dans les adipocytes dis sou démontré que le réceptdiar
adrénergique est aussi couplé @ (haudhryet al, 1994). Ainsi, la toxine pertussique
(PTX) inhibe Go, ce qui augmente le taux d’AMPc induit par la atation 3z-adrénergique.

Le couplage d3s-AR a Gy limite donc l'activation de l'adénylate cyclase @ar Chez
I'Homme, le couplage df;-AR avec Go a également été mis en évidence au niveau du
muscle cardiaque ou la stimulatiBgradrénergique active la production de monoxydeotkaz
(NO) pour conduire a une diminution de la force atmtraction du cceur (effet inotrope
négatif) (Gauthieet al, 1996 ; Gauthieet al, 1998). De méme, dans une lignée épithéliale
alvéolaire humaine exprimant l'isoforme humglagAR apres transfection, la stimulation
Bs-adrénergique recrute la protéing,GRobayet al, 2005). Mais, le couplage dis-AR a

Gio semble dépendre de lisoforme impliquée. Ainsisofiorme murine 33, serait
exclusivement liée a £alors que l'isoform@s, serait liée soit a £soit a Go (Hutchinsoret

al., 2002) (Fig.37).
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Pas Pse

Adenylate
eyclase

Figure 37. Représentation ded divergence de couplage aux protéines G des dewoformes murines di
récepteur Bs-adrénergique.

(d'apres www.med.monash.edu.au/pharmacology/resedrfgroups/summers.html).

Cette différence de couplage des deux isoformesnemiserait liée a la présence d'un
résidu cystéine supplémentaire dans I'extrémitér@ihale de l'isoformBsp,. Ce résidu est un
second site potentiel de palmitoylation du récaptparturbant ainsi la conformation de la
boucle i4 qui interagit avec les protéines G (Evansl, 1999). De plus, chez la souris,
l'isoforme 3, posséde dans I'extrémité C-terminale deux résséuses consécutifs dont la
mutation empéche le couplage @& GSatoet al, 2005). Compte tenu de la complexité du
géene duBs-AR dans les différentes especes, il n'a pas é&étddez 'Homme d'isoforme
similaire a ceux de la souris, méme si les deuiduéssérines sont présents suf3eAR

humain.

La stimulationfs-adrénergique est impliquée dans l'activation desPKl (mitogen-
activated protein kinases) de type ERK1 et ERK2réeellular signal-regulated kinase). En
fonction des modéles cellulaires utilisés, cettévatton peut dépendre des protéines G
(Lindquist et al, 2000 ; Mizunoet al, 2000) ou Gy (Gerhardtet al, 1999 ; Soedeet al,
1999 ; Cacet al, 2000). Mais l'activation de ERK1/2 par la soug@in de la protéine &
pour activer la voie adénylate cyclase — AMPc — RK#& été observée que dans des cellules
murines. En revanche, la voigdG- PI3K est recrutée dans des cellules humainiespdique
les sous-unitéBly. La figure 38 résume les voies de signalisafigiadrénergique impliquant

les protéines G trimériques.
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l PI3K NOS

‘l/ ERK1/2 NO
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PKA

Figure 38. Voies de signalisation du récepteufs-adrénergique passant par les protéines G (modil
d'aprés Hermans & Challiss, 2001).

a, B, ys eta, B, yio sont les sous-unités formant les protéinget@, respectivement.

AC : adénylate cyclase ; AMPc : adénosine monopthetspcyclique ; PKA : protéine kinase AMBépendant
PI3K : phosphatidyl inositol triphosphate kinadeRK : extracellular signalegulated kinase ; NO : monoxy
d'azote ; NOS : NO synthase.

En plus de la voie des protéines GR4eAR peut activer ERK1/2 par la tyrosine kinase
c-src (Lindquistet al, 2000). Le recrutement de c-src se fait de fagmett car 133-AR se
lie & c-src par des motifs riches en proline prissdans la boucle i3 et I'extrémité C-terminale
(Caoet al, 2000). Cette fixation de c-src dépend de ladiaide I'agoniste et est sensible a la

PTX, indiquant que la protéing,g&est tout de méme impliquée.
En outre, au niveau des vaisseaux de la rétine imemiz 3;-AR semble promouvoir

I'angiogenése en stimulant la prolifération et Igration des cellules endothéliales par la voie
ERK1/2 (Steinleet al, 2003 ; Steinlet al, 2005).
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L'activation de ERK1/2 par I§s;-AR semble exiger un ancrage de ce dernier au
cytosquelette de la cellule. En effet, fg-AR peut se lier directement a la vimentine,
constituant essentiel des filaments intermédiaifes,suppression de cette interaction
empéchant l'activation de ERK1/2 (Kungral, 2007).

Le couplage d'un récepteur a plusieurs protéinet @lusieurs voies de signalisation
intracellulaire n'est pas spécifigue #g-AR mais a déja été décrit pour de nombreux
récepteurs (Gudermarat al, 1997). Le couplage du réceptfsradrénergique a une voie de
signalisation semble dépendre de l'isoforme, de typllulaire dans lequel le récepteur est
exprimé, mais également de l'agoniste. Ainsi, Be¢AR existerait sous plusieurs
conformations : un ligand favorisant une conformatiet chaque conformation favorisant le
couplage a une voie de signalisation (Gerhatdtl, 1999). Cela a d'ailleurs été confirmé par
le fait qu'un ligand peut étre agoniste ou antagjerselon le niveau d'expressionfitAR, et
que deux ligands peuvent avoir un ordre d'effiéaciversé pour I'activation de la voie AMPc
— PKA et pour la voie des MAPK (Satet al, 2007). Par ailleurs, le comportement
pharmacologique dfs-AR humain suggere qu'il posséde, comme c'estdepoar les; et
B>-AR (Giudicelli et al, 1984 ; Hoyer & Engel, 1983 ; Ceriorat al, 1984a ; Lang &
Lemmer, 1985 ; Lacasat al, 1985), deux états présentant des affinités digpour leurs
ligands (Baker, 2005).

4- Régulation de I'expression du récepteuds-adrénergique

L'expression ds;-AR peut étre régulée suite a I'exposition & unnage (régulation
homologue) mais également par des facteurs indépendies catécholamines (régulation

hétérologue).

Régulation homologue

La régulation homologue dBs-AR, si elle implique une augmentation d'AMPc, peut
activer les séquences CRE du promoteur du genenefuge a une augmentation des taux
d’ARNm et de la protéine a la membrane (Thomaal, 1992). Mais le maintien de la
stimulation [z-adrénergique ne conduit pas systématiquement a awngmentation

d'expression. Ainsi dans le myometre humain, ungosition de 15h a un agonisfiz-
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adrénergigue ne modifie pas le taux f3eAR membranaire, ni la réponse de ce récepteur

apres cette incubation (Rouggtal, 2004).

Cependant, une désensibilisation fonctionnelle pewmbir lieu sans diminuer
I'expression membranaire dfs;-AR. Ainsi l|'exposition prolongée a un agonisfiz-
adrénergique conduit a une diminution du tauxéaqote de la sous-unitéde la protéine G
mais pas des autres types de protéine G (Charabats1994). Par comparaison, poui3e
AR, le méme effet est observé avec en plus unendtion du taux dg8,-AR. Par ailleurs,
une autre étude a démontré que les sous-umiths la protéine Gsont internalisées aprés
stimulation prolongée des récepteurs couplés antéipes G. Cette internalisation s'effectue
via des rafts lipidiques qui ciblent ces sous-unitéss\des veésicules spécifiques, difféerentes
de celles qui contiennent les récepteurs (Adeal, 2005). Par conséquent, la stimulatiian
adrénergique prolongée peut modifier les voiesigeatisation intracellulaires couplées au

récepteur sans affecter son expression.

Régulation hétérologue

Divers facteurs, autres que les ligands du récept&gulent son expression. Les
glucocorticoides ont été les premiers mis en égeeRn effet, la dexaméthasone qui est un
glucocorticoide de synthése a activité anti-inflamtwire et immunosuppressive, régule
négativement les taux d'’ARNm et la densité memimeucial 3;-AR dans des cellules de tissu
adipeux murin, mais pas chez 'Homme (Feveal, 1992 ; Granneman & Lahners, 1994).
L'effet observé chez la souris impliquerait le piear intracellulaire aux glucocorticoides
(Feveet al, 1992). Le traitement systémique des souris &kamhéthasone réduit fortement
le taux d'’ARNmM duBs-AR dans le tissu adipeux mais pas dans l'iléotearolon (Evanset
al., 1998). Cette régulation différentielle de la wenption 3s-adrénergique selon les tissus
peut s'expliquer par les propriétés de la regiamatrice du géne. En effet, le promot@gr
adrénergique possede des séquences GRE (Glucombiesponse Element) ainsi que des
sites de réponse a des facteurs de transcriptpgufisues des adipocytes (Van Spronsén
al., 1993). La diminution d'expression induite padi&xaméthasone n'est pas spécifique au
Bs-AR puisque les mémes effets sont observés daralipscytes sur le; et 3,-ARs (Féve
et al, 1990).
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L'insuline provoque également une diminution dddasité def;-ARs membranaires.
Cet effet passe par une réduction spécifique des tBARNmM (B3 mais pasPi, hi Be-
adrénergiques (Féwt al, 1994). Cette régulation agit spécifiguement sutrdnscription et
n'‘affecte pas la demi-vie des ARNMs-adrénergiques. Elle implique le récepteur
membranaire a l'insuline et la PKC (Feateal, 1995). De méme, il a été montré chez le rat
que les variations plasmatiques d'insuline suite eycles jedne/repas modulent le taux
d'’ARNm [Bs-adrénergiques (Hadmt al, 1997a). L'insuline permettrait ainsi de diminuer

I'effet lipolytique des catécholamines, favorisalurs la lipogenese.

La triiodothyronine (T3), une hormone thyroidieneggerce une régulation dis-AR
différente selon le tissu. T3 entraine une dimorutles taux d’ARNmM et de protéines[3u
AR dans la graisse brune de rat, et une augmentd#as la graisse blanche (Rulipbal,
1995). De méme, dans une lignée cellulaire préeagipire de rat, T3 augmente I'expression
du Bs-AR en agissant au niveau post-transcriptionnel.p€Bmet en effet d'augmenter la
stabilité des ARNns-adrénergiques dans cette lignée (El Hadral, 1996). L'effet de T3
sur lefs-AR dans la graisse brune permet, en synergie l@gecatécholamines, la régulation

de la thermogenese.

L'acide butyrique, un acide gras a chaine countlyii une diminution importante des
transcrits et des protéings-AR qui deviennent a peine détectables dans legoagies
murins (Kriefet al, 1994).

Le TNFa (Tumor necrosis factar), cytokine inflammatoire, entraine une réductioa de
ARNmM et des protéinels-adrénergiques (Hadet al, 1997b). Cet effet a été confirmé chez
la souris par I'étude de linjection systémiqueneé'vendotoxine bactérienne, le LPS
(Lipopolysaccharide), sur I'expression adipocytaiveg3s-AR. Le LPS stimule la production
de TNFa qui conduit a l'inhibition de transcription @§g-AR (Berkowitzet al, 1998).

Par ailleurs, I3;-AR, avec le3,-AR, est impliqué dans la perception de la doul&ur.
effet, l'inhibition de la COMT (Catéchol-O-Méthyldmsférase), une enzyme qui métabolise
les catécholamines, produit une sensibilité acarleedouleur mécanique et thermique, et cet
effet est contrecarré par l'administration simud&rd'antagonisteB, etfsz-adrénergiques

(Nackleyet al, 2007). Or, le récepteur de deux neuropeptidetiqogs dans les modulations
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de la douleur, est exprimé dans les adipocytes imsmat I'un de ces neuropeptides, le
neuropeptide AF, est capable d'augmenter la qeafeitranscritf,-AR et33-AR (Lefrereet
al., 2002).

5- Réles physiologiques du réceptes-adrénergique

Le Bs-AR est impliqué, chez différentes especes, davexrsliprocessus physiologiques,
tels que la thermogenese et la lipolyse (CarlisleStgck, 1991 ; Langiret al, 1992 ;
Zilberfarb et al, 1997), la relaxation des muscles lisses intestinde la vessie et du corps
caverneux (Koikeet al, 1997 ; Fujimureet al, 1999 ; Cirinoet al, 2003), I'angiogenese par
production de VEGF (Asanet al, 1997) et par stimulation de la prolifération @gration
des cellules endothéliales (Steimtal, 2003), la dilatation des artéres pulmonairesest d
l'aorte thoracique (Tamaol@t al, 1998 ; Trochuet al, 1999), la contraction du coeur
(Gauthieret al, 1996).

Il faut noter que la distribution tissulaire et lefets physiologiques varient selon les
especes. Dans le cceur, par exemple, 'ARNm coadamtl@Bs-AR est présent chez 'Homme,
le chien et le porc (Gauthiet al, 1996 ; Gauthieet al, 1999 ; McNeel & Mersmann, 1999)
mais pas chez le rat (Evaeisal, 1996 ; Gauthieet al, 1999).

Au niveau de l'appareil respiratoire, peu de travaint été réalisés sur la distribution et
la fonction dufs-AR. La présence fonctionnelle de ces récepteurdaammoins été étudiée
dans les muscles lisses bronchiques. L'ajout disigdiz-adrénergique au niveau de muscles
lisses bronchiques de chien provoque une brondbgaton (Tamaokiet al, 1993b). En
revanche, chez I'Homme, le mouton et le cobaye,réssltats sont moins tranchés. La
bronchorelaxation observée pourrait étre due affieh on spécifique sur lg%-AR (Martin
et al, 1994). Une étude plus récente démontre, au émmtopue chez I'Homme la stimulation
Bs-adrénergique inhibe la relaxation AMPc-dépendaatela voie des protéines (WNalineet
al., 2000).

Au niveau de I'épithélium respiratoire, la stimidat3s-adrénergique a d'abord été
étudiée chez le furet ou elle produit une augmemtate la sécrétion apicale d'albumine mais
une diminution de la sécrétion de lysozyme (Welgb8tock, 1992). Par ailleurs, deux autres

études réalisées chez le chien et le lapin, démwmintiue les agonistess-adrénergiques
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stimulent la fréquence des battements ciliaire$é&pethélium bronchique (Takeyans al,
1993 ; Tamaokiet al, 1993a). Plus récemment, la stimulatifg-adrénergique a été
démontrée comme régulatrice du transport électopigtau niveau de I'épithélium nasal de

lapin (Danneet al, 2001).

Parallelement a ces résultats, quelques étudeshmmthé a détecter la présence de
transcrits dans I'appareil respiratoire. Ainsi, ABNmM Bs-adrénergiques sont trouvés dans les
poumons chez le porc (McNeel & Mersmann, 1999) mpais chez 'Homme (Kriedt al,
1993 ; Maket al, 1996), indiguant que ce troisiéme sous-type depturf3-adrénergigue ne
s'exprime pas dans les voies respoiratoires humales résultats sont corrélés par une étude
démontrant qu'il n'existe aucune réponse fonctibarfiz-adrénergique dans les poumons
humains (Newnhanet al, 1993). Cependant, ces études étant relativermantrmes et la
sensibilité des techniques actuelles étant supériteurs conclusions doivent étre prises avec
précaution.

6- RégulationBs-adrénergique de CFTR

L'hypothese d'une relation fonctionnelle entrB3&R et CFTR est née de I'observation
par I'équipe de Chantal Gauthier dans le laboetai¥une différence de réponse a la
stimulation Bs-adrénergique entre les biopsies cardiaques sa&nhesucoviscidosiques. En
effet, la stimulationfs-adrénergique du myocarde sain provoque un racsseroent du
potentiel d'action cardiaque ainsi qu'une légeneirdition d'amplitude, alors qu'aucun effet

n'est constaté sur les myocardes mucoviscidosiduebdaiset al, 1999) (Fig.39).

myocarde humain myocarde humain
sain mucoviscidosique

0 0
mv | controle mV

! controle

50" . 50" . .
| Bs-agoniste . Bs-agoniste
!

—q‘! wrey
200 ms 200 ms

Figure 39. Effet de la stimulations-adrénergique sur le potentiel d'action de biopsiesnyocardiques

humaines saine et mucoviscidosique (d'apres Leblags al, 1999).
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Ces resultats ont suggéré que l'absence de répmrssrvée sur les myocardes
mucoviscidosiques soit la conséquence de l'absiemotionnelle du canal chlorure CFTR.
Sur les prélevements sains, la stimulafigradrénergique activerait la conductance chlorure
de CFTR, produisant ainsi un courant repolarisanigpant au raccourcissement de la durée

du potentiel d'action.

Par la suite, I'équipe a démontré dans différerddates cellulaires que [&-AR est

capable d'activer CFTR selon deux mécanismes distin

Premierement, la stimulatigBs-adrénergique active le courant chlorure de CFTR pa
une voie indépendante de 'AMPc — PKA (Leblatsal, 1999). En effet, cette activation
mobilise les sous-unitd¥y de Gy pour recruter la voie PI3K — ERK1/2 qui phosphersit
CFTR (Robayet al, 2005). Cette voie de régulation de CFTR n'aaitgis été identifiée

auparavant.

Deuxiemement, dans des cellules alvéolaires humaifexpression simultanée de
CFTR avec des quantités croissantegAR provoque une activation croissante de CFTR
en lI'absence de toute stimulation (Lebktisl, 1999). Aux concentrations les plus fortes en
Bs-AR, CFTR est activée de facon maximale et cortstédisi bien que les stimulations et

AR ou de la PKA n'ont plus d'effet de potentiaiisatLeblaiset al, 1999).

En conclusion, pour une faible expression#tAR, les canaux CFTR sont a I'état
fermé et sont sensibles a la stimulatisgadrénergique. En revanche, pour une forte
expression d3s-AR, les canaux CFTR sont actives de facon cortistitiet perdent leur

sensibilité aux agonistgs-adrénergiques et aux activateurs de la PKA.
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VI- MUCOVISCIDOSE : APPROCHES THERAPEUTIQUES

L'arsenal thérapeutigue actuel contre la mucowisad recense simplement des
traitements symptomatiques de la pathologie. Qdestrquoi, malgré leur amélioration
constante et l'augmentation de I'espérance deesepdtients, la découverte d'un traitement
curatif permettant d'abandonner les lourds traitdmsymptomatiques est une nécessité pour
les personnes atteintes par cette maladie géenetitpue cela, différents axes de recherche
sont explorés et peuvent étre classés, selon lnaéyie adoptée, en thérapie génique,

thérapie cellulaire et pharmacothérapie.

1- La thérapie génique

La mucoviscidose étant une maladie monogéniquéhdeapie génique a rapidement
semblé bien adaptée. Ainsi, les premiers résubgisaraissent peu de temps aprés la
découverte du geneFTR Les premiéres experimentations ont liewitro et démontrent la
faisabilité du transfert viral de gén€FTR dans une lignée cellulaire pancréatique
mucoviscidosique, ainsi que la restauration duaaouchlorure activé par I'AMPc (Drumet
al., 1990). Les essais sur I'animal vont ensuite ciptencipalement les voies respiratoires,
siege des symptdbmes morbides chez 'Homme. Aiesirésultats sont obtenumsvivo dans
l'appareil respiratoire de rat (Rosenfatal, 1992), puis dans I'épithélium nasal humain
(Zabneret al, 1993). Ces études rapportent des résultats d'gpometteurs, d'autant plus
que les vecteurs viraux parviennent a transfeaerdifférents types cellulaires de l'arbre
bronchique (Mastrangebt al, 1993). Cependant, l'apparition d'une inflammaimse des
guestions de sécurité et d'ordre éthique (Siataal, 1993). Par ailleurs, les résultats obtenus
chez I'hnomme sont plutét décevants du fait d'un@ession du transgéne limitée a quelques
semaines, d'un faible pourcentage de cellules feetées et d'une inflammation, bien que
cette derniere semble modérée (Knowdesl, 1995). De plus, le renouvellement permanent
de I'épithélium respiratoire exige des administrai répétées des vecteurs viraux, qui a
terme, peuvent s'avérer complétement inefficacés aula réponse immunitaire engendrée
(Harveyet al, 1999). Un essai clinique récent consistant etmiinistration par aérosol de
deux doses de vecteur viral contenant le geR€R a démontré que ce traitement est bien
toléré par les patients. Cependant, aucune amiidiorsignificative de la fonction respiratoire
n'a été observée (Mossal, 2007).
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Des solutions alternatives aux virus ont du étreisagées afin de limiter la réponse
immunitaire et autres inconvénients liés aux vitets que la taille limitée du transgene qui
peut étre inséré dans la capside virale. Différgatieurs non viraux de transfert de géne ont
ainsi été élaborés. lls sont pour la plupart deineatipidique et donc hydrophobes, mais
certains possedent une partie hydrophile (éleanwnt chargée ou non). Ainsi, pendant
l'effervescence des essais de thérapie géniquevquaeurs viraux, les premiers tests de
transfert de gene par lipide cationique ou lipossomt effectués dans les voies respiratoires.
Ces composés s'averent étre parfaitement toléreso, n'induisent pas ou peu de réaction
inflammatoire et permettent d'incorporer d'imporganquantités d’ADN (Nabet al, 1992 ;
Sanet al, 1993 ; Yoshimurat al, 1992). La durée d'expression du transgene ewitoae
mais, contrairement aux vecteurs viraux, les adstrations peuvent étre répétées sans perte
d'efficacité (Goddaret al, 1997 ; Hydeet al, 2000). De plus, I'administration par aérosol est
facile d'emploi. Cependant, l'efficacité du tranisfen viral de géne est relativement faible a
cause du pourcentage peu important de cellulesfaetiées. Une des raisons est que le mucus
épaissi et visqueux constitue un obstacle. Destagencolytiques ont été testés mais ils
n‘apportent qu'une faible augmentation de l'efftéadu transfert de géne (Ferrai al,
2001). D'autres améliorations du transfert virahen viral de géne doivent étre apportées

pour avoir un impact clinique significatif dansttaitement de la mucoviscidose.

2- La thérapie cellulaire

Par extension, la thérapie génique permet d'ensisagtraitement de la mucoviscidose
par thérapie cellulaire. Il faudrait pour cela adistrer au patient des cellules souches
homologues (issues du patient lui-méme) corrigémstiperapie géenique, ou des cellules
saines hétérologues (issues d'un autre individe$. ¢ellules souches sont classées en trois
groupes selon leur origine : cellules souches eamaires, cellules souches de moelle
osseuse et cellules souches progénitrices issagisiu ou d'un organe particulier.

1- Les cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires proviennentatiiryon au stade blastocyste (5 a
7 jours aprés la fécondation chez I'humain). Cdhiles sont pluripotentes, c'est-a-dire
gu'elles peuvent se différencier en n'importe dypk cellulaire sauf ceux formant les

membranes embryonnaires (Fig.40). Ainsi, il a ét@ntm& récemment que des cellules
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souches embryonnaires murines sont capables defarmépithélium respiratoire complet

avec les différents types cellulaires le constit&@orauxet al, 2007).

ovule fécond:
in vivc

stade 8 cellules
(morula)

en culture |
(morula) \:‘

cellules souche (;‘/ pluripotente: blastocyste
] Al

cellules sanguines

cellules nerveuses

cellules cardiaques

Figure 40. Provenance et devenir potentiel des celks souches embryonnaires (d'apr
http://www.amyshah.com/2007/04/).

Mais la recherche sur les cellules souches embgmes doit résoudre quelques
problemes. En effet, des questions d'ordre éthsqune levées lorsqu'il s'agit de cultiver des
embryons humains dans un but médical. De plusydasplantation de cellules souches
hétérologues requiert la suppression du systéemeuimtaire du receveur. Par ailleurs, les
techniques d'administration de ces cellules et Wtachement au tissu cible doivent étre

optimiseés.
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2- Les cellules souches de la moelle osseuse

La moelle osseuse est le siege de I'hématopoiesesdignées cellulaires sanguines
sont perpétuellement régénérées. En plus de cetaodnsenouvellement des lignées
sanguines, les cellules souches hématopoiétiques cepables de se différencier vers
diverses lignées non sanguines dont des celluidséales des voies respiratoires (Kraese
al., 2001 ; Jiangt al, 2002). La transplantation de souris ne posséunte geneftr (souris
cftr’) avec des cellules souches hématopoiétiques dis saines a permis de détecter une
réponse fonctionnelle, de méme que I'ARNm et ladmme cftr dans les poumons et le tractus
digestif de ces animaux (Brus@aal, 2006). Mais la réponse fonctionnelle est modestes
taux d'’ARNm et de protéines cftr sont bas. Cecipfigue par le faible taux d'implantation
des cellules souches parmi les cellules nativestidegs étudiés, qui est inférieur & 1 %
(Brusciaet al, 2006). Mais ces résultats sont contredits paraices auteurs montrant que les
cellules souches hématopoiétiques ne parviennsra pa différencier en cellules épithéliales
respiratoires, bien qu'elles puissent contribuda aéparation de I'épithélium pulmonaire
(Kotton et al, 2005 ; Macphersort al, 2005). Cependant, ces cellules souches expriment
des marqueurs de cellules épithéliales lorsqu'uson est provoquée au poumon
(Macphersoret al, 2006). Des études sont encore nécessaires paiurciedes possibilités de
différenciation des cellules souches hématopoiétiqet améliorer leur implantation dans les

poumons.

Dans la moelle osseuse, il existe un autre typeetleles souches, les cellules souches
mésenchymateuses ou stromales. Ces cellules rdlemives cellules du stroma de la moelle
osseuse et les différents types de cellules osseunsa&is aussi les cellules adipocytaires,
endothéliales et musculaires (Fig.41). Mais ellesaient également capables de se
différencier en d'autres types cellulaires, notaminen cellules respiratoires (Wamg al,
2005).
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Figure 41. Voies possibles de différenciation desellules souches mésenchymateuses (d'af

http://www.brown.edu/Courses/B10032/adltstem/asc.hm).

Ces cellules font I'objet d'une attention croissasumpte tenu de leur relative facilité
d'isolement, leur multiplication rapide en culteteleur utilisation possible en transplantation
autologue. Dailleurs, des cellules souches mégemateuses mucoviscidosiques humaines
corrigées par thérapie génique, sont capables difféeencier a l'intérieur d'un épithélium
respiratoire mucoviscidosique reconstitué et delgire un courant chlorure apical régulé par
I'AMPc (Wanget al, 2005). Mais les cellules souches mésenchymatesggeblent étre une
population hétérogene. Il est probable que seule swus-population particuliere est a
l'origine des effets bénéfiqgues observés. Des traapprofondis sont requis pour mieux
caractériser ces cellules et augmenter leur capdamplantation.
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3- Les cellules souches progénitrices pulmonaires

Les cellules progénitrices issues des poumons gieutr étre une source pour la
thérapie cellulaire de la mucoviscidose. Mais adhiles progénitrices sont différentes selon
le niveau de I'arbre respiratoire étudié. Au nivdas alvéoles, ce sont les cellules alvéolaires
de type Il (Adamson & Bowden, 1974), dans les bhhorles ce sont les cellules de Clara
(Evanset al, 1978) alors gu'au niveau trachéo-bronchique,eintlde y avoir plusieurs
populations progénitrices (Horeg al, 2004). L'avantage de ces cellules progénitrisesg)ee
l'orientation de leur différenciation vers une kgnépithéliale respiratoire devrait étre plus
facile qu'avec des cellules d'une autre originerdsanche, si elles doivent étre utilisées pour
traiter la mucoviscidose, il faudra pouvoir en oliteun nombre suffisant a partir des
poumons des patients. Par ailleurs, leur prolifénain vitro par des méthodes de culture

cellulaire devra étre mise au point.

3- La pharmacothérapie

Le traitement pharmacologique de la mucoviscidose & corriger le défaut des
protéines mutantes CFTR. Cependant, selon le mutansidéré, les défauts a corriger
peuvent étre différents : défauts de repliemeatjrdssage, de stabilité, de conductance. Par
ailleurs, CFTR ayant plusieurs fonctions, certaiapproches tentent de corriger une seule

fonction.

La thermosensibilité du mutaAF508 a suggéré a la communauté scientifique at'il e
possible de manipuler les processus de repliemahifation/adressage dans un but
thérapeutique. Cependant, I'abaissement de la tampe corporelle n'est pas envisageable,

et d'autres stratégies doivent étre employées.

1- Les chaperonnes chimiques

Les chaperonnes chimiques sont des molécules ligaes permettant leur entrée dans
la cellule. Elles sont étudiées pour leur capaaiféciliter le repliement et/ou la maturation
protéique.
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Le glycérol est un polyalcool naturel non-charge&@inu pour stabiliser les protéines
(Gekko & Timasheff, 1981). Un traitement de celul®mozygotes poukF508 avec 10 %
de glycérol entraine l'apparition de la forme matglycosylée du mutaiF508 ainsi que
d'une conductance chlorure apicale activée par PAMSatoet al, 1996). Ces résultats
suggerent que le glycérol stabilise une conformaitibermédiaire de CFTR en la protégeant
de la dégradation et lui permettant d'achever sturatdon hors du RE. Des résulstats
similaires sont obtenus apres traitement des esll@évec un solvant polaire, le DMSO
(diméthyl sulfoxyde) (Bebolet al, 1998b). Mais la toxicité de ce produit et sa c#paa
perméabiliser les cellules n'ont pas incité a pgurs les investigations sur son effet

bénéfique potentiel dans la mucoviscidose.

De la méme facon, un autre osmolyte, la triméthyt@aN-oxyde (TMAO), ainsi que
I'eau lourde (molécules d'eau formée de deutérisaippe d'hydrogéne) sont capables de
corriger le défaut de maturation et d'adressaghFi®8 (Brownet al, 1996). D'ailleurs, ces
composes, y compris le glycérol, sont capablesdiier le défaut de repliement de mutants
thermosensibles d'autres protéines, soulignanaidactére de stabilisateur protéique général
de ces composés (Brovat al, 1997). L'administration de ces composés a étéeasvivo
chez la souris et a conduit a une mortalité impetales animaux (Bait al, 1998). Chez les
souris survivantes, l'augmentation fonctionnelleCi R était relativement faible (Fischetr
al., 2001).

Par ailleurs, le constat que les reins sont peact#$ dans la mucoviscidose alors qu'ils
expriment CFTR a amené une équipe a cultiver déalee exprimantAF508 dans des
conditions similaires a celles rencontrées damgdiwe, c'est-a-dire en hyperosmolarité (250
mM de NaCl et 250 mM d'urée). Dans ces conditianstdess osmotique, les concentrations
intracellulaires en glycéro-phosphorylcholine, muyositol, sorbitol, et taurine sont
augmenteées et corrigent le défaut du mufdriO8 (Howardet al, 2003). L'administration de
ces osmolytes individuellement, ou de bétaine,ipatégalement a restaurer la maturation de
la protéine muté&AF508 (Howardet al, 2003 ; Zhanget al, 2003). Ces composés ont une
fonction osmoprotectrice en stabilisant les pragindans les environnements

hyperosmotiques, les préservant ainsi de la dégoada

Certains composés qui ne sont pas des chaperohmegjwes proprement dit car ils
n'ont pas de propriété stabilisatrice intrinséqsent cependant capables d'induire une
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maturation correcte du mutadt508 en interférant avec les chaperonnes moléeslair

partenaires physiologiques de la maturation pratgiq

Ainsi, le butyrate modifie I'expression de certaiggnes en inhibant les histones
déacétylases (Candidet al, 1978). Il a été démontré que le 4-phenylbutyr@eBA,
Buphényf), forme orale du butyrate, restaure I'expressioicage et la fonction du mutant
AF508 (Rubensteiret al, 1997). Cet effet est d0 a la diminution d'expmssle Hsc70
(Rubenstein & Zeitlin, 2000), I'augmentation d'eeqmion de Hsp70 (Choo-Kang & Zeitlin,
2001) et diverses protéines impliquées notammens da régulation de la transcription
(Wright et al, 2004). Cela souligne par ailleurs que Hsc70 (éorconstitutive) et Hsp70
(forme inductible) ne remplissent pas la méme fonctLes modulations d'expression
induites par le butyrate impliquent des sérineihiée phosphatases (Cuissttal, 1997)
ainsi que les MAPK de type ERK (Sug#aal, 2004). Des essais cliniques de phase /1l ont
eu lieu pour tester les effets du 4PBA administademnent a des patients homozygotes pour
AF508. Les résultats démontrent une bonne tolérdngqeoduit avec une amélioration faible
mais significative de la différence de potentielriweau de I'épithélium nasal de ces patients
(Rubenstein & Zeitlin, 1998 ; Zeitliat al, 2002).

S'inspirant des premiers résultats prometteurs RBA4 une équipe a teste l'effet de
plusieurs acides gras a chaines courtes sur l&dresiu mutankF508. Deux molécules (le
2,2-diméthyl-butyrate et I'acide-méthylhydrocinnamique) restaurent une fonctiorcalei de
ce mutant (Nguyeret al, 2006). Ces composés font eégalement I'objet dé&tumbntre le

cancer pour leurs propriétés anti-proliférativesginaet al, 2002).

Malgré une controverse, les inhibiteurs de la poropkique du RE tels que la
curcumine et la thapsigargine, permettraient d'arder I'adressage de la protéine mutée
AF508. Cet effet passerait par une altération @é&vigé de la calnexine suite a la déplétion
calcique du RE, permettant ainsid&508 de passer outre le contrble qualité de laileell
(Eganet al, 2004 ; Norezt al, 2006a). Une autre équipe propose que l'effeadedicumine,
comme d'autres inhibiteurs de SERCA, passerait'ipaibition d'une autre chaperonne, la
calréticuline, pour conduire aux effets observéarfidaet al, 2007). Une stimulation directe

de l'activité chlorure de CFTR par la curcumingjalément été décrite (Bergetral, 2005).

84



INTRODUCTION

Par ailleurs, le miglustat, un inhibiteur dell;2-glucosidase, est également capable de
conférer un adressage et une fonction restaurégsutantAF508. Le miglustat semble agir en
inhibant l'interaction de la protéine immature ava&ccalnexine (Norezt al, 2006b). Ce
compose, déja autorisé sur le marché pour trastendladie de Gaucher sous le nom de
Zavesc8, vient de débuter une étude clinique de phaseull des patients atteints de

mucoviscidose.

2- Les aminoglycosides

Les aminoglycosides sont des antibiotiques permietthez les eucaryotes de passer
outre les codons stops prématurés. Or, les musatie@FTRfaisant apparaitre un codon stop
prématuré sont retrouvées chez 10 % des patientsvisgidosiques. De tels antibiotiques
comme le G418 et la gentamicine permettent la ttkmlu de la protéine entiere et ainsi de
restaurer une fonction apicale normale de CHmRvitro dans des cellules portant des
mutations stop (Howardt al, 1996 ; Bedwelkt al, 1997). Des essais ont ensuite eu lieu sur
des patients, tout d'abord en application locatd'&pithélium nasal. Les résultats ont montré
une augmentation significative de la difféerence pletentiel nasal sur les patients
homozygotes ou hétérozygotes pour une mutation gWpschanski et al, 2000 ;
Wilschanski et al, 2003). Les effets observés sur la différence diengiel nasal apres
administration systémique sont relativement failless significatifs, et dépendent en partie
de la mutation non-sens considérée (Clagtcgl, 2001 ; Sermet-Gaudeles al, 2007). Mais
I'efficacité de ces antibiotiques sur des patigmisteurs des mémes mutations stop est
variable. Cette variabilité provient du systeme dfsgradation des ARN non-sens dont
l'efficacité varie selon les types cellulairesest individus (Lindeet al, 2007).

3- Les activateurs de CFTR

Les activateurs de CFTR visent a corriger le déffatconductance, de probabilité
d'ouverture ou de régulation des protéines issgesndtations de classe Ill et IV. Leur
utilisation peut étre également envisagée en amsmtiavec les chaperonnes chimiques car
certains mutants, commAF508, ont en plus du défaut de maturation, un déthu

conductance. Plusieurs familles de molécules existeec différents modes d'action.
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Les xanthines

Ces composeés sont trouvés naturellement dans |detteafé, le cacao. Ce sont des
dérivés purines ayant des propriétés antagonistesrécepteurs a l'adénosine mais aussi

inhibitrices des phosphodiestérases.

Le plus connu est I'BMX (3-isobutyl-1-méthylxantke) (Fig.42). Ses propriétés
d'inhibiteur non spécifique des phosphodiestérasgrsinent une augmentation des taux
d'AMPc et GMPc intracellulaires, ce qui stimulectiaité chlorure de CFTR (Drumret al,
1991). Cependant, il a été décrit qu'une partid'atlet de I''BMX serait indépendante de
l'augmentation cellulaire en nucléotides cycligee et al, 1998) mais résulterait d'une
liaison prolongée de CFTR avec I'ATP (Chagpal, 1998).
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Xanthines

Caffeine; R = R'=R"=-ClH;
IBMX; R = -CHs, R'= -CH,-CH-(CHg),, R"=-H
Theophylline; R = R'=-CH;, R"=-H

CPX; R =R'=-CH,-CH,-ClI;,R"= -O
Theobromine; R = H, R'=R"=-CHj;

Figure 42. Structure des composés de la famillessiganthines (d'aprés Schultzt al, 1999).

Un autre composé, le CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipteagithine) (Fig.42), a la propriété
de restaurer partiellement la fonction du mutAR608 mais est sans effet sur la protéine
sauvage (Eidelmaet al, 1992 ; Guay-Brodeet al, 1995). L'effet du CPX ne passe pas par
un antagonisme des récepteurs a l'adénosine (decabsal, 1997), comme suspecté
initialement (Eidelmaret al, 1992), ni par une élévation du taux d'AMPc intthdaire
(Guay-Brodetet al, 1995 ; Heet al, 1998). Une étude a démontré que le mécanismeodiac
des xanthines repose sur une interaction direate Bvdomaine NBD1 de CFTR avec des

affinités qui varie selon le composé considéré naaissi avec la présence d'une mutation
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(Cohenet al, 1997). La mutatioAF508 étant localisée dans le NBD1, I'affinité duxGidur
NBD1-AF508 est plus forte que pour le NBD1 sauvage, eupht les différences
fonctionnelles observées. D'ailleurs, I'ordre @ih@é des xanthines pour NBD1 est similaire a
celui de la stimulation de la sécrétion chloruréelies induisent dans les cellules (Coletn
al.,, 1997). Dans une étude menée chez des patientsziygotes pouAF508 ayant recu une
dose orale unique de CPX, le traitement est biEmé&oCependant, aucune ameélioration n'est
observée dans les mesures de différence de pdteasal et de concentration chlorure de la

sueur effectuées une, deux et quatre heures ailasnistration (McCartgt al, 2002).

Une équipe a proposé un autre meécanisme d'actiom lgs xanthines. Celles-ci
maintiendraient le canal CFTR dans la configuratiamerte tout en bloquant partiellement le

pore de la protéine, provoquant un courant résigeehanent (Schultet al, 1994).

Les flavones et isoflavones

Les isoflavones sont des molécules trouvées néareht dans les plantes (Fig.43).
Elles possédent diverses propriétés dont la preméudiée a été leur activité phyto-
oestrogéne chez les animaux. En effet, des mowonsommant de fortes quantités d'une
plante de la famille du trefle, source d'isoflavenavaient des problémes de fertilité (Bennets
et al, 1946).

Flavones Isoflavones
Apigenin; 5=7=4'=-OH Genistein; 5=7=4'=-OH
Quercetin; 3=5=7=3'=4'=-0OH Daidzein; 7=4'=-OH
Kaempferol;3=5=7=4'=-OH Genistin; 5 =4'=-OH, 7 =-0Gluc

Figure 43. Structure des composés de la famillesslflavones et isoflavones (d'aprés Schul&t al., 1999).
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Ces composeés sont capables de stimuler les trassgdectrolytiques sur des cellules
humaines (Nguyent al, 1991). Le plus étudié d'entre eux, la génistésecapable d'activer
CFTR (llek et al, 1995). Elle est également capable d'activer [ESRCmutés G551D ou
AF508 apres traitement au 4PBA (lllet al, 1999). La génistéine possede une activité
inhibitrice des tyrosines kinases mais cette cartique est sans influence sur CFTR. Son
action passe par une interaction avec le domaine2Née CFTR (Wang [Et al, 1998). En
effet, le domaine NBD2 est doué d'activites ATPas&TPase mais il possede aussi une
activité adénylate kinase capable de synthétisdiAd® a partir de deux molécules d'ADP.
Toutes ces activités enzymatiques du domaine NRIDRishibées par la génistéine. Le canal
reste donc sous forme active, lié¢ a I'ATP (Randakal, 1999). Dailleurs, la mutation
G1349D localisée dans le NBD2 supprime l'effetvatéur de la génistéine (Meliet al,
2004).

Par ailleurs, la génistéine est capable de restdeserégulations réciproques entre
ENaC etAF508 ou entre ENaC et le mutant G551D (Suatidl, 2002a ; Suauct al,
2002b).

Les flavones et isoflavones possedent d'autresiptép qui pourraient étre bénéfiques
pour le traitement de la mucoviscidose. La gémistéaurait ainsi des propriétés anti-
inflammatoires permettant de diminuer la sécrééroessive d'interleukine-8 par les glandes
bronchiques mucoviscidosiques (Tabatyal, 1999). En outre, la quercétine (Fig.43) est
capable de moduler I'expression de certaines cbapes de la famille Hsp. Elle diminue

notamment I'expression de Hsp70 (Hosokatval, 1992).

Les benzimidazolones et benzoxazoles

La famille des benzimidazolones est constituée amposés dérives d'un colorant
utilisé en peinture industrielle. Les benzimidane® substitués, NS004 et NS1619 (Fig.44),
activent les protéines CFTR sauvage et mAtE®08 a condition que les cellules soient
perméabilisées (Gribkofét al, 1994 ; Champignyet al, 1995). Un autre composé de la
méme famille, 1-EBIO (1-ethyl-2-benzimidazolinon@ytive aussi CFTR mais il stimule
également les canaux potassiques basolatérauésgar le calcium ainsi que les canaux
potassiques activés par I'AMPc (Dewtral, 1996a ; Devoet al, 1996b ; Cuthberét al,
1999). L'activation de CFTR serait a la fois dieeet indirecte. La voie indirecte résulterait de
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l'activation des canaux potassiques conduisant e hyperpolarisation de la membrane

apicale, et augmenterait le gradient électriquer jeupassage d'ions chlorures a travers
CFTR.

R’
N (0]
Q= >
N
i N i H
Benzimidazolones & Benzoxazoles
Chlorzoxazone; R = -Cl,R'==0
NS004; R =-CF;, R'= Zoxazolamine; R =-Cl, R'=-NH,
NS1619; R=-CF3, R'=
HO
1-EBIO; R =-H, R'=-CH,-CH,4

Figure 44. Structure des composés de la familles sidbenzimidazolones et des benzoxazoles (d'af
Schultz et al, 1999).

La chlorzoxazone, de la famille des benzoxazolég.4E), est approuvé par la FDA
(Food and Drug Administration) comme traitement mpasoulager les contractures
musculaires. La chlorzoxazone ainsi qu'un autre puoz® de la méme famille, la
zoxazolamine, stimulent indirectement CFTR par lisb de [l'activation de canaux
potassiques Gadépendants (Singkt al, 2000). Par ailleurs, la chlorzoxazone et le cosgpo
1-EBIO sont également capables de stimuler l'altisorgodique par activation indirecte de
ENaC (Gacet al, 2001).

Les composés benzo[c]quinolizinium

Les composés Benzo[c]quinolizinium ont été obtepais synthése chimique. Ils sont
des activateurs directs de CFTR qui n'affectenigmtaux intracellulaires d'’AMPc ou d'ATP,
ni l'activité des phosphatases (Betal, 1999). Un composé de cette famille, le MPB-07, es
méme capable de corriger le défaut d'adressage whantmAF508 dans des cellules

épithéliales nasales humaines fraichement isol@esreret al, 2001). Cette restauration de
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la localisation du mutant provient d'une protectiontre la dégradation du mutant par liaison
au niveau du NBD1 (Stratforet al, 2003). De plus, le MPB-07 réduit également laonse
inflammatoire aprés I'exposition des cellulesPa aeruginosa(Dechecciet al, 2007).
Cependant, cette molécule est photosensible eigrade rapidement (Oliviet al, 2002).

Les inhibiteurs de phosphatases et de phosphothsst®

L'activité de CFTR est régulée par une balanceedtdction positive des kinases et
I'action négative des phosphatases. L'inhibition'atdivité des phosphatases pourrait donc
avoir un effet bénéfique sur l'activite de CFTR cefrtains de ses mutants. Ainsi, des
inhibiteurs des phosphatases PP1 et PP2A, comma&yeauline A, l'acide okadaique ou la
microcystine, permettent d'activer CFTR (Bergeral, 1993 ; Hwanget al, 1993). Des
inhibiteurs de la phosphatase PP2B ont égalememtréndeur capacité a activer CFTR
(Fischeret al, 1998). Les inhibiteurs des phosphatases alcaloteame le levamisole et le
bromotetramisole (Fig.45), sont également capathdestimuler la conductance chlorure de
CFTR sauvage ainsi que différents mutants telsRLE7H, G551D eAF508 (Becget al,
1993 ; Beccet al, 1994). Il faut cependant que le mutA508 soit exprimé a la membrane

plasmique par abaissement de la température déentramnt avec une chaperonne chimique.

R
HN —
; s _/ N\ 4
R!
R o b
Bipyridinones
Levamisole; R =-H Milrinone; R =-CHj3 R'=-CN
Bromotetramisole; R =-Br  Amrinone; R =-H, R'=-NH,

Figure 45. Structure du lévamisole et sowlérivé bromotétramisole ainsi que des composés de flamilles

des bipyridinones (d'apres Schultzt al, 1999).

Les inhibiteurs de phosphodiestérases, en augmiefgantaux intracellulaires en
nucléotides cycliques peuvent également activer CHIes composés de la famille des
bipyridinones, I'amrinone et la milrinone (Fig.45pnt des inhibiteurs de phosphodiestérases
et activent CFTR en augmentant le taux d'/AMPc aditalaire (Kelleyet al, 1995). Ces
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composés sont également capables de stimuler lentAF508 dans des lignées cellulaires
humaines et des cellules épithéliales humaineéasdKelleyet al, 1996). Une étudm vivo
réalisée chez la souris homozygA508 a montré que l'association de la milrinonecawe
activateur de la PKA permet de restaurer une réptsctionnelle au niveau de I'épithélium
nasal de ces animaux, alors que la milrinone sewlBactivateur de la PKA seul sont sans
effet (Kelleyet al, 1997b). De méme chez les patients mucoviscidesida milrinone seule
n'a pas d'effet sur les mutatiohi8508 et G551D (Smitht al, 1999).

Autres molécules activatrices de CFTR

Divers autres composeés naturels ou de synthesesgsceptibles de stimuler la fonction
de CFTR. Le peptide natriurétique de type C adivsi CFTR et inhibe I'absorption sodique
dans des lignées cellulaires humaines et chezuass(Kelleyet al, 1997a ; Kelleyet al,
1998).

Par ailleurs, certains anesthésiques de la famdéke alkanols peuvent activer CFTR

sauvage et le mutaAF508 membranaire (Marcet al, 2004).

Ces derniéres années, la technologie de criblagau&débit a permis de mettre en
évidence de nouveaux activateurs des protéinefRGETlivage et mutantes G551DARB08
cultivées a basse température. Puis, la synthesdiffigents dérivés de ces molécules
activatrices a conduit a améliorer leurs effets @lal, 2002 ; Yanget al, 2003 ; Pedemonte
et al, 2005b). La méme technique a été employée pouwudéic des molécules capables de
corriger le défaut d'adressage&i€508 (Pedemontet al, 2005a). Ces résultats récents n'ont

pas encore fait I'objet d'étudevivo.

Peu importe le type de molécule envisagée poureksais de traitement de la
mucoviscidose, les résultats obtenus chez lesnpsits®nt généralement moins percutants que
sur les lignées cellulaires ou sur les animaux.aifi@urs, pour que les études pré-cliniques et
cliniques soient concluantes, l'effet des placaltdsés doit étre contrblé. Ainsi, la quinine
est un composé aromatique fluorescent souverséutilians ce type d'études car elle permet de
masquer le golt des substances testées, notammepibguant des canaux potassiques
(Cummings & Kinnamon, 1992) (Fig.46). La quininedabord été utilisée pour traiter le

paludisme. Elle est présente aussi en trés faildatgé dans certaines boissons comme Il'eau
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tonique (Fig.46B). Cette molécule a également éérid pour influencer le transport
électrolytiqgue au niveau des cellules épithélidlesnchiques humaines en culture primaire
(Devoret al, 2000). De plus, une étude récente démontre qgeiténe altere la perméabilité
épithéliale et inhibe l'activité de CFTR (Batetsal, 2007). Par conséquent, son utilisation

dans les protocoles d'étude clinignevivo doit étre repenseée.
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Figure 46. (A) Structure moléculaire de la quinineet (B) illustration des propriétés fluorescentes dda
quinine contenue dans certaines boissons.

4- Les activateurs de protéines "alternatives"

Alors que le transport chlorunda CFTR est absent ou tres limité chez les patients
mucoviscidosiques, le transport chlorure activé lgarcalcium est fonctionnel chez ces
patients et peut étre activé par I'ATP et TUTRz#all et al, 1986 ; Boucheet al, 1989 ;
Masonet al, 1991). En association avec I'amiloride pour iehibabsorption sodique par
ENaC, I'UTP permet d'améliorer la clairance mudaiceé des patients mucoviscidosiques
(Bennettet al, 1996). Cependant, I'effet obtenu est actuellerdentrop courte durée pour

avoir une significativité clinique dans le temps.

Par ailleurs, la description d'un cas clinique avesu de nouvelles perspectives
thérapeutiques dans la mucoviscidose pour des cg@spanti-tumoraux. Ainsi, un patient
mucoviscidosique traité pour une tumeur maligne aes symptoémes respiratoires s'estomper
et son infection &. aeruginosalisparaitre apres la chimiothérapie (Lallemandl, 1997).

La fonction respiratoire de ce patient est devajquesiment normale et il n'a plus besoin de
suivre son traitement par physiothérapie pour ar@lila clairance du mucus. Pourtant, le

test de la sueur est toujours révélateur de la mscidose. Des tests plus poussés ont réveélé
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la présence d'ARNmM des géenes MDR et MRP dans ladeseépithéliales nasales de ce
patient, alors que ces ARNm ne sont pas détectables un sujet sain. MDR (MultiDrug
Resistance protein) et MRP (Multidrug Resistancmeaated Protein) sont des protéines
appartenant a la famille des transporteurs ABCpguiagent 30 et 50 % d'homologie avec
CFTR, respectivement. Ces protéines permettentetexifier les cellules et conférent ainsi
une résistance a certaines molécules habituellen&astes. Or, certains transporteurs ABC
sont capables de compenser la fonction défectuduse autre protéine de la méme famille
(Tommasiniet al, 1996). D'ailleurs, la sur-expression de CFTR dams lignée cellulaire
murine confere a ces cellules un phénotype proeheetiules exprimant MDR ou MRP (Wei
et al, 1995). De plus, des substrats de MRP sont capabieteragir avec CFTR pour
moduler sa conductance chlorure en l'inhibant @defis& Hanrahan, 1999). Il est ainsi
possible que MDR et MRP puissent suppléer certafoestions de CFTR, expliquant
I'amélioration des symptdomes observée chez le matrucoviscidosigue ayant subi une
chimiothérapie. Par ailleurs, la doxorubicine gék dans les traitements anti-cancéreux
permettrait, en inhibant l'interaction avec Hspd8, corriger en partie le défaut d&€508,
faisant de cette molécule une possible chaperohimeique (Maitraet al, 2001 ; Maitra &
Hamilton, 2007). Mais ces résultats sont en désdcawec ceux réalisés dans une lignée
cellulaire humaine dans laquelle la doxorubicinenglke I'expression de MDR mais inhibe
celle de CFTR en diminuant son taux d'/ARNm (@aal, 2003).

En outre, l'azithromycine, un antibiotique utilig®ur lutter contre les infections
bactériennes dans la mucoviscidose, semble aysableade compenser les dysfonctions de
CFTR. En effet, un traitement journalier pendantatgel semaines a l'azithromycine de
patients mucoviscidosiques permet d'augmenter feigiivement la conductance chlorure
apicale de I'épithélium nasal. Une corrélation fposia été décrite entre le taux d'/ARNm de
MRP et la restauration de la différence de poteatieniveau de I'épithélium nasal (Pradal
al., 2005). Cependant, deux autres études n'‘ont pakrde modification des taux d’ARNm
MDR ou de différence de potentiel nasal aprésetnaént a I'azithromycine, méme si une
amélioration des symptomes respiratoires a étérobsgBarkeret al, 2005 ; Equiet al,
2006).
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VIl- OBJECTIFS

La découverte en 1989 du gene impliqué dans la wsmidose a permis de grands
progres sur la compréhension de la maladie, la emiggace des symptémes et leur évolution.
Cela a permis d'envisager de nombreuses approdiérapeutiques ciblant différents
processus physiopathologiques, différents organesliféérentes mutations. L'étude des
protéines régulatrices de CFTR a permis de miemxpcendre les mécanismes moléculaires
régissant sa maturation, son adressage et satstalbi membrane des cellules. Aujourd'hui,
ces protéines régulatrices constituent de nouvealekes thérapeutiques potentielles pour
améliorer I'adressage membranaire et/ou la foncl&ecertaines protéines CFTR mutantes.

Dans ce contexte, mes travaux de thése se SoOrg, Wampremier temps, attachés a
étudier l'influence d'un partenaire protéique deTRFNHE-RF1, sur l'adressage et la
fonction de AF508, la protéine mutée la plus fréquente chezpbagents atteints par la
mucoviscidose.

En effet, NHE-RF1 interagit directement avec CFHRl[ et al, 1998 ; Shortt al,
1998 ; Wanget al, 1998) et occupe une fonction importante dangdsshge de CFTR
(Moyer et al, 1999 ; Moyeret al, 2000). La liaison entre CFTR et NHE-RF1 est égalat
cruciale pour le recyclage endocytigue de CFTRaedtabilité a la membrane, la suppression
de cette interaction conduisant CFTR a une dégoadatccélérée (Haardit al, 1999 ;
Benharougat al, 2001 ; Swiatecka-Urbaet al, 2002).

En revanche, aucune étude jusque la n‘avait étadiéelations qui pouvaient exister
entre NHE-RF1 et le mutaAf508.

Dans un second temps, la suite de mes travauxéede th été suscitée par la relation
fonctionnelle unissant le réceptdiradrénergique et CFTR.

En effet, notre équipe a démontré que le récefffeadrénergique est capable d'activer
CFTR par une nouvelle voie de signalisation, indélpate de 'AMPc/PKA (Leblaist al,
1999), mais impliquant les MAPK de type ERK1/2 (Rgpket al, 2005). Par ailleurs, ce
récepteur n'est pas sensible au phénomene de théigsatgn qui caractérise les deux autres
sous-type$; et3,. Par conséquent, dans le contexte de la mucouisejcivec des mutations
provoquant un défaut de conductance de CFTR ouws améection du défaut d'adressage
d'une mutation sévere, ce serait un bon candidat pagmenter l'activité de CFTR par
traitement pharmacologique avec un agoniste spéeifi Ce genre de traitement est
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facilement envisageable par aérosol au niveawagpdreil respiratoire, siege des symptomes
les plus graves. Cependant, jusqu'a présent, adtude n'a détecte la présence du récepteur
Bs-adrénergique dans les voies respiratoires huméiresf et al, 1993 ; Maket al, 1996).

Afin de clarifier les données de la littérature dieuxiéme objectif de ma these a donc
étée de caractériser par des approches complénentairécepteyss-adrénergique dans les
poumons humains. Compte tenu de ces caractéristiaativation par des taux élevés de
catécholamines, résistance au phénoméne de débsatilm), j'ai ensuite comparé son
niveau d'expression chez les patients mucovisadesi qui présentent un tonus adrénergique
élevé. En paralléle, les niveaux d'expressiorBdu3,-AR mais aussi de NHE-RF1 ont été

évalués et comparés entre les patients controlesi@viscidosiques.
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I- MATERIEL BIOLOGIQUE

1- Lignées cellulaires

La lignée A549 provient de I'ATCC (American Typel@te Collection). Elle a été
établie a partir d'un carcinome pulmonaire humasiald et al, 1973). Ces cellules
s'organisent en monocouche de cellules qui pewespblariser en culture sur filtre (Fosetr
al., 1998 ; Boseet al, 2001). Elles présentent les caractéristiques hubogigques et
métaboliques de cellules épithéliales alvéolaiesyge 1l (Lieberet al, 1976 ; Fosteet al,
1998). Ces cellules n'expriment pas la protéine EE& facon endogene (Finkbeiredral,
1993).

La lignée MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) de typeprovient de I'ATCC. Cette
lignée est issue de cellules rénales de chienscélkdes forment un épithélium polarisé en
culture et n'expriment pas CFTR de facon endogemetrairement aux cellules MDCK de
type | (Mohamecet al, 1997).

Les lignées 16HBE140- et CFBE41o- ont été obtermugses du Dr Dieter Gruenert
(California Pacific Medical Center, San Francis€d, USA). Ces deux lignées sont issues
d'un isolement de cellules épithéliales bronchighemaines chez un individu sain pour
16HBE140-, et chez un patient homozygote pA&508 pour CFBE4lo-. Ces cellules

forment un épithélium polarisé et expriment CFTRvsae ouAF508 de facon endogéne
(Cozenset al, 1994 ; Ehrhardet al, 2006).

Chacune de ces quatre lignées est cultivée danfladesies en plastique de 25 cm?
(Nunc, Polylabo). Pour les lignées 16HBE140- et EEFBo-, le fond des flasques est revétu
d'une solution a base de collagéne et de fiboromeetiin de créer un support biologique ayant
des caractéristiques proches d'une lame basale €tdtition de revétement est constituée de
milieu "LHC basal medium” complémenté en albumigeigaie bovine (100 pg/ml), en
collagene | bovin (31 pg/ml) et en fibronectine faime (10 pg/ml). Toutes les lignées sont
maintenues a 37°C dans un incubateur humidifiépesence de 5% de GOTous les
éléments nutritifs des cellules sont contenus dasamilieux de culture supplémentés en

sérum et antibiotique. La composition des milieaxie’ selon le type cellulaire (tableau 1).
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A549 MDCK 16HBE140- CFBEA4lo-
Milieu de culture Ham F12-K DMEM MEM + Earle's salt
Sérum de veau feetal (%) 10 10 10
Pénicilline (Ul/ml) 100 100 100
Streptomycine (ug/ml) 100 100 100
L-glutamine (mM) - - 2

Tableau 1. Compositions des milieux de culture.
Ham F12-K : milieu de Ham F12 modifié par KaighbBMEM : Dulbecco's moified Eagle's medium ; MENV

Minimum Essential Medium ; SVF : sérum de veau foeta

Les cellules ensemencées dans les flasques serdijusqu'a former un tapis cellulaire.
Quand la confluence des cellules atteint 80-90%s etont repiquées selon le protocole
suivant. Les 5 ml de milieu de culture de la flasgont retirés et remplacés par 2 ml de PBS
(Phosphate Buffer Saline) (tableau 2) contenaroGJ EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid).

PBS
NaCl (mM) 137
KCI (mM) 2,7
Na,HPO, (mM) 8
KH,PO, (mM) 1,5
pH (ajusté avec NaOH) 7,4

Tableau 2. Composition du PBS.

Le PBS permet de rincer le tapis cellulaire etimi@ler les traces de sérum. En effet, le
sérum peut inhiber I'action de la trypsine quildBisée aprés avoir retiré le PBS. La trypsine
est une enzyme digestive qui dégrade les protgagsettant aux cellules d'adhérer a leur
support. Ainsi le fond de la flasque est recoudertl ml de trypsine dilué a 0,25% dans du
PBS + 0,1% EDTA. L'EDTA est un agent chélateurfigant les ions C& et Md", il permet
la pleine activité de la trypsine. La flasque dstsaplacée a 37°C pour une activité optimale

de la trypsine. Le temps d'action de I'enzyme gebitet 10 minutes, dépend du type cellulaire.
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L'action de la trypsine est alors interrompue piditeon de 4 ml de milieu de culture. Les
cellules agglomérées sont séparées par des alexss successifs du milieu de culture dans
la pipette. La concentration cellulaire de la sasjmn est estimée sur lame de Malassez par
dilution au %2 avec un colorant vital, le bleu Trgg®05%. Les cellules sont ensuite diluées a
la concentration souhaitée dans 5 ml de milieuesEBont alors ensemencées dans une
nouvelle flasque et placées dans lincubateur & 3Pour les cellules 16HBE140- et

CFBE410-, le milieu de culture est changé tousléas a trois jours.

2- Les tissus bronchiques humains

Les tissus bronchiques humains sont obtenus ar sniti de biopsies bronchiques
réalisées chez des patients ayant subi une résqmiinonaire, soit de poumons explantés

lors d'une transplantation de patients mucovisoies.

Les prélevements sont transportés dans un miliere@esillement maintenu a 4°C. Ce
milieu est constitué de milieu RPMI 1640 suppléréemtec de l'insuline (1 pug/ml), de l'apo-
transferrine (1 pg/ml), de I'EGF (10 ng/ml), deydiocortisone (0,5 pg/ml), de l'acide
rétinoique (vitamine A) (10 ng/ml), de la gentamei(50 pg/ml), de lI'amphotéricine B
(fungizone) (2,5 pug/ml) et de la pénicilline/str@ptycine (200 U/ml). Ces tissus sont ensuite

congelés dans l'azote liquide et placés a —80°C yomel utilisation ultérieure.
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II- TECHNIQUES DE TRANSFECTION CELLULAIRE

1- Les vecteurs d'expression

Quelles qu'elles soient, les techniques de tratisfeqermettent le transfert d'une
séquence nucléotidigue codante dans une cellule Rdutes les séquences nucléotidiques
utilisées dans nos travaux sont des ADN complénrest§dADNC) insérés dans un vecteur
d'expression ou plasmide pcDRlAI bien qu'ils sont sous contrble d'un promotelnaeyote
fort d'origine virale, le promoteur CMV (Cytoméguais). Le plasmide pcDNAcontient

également des séquences procaryotes qui permsdte@plication en systeme bactérien.

Deux techniques de transfection transitoire ontuét&sées pour nos travaux : la micro-

injection intranucléaire et la transfection parteec synthétique.

2- La micro-injection intranucléaire

La technique de micro-injection intranucléaire dstesa injecter les plasmides d'intérét
directement dans le noyau des cellules a l'aideed'micropipette de verre. Chaque
micropipette est fabriquée par étirement d'un tEpl de verre grace a une étireuse
horizontale (modele P87, Sutter Instrument CorpamatLe diameétre interne de la pointe est

de 0,5 £ 0,2 um. La micropipette est remplie dé @gda solution contenant les plasmides.

La solution d'injection dans laquelle sont dilués plasmides contient 0,5% de FITC
(fluorescéine isothiocyanate) couplé au dextranFLEC a la propriété de fluorescer a une
longueur d'onde de 530 nm aprés excitation versdB8Le dextran, de poids moléculaire
150 kDa, augmente I'encombrement stérique du FtTe&n@éche ainsi sa diffusion au travers
des membranes plasmique et nucléaire des cellldesolution est iso-osmotique et contient
40 mM de NaCl, 50 mM de NaOH, 50 mM d'HEPES (4-y&+bxyethyl)-1-piperazine
ethanesulfonic acid) ; son pH est ajusté a 7,4 &€t Avant sa premiére utilisation, la
solution plasmidique est filtrée par centrifugatiédr® 000 g pendant 15 minutes au travers
d'un tube filtrant (filtre en PVDF, crible 0,46 piEppendorf).

La pipette est ensuite fixée a un porte-canuleéréli un systéme pneumatique

(Transjector 5246, Eppendorf) capable de soumattrmilieu intrapipette une pression dont
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la valeur peut étre réglée. Dans nos conditiongmx@ntales, la pression d'injection est de
60 hPa et le temps d'injection est de 0,3 secorifigse deux injections, une pression de
compensation de quelques hPa empéche la remontéeilidu dans la micropipette par
capillarité. L'injection est suivie sous microscope épifluorescence (DIAPHOT-TMD,
Nikon). Un micromanipulateur électronique (Micronmrator 5171, Eppendorff) rend
I'injection semi-automatique et permet de mémoriserniveau vertical appelé "Z-limit"
(Fig.47A) auquel la pipette descendra a chaquetioje L'expérimentateur doit donc placer
la pointe de la pipette au-dessus des noyaux (FBj.dt déclencher l'injection (Fig.47C). Le
micromanipulateur étant couplé au systeme pneum&iigansjector, l'injection de la solution

plasmidique est synchronisée avec I'entrée dedeopipette dans le noyau de la cellule.

A

_____ I_.O._.I_._é_._l._.G._.l_._e_._l._._. Z-limit
B

_____ [_.O._.l_._®_._I._.O._.l_._e_._]._._.
C

Figure 47. Représentation schématique de la technig de micro-injection intranucléaire.
A : mise en mémoire de la "Z-limit".
B : placement de la pointe de la micropipette au-dedswnoyau a injecter.

C : injection.
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La technique de micro-injection intranucléaire prés plusieurs avantages :

1. La quantité de plasmide injectée dans chaquawegt contrélée. En utilisant
un radioélément®{technétium) comme marqueur, le volume injecté @éue estimé. Ainsi,
dans nos conditions expérimentales, ce volumeeas$brire du picolitre. Cela correspond a

environ 10 000 copies de plasmide pour une coraigonrintrapipette de 100 pg/mil.

2. Le rendement de transfection peut égalementaétgament estimé grace a un
gene rapporteur comme celui de fegalactosidase. Il est alors possible de compager |
nombre de cellules colorées en bleu 24 ou 48 heapess injection au nombre de cellules

micro-injectées. Ainsi, selon le type cellulaire réndement est compris entre 60 et 80%.

3. Cette technique est reproductible et applicalldférents types cellulaires.

En revanche, cette technique n'est pas approprég pPétude d'une population
importante de cellules. Dans ce cas, les celluteg plutdt transfectées avec un vecteur
synthétique.

3- Transfection par vecteur synthétique

La transfection par vecteurs synthétigues consistatroduire dans les cellules la
séquence codante grace a une molécule capablendenser I'ADN et de lui faciliter I'entrée
dans les cellules. Pour ces expériences, nous awiig® un polymere synthétique de

transfert de géne, le JetPEI (Polyplus transfectitikirch, France).

Le protocole employé est celui préconisé par lerfigseur et est décrit ci-apres. Pour
de type de transfection, les cellules ont été eeseges lors du repiquage dans des plaques 6
puits. La transfection a lieu lorsque les cellues atteint environ 80% de confluence. Pour
chaque puits de cellules, il faut préparer d'unme ag d'ADN plasmidique dilué dans 100 pl
de NaCl 150 mM, et d'autre part 6 pul de JetPElédé#galement dans 100 ul de NaCl 150
mM. Le polymere est ensuite mélangé a I'ADN etdaitson est mise a reposer pendant 15
minutes a température ambiante. Les 200 ul deigonlsbnt alors déposés et homogeénéisés
avec les 2 ml de milieu de culture du puits. Ldtulas sont remises a 37°C pendant 24 ou
48h.
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l1I- BIOLOGIE MOLECULAIRE

1- Préparation des ARN totaux

Des préparations d'’ARN totaux ont éeté réaliséesr peahercher I'expression de
différents transcrits dans les lignées cellulageslans les tissus bronchiques humains. Pour
cela, un protocole d'extraction utilisant le trif@libco BRL, France), technique dérivée de la
méthode au guanidinium thiocyanate-phénol-chloro®o(Chomczynski & Sacchi, 1987), a
éte utilisé. Les cellules ou tissus sont mis ailbec dans le trizol pendant 15 minutes a
température ambiante. Les tissus sont préalablebrepés au polytron dans le trizol. Aprés
les 15 minutes d'incubation, 0,2 ml de chloroforese ajouté par ml de trizol. L'homogénat
obtenu est incubé 3 minutes a température ambpagecentrifugé a 4°C pendant 15 minutes
a 12 000 g. La phase aqueuse supérieure contersaARNS totaux est récupérée et mise a
précipiter avec 500 ul d'isopropanol par ml deotriAfin d'optimiser cette précipitation, les
préparations sont incubées 15 minutes a tempéranmgiante puis centrifugées a 4°C
pendant 10 minutes a 12 000 g afin de former uat@ARN. Ce dernier est lavé avec 1 ml
d'éthanol 75° par ml de trizol avant de subir uaevelle centrifugation de 5 minutes a 4°C et
7500 g. Les culots sont alors partiellement sédtégpris dans un volume adéquat d'eau.
Afin d'obtenir une dissolution optimale, les pregiems sont placées a 65°C pendant 10
minutes puis immédiatement stockés dans la glaaegualité et les concentrations de nos
extraits sont estimées par spectrophotometiade rapport des densités optiques 260/280 nm
sur un appareil NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Techgiel® Wilmington, Delaware, USA).
Ce rapport doit étre supérieur a 1,6 et proche din2d'exclure toute contamination par des
sels ou des protéines. Une unité de DO a 260 nmesmond a 40 pg/ml d'ARN.
Parallelement, une migration des ARN par électrogdm sur gel d'agarose permet d'évaluer
leur qualité. Les ARN ribosomaux, majoritaires daastype de préparation, sont visualisés
sous la forme de deux bandes correspondant auxiRElomaux de 28 et 18S. La qualité de

ces ARN ribosomaux reflete la qualité des ARN deenpréparation.
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2- Réverse transcription et amplification par polynérisation
en chaine (RT-PCR)

Les ARN messagers ainsi obtenus sont réverse-tinen ADN complémentaires afin
de subir I'amplification par PCR (Polymerase chiaaction).

1- La réverse-transcription

Les ARN sont réverse-transcrits en ADN complémeesaa partir d’hexanucléotides
aléatoires. La zone d'hybridation entre I'ARN le¢Xanucléotide sert de site d'initiation pour
une ADN polymérase ARN dépendante d'origine virgde M-MLV reverse-transcriptase
(Murine Moloney Leukemia Virus reverse transcriplagGibco BRL, France). Aprés une
dénaturation de 10 minutes a 70°C, les ARN soniliés 90 minutes a 42°C dans le milieu
réactionnel suivant :
- 1 ul d'hexanucléotides aléatoires a 3 pg/ul (tagen, Cergy Pontoise, France) ;
- 4 ul de tampon commercial « first-strand buffeb> (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France);

- 1 ul de dNTPs a 10 mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTRYiffogen, Cergy Pontoise,
France);

- 1 ulde DTT 0,1 M (Invitrogen, Cergy Pontoiseaifice);

- 1 ulde M-MLV a 200 U/ul (Invitrogen, Cergy Porige, France).

La réaction de réverse-transcription est arrétéelpauffage a 93°C pendant 3 minutes.
Des incubations contrdles dites non réverse-tregs¢NRT) sont réalisées sur la base du
méme milieu réactionnel, sans l'enzyme qui est l@pde par un volume équivalent d'eau.
Ces réactions ont pour but de mettre en évideneeéuentuelle contamination par 'ADN

génomique, source d'artéfact pour l'interprétatieia PCR.

2- Amplification par réaction en chaine de polymeésation

Les ADN complémentaires ainsi synthétisés sont diggppar PCR qui consiste en une
amplification d'un fragment défini d'ADN par hybaiibn d'amorces oligonucléotidiques
spécifiques. Un cycle de PCR comporte différentapes a des températures définies :

- une phase de dénaturation de 'ADN matriciel @9dendant 45 secondes ;
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- une phase d'hybridation des amorces spécifiges®xtrémités de la portion d'’ADN
a amplifier avec une durée et une température eropr chaque couple
d'oligonucléotides ;

- une phase de synthese du brin d'ADN a 72°C peridannute.

Une PCR est composée d'un nombre adapté de cyalepldication, de 30 a 40, en
fonction du niveau d'expression du transcrit reciér Le mélange réactionnel est le suivant :

- 2,5uld'ADNc ;

- 2,5 pl de tampon commercial 10X (500 nM KCI, 18MrivigCl,, 100 mM Tris-HCI,

pH=9);

- 0,5 pl d'oligonucléotides sens (20 pmol/l) ;

- 0,5 pl d'oligonucléotides anti-sens (20 pmol/l) ;

- 0,150 ul de Tag DNA polymérase (Amersham, France)

- de l'eau afin d'avoir un volume final de 25 pl.

géne nom de sens séquence température taille
considéré I'amorce q d'hybridation d'amplification
GAPDH GAPDH S2 S_enS 5'-actggcgtcticaccaccatggagaaggct-3' 65C 700 pb
GAPDH AS1 anti-sens 5'-ctccttggaggccatgtaggccatgaggte-3'
B-AR B1ARS S.enS 5'-gctgcagacgctcacca- 3' 60C 212 pb
B1ARAS anti-sens 5'-gcgaggtageggtcecag-3'
B-AR B2ARS S_enS 5'-cacagccattgccaagttcg-3' 60C 287 pb
B2ARAS anti-sens 5'-cgggccttattcttggtcage-3'
B3AR1S sens 5'-agctetcttgecccatg-3' 505 pb
Bs-AR B3AR2S sens 5'-acctggctgtgaccaac-3' 55C 122 pb
BL3AS anti-sens 5'-actggctcatgatgggege-3'
NHE-RF1 NHERF-1107S S-enS 5'-gagaccaagctgctggtg-3’ 55C 317 pb
NHERF-1405AS anti-sens 5’-ggccagggagatgttgaag-3’
- sens - -3
CETR CFTR-1186S _ 5-aatgtaacagcctictgggag-3 55C 371 pb
CFTR-1557AS antl-sens 5'-gttggcatgctitgatgac-3’

Tableau 3. Caractéristiques des amorces oligonuclgdiques utilisées pour les expériences de PCR.

Une fois la PCR réalisée, 5 a 10 ul des différeimesbations avec ou sans réverse-
transcription sont mis a migrer sur gel d'agaraseesence de bromure d'éthydium (0,5

mg/ml). Pour chaque réaction d'amplification, lesttdles suivants sont effectués :
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- un contréle négatif ou 'ADNc est remplacé pard'dau afin de mettre en évidence
une éventuelle contamination du mélange réactionnel

- un controle positif sur la base d'un plasmideteoant le gene d'intérét afin de
valider le protocole d'amplification ;

- un point non reverse-transcrit afin de mettre éwidence une éventuelle

contamination par de 'ADN génomique.

3- RT-PCR quantitative en temps réel

La RT-PCR quantitative en temps réel permet la tfigation précise des taux
d’ARNm. Dans le cadre de cette technique, la réveeenscription est réalisée avec un kit
commercial spécifique (Applied Biosystems). La PQ@Rintitative est réalisée classiquement
en quantifiant les produits amplifiés en fin decté&@m. Or, a ce stade, les produits réactionnels
sont limitants et la quantité de produit amplifi@tgeint un plateau, si bien que les quantités
détectées ne sont plus proportionnelles aux geéantiitiales. La PCR quantitative en temps
réel permet de suivre l'accumulation des produits caurs de la phase exponentielle

d’amplification.

Deux méthodes distinctes peuvent étre utilisées.pteamiére méthode utilise des
amorces couplées a un fluorochrome (6-carboxy-disgine) et spécifiques de la séquence
cible. La seconde technique utilise des amorcekatidiques classiques mais la solution de
réaction contient un agent fluorescent (SybR Gremn) s'intercale dans les molécules
d'acides nucléiques a double brin. Un inconvénilentette seconde méthode est que le SybR
Green peut s'intercaler dans n'importe quel ampli@e probléme n'est pas rencontré si les
amorces utilisées sont spécifiques. De plus, ont peérfier I'amplification non spécifique
éventuelle a la fin des cycles de PCR en analysacburbe de dissociation, c'est-a-dire en
mesurant la fluorescence en fonction de I'élévatimgressive de la température. En effet, un
pic de fluorescence apparait lorsqu'un amplicondéshybride. S'il y a un seul type
d'amplicon, il n‘apparait qu'un seul pic. Pour Eng du récepteups-adrénergique, la
technique de Sybr Green a été choisie car aucunarcandirectement couplée a un
fluorochrome n'était suffisamment spécifigue duedmmain. Pour les autres genes, les
amorces ont été fournies par Applied Biosystems.
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Quelle que soit la méthode de PCR quantitative eyég, a chaque cycle de PCR, la
quantité d’amplicons est en théorie multiplié pauxiet le niveau de fluorescence augmente

en conséquence (Fig.48).
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Figure 48 : Représentation graphique de I'évolutiorde lafluorescence lors d'une PCR quantitative en tem
réel.

ARN (reporter normalized) : variation de la fluoessoe par rapport a la fluorescence basale.

Les premiers cycles de PCR sont caractérisés gafaille variation de I'émission de
fluorescence. L’évolution de la fluorescence egrrdsentée sous forme @d&kn (ou ARn
symbolise la variation de fluorescence par rapparhe fluorescence basale) en fonction du
nombre de cycles de PCR. Apres un certain nombmydes, la quantité de produit amplifié
augmente et I'’émission de fluorescence devient jpiygortante. La méthode d’analyse
consiste a fixer un seuil de fluorescence détermeénaniere a ce que la quantité de produit
amplifié soit, a ce stade, en phase d’augmentatiponentielle sur une représentation
graphique logarithmique. La quantification des ABH réalisée en calculant le paramétre Ct.
Celui-ci correspond au nombre de cycles nécesspwas que le niveau de fluorescence
atteigne un cycle seuil fixé (Fig.48). Plus un étitlan posséde un nombre élevé de copies
initiales de la séquence ARN considérée, plus lawade Ct sera faible. Pour nos études,

nous quantifions les ARN des différents marquears@pport a un gene de référence : HPRT
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(Hypoxanthine Phospho-Ribosyl Transférase). Lesltas sont exprimés sous forme d&“2
et représentent I'expression des ARNm cibles pppod a HPRT (Livak & Schmittgen,
2001).

L’'appareil utilisé est le thermocycleur ABlI PRISMAOHT (Applied Biosystems). Ce
systéme comprend l'appareil PCR ainsi qu’une canuétectant la fluorescence qui est
pilotée par un ordinateur. Les résultats sont ad@slygrace au logiciel SDS 2.1 software

(Applied Biosystems).
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IV- ETUDE BIOCHIMIQUE

1- Western blot

1- Préparation des extraits protéiques

Les échantillons bronchiques humains ou les culietscellules sont recouverts de
tampon Ripa (PBS 1X, Nonidet P40 1%, déoxychola&esadium 0,5% et SDS 0,1%) en
présence d'inhibiteurs de protéase (Proteasesitothidmbcktail, Sigma, France). Les tissus
sont préalablement broyés dans le Ripa. L'incubatians le Ripa dure 30 minutes a 4°C.
Puis les homogénats sont centrifugés a 10 000 antdi@d minutes a 4°C afin d'éliminer les
débris cellulaires ainsi que les noyaux qui vomtier le culot. Le surnageant contient les
protéines en solution. Une seconde centrifugatient getre nécessaire pour obtenir un
surnageant limpide. Les concentrations protéiques durnageants ainsi obtenus,
correspondant a des lysats cellulaires totaux, &ealuées grace a un dosage colorimétrique
utilisant le réactif de Bradford (Biorad, Francey pecture automatisée de I'absorbance a 595
nm sur appareil Wallac 1420 VICTGR (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA).

2- Gels de protéines et analyse par immuno-empreiat

Les gels de protéines sont constitués d'une pegtielutive et d'une partie dite de

concentration qui sont coulées successivementoblgosition des gels est indiquée dans le

tableau 4.
Composition Gel résolutif Gel de concentration
Eau 4 ml 3,4 ml
Acrylamide 30% 3,3mi 830 ul
Tris 2,5 ml de solution a 1,5 M pH 8,8 630 pl de solutiona 1 M pH 6,8
SDS 10% 100 pl 50 pl
Persulfate d'ammonium 10% 100 pl 50 pl
TEMED 4l 5 pl

Tableau 4. Composition des gels de protéines.
SDS : sodium dodecyl sulfate
TEMED : N,N,N,N’-Tétraméthyléthylenediamine
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Les échantillons protéiques sont dilués avec uaonael équivalent de tampon de charge
(Tris/HCI 50 mM pH = 6,8, DTT 100 mM, SDS 2%, glyoE10% et Bleu de bromophénol
0,1 %). Le tout est dénaturé 10 minutes a 100°@igta migrer (tampon de migration : Tris
25 mM, glycine 250 mM, pH=8,3 et SDS 0,1%) a 8GaNttque les protéines sont dans le gel
de concentration puis a 100 V dans le gel de résaluSuite a un transfert sur une membrane
de nitrocellulose (HybondCsuper, Amersham, Frant@y, membranes sont incubées 30
minutes a température ambiante avec 5% de lait darfBBS (Tris buffer saline) et Tween
0,1% (TBST). Cette étape a pour but d'éviter uxatifon non spécifique des anticorps utilisés

dans la suite du protocole.

La dilution des anticorps primaires dans le TBSTievaelon l'anticorps utillisé. De
méme, le temps et la température d'incubation dmdanbrane dépendent de l'anticorps
primaire. Aprés l'incubation avec l'anticorps prireala membrane est rincée trois fois
pendant 10 minutes a température ambiante en TPSE elle est incubée, toujours a
température ambiante, dans une solution d'anticeepsndaire couplé a une enzyme HRP
(Horse radish peroxidase) (Sigma, France) dilugé/a0 006™ en TBST/lait 1%. L'anticorps
secondaire est dirigé contre l'espéece qui a sardiéxeloppement de l'anticorps primaire. Les
membranes sont ensuite révélées par chimiluminescaur film photographique a l'aide du

kit Immobilon Western (Millipore, France).

3- Quantification de I'expression protéique

La densité des bandes des films photographiquesa&silée par un logiciel d'analyse
d'images, MetaMorph (Universal Imaging). Pour cleguotéine, un ratio est calculé par
rapport a lintensité d'une protéine de référedaeGAPDH. A partir des valeurs ainsi
obtenues au cours d'expériences successives, ulyenng est calculée pour chaque
échantillon de tissu. Puis, pour les tissus demist controles, une moyenne est calculée a
partir des moyennes des différents individus. Qetigenne est ensuite normalisée a 1. Ainsi,
pour le groupe d'individus mucoviscidosiques, layemme est calculée en fonction de la

normalisation du groupe contrdle.

Pour chaque protéine étudiée, la significativité laledifférence observée entre les

groupes de cellules ou de tissus est analyséengastt de Student non apparié.
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2- Immunomargquage

1- Sur les lignées cellulaires

Pour les immunomarquages, les cellules sont cekivéur des lamelles de verre
disposées au fond d'une plaque 6 puits. Le mileeaudture est d'abord retiré puis les cellules
sont rincées au PBS et fixées dans du paraformaldetilué a 4% dans le PBS pendant 30
minutes a 4°C. Les cellules fixées sont alors Bac@vec du PBS et les lamelles sont mises a
incuber en chambre humide avec l'anticorps prindilte® dans le PBS supplémenté en BSA
2% (Bovine serum albumin). La durée et la tempéeatlincubation dépendent de l'anticorps
primaire. Aprés cette incubation, les lamelles sontées trois fois en PBS et mise a incuber
pendant 1 heure a température ambiante avec dgpdicecondaire couplé a une molécule
fluorescente (Invitrogen, Cergy Pontoise, Frandajileé dans le PBS-BSA 2%. Les lames
sont alors rincées avec du PBS et montées en BB8rgl 50% pour observation au

microscope a épifluorescence ou au microscope cahfo

2- Sur les tissus bronchiques humains

Les lames de tissus bronchiques humains contrélesieoviscidosiques sont obtenues
auprés du service d'anatomo-pathologie de I'hnép@géhnec de Nantes. Ces coupes de tissus
sont incluses en paraffine. Lors de leur utilisatmwour immunomarquage, les lames sont
préalablement déparaffinées et réhydratées regpawnt par deux bains de 10 minutes dans
du xyléne et par bains successifs en quantité tsarmte d'alcool, et pour finir par un bain de
PBS. Les peroxydases endogenes sont alors inhplaées bain de 10 minutes a température
ambiante dans du PBS contenant 1% d8;HLes lames sont ensuite incubées 30 minutes a
température ambiante avec 10% de sérum normaledeete dans laquelle a été produit
I'anticorps secondaire qui sera utilisé. Apresstricages en PBS, une incubation en chambre
humide est effectuée avec I'anticorps primaireéddans le PBS avec 1,5% du méme sérum
normal. Cette incubation est réalisée a tempéraammbiante mais sa durée dépend de
I'anticorps primaire. Apres trois ringcages, lesdarsont incubées en chambre humide pendant
1 heure a température ambiante avec l'anticorpmndaae couplé a HRP dilué dans le PBS
avec 1,5% du méme sérum normal. Les lames soréasnet révélées avec le kit DAB SK-
4100 (Vector, France) puis colorées a 'hématoxylpour marquer les noyaux. Les lames
sont alors montées en milieu DPX (Sigma, Francelr pme observation en microscopie

optique.

110



MATERIEL ET METHODES

V- ETUDE FONCTIONNELLE : MICROCYTOFLUORIMETRIE

Le transport des ions chlorures a travers la menebpdasmique des cellules peut étre
mesuré par différentes techniques comme les effliex*°Cl, le patch-clamp et la
microcytofluorimétrie. L'avantage de la microcytaftimétrie réside dans la possibilité de
travailler simultanément sur plusieurs cellules.g&mnde sensibilité lui permet également de

détecter de tres faibles variations de la conceatrantracellulaire en ions chlorures.

Le 6-méthoxy-N-(3-sulfopropyl)-quinolinium (SPQ)tame sonde fluorescente qui est
incorporée aux cellules. Le SPQ est excité a ungueur d'onde comprise entre 320 et 350
nm et il émet a une longueur d'onde de 450 nm.lu@dscence du SPQ est sensible aux
halogénures qui provoquent des extinctions de wsadscence (llisley & Verkman, 1987).
Ces extinctions varient selon I'halogénure considée classement des halogénures réalisé
selon leur puissance d'extinction de la fluoreseehc SPQ est le suivant : ions iodures > ions
bromures > ions chlorures. Le thiocyanate, le glata et le citrate font également varier la
fluorescence du SPQ. Par contre, le SPQ est itdenaux ions nitrates, bicarbonates,
phosphates, sodiques, calciques, potassiques @ifaux variations de pH (llisley &
Verkman, 1987). Le SPQ est couramment utilisé praractériser les cellules exprimant
CFTR.

1- Dispositif expérimental

L'installation de microcytofluorimétrie est compes#un microscope a épifluorescence
(DIAPHOT-TMD, Nikon) couplé a un systéme de « videmging » (Fig.49). La source de
lumiere est une lampe halogéne de 100 Watts. Lposiisf est concu de maniere a permettre
l'observation a la fois du FITC dans les noyaux cetules micro-injectées (utilisée pour

repérer les cellules injectées) et celle du SPGneedes efflux d'ions chlorures).

Pour l'observation du FITC, la lumiere incidentefésée par un filtre d'excitation qui
laisse passer le spectre d'excitation du fluoraoler@g450-490 nm). Cette lumiére arrive sur
un miroir dichroique (DM510) qui réfléchit la lunéde longueur d'onde inférieure a 510
nm. Ainsi, toute la lumiére qui a traversé le &ltf'excitation est réfléchie vers les cellules par
le miroir dichroique. Le FITC contenue dans ledubet est excité et émet un spectre de
longueur d'onde autour des 530 nm. La quasi-tétal ce spectre traverse le miroir

dichroique qui laisse passer les longueurs d'ongéreures a 510 nm, puis le filtre barriére
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qui laisse passer les longueurs d'ondes supériaus@® nm. Cette lumiere est réfléchie par

un prisme qui la conduit jusqu'a la caméra vidéxtdided ISIS camera system, Photonic

Science).
@ lumiere visible
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Figure 49. Représentation schématique du montage grimental de microcytofluorimétrie adapté a la sode
SPQ.

ROI : region of interest.

Pour les mesures de fluorescence en microcytofhéirie, le principe est le méme,
mais les caractéristiques du filtre d'excitatiorane-passante a 360 nm), du miroir
dichroique (DM 380) et du filtre barriere (420 nsont adaptées au SPQ (Fig.49). Devant la
cameéra, un filtre qui posséde une bande passati® am permet d'éliminer toute source de
lumiére contaminant celle émise par le SPQ. Laéduenqui arrive jusqu'a la caméra est alors
amplifiée et analysée par le programme informati§leo3b (IMSTAR). Ce programme
permet de suivre, pour chaque cellule sélectiosnédécran de contrdle et indépendamment
des cellules voisines, les variations de l'inténdi la fluorescence F du SPQ en fonction du

temps.
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2- Protocole expérimental

Les cellules sont mises en culture dans des ba@é%etri dont le fond est percé afin d'y
placer une lamelle de verre qui adhere grace plikagbion d'une graisse infusible. Les boites
de cellules sont étudiées 24 heures aprés leutustentransfection. Elles sont chargées en
SPQ par choc hypotonique : les cellules sont inesil@é37°C pendant 10 a 15 minutes avec
un mélange volume a volume constitué d'une paneddolution de SPQ 20 mM diluée dans

une solution de tyrode (tableau 5) sans calciurd'aeitre part d'eau stérile.

TYRODE
NaCl 145 mM
KCI 4 mM
HEPES 5mM
Glucose 5mM
CaCl, 1mM
MgCl, 1 mM
pH (ajusté avec NaOH) 7,4

Tableau 5. Composition de la solution de tyrode.

Immédiatement apres la charge en SPQ, la boitetteddt insérée dans une chambre
de perfusion maintenue a 37°C. Les cellules sorfug&es en continu par une solution de
tyrode également chauffé a 37°C. Les cellules i@ sont repérées sous microscope grace
au FITC-dextran présent dans leur noyau. Puis $paditif est modifié afin de pouvoir
mesurer la fluorescence du SPQ. Les régions camegmt aux différentes cellules a étudier
ou ROI (Regions Of Interest) sont sélectionnéedobationnalité du canal CFTR est évaluée
par sa capacité a transporter les ions ioduiest(hitrates (N@). Les cellules sont perfusées
localement par gravité grace a un systeme de ®ds/gon (diametre interne de 0,25 mm)
appelé éjecteur. Chaque tube est relié a une seriogntenant les solutions riches en ions |
ou NGj, équivalentes a la solution de tyrode dans laguedl ions Clsont remplacés par les
ions [ ou NG (tableau 6).

113



MATERIEL ET METHODES

Solution NO 5 Solution | ~

NaNO3 145 mM Nal 145 mM

KNO3 4 mM KNOz 4 mM

HEPES 5 mM HEPES 5 mM
Glucose 5 mM Glucose 5 mM
Ca(NOs), 1 mM Ca(NO3), 1mM
Mg(NOs), 1 mM Mg(NO3), 1 mM

pH (ajusté avec NaOH) 7,4 | pH (ajusté avec NaOH) 7.4

Tableau 6. Composition des solutions de perfusiortilisées pour les expériences de microcytofluorimée.

Les cellules sont initialement perfusées par umeatiso riche en ions’l Ceux-ci étant
absents du milieu intracellulaire, ils entrent dées cellules selon leur gradient physico-
chimique, ce qui provoque une extinction de la isgcence SPQ (Fig.50A). Aprés avoir
atteint leur équilibre ionique (fluorescence F ditsde : F minimale), les ions’ |
extracellulaires sont remplacés par des iong MG vont alors entrer dans les cellules. Pour
ce faire, un éjecteur contenant une solution rieheNQ™ est placé au-dessus de la zone
étudiée. Les ions N vont chasser les ions dl'autant plus vite que la perméabilité des

cellules aux ions halogénures est grande (Fig.50B).

A B
3
CFTR crrr 0 Y °
e T | o =P

Figure 50. Représentation schématique de l'influerecde la soluion de perfusion sur l'intensité de fluorescenc
de la sonde SPQ.

A : perfusion extracellulaire d'ions iodured @ui entrent dans la cellule selon leur gradigmgsicochimique €
font diminuer la fluorescence de la sonde SPQ.

B : perfusion extracellulaire d'ions nitrates (NQqui entrent dans la cellule selon leur gradidmtgico€himique

chassent les ioné\ia CFTR, entrainant ainsi une augmentation de ladsmence.
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L'échange des ions ét NG;” entre le milieu extracellulaire et le milieu ircedlulaire
sollicite les canaux chlorures des cellules maissialeurs transporteurs endogeénes. Parmi
ceux-ci, le co-transporteur NK*/2CI est majoritairement impliqué. Afin de mesurer
principalement les échanges ioniques imputables camaux chlorures, le co-transporteur
Na'/K*/2CI" est inhibé par addition de 10 uM de bumétanidgn(@j France) dans les
solutions de perfusion. La sortie des ionglds cellules entraine une augmentation de la
fluorescence F du SPQ (car la sonde SPQ est ilderaix ions N@) (Fig.50B). Quand F
est maximale, les cellules sont a nouveau perfuséesda solutionlet la fluorescence F

diminue.

La cinétique de variation de la fluorescence du $BQdonc en corrélation avec le
nombre de canaux chlorures ouverts : plus il y algacanaux chlorures ouverts, plus la
variation de la fluorescence sera grande. Cettétigune correspond a la pente initiale de F
(dF/dt oup) lors de la perfusion des ions BO l'activation de CFTR correspondant a une
augmentation de la perméabilité membranaire aux ésh corrélée avec une augmentation de
la pentep, tandis que son inhibition s'accompagne d'une miitron dep. Lors de nos
expérimentations, la valeur de la pente bagaleagale) correspondant a l'activité basale de
CFTR est calculée (Fig.51). L'ajout de moléculesvatices ou inhibitrices de I'activité de
CFTR permet d'obtenir des pentes plus fortes ows fdibles respectivement. Ainsi, la
forskoline (Fsk), un agent activateur de l'adémylyclase, permet l'augmentation du taux
d'’AMPc intracellulaire et entraine l'activation @&TR par la PKA. De cette fagon, une
augmentation rapide de la fluorescence F du SP&tEaisée par une pente forpeHsk) est
obtenue (Fig.51).

200

150

Fluorescence

0 o 10 15 min
Figure 51. Cinétique des variations de fluorescena®e la sonde SPQ.

p basale : pente basale

p Fsk : pente en présence de forskoline
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3- Analyse des résultats

Les valeurs des pentgs mesurées dépendent a la fois de la perméabilitéians
iodures et de la concentration en SPQ dans leglegllPour que les pentes mesurées soient
comparables d'une cellule a l'autre et ne dépenmstde la charge en SPQ, le niveau de
fluorescence minimale est normalisé a 100. Airesi,Maleurs absolues de la fluorescence du
SPQ (F) mesurées dans chaque cellule sont stasélesdselon la formule : F' = F/Fo x 100.
Dans cette formule, F' est la fluorescence relaivieo, l'intensité de la fluorescence du SPQ
en présence d'ions Dans ces conditions, nous obtenons une tres bepneductibilité des
valeurs de pentes pour les cellules étudiées demahditions similaires. La normalisation
est opérée automatiquement par un programme élabkeeMicrosoft gBASIC. Les pentps
sont alors calculées par régression linéaire (Céketi Graph 1ll) en sélectionnant au moins
trois points successifs immédiatement apres le ggraent de solution de perfusion. Les
résultats sont présentés sous forme de penteyenne * l'erreur standard a la moyenne
(SEM) (Fig.51).

La comparaison des pentebtenues par microcytofluorimétrie est effectuémant

un testt de Student apparié si les deux pentes & compamneissues des méme cellules, et
non apparié si les pentes sont obtenues sur datesalifférentes.
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|- NHE-RF1 RESTAURE LA LOCALISATION ET LA FONCTION
DE AF508.

1- Introduction

La protéine NHE-RF1 se lie par l'intermédiaire ds domaines PDZ a l'extrémité C-
terminale de CFTR (Halet al, 1998 ; Shortet al, 1998 ; Wanget al, 1998). Cette
interaction a des implications a la fois structesa¢t fonctionnelles. En effet, NHE-RF1 peut
lier de multiples partenaires protéiques dont aestanfluencent la stabilité structurale du
complexe. C'est le cas de I'ezrine qui permetriageau cytosquelette d'actine (Recethl,
1997). Mais la stabilité du complexe peut égalenéénmet influencée par la fixation d'une autre
protéine membranaire par le second domaine PDZ ldE-RF1, formant des complexes
homo ou hétérodimériques, voire méme multimérigpas auto-assemblage de plusieurs
protéines NHE-RF1. Sur le plan fonctionnel, NHE-R&adr un rble important en placant a
proximité de CFTR, des protéines clés de la régulade son activité, comme la PKA et la
PKC (Liedtkeet al, 2006 ; Suret al, 2000).

La double implication structurale et fonctionnedie NHE-RF1 vis-a-vis de CFTR a été
étudiée de fagon indépendante. Ainsi, la suppres$gol'interaction avec NHE-RF1 entraine
une forte diminution de l'expression membranaireap de CFTR, démontrant son réle
majeur dans l'adressage et la stabilité apical€FEER (Moyeret al, 1999 ; Moyeret al,
2000). Par ailleurs, une augmentation progressevé&acconcentration de NHE-RF1 entraine
I'apparition d'un état de forte conductance du Ic@ R, soulignant I'implication de NHE-
RF1 dans l'activité de CFTR (Raghuratral, 2001).

L'influence de NHE-RF1 sur la protéine CFTR sauvage donc bien décrite. En
revanche, son éventuelle influence sur le mufdf808 n'a pas été étudiée. En considérant
I'ensemble de ces données, le but de la présernte était de déterminer biochimiquement et
fonctionnellement l'effet d'une surexpression deENRF1 sur la maturation, l'adressage

apical et l'activité chlorure d&F508 dans des systemes cellulaires d'expressiosittae.
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NHE-RF1 protein rescues DeltaF508-CFTR function.

Bossard F, Robay A, Toumaniantz G, Dahimene S, Bedderot J, Gauthier C.

Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2007 May;292(5).1085-94.
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2- Résultats et discussion

Nos travaux démontrent que la surexpression de RAE-augmente l'activité chlorure
basale de CFTR sauvage dans les cellules A549¢é€idtat est en accord avec le modele
selon lequel des concentrations croissantes de RHE-stimulent l'activité chlorure de la
protéine CFTR en augmentant sa probabilité d'ourer{Raghuramet al, 2001). En
revanche, NHE-RF1 n'a pas d'effet sur l'activitéatm de CFTR dans les cellules polarisées
MDCK. Ce résultat est également en accord avec auXa littérature montrant que
l'interaction de CFTR avec NHE-RF1 n'est pas irglispble a sa localisation et sa fonction
apicales (Benharougzt al, 2003 ; Ostedgaaret al, 2003 ; Haggieet al, 2004). D'ailleurs,
ce résultat fonctionnel dans les cellules MDCK astcorréler avec nos résultats de
quantification d'immunomarquage ne montrant pas diéérence significative entre
I'expression apicale de CFTR sauvage en absenea ptésence de NHE-RF1. En revanche,
d'autres travaux montrent que l'interaction avedENRF1 est indispensable a la localisation
et la fonction apicales de CFTR (Moyaral, 1999 ; Moyeret al, 2000). Ces discordances
peuvent provenir des modeles cellulaires utilisssscces études respectives. Cependant, dans
les deux lignées cellulaires, A549 et MDCK, la spression de NHE-RF1 augmente
l'activité chlorure de CFTR stimulée par l'activatede l'adénylate cyclase, la forskoline
(Fsk). Cet effet est probablement du a la propdé&@&HE-RF1 a se lier a I'ezrine qui fixe la
PKA, placant ainsi cette kinase régulatrice a protd de CFTR, accélérant ainsi son

activation apres le recrutement de la voie adéaygtlase / AMPc / PKA.

Nous montrons ensuite que la surexpression de NHE+RBstaure la localisation et la
fonction de la protéine mutan#®F508. Cette conclusion résulte de la corroboratien
plusieurs arguments. D'abord, la micro-injectios dellules ave@F508 seul entraine une
activité chlorure apicale tres faible dont la stiation par la Fsk ne parvient pas a atteindre le
niveau d'activité basale observé avec CFTR sau¥agesvanche, les cellules micro-injectées
avec AF508 et NHE-RF1 présentent des activités chlorbeesale et stimulée par la Fsk
significativement augmentées. Dans ces condititmstimulation par la Fsk entraine une
activité chlorure supérieure a l'activité basaléadgrotéine CFTR sauvage. Ensuite, lorsqu'un
oligonucléotide complémentaire de I'ARNmM de NHE-R#sl micro-injecté simultanément
avec NHE-RF1 efAF508, l'effet positif de NHE-RF1 sur I'activitélofure du mutanfF508
est supprimé. De plus, les cellules polarisées MGHKransfectées avec NHE-RFIA&508

présentent une localisation membranaire apical@F®08, alors que la transfection avec
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AF508 seul n'entraine aucun marquage membranaifen, Ea suppression sur le mutant
AF508 de la séquence C-terminale d'interaction saeedomaines PDZ de NHE-RF1, abolit
la localisation membranaire lorsque NHE-RF1 estexqrimé. L'effet de NHE-RF1 sur le
mutant AF508 n'est pas la conséquence d'une augmentatabalgl de l'adressage des
protéines membranaires de la cellule. Nous avoriBévéette hypothese en utilisant un autre
canal ionique membranaire, le canal potassique KCNQur lequel nous disposions d'un
mutant qui, comme\F508, est incapable d'atteindre la membrane plasmapicale. Or,

contrairement &AF508, en présence de NHE-RF1 la localisation menalir@ apicale de ce

mutant de KCNQL1 n'est pas restaurée et il resteregmlans les compartiments cytosoliques.

Les mécanismes impliqués dans la capacité de NHEaREstaurer la localisation et la
fonction du mutanfAF508 restent a déterminer. Néanmoins, il est egesale que NHE-RF1
interagisse au niveau du RE avec les protéinesechapes impliquées dans la maturation de
CFTR : Hsc70, Hsp90 et la calnexine. NHE-RF1 pouégalement intervenir au niveau de la
membrane apicale en y stabilisant la faible proporde mutantAF508 qui aurait maturé

correctement et atteint la surface cellulaire.
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II- EXPRESSION DES RECEPTEURSB-ADRENERGIQUES ET DE
NHE-RF1 DANS LES POUMONS HUMAINS

1- Introduction

Au niveau pulmonaire, les réceptefiset 3.-adrénergiques sont bien identifiés et sont
décrits au niveau épithélial comme régulateurs aemlotilité ciliaire, des transports
électrolytigues en étant notamment modulateursadéomction de CFTR. Concernant le
troisieme sous-type de réceptditadrénergique, il est tres étudié dans les mécasisie
thermogenése et de lipolyse adipocytaires. Sa mprésest également attestée au moins
fonctionnellement dans différents organes tels lggemuscles lisses (Koiket al, 1997 ;
Tamaokiet al, 1998 ; Fujimuraet al, 1999 ; Cirinoet al, 2003), I'endothélium (Asaret al,
1997 ; Trochwet al, 1999 ; Steinleet al, 2003), le cceur (Gauthiet al, 1996). Cependant,
jusqu'a présent, il n'a pas été identifié dangptmsnons humains, aussi bien au niveau des
transcrits (Kriefet al, 1993 ; Maket al, 1996) gu'au niveau fonctionnel (Newnhaal,
1993) alors que sa présence est averée dans lesopsule difféerents mammiferes (porc,
furet, lapin, chien) (McNeel & Mersmann, 1999 ; &gmaet al, 1993 ; Tamaoket al,
1993a ; Webber & Stock, 1992).

Par ailleurs, notre équipe a démontré dans desragst cellulaires d'expression
transitoire que I§s-AR régule l'activité de CFTR (Leblagt al, 1999) par une nouvelle voie
impliquant les MAPK ERK1/2 (Robagt al, 2005). La volonté de savoir si cette régulation
de CFTR par I3-AR existe physiologiqguement nous a conduits afieéria présence de ce
récepteur dans les bronches humaines ainsi que diEnsellules épithéliales bronchiques
humaines. Une diminution d'expression de#Rs étant décrite dans la mucoviscidose
(Sharma & Jeffery, 1990), nous avons comparé lesgion de chacun des trois sous-types de
B-AR dans les bronches contréles et mucoviscidosigBachant que NHE-RF1 est impliqué
dans l'adressage et la fonction de CFTR, nous adgalement comparé son expression dans

les deux groupes de patients.
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2- Résultats

Afin de déterminer la présence des trois sous-type$-ARs dans les bronches
humaines contréles et mucoviscidosiques ainsi qgaes dnos deux lignées épithéliales
bronchiques humaines (16HBE140- et CFBE4lo-), nawsns dans un premier temps

recherché la présence des transcrits.

A coltrdles o 16HBE 140- CFEE41o-
B-AR
212ph
E
B‘z'ﬁR +— 157 ph
C
py-AR
122 ph
D
GAPDH
700 ph

Figure 1. Expériences de réaction en chaine de poiérase (PCR) aprés réverseranscription des
ARNSs totaux issus de 3 bronches humaines contrdlet 3 bronches humaine mucoviscidosique
(panneaux de gauche) et des lignées cellulaires t@giiales bronchiques humaines 16HBE14o0et
CFBE41lo- (panneaux de droite). PCR réalisées avezsisondes spécifiques de I’ADNc du (4y-AR, (B)

B--AR, (C) Bs-AR et (D) de la GAPDH.
R : échantillon réverse-transcrit.

N : échantillon non réver-transcrit

La figure 1 représente les résultats de PCR atitektgprésence de 'ARNm des trois
sous-types d@-ARs aussi bien dans les tissus que dans les elIRar ailleurs, ces ARNm

sont retrouvés a la fois dans les conditions ctegrét mucoviscidosiques.
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Aprés avoir validé la présence des transcfitdRs dans les tissus et cellules
bronchiques humaines, nous avons recherché d'@lestdifférences de taux d'/ARNm entre
les groupes contréles et mucoviscidosiques. Ladi@uregroupe les résultats obtenus en PCR
guantitative en temps réel pofr, B, et B:-AR dans les tissus bronchiques humains et les

lignées épithéliales bronchiques humaines conteil@sucoviscidosiques.

A B C
BroAR AR B-AR
n=7 n=5 n=7% n=45 e n=7 n==5
14 10 '
g | )
- 0,006
2
- : 0,005
o a ] g
B e ¥ o6 5T 0004
o o B o
- 0,002 |
* 4 1
04 i 0,00z
i
o 4 - o o
contrile muco cantrdle muen cantrile rmuca
D E F :
Bi-AR By-AR B;-AR
n=7 n=6 n=7 n=6 n=7 n=6
0,035 1 18 *
0,02 e - b
08 A = 14
_ 0,025 L 07 T [
ooz ¥he @ 1
ol o= 045 A =
0,015 ST
s 0.4 1 &
001 - 03 A i
e 0.4
0,005 01 0z
I o4 oo
HBE CFBE HBE CFBE HBE  CFBE

Figure 2. Résultats de PCR quantitative en temps ed réalisée sur tissus bronchiques humai
contr6les et mucoviscidosjues (panneau du haut), et sur les 2 lignées épéiimles bronchique:
humaines 16HBE140- et CFBE4lo{panneau du bas). Les expériences ont été effeaaéavec de
sondes spécifiques de 'ADNc du (A, DB:-AR, (B, E) B-AR et (C, F)Bs-AR.

HBE : cellules 16HBE140-. * :p<0,05
CFBE : cellules CFBE410-. Kkk 1 p <0,0001

Concernant les tissus bronchiques, nous pouvorstaten une diminution significative
de 'ARNmM duf;-AR dans la mucoviscidose (p = 0,019 ; Fig.2A). &d3Nm [3,-AR et [33-

AR ne varient pas de facon significative entredesx groupes de patients (Fig.2B et 2C).
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Les fortes hétérogénéités individuelles au seim di&me groupe et la taille relativement
faible de chacun de ces deux groupes peuvent &regine de ce manque de significativité.
Dans les lignées épithéliales bronchiques humaumas,forte diminution des taux d'/ARNm
B1-AR est observée dans les cellules homozygotes fbg08 (p = 0,0001 ; Fig.2D). Ce
résultat confirme celui obtenu dans les tissus wigcmosiques. Aussi, la tendance a
l'augmentation des ARNIfiz-AR dans les tissus mucoviscidosiques est confirdeéacon
significative dans les lignées cellulaires (p =2@,Q Fig.2F). En revanche, la tendance a la
diminution des taux d'’ARNM3,-AR qui est presque significative dans les bronches
mucoviscidosiques (p = 0,055 ; Fig.2B) n'est pasoweée dans la lignée épithéliale
bronchique CFBE410- en comparaison avec les csllilé&iBE140- (p = 0,57 ; Fig.2E).

La présence des trois protéirfias 3, et Bs-AR a ensuite été investiguée dans les tissus

et les lignées cellulaires bronchiques.

A controles muco HBE CFBE
<4— 68 kDa
<4--55 kDa
B
P e <4—65kDa
C "
Bz-AR e - - - WD — 44—55 kDa
D
GAPDH TS e s i e s i s ey, e 4— 37 kDa

Figure 3. Western blots réalisés a partir de 5 brocthes humaines contréles et 4 bronches humair
mucoviscidosiques (panneaux de gauche) et a partites lignées épithéliales bronchiques humair
(panneaux de droite). Western blots réalisés avemuwanticorps primaire dirigé contre (A) le B;-AR, (B) le
B-AR, (C) le B:-AR et (D) la GAPDH.

HBE : cellules 16HBE140- --p forme partiellementagsylée diB;-AR
CFBE : cellules CFBE410-
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La figure 3 démontre l'expression des trois sopsgdyde-ARs dans les tissus
bronchiques et dans les lignées épithéliales biqnek. Cependant, essentiellement dans les
tissus bronchiques, des disparités sont observesi, d’'une maniere générale, une
variabilité d’expression est observée au sein ni@isidus d’'un méme groupe mais aussi entre
les deux groupes de patients. Plus particulierenpenir lef:-AR, I'expression de la forme
mature (68 kDa) semble peu modifiée entre les iddas contrbles et mucoviscidosiques
(Fig.3A, panneau en haut a gauche) alors que ledelsacorrespondant a la forme immature
partiellement glycosylée (55 kDa) semblent plusnises chez les patients mucoviscidosiques
qgue chez les contrbles (Fig.3A, panneau en basichga Concernant [&-AR, une bande est
retrouvée chez tous les individus contrbles alou® @hez les personnes atteintes de
mucoviscidose, la bande correspondanBaAR n’est observée que chez un seul patient sur
quatre et l'intensité de cette bande est relativenfi@ble (Fig.3B, panneau de gauche). Il
semblerait donc y avoir une forte diminution d’exgsion duf>-AR dans les bronches
mucoviscidosiques. A l'inverse, pourfle-AR, une bande est retrouvée chez tous les patients
atteints de mucoviscidose avec une forte inteqté trois d’entre eux sur quatre, alors que
chez les contrdles, la bande BiHAR n’est détectée que chez trois individus suqaont un
avec une expression faible (Fig.3C, panneau de hgaud®ans les cellules épithéliales
bronchiques humaines, I'expression de ces difféeeptotéines semble étre sensiblement la
méme dans les lignées contrble ou mucoviscidos{figg3A a 3C, panneaux de droite).
L’équivalence des quantités de protéines chargées @haque puits est attestée par la
détection d’'une protéine de référence, la GAPDHytdintensité des bandes est similaire

pour chaque condition (Fig.3D).

Compte tenu des hétérogénéités d'expression emese bfonches contréles et
mucoviscidosiques, nous avons vérifieé I'éventusiignificativité des différences observées
en Western blot. Pour cela, I'intensité des bardlesNestern blot a été analysée par le

logiciel Metamorph (Universal Imaging) et normalgssi rapport a la GAPDH (Fig.4).
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Figure 4. Quantification chez les patients controle et mucoviscidosiques de I'expression protéiq
bronchique (A, B, C) duf;-AR, (D) du 3,-AR et (E) du Bs-AR.

* :p<0,05

Les résultats de quantification protéique démontugre augmentation significative de
90% de I'expression globale d@s-ARs dans les bronches mucoviscidosiques (p = 0,011

Fig.4A). Cette augmentation est due a l'augmematt@xpression de 174% de la forme

immature duB;-AR (p = 0,022 ; Fig.4B) puisque aucune différesanificative n’apparait

pour la forme mature (p = 0,506 ; Fig.4C). De méladi;-AR a une expression accrue de
178% dans les bronches mucoviscidosiques (p = Q,6244E). Au contraire, les niveaux
d’expression bronchique d,-AR et de NHE-RF1 sont fortement diminués dans la
mucoviscidose, avec une baisse de 71% et 43% tespaent (p = 0,038 et p = 0,023 ;
Fig.4D et 4F respectivement). Les niveaux d’expoesde la GAPDH entre les deux groupes

ont également été comparés et n'ont pas montréifteretice significative (résultat non

présente).
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Nous avons alors réalisé des immunomarquages sulades de tissus bronchiques
humains afin de déterminer la localisation de#Rs. La figure 5 présente une série

d'immunomarquages effectués sur un individu coatedlun individu mucoviscidosique.

membrange
apicale
R

\1%2

] membran
) apicale

Figure 5. Immunomarquage HRP (en marron) de coupebronchiques humaines contréle (A, C, E
G) et mucoviscidosique (B, D, F, H). Les lames o#té incubées : (A, B) sans anticorps primaire ¢
avec un anticorps primaire dirigé contre (C, D) Ie3:;-AR, (E F) le B,-AR ou (G, H) le Bs-AR.

Les fleches indiquent un marquage cytosoliqu@ daR.
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Tout d’abord, en considérant simplement l'asped®gé&hélium bronchique de surface,
celui-ci est tres endommagé chez les patients negidesiques par rapport aux contréles.
Par ailleurs, comme le suggéraient les résultatd/dstern blots dans les lignées épithéliales
bronchiques humaines, les immunomarquages effecti#s des bronches contrdles
confirment une expression des trois sous-type3-@dRs dans les cellules épithéliales
bronchiques ciliées, et plus précisément au nidmlla membrane apicale de ces cellules
(Fig.5C, 5E, 5G). La comparaison avec les immungoeges de bronche mucoviscidosique
a révélé gquelques divergences. Ainsi, la protfirdR présente un marquage global plus
intense dans les bronches mucoviscidosiques (Fjg.&iDjours localisé au niveau de la
membrane apicale mais également au niveau cytosolybapical (Fig.5D, fléeches). En
revanche, l'immunomarquag@,-adrénergique disparait dans les cellules épitegliaes
bronches mucoviscidosiques (Fig.5F), corroborast rigsultats obtenus en Western blot.
Cependant, sur quatre patients mucoviscidosiquediést une seule coupe de bronche a
montré une immunoréactivif@-adrénergique (résultat non montré). AR montre quant
a lui un marquage épithélial apical généralements pintense dans les bronches
mucoviscidosiques (Fig.5H), avec parfois un margusigpapical de I'épithélium bronchique.
La présence d{8;-AR était parfois difficilement détectable dans m®nches d’individus

controles.

Notre étude étant la premiere a démontrer I'exjpoasdu 3-AR dans les poumons
humains, nous avons voulu étudier sa pertinencesiglogique en mesurant I'effet de la
stimulation Bs-adrénergique sur l'activité chlorure de CFTR daws lignées épithéliales

bronchiques humaines controle et mucoviscidosigigeq).
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Figure 6. Activité chlorure de CFTR mesurée par microcytofluorimétrie sur les cellules épithéliale
bronchiques humaines saines 16HBE140- et mucovisoglques CFBE410-.

Fsk = forskoline

% P <0,05ss.activité basale des cellules 16HBE140-.

# :p <0,05/s.activité basale des cellules CFBE41o0-.

Au niveau basal, CFTR présente une activité chéodans les cellules 16HBE140-,
alors que dans la lignée homozygote pdl508, l'activité chlorure de base est faible,
correspondant a de faibles quantités de mutaliRE08 atteignant naturellement la membrane
(Fig.6). La stimulation dy3s-AR par un agoniste spécifique, le SR58611A, canduiine
augmentation significative de I'activité de CFTR&gp15 minutes d’exposition mais pas a 5
minutes, dans les deux lignées (Fig.6). Cela sgmjtie lefs-AR est capable de stimuler
l'activité de CFTR sauvage, mais également du peprotéines mutantes§=508 présentes a
la surface cellulaire. Cependant, l'activité chlerude CFTR est encore augmentée par la
forskoline (Fsk) qui recrute presque instantanéntembie adénylate cyclase — AMPc — PKA
(Fig.6). Au contraire, la voie de signalisatiBgradrénergique est lente a se mettre en place
puisqu'elle n'est toujours pas effective apres Butes d'exposition a I'agoniste (Fig.6). La

différence de cinétiques entre I'activation de CHER lef3-AR et par la Fsk suggére que la

128



RESULTATS

voie recrutée par IB;-AR soit différente de la voie de I'adénylate cgelaCette voie pourrait
étre celle déja décrite par notre équipe dans elaedes transfectées ave€d-TRet lefs-AR et
recrutant les protéines 6>~ PI3K — MAPK (Robayet al, 2005).

La protéine NHE-RF1 étant impliquée dans 'adressaigla fonction de CFTR, nous
avons voulu caractériser son niveau d’expressiorsaetlocalisation dans les bronches
humaines contréles en comparaison avec les bromshestients atteints de mucoviscidose.
La figure 7 regroupe les expériences visant a thtet quantifier les ARNm de NHE-RF1

dans les tissus et dans nos lignées cellulairesimas

A controles N0 16HBE140-CFBEA4lo-
"FEH ’
B
n=7 n=5 0.08 n=7 n=6
0.6
0.07
0.5 0.06
5 04 § 0.05 *
E 0.3 %\l 0.04
~ 0.03
0.2 0.02
0.1 0.01
0 0
contrdle muco HBE CFBE

Figure 7. Caractérisation des transcrits de NHERF1 dans les bronches humaines contrdles
mucoviscidosiques ainsi que dans les lignées épithtes bronchiques humaines 16HBE14o0-el
CFBE41lo-. (A) PCR réalisée avec des amorces spégpies de 'ADNc de NHERF1 (panneaux dt
haut) et de la GAPDH (panneaux du bas). (B) PCR queitative en temps réel surles bronche:
humaines (graphe de gauche) et les lignées cellués (graphe de droite).

R : échantillon réverse-transcrit.

N : échantillon non réverse-transcrit.

HBE : lignée épithéliale bronchique humaine saiBeBE140-.

CFBE : lignée épithéliale bronchique humaine horotggourAF508 CFBE410-.

* :p<0,05
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Les ARNm de NHE-RF1 sont détectés dans les tissilssdignées cellulaires aussi
bien dans les conditions contréles que mucovisajdes (Fig.7A). Les expériences de PCR
guantitatives ont révélé une diminution des ARNm MEE-RF1 dans les conditions
mucoviscidosiques. Cette diminution n’est pas s$iggtive pour les tissus bronchiques
humains (p = 0,42 ; Fig.7B graphe de gauche) ajoislle I'est pour les lignées épithéliales
bronchiques humaines (p = 0,028 ; Fig.7B graphérdie).

Nous avons ensuite caractérisé la présence pretéiggdNHE-RF1 dans les bronches et

lignées cellulaires humaines (Fig.8).

A B
1,20 n=6 n=4
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w

T 0,20
z2
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Figure 8. Caractérisation protéique de NHERF1 dans les bronches humaines contrbles
mucoviscidosiques ainsi que dans les lignées épithkes bronchiques humaines 16HBE14oel
CFBE410-. (A) Western blots réalisés a partir de 5 bronches huma@s contréles et 4 bronche
humaines mucoviscidosiques (panneaux de gauche)aepartir des lignées épithéliales bronchique
humaines (panneaux de droite). avec un anticorps pnaire NHE-RF1 (en haut) et laGAPDH (en
bas). (B) Quantification de I'expression bronchiquade NHE-RF1. (C) Immunomarquage HRP d
NHE-RF1 sur une coupe bronchique humaine contrdle (photde gauche) et mucoviscidosiq
(photo de droite).

HBE : lignée épithéliale bronchique humaine sai@eBE140-.

CFBE : lignée épithéliale bronchique humaine horotggourAF508 CFBE410-.

* :p<0,05

130



RESULTATS

En Western blot, une bande a 50 kDa atteste lapcésde la protéine NHE-RF1 chez
tous les individus, de méme que dans les deux dgri#onchiques humaines (Fig.8A).
L’analyse de lintensité des bandes des différéotsantillons issus des patients a révélé une
diminution significative de I'expression protéiguee NHE-RF1 dans les bronches
mucoviscidosiques (p = 0,023 ; Fig.8B). Les immuaagunages sur coupes bronchiques ont
montré une localisation membranaire apicale de NRfE-dans les bronches contréles et
mucoviscidosiques (Fig.8C) méme si dans ces desjide marquage était généralement
moins prononceé voire presque indétectable cheainsrpatients.

3- Discussion

Ces travaux sont les premiers a démontrer la pcésdn récepteups-adrénergique
dans les poumons humains. Cette conclusion décdellda corroboration de plusieurs
résultats. Nous avons d'abord détecté dans lesheerhumaines la présence de 'ARNm du
Bs-AR par PCR, la présence de la protéigAR par Western Blot et par immunomarquage,
et nous avons caractérisé sa présence fonctioneellmettant en évidence sa capacité a
réguler de facon native l'activité de CFTR dansligreée de cellules épithéliales bronchiques

humaines.

Par ailleurs, nous montrons une localisation apickds trois sous-types @eARs au
niveau de I'épithélium bronchique. Cette localmatiapicale pose la question de leur
accessibilité et de leur régulation physiologigae les catécholamines naturelles (adrénaline,
noradrénaline). Une activité constitutive d'unetipades3-ARs localisés a la membrane
apicale de I'épithélium bronchique est concevdbie telle activité a déja été décritevitro
et dépendrait en partie de l'isoforme de protéirguiGEst associée au récepteur (Sededl,
1998 ; Ambrosioet al, 2000 ; Hopkinsonet al, 2000 ; Engelhardiet al, 2001).
Paradoxalement, chez un groupe de patients aybntise résection pulmonaire, une étude a
constaté que plus le taux de catécholamines cirtedeest élevé, plus le niveau d'expression
globale desp-ARs dans les poumons est faible (Liggett al, 1988). Or, dans la
mucoviscidose, une diminution de I'expression dblesp-ARs pulmonaires a déja été
décrite (Sharma & Jeffery, 1990), ainsi qu'une aemfiation des taux de catécholamines
circulantes (Schoret al, 1985). Une relation semble donc exister entred@scholamines du

sang et lef-ARs extra-vasculaires des poumons.

131



RESULTATS

Nos travaux confirment cette variation d'expressles3-ARs mais révélent aussi celle
de NHE-RF1 dans la mucoviscidose. NHE-RF1 ef3JéAR sont sous-exprimés dans la
pathologie alors que l¢5 etfs-AR sont sur-exprimés. La sur-expression protémupi-AR
est intrigante puisque les taux d’ARNBrAR sont fortement réduits dans la pathologie. Il y
aurait donc une régulation différentielle de 'ARNet de la protéing3;-AR. Dans les
bronches mucoviscidosiques, les ARNBRAR pourraient étre moins nombreux mais plus
stables, expliquant ainsi I'augmentation protéighgervée. Il semble peu probable que cette
augmentation protéigue soit due a une meilleurbilééa de la protéine a la membrane
puisque nous n'observons pas de modification dertae mature. L'abondance de la forme
immature correspondrait plutét a une augmentatmfadynthése protéique Bu-AR, méme
si les ARNm sont moins nombreux. Les expériendesntlinomarquage montrent I'existence
d'un pool cytosolique d@;-ARs dans les bronches mucoviscidosiques, en plugpabl
membranaire, pouvant indiquer une accumulationrdg&me en cours d'adressage suite a une

forte synthese protéique.

Dans la mucoviscidose, les taux plasmatiques eftltalamines étant plus élevés que
chez les personnes saines (Schéinal, 1985), la diminution d'expression @y-AR peut
s'expliquer par le processus de désensibilisatiteis une diminution de la transcription
pourrait également en étre a I'origine, méme gjuantification des ARNm n’a pas atteint la
significativité (p = 0,055) a cause d'une forte dnégénéité entre les patients et un faible
nombre de prélevements obtenus. Cependant, lesekgeellulaires n'ont pas confirmé cette
forte tendance de diminution des ARNB®AR. Il faut noter que les cellules en culture ne
sont exposées ni aux catécholamines endogenesixnpteénomeénes inflammatoires, ni au
stress oxydatif qui sont rencontriésvivo dans les bronches. Il est donc possible que cette
baisse d’expression dB,-AR dans les bronches mucoviscidosiques soit daesafacteurs
extrinseques aux cellules, notamment aux catéchiodsntont les taux sont plus élevés dans
la pathologie. Cela expliquerait 'absence de maggubronchique d{3,-AR observée en
immunohistologie chez les patients atteints de misc@ose. Mais, alors que |¢5-ARs
seraient internalisés et dégradésfieARs semblent étre résistants a cette désenstiilisa

De méme, la surexpression @g-AR pourrait étre due a une augmentation de la
transcription par activation des séquences prooestrCRE (CAMP responsive element) du

géene du3s-AR (Liggett & Schwinn, 1991). Cet effet positifudie exposition chronique a un
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agoniste sur lI'expression @g-AR a déja été décrit chez la souris (Thoreaal, 1992). Mais
les expériences de PCR quantitative ne permeti@ntde valider cette hypothése puisque
aucune différence significative n'est observée dwsstissus pour 183-AR, méme si une
forte tendance a l'augmentation apparait. Cependaataugmentation significative des taux
d'’ARNm dus:-AR est détectée dans les cellules CFBE41o-, erpadaison a la lignée saine
16HBE140- alors que ces lignées ne sont pas sosm@ée&x mémes conditions
environnementales que dans les bronches. L'augtimentdiexpression df3;-AR observée
semblerait donc étre une conséquence de l'abségsgpe et/ou fonctionnelle de CFTR a la
membrane apicale. Mais, elle pourrait égalemert&nsécutive de la chute d’expression du
B2-AR.

L'origine de la diminution d'expression bronchigleeNHE-RF1 dans la mucoviscidose
est également ambigué. Alors que les taux d'ARNmMENRF1 ne varient pas
significativement dans les tissus contrbles et miscalosiques, ils diminuent dans la lignée
CFBE41o0- en comparaison avec la lignée saine 16MBEXela suppose gqu’en dehors de
toute influence extrinséque comme celles rencostiréevivo, I'absence de CFTR dans la
lignée CFBE4lo- conduirait a un rétrocontrble négagissant sur la transcription de
'ARNmM NHE-RF1 ou sa stabilité. Par ailleurs, CFTRHE-RF1 et |e3,-AR sont capables
de s'associer dans un méme complexe (Naeral, 2003). Curieusement, dans la
mucoviscidose ou CFTR est absent physiquement éblaetionnellement, nous montrons
une diminution d'expression des autres partenanasurs de ce complexe multiprotéique,
NHE-RF1 et I3,-AR, alors que I'expression des autres sous-typ@sARs, 3; et[33-AR, est
augmentée. Nos résultats conduisent a émettre dthgse que dans la mucoviscidose,
I'expression de NHE-RF1 et di-AR, qui sont les partenaires apicaux associés BRCF
serait diminuée car la mise en place de tels comaplenultiprotéiques est rendue impossible
par I'absence de CFTR. Ainsi, NHE-RF1 etfgAR pourraient étre dégradés faute d'étre
stabilisés au sein d'un complexe. Mais, alors cu€3}AR n'est plus détectable par
immunomarquage dans les bronches de patients naembesiques, NHE-RF1 conserve sa
localisation apicale au niveau de I'épithélium losldque chez la plupart de ces patients,

suggérant qu'il interagisse encore avec d'autmsrzares protéigues.
La signification physiologique du remodelage obéerndans les bronches

mucoviscidosiques reste a déterminer. Cependastyvagations d'expression doivent étre

prises en compte dans I'éventualité d'administesrafjonisteB-adrénergiques pour stimuler
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la frequence des battements ciliaires ou améliesetransports électrolytiques. Méme si le
remodelage est variable d'un patient a l'autreediuaniere générale I8s-ARs sont absents
de I'épithélium bronchique des patients mucovissigiees, alors que lg%-ARs etfs-ARs
voient leur expression augmentée et semblent égeséuls3-ARs pharmacologiguement
accessibles au niveau bronchique dans la mucoweseidPar ailleurs, NHE-RF1 étant
primordial dans l'adressage et la fonction de CFI&Rdiminution d'expression bronchique
dans la mucoviscidose doit également étre consd@aur une éventuelle restauration

pharmacologique de l'adressage et/ou de la fondesmmutants de CFTR chez les patients.
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Mes travaux de these nous ont permis de mettreidaree :

- une interaction entre NHE-RF1 et le mutAR508, permettant de restaurer la
localisation et la fonction d&F508 ;

- une modification d'expression de NHE-RF1 dans Besnches de patients
mucoviscidosiques ;

- l'expression endogene du récept@sndrénergique dans les poumons humains,
plus particulierement au niveau de I'épithéliumnataque ;

- une modification d'expression des trois sousgyperecepteufd-adrénergiques

dans les bronches mucoviscidosiques.

L'expression polarisée des protéines membranasesire phénoméne essentiel pour
I'hnoméostasie cellulaire, notamment pour la coatitbm des échanges ioniques. Les protéines
a domaines PDZ sont des facteurs primordiaux ddidaibution polarisée des protéines
membranaires. NHE-RF1 est une protéine possédamt diemaines PDZ et intervient dans
I'expression et la stabilité apicales de CFTR. Darsstravaux, nous avons utilisé les cellules
humaines A549 et canines MDCK qui expriment NHE-RIglfacon endogéne. Cependant,
cette expression native de NHE-RF1 est sans effdiastivité et la localisation de la protéine
humaine mutéeAF508 exprimée apres transfection de ces cellules. d@ntre, la co-
transfection de ces cellules par NHE-RF1A&508 permet d'augmenter la conductance
chlorure, et pour les cellules polarisées MDCK bdgarver une localisation membranaire
apicale deAF508. Ce résultat démontre I'implication de NHE-RIabs I'adressage apical du
mutant. Cependant, l'intensité de I'activité chierabservée dans ces conditions est moindre
gue pour la protéine CFTR sauvage seule ou enméste NHE-RF1. La quantification du
taux de protéine CFTR apical ne révele pourtanuaedifférence significative entre les
conditions {CFTR}, {CFTR + NHE-RF1} et AF508 + NHE-RF1}. La différence d'activité
chlorure observée dans la conditioAF608 + NHE-RF1} provient donc du défaut de

conductance intrinséque du mutAfR508.

Par ailleurs, la surexpression de NHE-RF1 n'indag d'augmentation de |'expression
apicale de CFTR sauvage alors qu'elle amélioreastivité chlorure (basale et stimulée par la
Fsk pour les cellules A549, stimulée par la Fskrpes cellules MDCK). Ceci démontre
I'implication directe de NHE-RF1 dans la régulatdmla fonction du canal CFTR.
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Nos travaux confirment donc le double réle de NHELR la fois sur I'adressage et sur
I'activité chlorure de CFTR.

En outre, la restauration de la localisation apicE@AF508 en présence de NHE-RF1
n'est pas due a une augmentation généraliséeddesbage des protéines membranaires de la
cellule. En effet, un mutant d'adressage du caot@spique KCNQ1 n'est pas affecté par la
surexpression de NHE-RF1, contrairemenfAE608. Cependant, KCNQ1 n'entretient pas
d'interaction avec les domaines PDZ de NHE-RF1. d@arséquent, un effet de la sur-
expression de NHE-RF1 sur d'autres partenaireiguas avec lesquels il entretient des

interactions PDZ reste envisageable.

Notre étude démontre que NHE-RF1 permet de corfigerdéfauts de dégradation
précoce, de maturation et d'adressage du mMasd8 afin de I'acheminer a la membrane
plasmique apicale ou il est fonctionnel. NHE-RFaitétécrit jusque la pour intervenir au
niveau de la stabilité apicale et le recyclage ewtigue entre la membrane et les
compartiments post-golgiens. Or, nos travaux swggeque NHE-RF1 puisse également
intervenir plus précocement, au niveau du RE, pmuapécher la dégradation précoce de
AF508 et favoriser sa maturation compléete jusqut@dmbrane plasmique. Les mécanismes
impliqués dans ces effets restent a démontrer. iNé@s, plusieurs hypotheses peuvent étre
proposees :

- NHE-RF1 pourrait interagir au niveau du RE averaines protéines chaperonnes
ou leurs co-chaperonnes et empécher la dégradidiR508 suite a une rétention
prolongée ;

- NHE-RF1 pourrait altérer l'activité de certainpsotéines du protéasome. Le
protéasome n'étant plus opérationnel, les protéhff&O8 seraient adressées a la
membrane apicale (Vat al, 2006) ;

- NHE-RF1 pourrait ne pas intervenir au niveau dtirRais au niveau post-golgien
ou il stabiliserait le faible pourcentage de pn¢SAF508 atteignant naturellement
la surface cellulaire. La demi-vie de ces mutamsais alors significativement
augmentée, expliguant qu'ils s'accumulent au pall@tre détectables par

immunomarquage.

En conclusion, le mutant le plus fréquemment retréonchez les patients

mucoviscidosiques voit sa localisation et sa famctiéhabilitées par surexpression de NHE-
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RF1in vitro. La validationin vivo de cet effet bénéfique de NHE-RF1 est en projes datre
équipe. En effet, nous envisageons d'utiliser udat®murin homozygote pour la mutation
AF508 dans lequel nous transfecterons le plasmid&-RHL au niveau de I'épithélium
bronchique. Une collaboration avec le Dr Bruno fdifgermettra de réaliser cette transfection
par aérosol ou par instillation intra-trachéale giDaux et al, 2005). Les effets de la
transfection de NHE-RF1 seront investigués au nivéa I'épithélium bronchique murin a
différents temps apres la transfection (24h, 48jouvs et 28 jours) par immunomarquage de
AF508. Des études fonctionnelles du mutARB08 pourront également étre menées apres
mise en culture primaire des cellules épithélidlesnchiques de souris transfectées avec
NHE-RF1. Dans la seconde partie de mes travauké&kef nous avons mis en évidence une
diminution significative de I'expression de NHE-R#dns les bronches humaines de patients
mucoviscidosiques par rapport aux patients cordrdle remodelage des transcrits de NHE-
RF1 a été confirmé dans la lignée épithéliale bnane humaine homozygote pafiF508
CFBE41o0- en comparaison avec la lignée contréleBEHlo- et des travaux sont en cours
pour étudier les niveaux d'expression protéiquBlid&-RF1 dans ces deux lignées cellulaires
ainsi que dans des cellules épithéliales bronckigeelées a partir des prélevements de
patients. Ce remodelage pourra également étretiguésdans le modele murin homozygote
pour AF508 en comparaison a la souche de souris sainespondante. Différentes quantités
de plasmide NHE-RF1 pourront aussi étre testédsaesfection afin de déterminer la dose
optimale ainsi que la dose minimale conduisant aftet significatif sur la localisation et/ou

la fonction deAF508 murin endogéne.

Par ailleurs, l'identification de composés pharn@giques capables d'augmenter
I'expression de NHE-RF1 ou de stimuler l'interattiiHE-RF1/CFTR aurait un intérét
thérapeutique potentiel pour les patients. Cepandame si nous n‘avons pas observe d'effet
néfaste lors de la surexpression de NHE-RF1 dasseltules, il faudrait s'assurer que cette
surexpression n'induit pas de modification d'exgices apicale des autres protéines avec

lesquelles NHE-RF1 interagit physiologiquement, owrief3,-AR ou I'échangeur N&H™.

L'expression de NHE-RF1 étant modifiée dans la migca@ose, il serait intéressant
d'évaluer les modifications éventuelles d'expresdi® CAL dans la pathologie. En effet, il a
été suggéré que NHE-RF1 et CAL entrent en comepetiiour la liaison a CFTR par leurs
domaines PDZ dans les compartiments post-golgi€her(get al, 2002). CAL ayant une
action inhibitrice sur l'expression apicale de CFTRe augmentation de son expression dans
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la mucoviscidose aurait un effet négatif additih&ous-expression de NHER-RF1 observée.
En revanche, une diminution d'expression de CAL mamserait I'effet négatif de la sous-
expression de NHE-RF1 dans les bronches mucovsigaes. Cela a été démontré dans la
lignée CFBE41lo- par l'utilisation de siRNA spéaiftgde CAL (Woldeet al, 2007). Cela
signifie que la stabilisation des muta®t6508 parvenant a passer l'appareil de Golgi est
suffisante pour restaurer leur fonction et leual@ation. Cette stabilisation peut étre obtenue
indifferemment par sur-expression de NHE-RF1 ouspais-expression de CAL. De plus, une
étude récente menée sur cellules CFBE41lo- nativemitre que la protéine NHE-RF1
endogene n'interagit avec le mutAR508 que lorsque ce dernier est restauré par anesd

de la température (Kwoat al, 2007), ce qui implique une interaction entre latant et
NHE-RF1 uniquement dans les compartiments postdiR&f. conséquent, la restauration
membranaire fonctionnelle d&F508 par sur-expression de NHE-RF1 serait due a une
stabilisation des mutants parvenant a passer teitcentréle qualité du RE. Cela invalide
I'nypothese d'une facilitation de la maturatiom\#08 par interaction de NHE-RF1 avec des

chaperonnes ou des protéines du protéasome.

Dans notre étude, nous avons montré la restaurdtiomutantAF508 transfecté par
sur-expression de NHE-RF1. Or, la transfection X508 pourrait entrainer une sur-
expression qui faciliterait le phénomene d'échamrgrque nous observons. Cependant, une
autre équipe a obtenu des résultats similairesspaexpression de la protéine NHE-RF1
murine dans la lignée CFBE410- exprimant le mutsif608 de facon native (Guerea al,
2005). De méme, les études récentes menées sugllides épithéliales humaines CFBE410-
ont mis en évidence la possibilité des restaur@rdééineAF508 endogene par inhibition de
CAL (Wolde et al, 2007). Ces résultats confortent notre projetaelerin vivo les effets de
la sur-expression de NHE-RF1 chez des souris egptirde facon native et homozygote la

mutationAF508.

L'épithélium respiratoire est recouvert d'une ceucle mucus qui représente une
barriere de défense pour l'organisme. Les poussiatalées et les agents infectieux sont
piégés dans ce mucus et sont ensuite éliminésleengies aériennes supérieures grace au
mouvement des cils vibratiles. Dans la mucovis@dd®bsence fonctionnelle de CFTR
entraine une diminution de la sécrétion d'ionsrehés ainsi qu'une hyperabsorption des ions

sodiques et de l'eau au niveau de l'épithéliuminasire de surface. Du fait du défaut
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d'hydratation de la surface épithéliale, le mucstsamormalement visqueux, ce qui ralentit

son élimination et favorise la colonisation ba&®rie et I'inflammation.

Les agonistef-adrénergiques exercent différents effets surthépum respiratoire. Ils
augmentent la fréquence des battements ciliaires.e@et est probablement le principal
meécanisme par lequel les agoniftesdrénergiques augmentent la clairance muco-@lidls
stimulent également les transports électrolytigeepar conséquent les flux d'eau, ce qui
contribuerait a fluidifier le mucus et faciliterrsdransport. |l est admis que [Bg-AR est le
sous-type prédominant dans les poumons avec er8@#nde{3-ARs totaux, alors que [&-

AR représente environ 20%.

Or, mes travaux de these démontrent la présent®idieme sous-type de récept@dr
adrénergique, leB3:-AR, dans les cellules épithéliales bronchiques dnes. Le rdle
physiologique dufs;-AR dans I'épithélium bronchique reste a définiep€ndant, nous
démontrons qu'il régule positivement l'activitéathite de CFTR dans une lignée de cellules
épithéliales bronchiques, comme [&set 3,-AR, suggérant qu'il soit capable d'entrainer un
efflux d'eau pour améliorer I'hydratation du mueusniveau de la surface de I'épithélium.
Ces résultats peuvent avoir de fortes implicatiamgsiologiques et physiopathologiques dans
la mucoviscidose mais aussi dans d'autres affectona sécrétion électrolytique est altérée.
Cependant, la voie d'activation de CFTR pad&R que notre équipe a déterminé comme
étant la voie (» — PI3K — MAPK dans des cellules transfectées magénes d'intérét (Robay
et al, 2005), doit étre vérifiee dans des cellules mativAucune phosphorylation de CFTR
par la PI3K ou par les MAPK n'a été décrite. Maas RISK et les MAPK sont des
sérine/thréonine kinases. CFTR possédant un grawdbme de sérines et thréonines
phosphorylables dans son domaine R, une régulgtéznces kinases est trés plausible.
L'utilisation d'agonistefs-adrénergiques est envisageable dans le but delsti@FTR au
niveau de I'épithélium bronchique et entrainer randport d'eau pour fluidifier le mucus et
faciliter I'expectoration. Les agonistes flgtAR ont l'avantage de ne pas conduire a une
désensibilisation du récepteur en cas de traitepreiingé, ce qui n'est pas le cas pouBles
et B>-ARs. Les effets d'agonistgss-adrénergiques sur les battements ciliaires resient
déterminer chez I'homme, bien qu'ils sont déctiiszd'animal pour stimuler leur fréquence
(Takeyameet al, 1993 ; Tamaoket al, 1993a). Le traitement prolongé des voies aérienne

avec des agonists-adrénergiques aurait une pertinence clinique certgrtu d'une part de
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la résistance dfis-AR au phénomeéne de désensibilisation dépendameadoniste et, d'autre
part, de sa possible augmentation d'expressiordmtsaitements chroniques (Thonesal,
1992). De plus, la localisation apicale des troigsstypes de récepteudsadrénergiques au
niveau de I'épithélium bronchique suggere uneiveldacilité d'acces pour des traitements
par aérosol. Cependant, l'efficacité des agentsn@@logiques administrés est fortement
diminuée par la présence de mucus. Ce dernier épaigsi dans la mucoviscidose, l'accés a
la surface épithéliale pourrait étre d'autant mlificile. Néanmoins, le mucus est presque
statique dans la pathologie si bien que les subssaractives sont moins rapidement

éliminées.

Mes travaux démontrent aussi que la lignée épitleébronchique humaine exprimant
le CFTR sauvage (16HBE140-) ainsi que celle homoteygoour AF508 (CFBE410-)
expriment toutes les deux de facon endogene leis Bous-types de récepteufs
adrénergigues. Compte tenu de leur capacité a lseigew, ces lignées constituent un bon
modéle d'étude de l'influence d&#\Rs sur la maturation, l'adressage et la fonatielCFTR

sauvage oAF508.

Mes travaux de thése ont également permis de nttrévidence un remodelage de
I'expression des récepteussadrénergiques au niveau bronchique dans la musiduse,
ainsi que d'une protéine a domaines PDZ partewr€ FTR, NHE-RF1. En effet, d'une
maniére générale, les patients mucoviscidosiquéentdexpression de leuf$; et 3-ARs
augmenter au niveau bronchique alors que cell§88R et de NHE-RF1 diminue. Par
ailleurs, la chute d'expression simultanée de NHE-Bt duf,-AR lorsque leur partenaire
naturel, CFTR, est fonctionnellement et/ou physigeiet absent de la membrane plasmique,
est intrigante. Néanmoins, les causes de ce reageletestent obscures. L'absence
fonctionnelle de CFTR pourrait conduire a un réradle négatif de ses partenaires
protéiques apicaux, NHE-RF1 et B-AR. Ces derniers ne pouvant s'associer a CFTR
seraient alors dirigés vers la dégradation. [kest B3-AR voient quant a eux leur expression
augmenter. Un mécanisme de compensation de la gerfie-AR peut étre envisagé. Par
ailleurs, les catécholamines circulantes peuveateégent étre suspectées comme cause du
remodelage observé dans la mucoviscidose. En affetétude décrit une corrélation inverse
entre le taux de catécholamines plasmatiquesxgirédssion des récepteyssadrénergiques

pulmonaires extravasculaires (Liggett al, 1988). De plus, une augmentation des
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catécholamines circulantes est admise dans la nmacidese (Schoret al, 1985). Lef3,-AR
étant le sous-type prédominant au niveau pulmondées les conditions normales, sa
diminution d'expression déja décrite dans la musmdose (Malet al, 2002) masquerait la
surexpression dg et33-AR que nous observons. Or, I'expression des deug-syped3; et
B-AR peut étre régulée par désensibilisation dépsiedad’'un agoniste. Dans la
mucoviscidose, seul B-AR est affecté par ce processus, puisque I'exjmeshi3;-AR est
augmentée. Par conséquent, deux hypotheses pdirefdrmulées : soit la désensibilisation
dépendante d'un agoniste fptAR au niveau de I'épithélium bronchique s’effecpes une
voie intracellulaire qui lui est propre mais quiaffiécte pas l€3;-AR, soit la diminution
d’expression di3,-AR observée n’est pas due au phénoméne de dééisatidn mais, par
exemple, a une dégradation suite a I'impossibdgéformation du complexe CFTR/NHE-
RF1f,-AR. L'étude d'éventuelles modifications d'expressie la protéine CAL aurait la
encore un intérét majeur. En effet, une expressichangée de CAL dans les bronches
mucoviscidosiques, suggérerait que l'impossibitieé former le complexe CFTR/NHE-
RF1f,-AR soit responsable de la régulation négativeaig@iession des partenaires apicaux
de CFTR : NHE-RF1 et IB>-AR. CAL ne faisant pas partie de ce complexe, esqression
serait inchangée. En outre, CAL étant un motif éiention dans les compartiments post-
golgiens pour I3:-AR (He et al, 2004), une forte expression de CAL pourrait ey le
pool sub-apical d@;-ARs dans I'épithélium bronchique mucoviscidosigMiis CAL se lie
auP:-AR mature qui a traversé I'appareil de Golgi. Woeexpression de CAL n’expliquerait

donc pas l'augmentation d’expression de la formmature du3;-AR.

La figure suivante représente le remodelage brgmehgue nous observons entre les

patients contrdles et mucoviscidosiques.
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Controle B Mucoviscidose

Schéma représentatif de I'expression différentiellele NHE-RF1 et des récepteur§-adrénergiques entre

une cellule épithéliale bronchique humaine contr6l€A) et mucoviscidosique (B).

Les résultats obtenus en PCR quantitative divergealque peu entre les tissus et les
lignées cellulaires, avec en particulier un mandeesignificativité avec les tissus (sauf pour
B1-AR). Ces discordances entre cellules et tissusvgduavoir plusieurs explications.
D’abord, de fortes variations au sein d'un mémeigessont dues a la diversité des individus,
alors que chaque lignée cellulaire est issue dduih gatient. Ensuite, le tissu bronchique est
hétérogene. Il est constitué de différents typdiilages auxquels s’ajoutent les cellules
inflammatoires qui sont trés abondantes dans kesches mucoviscidosiques. Cela contribue
a diluer le signal provenant des cellules épitlhediaalors que les lignées cellulaires sont
constituées d'un seul type cellulaire. Mais, il @sssi probable que dans les bronches, des
cellules non épithéliales synthétisent des ARRBIMPB,, Bs-AR et/ou NHE-RF1 et dans le
cadre de la mucoviscidose, ces cellules pourraigatement participer au remodelage que
nous observons, ou au contraire pourraient le cosgrepar un remodelage opposeé. Enfin,

contrairement aux cellules bronchiquas vivo, nos lignées cellulaires en culture sont
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soustraites de leur environnement naturel d’origjué comporte notamment une matrice
extracellulaire, des interactions physico-chimiquesec différents types cellulaires, des
catécholamines et autres hormones circulantes, guas particulierement dans la
mucoviscidose, I'environnement bactérien, le coterflammatoire et le stress oxydatif.
L’expression des genes et donc des protéines deelmle est influencée par cet

environnement dynamique.

Pour affiner nos résultats, nous allons étudiemlesaux d'expression des transcrits et
des protéinef, B2, B3-AR sur les cellules épithéliales bronchiques huresiisolées a partir
des prélevements contrbles et mucoviscidosiquesnque recevons. Avec ces populations
cellulaires fortement enrichies en cellules épitié$, nous nous affranchissons en grande
partie de I'hétérogénéité du tissu bronchique.d®atre, nous ne pouvons éviter les fortes

variabilités inter-individuelles.

D'autres expériences sont en cours dans notre egafip de déterminer si le
remodelage protéique d@sARs est retrouvé dans les deux lignées épithéliatenchiques
humaines saine (16HBE140-) et mucoviscidosique EH®-). Ces travaux permettront de
mieux comprendre linfluence de I'environnement raedllulaire sur les variations
d'expression que nous observaonsvivo chez 'Homme. lls seront comparés aux résultats
obtenus avec les cellules bronchiques humaine&eisale patients. Aussi, afin de déterminer
plus particulierement I'influence de I'environnemeatécholaminergique sur le remodelage
B-adrénergique, notre équipe initie une étude poganl’analyse des variations d’expression
des B-ARs dans les lignées bronchiques humaines 16HBE&#dCFBE41lo- traitées de
maniere chronigque avec un agonigtadrénergique non sélectif ou spécifiqgue d’'un dyps-
donné. Ces résultats seront également comparésxaobtenus avec les cellules isolées de
patients. Par ailleurs, les glucocorticoides étiumte part couramment prescrits comme anti-
inflammatoires dans la mucoviscidose et d’autrahglagies, et d’autre part étant reconnus
comme modulateurs de I'expression des genef-@ds, nous analyserons leur influence sur

I'expression de NHE-RF1 et dBsARs sur nos lignées cellulaires.

Les résultats obtenus par comparaison des brondm@saines saines et
mucoviscidosiques sont a considérer en tenant euhptfait que les deux groupes ne sont
pas similaires quant aux criteres d’age et de s&te.effet, les patients atteints de

mucoviscidose et subissant une transplantation jsomies et peuvent étre des deux sexes,
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alors que les patients dits contréles ont subi nésection pulmonaire, généralement pour
cause de cancer et ce sont principalement des hendfoa certain age. Cependant, nos
préléevements sont effectués en dehors de la zomerale. Par ailleurs, ces patients controles
sont généralement fumeurs ce qui pourrait égalesrndiner une modification d’expression
de NHE-RF1 et des réceptefadrénergiques bronchiques par rapport a des theivsains
non-fumeurs. Notre étude ne tient pas compte nos, ples éventuels traitements médicaux
des individus, notamment par désloquants qui pourraient influencer I'expressias fi-
ARs. Malgré cela, pour des raisons éthiques évadernt est difficilement envisageable de
conduire une étude comparée répondant aux criteresmilarités entre les deux groupes de

patients.

En outre, nous collectons actuellement les génstyjes patients mucoviscidosiques
dont proviennent les biopsies bronchiques et lee$ahistologiques. En effet, il est probable
qgue le remodelage d'expression protéique observié wm fonction des mutations des
patients. Ainsi, des mutations conduisant a uneesgnon membranaire non fonctionnelle de
CFTR peuvent conserver des interactions avec |@adenaires a domaines PDZ,
contrairement a des mutations entrainant une abdetmle de CFTR a la membrane. Il est
donc concevable que ces deux types de mutationgirgrit un remodelage différent. Mais
pour vérifier cela, il faudrait conduire une étudplus grande échelle pour que les principales
mutations de CFTR soient représentées par un nosalfffisant de prélévements. Par ailleurs,
les prélevements utilisés comme contrdles proviehdéndividus non mucoviscidosiques,
mais il est possible que certains d'entre eux sqerteurs sains d'une mutation TR I
serait intéressant d'étudier l'influence de I''e#ggotie sur I'expression protéique de NHE-

RF1 et des récepteyssadrénergiques.

En conclusion, mes travaux de thése ont permis medleure connaissance et
compréhension du rble de la protéine partenaireCHBER, NHE-RF1. lls ont également
permis de démontrer pour la premiére fois et parapgroches complémentaires, la présence
du récepteufz-adrénergique dans les poumons humains ainsi guafond remodelage de
I'expression protéique dans la mucoviscidose. Gigrenl'avancée de mes travaux souleve de
nouvelles questions, notamment sur les mécanismphkgués et le réle de CFTR dans le

remodelage observé dans les bronches des patients/iscidosiques.
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La mucoviscidose :
Correction de la mutation AF508 par sur-expression de NHE-RF1 ;
Modifications d'expression de NHE-RF1 et des récepteurs B-adrénergiques
dans les poumons humains.

RESUME EN FRANCAIS

Ces travaux de thése se sont organisés autourwepdejets. Premierement, nous avons étudié
l'impact d'une protéine partenaire de CFTR, NHE-R¥it la protéine mutée la plus fréquente dans la
mucoviscidoseAF508. NHE-RF1 était décrite jusque la pour son icagion dans l'adressage apical
et la stabilité membranaire de la protéine CFTR/age. Nos travaux démontrent que la surexpression
de NHE-RF1 corrige le défaut d'adressagAE808 et restaure une activité partielle de canakate.

Deuxiémement, nous nous sommes intéresseés a bsigmales récepteuBsadrénergiqgueAR)
et NHE-RF1 dans les poumons humains témoins et vingidosiques. En effet, I¢g et3,-AR sont
présents dans les poumons ou ils régulent divéosetions biologiques. Mais dans la mucoviscidose,
la réponsg3-adrénergique globale est altérée. Par ailleurserémuipe a démontré que le troisieme
sous-type dB-AR, Bs-AR, est capable d'activer CFTR. Mais aucune éngdéémontre la présence de
Bs-AR dans les poumons humains. Ces données noumodtits & analyser I'expression des tfois
AR ainsi que NHE-RF1 dans des bronches humainestbesm et mucoviscidosiques. Nous avons
ainsi démontré : 1) l'expression @3-AR dans les poumons humains et 2) une modification
d'expression de-AR et de NHE-RF1 dans la mucoviscidose (surexppsgesp; et 3s-AR, sous-
expression deg§,-AR et NHE-RF1). L'implication physiopathologiquee ¢e remodelage dans la
mucoviscidose reste a définir. Enfin, la sous-esgicm de NHE-RF1 devra étre prise en compte pour
les possibilités de restauration pharmacologiq@enagtations chez les patients.

MOTS-CLES: mucoviscidose, CFTR, NHE-RF1, trafic cellulaibeonches, poumons, remodelage,
récepteurs béta-adrénergiques.

Cystic fibrosis:
AF508 mutation rescue by NHE-RF1 over-expression ;
NHE-RF1 and -adrenergic receptors remodeling in human lungs.

RESUME EN ANGLAIS

The present work encompasses two projects. Finsystudied the impact of a protein partner of
CFTR, NHE-RF1, on the most frequent mutant in cy&brosis (CF):AF508. NHE-RF1 has been
described up to now for its involvement in apiaafficking and membrane stability of wild-type
CFTR. Our study showed that NHE-RF1 overexpresssoued the trafficking defect AF508 and
rehabilitated a partial channel chloride activity.

Secondly, we focused on the expression of(faerenergic receptorAR) and NHE-RF1 in
control and CF human lungs. Indeed, fheandf,-AR are largely expressed in the lungs where they
control various biological functions. But tfieAR stimulation leads to a faded response in CF. In
addition, our team has previously shown that tlvel AR subtype3;-AR, can activate CFTR. But
no study has shown the presence offiAR in human lungs. These data encouraged us tgzea
the threg3-AR and NHE-RF1 expressions in human control andf@rRchi samples. We thus showed
that: 1)Bs-AR were expressed in human lungs and 2) a remmglelas observed in CB{andBs-AR
overexpression,3,-AR and NHE-RF1 under-expression). The physioldgioglevance of this
remodeling remains to be defined. However, NHE-RRder-expression should be taken into account
for the pharmacological rescue of the patientsamist

KEYWORDS: Cystic Fibrosis, CFTR, NHE-RF1, cellular trafficginbronchus, lung, remodeling,
beta-adrenergic receptors.




