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Implications de la Phosphatidylcholine phospholipase C, des transporteurs de dipeptides et de la

cobalamine dans le processus inflammatoire. Application a I'étude de la mucoviscidose

Contexte: Les maladies pulmonaires comme I’asthme ou la mucoviscidose représentent des
problémes majeurs de santé publique. Elles se manifestent par une inflammation chronique avec une
production accrue de cytokines pro-inflammatoires et a terme une dégradation de la fonction
respiratoire. Les efforts thérapeutiques tentent, d’un coté, de contrdler la réaction inflammatoire et

aussi d’améliorer la biodisponibilité médicamenteuse.

Objectif :  Notre objectif est d’explorer I’implication des phospholipases dans I’inflammation et le
role des transporteurs peptidiques dans le transport des antibiotiques dans la mucoviscidose. Nous
avons aussi cherché a comprendre ’effet d’une supplémentation en cobalamine sur 1’efficacité de la

dexaméthasone dans un contexte inflammatoire.

Méthodes : Des techniques immunologiques, électrophorétiques, de culture cellulaire,
d’immunoprécipitation et d’expression génique sont utilisées sur des lignées bronchiques humaines

normales ou mucoviscidosiques.

Résultats : 1) La PC-PLC est constitutivement suractivée dans les cellules mucoviscidosiques et
conduit a une surproduction d’arachidonate, a une surexpression de Cox-2, une surproduction de
PGE?2, une surexpression d’interleukine-8, et au défaut de régulation beta-adrénergique de la sécrétion.
L’inhibition de cette enzyme par le D609 permet de corriger tous ces défauts. 2) L’activité du
transporteur peptidique, impliquée dans le transport d’antibiotiques, PEPT2, a été caractérisée dans les
cellules bronchiques normales (Vm = 115 pmol/10° cellules/min ; Km = 15uM). Ce transporteur n’est
pas influencé par un contexte inflammatoire. Ce transporteur est inactif dans les cellules CF. 3) La
cobalamine potentialise 1’effet de la déxaméthasone sur la sécrétion et 1I’expression des cytokines pro-

inflammatoires induite par le TNFa et I’histamine.
Conclusions/perspectives :

Cette étude devrait permettre 1) de mettre en lumiére I’'importance de la PC-PLC comme cible
pharmacologique potentielle dans la mucoviscidose. 2) de comprendre la relative faible efficacité¢ de
’antibiothérapie dans cette maladie et 3) de mettre en évidence une possible participation du cycle de

la méthionine dans le processus inflammatoire.

Mots clés: Inflammation, PC-PLC, mucoviscidose, PEPT, Interleukine-8, cobalamine.



Abstract

Background: Lung diseases such as asthma or cystic fibrosis are major public health
problems. They are manifested by chronic inflammation with increased production of
proinflammatory cytokines leading to respiratory failure. Current therapeutic is aimed at

controling the inflammatory response and also at improving drug bioavailability.

Objective: The objective is to explore the involvement of phospholipases in inflammation
and the role of peptide transporters in the transport of antibiotics in cystic fibrosis. We also
sought to understand the effect of cobalamin supplementation on the effectiveness of
dexamethasone in an inflammatory context. Methods: immunological techniques,
electrophoresis, cell culture, immunoprecipitation and gene expression are used on normal or

cystic fibrosis human bronchial cell lines.

Results :1) PC-PLC is constitutively overactivated in cystic fibrosis cells and leads to
overproduction of arachidonate, to overexpression of Cox-2 , an overproduction of PGE2 , an
interleukin -8 overexpression , and to alteration of beta-adrenergic secretion. Inhibition of this
enzyme by D609 corrects these defects. 2) The activity of the dipeptide carrier involved in the
transport of antibiotics, PEPT2, was characterized in normal bronchial cells (Vm = 115
pmol/106 cells / min, Km = 15uM). This transporter is not affected by an inflammatory
context. However, it was shown to be inactive in CF cells. 3) Cobalamin potentiates the effect
of dexamethasone on the expression and secretion of pro-inflammatory cytokines induced by

TNFa and histamine.

Conclusions :

This study should help 1) to highlight the importance of PC-PLC as a potential
pharmacological target in cystic fibrosis. 2) to understand the relative ineffectiveness of
antibiotics in this disease , and 3) to highlight a possible involvement of methionine cycle in

the inflammatory process.

Keywords : Inflammation, PC-PLC, Cystic fibrosis, PEPT, Interleukin-8, cobalamin.
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Avant propos

Avant propos

Les maladies pulmonaires constituent I’'un des enjeux majeurs de santé publique dans les
pays industrialisés et, plus récemment, dans les pays émergents. Elles représentent
directement ou indirectement la deuxi¢me cause de déces dans le monde. A titre d’exemple,
10% des adultes et 35% des enfants a 1’échelle mondiale souffrent d’asthme ou de maladies

respiratoires allergiques.

Les maladies respiratoires touchent les voies aériennes, y compris les voies nasales, les
bronches et les poumons. Elles vont d’infections aigués comme la pneumonie et la bronchite a
des affections chroniques telles que 1’asthme, la bronchopneumopathie chronique obstructive

et la mucoviscidose.

Les voies respiratoires sont continuellement face a un environnement chargé de
pathogenes auxquels elles réagissent par la mise en place de réponses immunitaires et anti-
inflammatoires adaptées. Cependant, dans des maladies pulmonaires comme l'asthme ou la
mucoviscidose la persistance de la réponse inflammatoire est responsable du remodelage des
voies aériennes et de leur obstruction ce qui nécessite d’approfondir notre compréhension des
mécanismes moléculaires de D’inflammation pulmonaire. Ceci est important afin de
développer des approches thérapeutiques dont 1’objectif est d’améliorer la prise en charge des

personnes atteintes par ces maladies.

Le traitement de la mucoviscidose n'est pas simple, il repose surtout sur la diminution des
symptomes et la prévention des complications avec des séances trés fréquentes de
kinésithérapie respiratoire qui varie en fonction de l'age et de I'encombrement bronchique.
L'aérosolthérapie avec des fluidifiants, des bronchodilatateurs est prescrite aussi pour
améliorer la respiration. A toute cette médication, vient se rajouter 1’utilisation des anti-
inflammatoires pour diminuer l'inflammation et les antibiotiques pour lutter contre les
infections sans oublier le traitement des autres complications pancréatiques et digestives.
Malgré cela et au fur et a mesure de I'avancée de la maladie, la capacité respiratoire diminue
et il est parfois nécessaire d'avoir recours a l'oxygénothérapie pour contrer l'insuffisance
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respiratoire, voire a la greffe poumons ou cceur-poumons lorsque le pronostic vital est en jeu.
Malgré les progres, la prise en charge de la mucoviscidose nécessite donc des soins quotidiens

qui sont trés contraignants.

A T’heure actuelle, la recherche continue d’explorer différentes voies pour trouver de
nouvelles molécules thérapeutiques ou améliorer 1’efficacité des traitements existants. Dans
notre équipe, nous avons essay¢ de travailler sur ces deux fronts en étudiant le contexte
inflammatoire d’un coté et de I’autre coté le transport d’antibiotiques par deux transporteurs

peptidiques.

Dans un autre volet de mon travail, et en s’intéressant toujours a 1’inflammation, j’ai
travaillé¢ sur I’effet des glucocorticoides sur un modele cellulaire bronchique d’asthme. Les
bronches sont une cible de la glucocorticothérapie, vu qu’elle est le siege d’une inflammation
importante au moment des crises. Une grande majorité des asthmatiques présente un asthme
qui nécessite un traitement anti-inflammatoire de fond, prescrit de nombreux mois, voire
plusieurs années. Lors de crises séveéres ou lorsque l'asthme s'aggrave au cours d'une
bronchite par exemple, des médicaments corticoides sous forme de comprimés sont prescrits ;
ce traitement est prescrit plus longtemps. Dans ce cas, beaucoup d’effets secondaires peuvent
survenir. L’efficacit¢é d’un médicament est alors en jeu. Le but est d’obtenir le plus de

bénéfices escomptés avec la dose minimale et le temps de traitement le plus court.

Ce mémoire se composera ainsi d’une introduction bibliographique générale, permettant
de fournir des données sur I’inflammation pulmonaire et le systtme immunitaire. J’ai pris
soin dans cette introduction de détailler suffisamment le role que joue 1’épithélium trachéal
bronchique dans la défense immunitaire et son implication dans I’inflammation pulmonaire
comme acteur mais aussi comme siege de I’inflammation commun aux maladies respiratoires
(asthme, BPCO et mucoviscidose). Apres cette partie introductive, j’ai présenté les résultats
dans trois grands chapitres, un chapitre pour chaque maladie étudiée, avec une petite
introduction suivie des résultats et des discussions. Enfin, une derniére partie a été consacrée

a présenter une discussion générale sur le travail et ses perspectives.
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L.1 Généralité

Le systéme respiratoire humain a une fonction principale qui consiste a la conduction de
I’air extérieur jusqu’aux alvéoles pulmonaires et permettre ainsi les échanges gazeux entre
I’air et le sang. Les poumons sont ainsi exposés a de nombreux pathogénes inhalés chaque
jour dans les 10 000 litres d’air inspirés quotidiennement. Malgré cela, les infections sont tres
rares, ce qui témoigne de ’efficacité du systeme de défense de la surface muqueuse des

poumons.

Le systéme respiratoire est composé de deux parties, les voies aériennes supérieures et les
voies aériennes inférieures. Les voies aériennes supérieures comprennent les fosses nasales
(qui permettent de réchauffer, d’humidifier et de filtrer I’air), le pharynx et le larynx. Les
voies aériennes inférieures correspondent a un arbre inversé avec plusieurs ramifications qui
s’étendent depuis la trachée jusqu’aux bronchioles : deux principales bronches font suite a la
trachée pour se diviser a leur tour en bronches secondaires et tertiaires qui continuent a se
ramifier en voies respiratoires plus petites, appelées bronchioles, qui se terminent dans des

poches a air appelées alvéoles.

L2 Architecture de I'arbre trachéo-bronchique

L’architecture de la paroi trachéo-bronchique est trés bien adaptée a la conduction de 1’air
car elle permet d’associer rigidité, flexibilité¢ et extensibilité. Elle est formée de différentes
couches dont la composition et la répartition varient de la trachée a la bronchiole afin de

s’adapter au mieux au diametre des voies aériennes et a leur fonction.

La couche qui tapisse la lumiére bronchique est une muqueuse bronchique, elle comprend, de

I’extérieur (du coté de la lumicre trachéo-bronchique) vers l'intérieur, un épithélium de
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surface pseudo-stratifi¢ de type respiratoire reposant sur une membrane basale et un chorion

conjonctif (lamina propria).
L.2.1 L’épithélium respiratoire de surface bronchique
L’¢épithélium de surface recouvre la face interne (coté de la lumiére trachéo-bronchique) de

la trachée et des bronches. Il est composé de quatre types cellulaires : Les cellules ciliées, les

cellules caliciformes muqueuses, les cellules intermédiaires et les cellules basales (Figure 1).

TRACHEE / BRONCHES BRONCHIOLES ALVEOLES
cellule cellule cellule cellule cellule cellule celiule pneumocyte pneumocyte
ciliée iciforme i édiai basale de Clara ciliée neuro de type | de type Il

épithéliale

EPITHELIUM

X O
CANAL ¥
COLLECTEUR /

MESENCHYME

cellules cellules "
a mucus GLANDE séreuses ;
SOUS-MUQUEUSE ‘

CARTILAGE ’

Figure 1: Les différents types d’épithéliums respiratoires de surface ; L’épithélium
respiratoire est identique dans la trachée et les bronches. 1l est pseudo-stratifié au niveau de
[’épithélium respiratoire de surface qui est composé de quatre types cellulaires (cellules
ciliées, caliciformes, intermédiaires et basales). L épithélium glandulaire est composé de trois
types cellulaires (les cellules a mucus, séreuses et myoépithéliales). L épithélium respiratoire
des bronchioles est de type monostratifié et composé de trois types cellulaires (cellules
ciliées, neuro-épithéliales et de Clara). L épithélium respiratoire des alvéoles est de type
monostratifié et composé de deux types cellulaires (pneumocytes de type I et Il). (These

Delphine GRAS, 2006)

12.1.1 Les cellules ciliées.
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Ce sont des cellules cylindriques polarisées, ancrées a la lame basale via des contacts non
jonctionnels ou indirectement par des desmosomes qui les lient aux cellules basales (1) et
constituent la majorité des cellules composant 1’épithélium de surface. Leur réle est d’assurer
la clairance mucociliaire en assurant I’évacuation du mucus grace aux battements de leurs
cils avec une vélocité qui peut atteindre 200 nm par seconde en moyenne. Ces cils sont eux-
mémes constitués de microtubules. Les cellules ciliées permettent les échanges d’ions entre le
fluide extracellulaire et le cytoplasme intracellulaire (2) le transport d’eau (3) et la sécrétion
de macromolécules (4). La fréquence de battements des cils est comprise entre 10 et 15 Hz

ex vivo (5) et elle est plus élevée dans les bronches proximales que dans les bronches distales

(6).

12.1.2 Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes sont disséminées entre les cellules ciliées, elles sont plus
nombreuses dans les bronches souches et dans les bronches lobaires et plus rares dans les
petites bronches. Elles sont remplies de grains de sécrétion riches en mucines qui participent,
avec les secrétions des glandes séro-muqueuses, a la formation du mucus (7). Le mucus
produit permet d’emprisonner les impuretés de 1’air inspiré et d’absorber certains gaz (8).
Une hyperplasie de ces cellules est observée dans certaines pathologies respiratoires telles que
les bronchites chroniques et la mucoviscidose. Les cellules caliciformes sont également
capables de produire des protéines a activité anti-bactérienne telles que les IgA sécrétoires (9)

et la péroxydase (10).

12.1.3 Les cellules basales
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Les cellules basales sont des petites cellules triangulaires ancrées a la partie profonde de
I’épithélium contre la membrane basale. Plusieurs desmosomes attachent les cellules basales
aux cellules épithéliales qui les entourent. Elles sont trés importantes dans la régénération
cellulaire car elles sont capables de remplacer n’importe quel autre type de cellule bronchique
(11). Elles peuvent donc se différencier en cellules ciliées ou en épithélium en fonction de

I’intensité de I’agression de 1’épithélium.

12.1.4 Les cellules intermédiaires.

Les cellules intermédiaires sont ancrées a la lame basale. De forme allongée, elles
n’atteignent pas la lumiére des voies respiratoires. Ces cellules seraient issues de la division
des cellules caliciformes au cours du processus de stratification (12). Elles constituent des
¢léments de transition en cours de différenciation en cellules ciliées ou sécrétoires (13). Les
cellules intermédiaires représentent 7% des cellules de 1’épithélium de surface et constituent

33% des cellules proliférantes au niveau des voies aériennes de conduction (14).

L2.2 L’épithélium respiratoire bronchique glandulaire

L’épithélium respiratoire glandulaire, présent dans la sous-muqueuse bronchique, est situé
entre I’épithélium de surface et le cartilage. Il est constitué d’un tissu conjonctif lache
contenant les glandes sécrétoires mixtes, elles méme constituées de trois types cellulaires : les

cellules muqueuses, les cellules séreuses et les cellules myoépithéliales.

12.2.2 Les cellules muqueuses
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Les cellules muqueuses ont un cytoplasme caractérisé par sa densité en granules
sécrétoires riches en mucines au niveau apical. Elles produisent plusieurs types de mucines
comme les MUCS5B et MUCSAC qui permettent la synthése du mucus (15). Ces cellules
jouent un role important dans la défense immunitaire notamment contre les agressions
bactériennes a travers le transport spécifique d’immunoglobulines, les IgA sécrétoires, par le

transporteur pIgR.

1.2.2.3 Les cellules séreuses

Elles sont les principales sources de protéines de défense (16). Elles produisent une grande
quantité¢ du liquide de sécrétion des glandes ainsi que des protéines et des peptides a activité
antibactérienne tel que le lysozyme (le lysozyme est considéré comme étant un marqueur
spécifique de I’activité sécrétoire des cellules glandulaires séreuses (17)), la lactoferrine et
l'inhibiteur bronchique de leucoprotéase (Secretory LeucoProtease Inhibitor, SLPI) ou encore
des anti-protéases qui inactivent les enzymes bactériennes. Ces anti-protéases peuvent aussi
détruire les protéases produites par les PNN (les polynucléaires neutrophiles) avant qu’elles
ne puissent détériorer les tissus comme c’est le cas dans les pathologies pulmonaires. Ces
cellules expriment fortement la protéine CFTR, notamment dans la membrane des granules
sécrétoires. Ceci laisse penser que cette protéine joue un role dans le transport et I’exocytose

des grains de sécrétion en dehors de la cellule séreuse (18).

12.24 Les cellules myoépithéliales

Les cellules myoépithéliales ont des propriétés contractiles, elles tapissent l'extérieur des
glandes de la sous muqueuse ce qui facilite la libération des granules sécrétoires des cellules
glandulaires vers la lumiere des voies respiratoires. En effet, ces cellules allongées sont en
contact avec la lame basale mais aussi en contact direct avec les cellules sécrétoires
glandulaires trachéobronchiques.
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L2.3 L’épithélium respiratoire bronchiolaire

L’épithélium respiratoire bronchiolaire est composé de trois types cellulaires différents
qui sont les cellules ciliées, les cellules de Clara et les cellules neuroendocrines. Les cellules
ciliées de 1’épithélium bronchiolaire ont la méme morphologie et les mémes propriétés que

dans I’épithélium bronchique.

12.3.1 Les cellules de Clara

Les cellules de Clara sont un des principaux types cellulaires de 1’épithélium
bronchiolaire. Ce sont des cellules non ciliées avec un cytoplasme granuleux. Elles
contiennent de nombreuses mitochondries de grande taille, un abondant réticulum
endoplasmique lisse. Elles sont de forme ovale chez I’Homme et irréguliere chez les autres

especes (19). Ces cellules ont trois fonctions.

Elles produisent les collectines et les protéines associées au surfactant (SP-A, SP-B, SP-
D) (20), synthétisées aussi par les cellules épithéliales alvéolaires et assurent ainsi une
fonction antimicrobienne et sont capables de moduler I’inflammation des voies aériennes.
Cette dernicre fonction est également assurée par la protéine CC10, produite par les cellules
de Clara (21). La deuxieme fonction concerne leur role de cellules de progénitrices, c'est-a-
dire qu’elles peuvent se diviser, se différencier et remplacer des cellules d’autres types
endommagées. Enfin ces cellules contiennent des systémes enzymatiques comme le

cytochrome P450 (22) capables de détoxifier des substances nocives.

1.2.3.2 Les cellules neuroendocrines
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Les cellules neuroendocrines sont des cellules épithéliales spécialisées des voies aériennes,
elles sont de forme pyramidale avec des prolongements cytoplasmiques atteignant la lumicre
des voies respiratoires (23). Ces cellules peuvent étre soit isolées les unes des autres ou étre
sous forme de « cluster », elles sont alors appelées corps neuro-épithéliaux (NEB). Elles sont
situées dans I'épithélium respiratoire nasal, la muqueuse du larynx et dans toute la région
respiratoire de la trachée aux voies aériennes terminales. Ces cellules possédent différentes
fonctions physiologiques dont une fonction de chemorécépteur du taux d’oxygeéne dans I’air
respiratoire et une fonction sécrétrice paracrine d’hormones locales de sérotonine ainsi que
d’hormones peptidiques (calcitonine, leu-enképhaline, bombésine) (24) agissant sur la
musculature lisse des bronches et des vaisseaux pour controler 1’aération et le débit sanguin.
En outre, les corps neuroépithéliaux possédent une innervation sensible trés développée : leur

fonction est vraisemblablement semblable a celle des glomus dans 1’appareil circulatoire.

L.2.4 L’épithélium respiratoire alvéolaire et le surfactant

12.4.1 L’épithélium respiratoire alvéolaire

L’épithélium respiratoire alvéolaire est monostratifié et tapisse les alvéoles pulmonaires
qui sont estimées a 150 millions par poumon et sa surface est évaluée a 80 m2. Les cellules
épithéliales alvéolaires sont pavimenteuses et appelées pneumocytes de type I. Les cellules
épithéliales plus volumineuses sont les cellules alvéolaires de type II ou pneumocytes de type
II. Les pneumocytes de type I sont des cellules aplaties impliquées dans les échanges gazeux.
Les pneumocytes de type II sont des cellules qui proliferent afin de re-épithélialiser les

surfaces alvéolaires dissociées puis qui sont transformées en pneumocytes de type I (25). Les

pneumocytes de type I sont également impliqués dans les mécanismes de défense de I’hote

via la production du surfactant pulmonaire (26).
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12.4.2 Le surfactant

Le surfactant est un matériel lipoprotéique complexe, comparable a un détergent. Il
diminue la tension superficielle du film liquide qui tapisse les cavités alvéolaires ce qui
empéche 'affaissement ou collapsus des alvéoles lors de 1'expiration. Il renferme douze fois
plus de phospholipides que de protéines. Les protéines les plus nombreuses sont des
glycoprotéines et les phospholipides les plus importants sont des dérivés de Ila

phosphatidylcholine ou lécithine.

Le pneumocyte de type Il n'intervient pas uniquement dans la synthese et I'excrétion des
phospholipides de la partie active du surfactant. Il élabore aussi les glycoprotéines de
I'hypophase, peut régénérer 1'épithélium alvéolaire en se transformant en pneumocyte de type
I et intervient par sa micropinocytose dans les échanges d'eau et d'électrolytes entre

I'hypophase et l'interstitium.

Notons que I'hypophase n'est pas produite par les seuls pneumocytes de type II. Une part
de ses protéines provient des cellules de Clara et son fluide est un transsudat a partir des
vaisseaux. Le surfactant n'est produit qu'au 7e mois de la vie embryonnaire. Son insuffisance
chez les nouveaux nés prématurés est la cause d'une détresse respiratoire connue sous le nom

de maladie des membranes hyalines.

L.3. Fonction de défense de I'arbre Trachéo-bronchique
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L’arbre trachéo-bronchique constitue un systeme de défense, assuré par une barricre
physico-chimique que constitue 1’épithélium de surface et la clairance muco-ciliaire. L’action
combinée du mucus et des cils de la muqueuse respiratoire visent a éliminer les particules
étrangéres. Le mucus capte les particules et permet leur élimination protégeant ainsi la

mugqueuse contre les irritants ou la dessiccation.

Le mucus est composé a 60%-70% de mucines et de substances insolubles diverses
secrétées par les cellules caliciformes et les glandes sous- muqueuses. Il est composé a 30%-
40% de protéines, surtout de nombreuses molécules de défense impliquées dans
I’immunité (figure 2) possédant des activités antimicrobiennes comme les IgA sécrétoires, la
lactoferrine, le lysozyme, la bronchotransferrine, les phospholipases A2, la lactoperoxydase,
I’inhibiteur de leucoprotéase sécrétoire (SLPI) et les défensines. Il est également composé
d’une couche fluide profonde (la phase sol), composée d’éléments hydrosolubles, formant un

milieu aqueux permettant le battement des cils qui propulsent la couche superficielle (la phase

gel) vers le pharynx.
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Protéines de défense sécrétées
Mucines, IgA sécrétoires, lactoferrine, lysozyme,
bronchotransferrine, phospholipase A2, lactoperoxydase,
SLPI (inhibiteur de leucoprotéase sécrétoire), défensines,
collectines, CC10, glutathion, protéases, cytokines

Figure 2 : Systeme de défense de [’épithélium respiratoire des voies aériennes. (Bals et

al., 1999).

1.3.1 La Clairance mucocilaire
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Le mucus forme un revétement continu tapissant toutes les voies de conduction. Il est
produit a des quantités entre 15 et 20 ml par jour et présente a 1’état normal chez 1’adulte une
épaisseur variant entre 0.5 et 2 um. Il provient essentiellement des glandes du chorion et se

compose d’une couche visqueuse superficielle, qui capte les particules, appelée phase gel.

Le mucus est un gel dont 1’état d’hydratation est conditionné par les mouvements actifs
ioniques trans-épithéliaux. On décrit généralement le mucus respiratoire comme un systéme
structuré en deux phases : une phase « sol », tres fluide, dans laquelle baignent les cils, et une
phase « gel », superficielle, viscoélastique. Cette structure bi-phasique est en fait
probablement une simplification. Le mucus présent au niveau de 1’épithélium mucociliaire est
vraisemblablement formé d’un gradient continu de glycoprotéines en faible concentration a la

base des cils et en concentration beaucoup plus forte a leur partie apicale.

Parmi les principaux composants du mucus, figurent les glycoprotéines, ou mucines, de
trés haut poids moléculaire (de I’ordre de 10° Da) trés riches en sucres, trés complexes, et qui
sont formées d’un axe polypeptidique sur lequel viennent se brancher de milliers de chaines

glycaniques.

13.1.1 Mucines

Les mucines, qui sont des glycoprotéines filamenteuses de trés haute masse moléculaire,
porteuses de milliers de chaines O-glycanniques (figure 3) et capables de former un réseau
macromoléculaire par 1’établissement de ponts disulfures, sont responsables des propriétés
rhéologiques (élasticité, viscosité, filance, adhérence) du mucus. Les travaux de la période
1960-1990 ont permis la caractérisation physicochimique des chaines glycanniques et du
squelette peptidique, a partir de préparations de mucines purifiées d’origine tissulaire
provenant d’espéces variées de mammiferes. Ces travaux ont montré des constantes
structurales : masse moléculaire élevée (pouvant atteindre plusieurs millions de Da, sous
forme polymérique), une richesse en chaines O-glycanniques (60% a 80% du poids sec), une
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richesse en proline, thréonine, sérine (20% a 55% de la composition en acides aminés),
présence de vastes domaines glycosylés résistant a la protéolyse et, enfin, 1’existence de
courtes régions « nues » libérées par protéolyse. La communauté des « mucinistes »
s’attendait donc a ce que le clonage des génes d’apomucines (génes MUC) révele une treés
vaste famille de génes. A ce jour, 21 symboles MUC existent dans la littérature. Ils ne

désigneraient pas tous des mucines.

Les glycoprotéines de type « mucine » ne peuvent pas €tre classées selon des critéres liés a
leur chaines glycanniques. La seule base consensuelle actuelle est celle reposant sur les geénes
codant pour les apomucines. Ainsi, la famille des mucines se divise en deux classes : les
mucines sécrétées et les mucines membranaires. Les mucines membranaires sont ancrées a la
membrane cytoplasmique et se projettent loin a D’extérieur de la cellule. Les mucines
sécrétées par les cellules caliciformes de 1’épithélium bronchique et les cellules muqueuses

des glandes sous-muqueuses forment le constituant macromoléculaire majoritaire du mucus.

0-Glycosaminoglucanes

Thréonine

COOH

Sérine

Figure 3 : Structure générale des mucines sécrétées. (D apres Pierre-Régis Burgel).

( http://b2pcr-esi.bcpp.master.univ-paris-diderot.fr/M2/R/diapo_rpw/UESEpithelR/courspw/Burgel Mucusmucoviscidose 2012.pdf).

13.1.2 Les cils
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Les cils constituent des extensions cytoplasmiques des cellules épithéliales. Ils baignent
dans la couche profonde du mucus (phase sol) et permettent la mise en place d’un systéme de
battements synchrones (1000 coups/min) se faisant rapidement vers le pharynx et plus
lentement au retour ce qui permet de pousser le mucus vers le pharynx a une vélocité

d’environ 5-20 mm/min.

1.3.2 Activité antimicrobienne

13.2.1 Le lysozyme

Le lysozyme humain présent au niveau de D’appareil respiratoire est une enzyme
antibactérienne sécrétée en grandes quantités (environ 10 a 20 mg de lysozyme sont sécrétés
quotidiennement) essentiellement par les glandes de la sous-muqueuse de la trachée,
I’épithélium de surface et les macrophages alvéolaires pulmonaires. Le lysozyme est
considéré comme étant un marqueur de cellules séreuses des glandes sous-muqueuses
respiratoires. C’est une protéine basique de 15 kDa capable de dégrader les peptidoglycanes

des parois bactériennes des bactéries a Gram positif.

13.2.2 Le SLPI « Secretory Leukocyte Proteinase Inhibitor »

L’antileucoprotéase, ou SLPI, est une protéine non glycosylée de 12 KDa sécrétée par les
cellules épithéliales séreuses (27), ainsi que par les cellules de Clara (28). Elle est constituée
de 107 acides aminés avec 8 ponts disulfures formés par 16 résidus cystéine. Elle contient
deux domaines avec une activité antibactérienne de transglutaminase en N-terminale et une
activité d’inhibition de 1’¢élastase en C-terminale (29). Le SPLI possede également une activité
antibactérienne qui est dirigée a la fois contre les bactéries a Gram négatif et les bactéries a
Gram positif (30) mais aussi une activité potentielle contre le VIH (31). Il est produit par

plusieurs types de cellules dont les neutrophiles et les macrophages (32, 33). Sa concentration
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physiologique dans la salive est de 0,1 a 10 pg/ml (34). Le SLPI joue également un role

important dans 1’apoptose et la cicatrisation (35).

13.2.3 Les défensines

Les défensines font partie de la trés grande famille des peptides anti-microbiens. Ce sont
des petits peptides contenant de 29 a 35 acides aminés, de masse moléculaire variant de 3,5 a
6 kDa et qui sont largement impliqués dans I’'immunité innée du fait de leur activité
antimicrobienne qui est probablement due a leur conformation spatiale et a 1’exposition des
charges positives. Ces peptides sont libérés par les cellules épithéliales et les cellules du
systéme immunitaire et sont attirés par les charges négatives naturellement portées par les
constituants lipidiques (les phospholipides) des membranes cellulaires des micro-organismes

(36).

En fonction du positionnement des résidus cystéine et de leur combinaison, les défensines
sont subdivisées, en o-défensines, B-défensines et 6-défensines, mais seules les a- et [-

défensines sont présentes chez I’Homme.

Les a-défensines de type HNP (Human Neutrophil Peptide) sont toutes retrouvées dans les
granules azurophiles des neutrophiles, ce qui explique que le recrutement de plusieurs
neutrophiles sur le lieu de I’inflammation dans certains tissus résulte d’une concentration
¢levée en ces dernicres. Il a été observé aussi des concentrations élevées de ces HNP dans le

lavage broncho-alvéolaire dans les maladies inflammatoires pulmonaires (37).

Les HNP-1 a 3 sont ¢galement présentes dans les lymphocytes B, les lymphocytes NK
(Natural-killer) et les monocytes. Les a-défensines humaines, HD (Human Defensin) 5 et 6,
sont, quant a elles, présentes dans les granules des cellules de Paneth de 1’intestin gréle et au

niveau des cellules épithéliales du tractus génital de la femme.

La classe Le nom La localisation
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HNP1
HNP2
a-Defensins HNP3 Neutrophiles
HNP4
HD3
Cellules de Paneth
HD6
HBD-1 Dans plusieurs cellules épithéliales
HBD-2 } Voies respiratoires
B-Defensins
HBD-3 Voies gastrointestinales,
HBD-4 La cornée, la peau, les reins, etc.

Tableau 1: Les peptides antimicrobiens humains de la famille des défensines.

Les B-défensines ont une taille plus importante que celle des a-defensines (36-42 acides

aminés). Elles ont été caractérisées pour la premiere fois dans une étude (38) qui cherchait a

étudier le role des peptides antimicrobiens dans I’immunité innée dans les voies aériennes.

Aujourd’hui, 4 B-défensines, les B-défensines de 1a 4, sont caractérisées. Elles sont produites

principalement par les cellules épithéliales et quelques cellules myéloides (39).

En plus d’étre des peptides antimicrobiens, les défensines possédent également une

activité pro-inflammatoire par stimulation du chimiotactisme des cellules dendritiques

immatures, des lymphocytes T et des polynucléaires neutrophiles.

L4 Systéeme de défense immunitaire dans I'épithélium et quelques

acteurs importants de I'inflammation
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L’¢épithélium bronchique joue un réle important dans la défense immunitaire pulmonaire
et interagit avec les différents acteurs de la réaction inflammatoire dont les cellules

Immunitaires.

L14.1 Les différentes cellules immunitaires

14.1.1 Les neutrophiles

Les neutrophiles sont des cellules sanguines appartenant a la lignée leucocytaire. Ils sont
produits et stockés dans la moelle osseuse (40). Au cours de leur maturation, les neutrophiles
développent plusieurs compartiments intracellulaires comme les granules sécrétoires et les
vésicules dans lesquels seront stockées des protéines antimicrobiennes et pro-inflammatoires

importantes (41).

Les neutrophiles jouent un rdle crucial dans la défense immunitaire surtout contre les
agents pathogenes de type bactérien et fongique en participant activement a la mise en place
de la réaction inflammatoire. A ce role important dans la défense contre les pathogenes, on
associe aux neutrophiles une activation accrue et délétére dans les réactions inflammatoires de

type auto-immunes (42).

Au-dela de leur role dans la réponse immunitaire et la défense antimicrobienne, les
neutrophiles semblent aussi €tre impliqués dans d’autres processus physiopathologiques,
comme le diabete, 1'athérosclérose et la formation du thrombus (43). Ceci est li¢ a leur
capacité unique a libérer des «trappes neutrophiliques extracellulaires » ou NET, méme en
l'absence de stimulation par des agents pathogénes. Dans ces situations, les dommages
associés aux NET sont causés par les molécules effectrices qu'ils contiennent ou par

'occlusion de la circulation sanguine causée par I'accumulation des filaments d’ADN.
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Les neutrophiles participent a la défense antimicrobienne a la fois en tant qu’acteurs de
premicre ligne de la défense immunitaire innée mais aussi en tant qu’acteurs majeurs dans la
réponse adaptative du systéme immunitaire humain. Chaque jour, le corps humain produit et
détruit plusieurs milliards de neutrophiles. Ce nombre particulierement élevé pourrait
s'expliquer par la faible durée de vie du neutrophile qui est d'environ 24 heures (44) avec une
apoptose rapide qui survient généralement au cours de la lutte antimicrobienne (45) ce qui a
laissé croire, par le passé, que le réle de ces cellules se limitait simplement a I’élimination des
micro-organismes. Cependant, dans les années 1990 et au début des années 2000, plusieurs
immunologistes leur ont attribué¢ plusieurs autres fonctions plus importantes et plus
complexes, comme leur capacité a produire des cytokines et a réguler la réponse immunitaire
et inflammatoire (46). Dans la réaction antimicrobienne, les neutrophiles agissent en
augmentant leur propriété phagocytaire ainsi que la production de divers agents toxiques
pour les pathogénes comme les espéces réactives de I’oxygeéne, générées par une importante

activit¢ NADPH oxydase.

Le déclenchement de I’apoptose et le processus d’élimination des neutrophiles par les
macrophages (47) est un processus important car il est associ¢ a la fin de la réaction

inflammatoire (48).

14.1.2 Les lymphocytes

Les lymphocytes sont des cellules de I'immunité spécifique humorale et cellulaire. Ils sont
produits dans le Thymus et la moelle osseuse. Cependant, on les retrouve essentiellement dans
les tissus lymphoides secondaires comme les ganglions lymphatiques, la rate, les amygdales,
et la MALT (Mucosa associated lymphoid tissue). Avant de croiser un antigene, ces cellules

sont dites « naives ».

Parmi les lymphocytes, on trouve les lymphocytes T qui sont soit de type auxiliaires ou
« helper » (CD4+) ou de type cytotoxiques (CD8+). On retrouve aussi les lymphocytes B qui

sont impliqués dans le phénoméne de la mémoire de I'immunité acquise et de la sécrétion
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d’anticorps. Le troisieme type de lymphocytes, est de type « NK » et il a plutdt une action

cytotoxique.

Apres la reconnaissance de I’antigéne et ’activation des lymphocytes T (CD4+), ces
derniers prolifeérent et une partie des clones devient des lymphocytes effecteurs ou auxiliaires.
IIs recrutent et activent des cellules de I'immunité innée et favorisent 1’activation des
lymphocytes T (CD8+) cytotoxiques et des lymphocytes B spécifiques de 1’antigéne. Les
lymphocytes T (CD4+) activés présentent une hétérogénéité fonctionnelle, avec différents
profils de sécrétion cytokinique. Les premiers profils de lymphocytes effecteurs auxiliaires («
Thelpers » ou Th) ont été identifiés il y a environ 25 ans. Trois familles sont décrites pour les
lymphocytes T en se basant sur le profil de production de cytokines : les lymphocytes de type
Thl, Th2 ou encore Thl7 (49).

Les lymphocytes de type Thl sont notamment caractérisés par la production d'IL-2,
d’IFN-y, et de TNF-B. Ce type de réponse immunitaire est spécialis¢é dans la défense
antimicrobienne et antiparasitaire en raison de la capacité de ces cytokines a activer les
phagocytes et a promouvoir la production d’anticorps par les Lymphocytes B. Cependant,
quand 1’organisme est incapable d’éliminer un pathogéne, la réponse Thl devient
problématique en entretenant une réaction inflammatoire chronique. Ainsi, ce type de

réponse est a I'origine de plusieurs maladies auto-immunes (50).

L'autre forme de réponse immunitaire est de type Th2 avec un profil de production
cytokinique caractérisé¢ par une sécrétion majoritaire de GM-CSF (Granulocyte Macrophage
Colony Stimulating Factor), d’IL-4, d’IL-5, d’IL-6, d’IL-9, d’IL-10 et d’IL-13. IIs jouent un
role important dans le déclenchement et le maintien de la cascade inflammatoire allergique.
Cette réponse Th2 est une forme de réponse immunitaire de type cellulaire et joue un role
physiopathologique majeur dans I’asthme. Elle est responsable, entre autres, de
I’augmentation de la production d'anticorps de type IgE, du recrutement et de l'activation de
plusieurs cellules inflammatoires (mastocytes, basophiles, ¢osinophiles), de 1’hypersécrétion
du mucus, de la fibrose sous-épithéliale et du remodelage tissulaire. Les cytokines produites
par les lymphocytes de type Th2 induisent la différenciation, 1'activation et la survie des
€osinophiles in situ (par IL-5), la production d'anticorps par les lymphocytes B (par 1'lL-4 ou
I’IL-13) ainsi que la croissance des mastocytes et des basophiles (par I'IL-4, I’IL-9 et I’'IL-10).
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Le basculement de la réponse immunitaire vers une réponse immunitaire de type Th2 est
responsable du développement des maladies allergiques telles que l'asthme. Les mécanismes

sous-jacents a cette orientation Th2 demeurent hypothétiques.

Concernant le role des Th17, il est de recruter et d’activer les neutrophiles, directement ou
non, ce qui a fait penser que leur fonction principale était celle d’une clairance des pathogénes
extracellulaires en période infectieuse ; mais ces cellules jouent aussi un role dans la
pathogénie de plusieurs maladies auto-immunes et inflammatoires. Ces cellules sont appelées
ainsi en raison de leur production principale d’un groupe de cytokines appelées IL-17 A. L'IL-
17A est essentiellement produite par les lymphocytes T auxiliaires CD4. Elle agit sur les
tissus a travers un récepteur, constitué par les sous-unités IL-17RA et IL-17RC, et induit la
sécrétion de chimiokines comme l'interleukine 8, qui permettent le recrutement de

neutrophiles.

14.1.3 Les macrophages

Les macrophages dérivent des cellules monocytaires indifférenciées. Ces dernieres
quittent la circulation sanguine et migrent vers les tissus extravasculaires pour se différencier
en macrophages de différents types en fonction du tissu cible (51). Dans l'inflammation, les
macrophages ont trois grandes fonctions : la phagocytose, la présentation antigénique et

I'immunomodulation (52).

Dans I’asthme, ils sont activés par les allergenes qui se fixent sur les récepteurs a faible
affinité pour les IgE (FceRII). L’activation des macrophages aboutit a la production d’un
grand nombre de médiateurs de 1’inflammation : leucotriénes, radicaux-libres oxygénés, PAF,
enzymes protéolytiques, cytokines. Dans les poumons, 90% des macrophages se trouvent

dans les alvéoles et on en retrouve beaucoup moins dans 1’arbre trachéo-bronchique.
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14.1.4 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques constituent une population hétérogéne de cellules d’origine
hématopoiétique. Elles doivent leur nom aux nombreux prolongements, identiques aux
dendrites des neurones, qui leur donnent leur forme étoilée. Dans I'asthme, elles jouent un role
important dans I’initiation et le développement du processus immunitaire inné et adaptatif

induits par l'allergene.

Les cellules dendritiques sont des cellules de type macrophagiques spécialisées et forment
un réseau efficace de cellules présentatrices de 1'antigéne localisé au niveau de 1'épithélium du
tractus des voies aériennes (53). Ces cellules s’attaquent aux corps étrangers en les digérant en
peptides. Elles peuvent aussi migrer dans les ganglions lymphatiques ou elles présentent les

antigénes aux lymphocytes T et contribuent & la mise en place de la mémoire immunitaire.

Dans les voies aériennes, les cellules dendritiques se situent dans la couche basale de
I'épithélium des voies respiratoires ou un épithélium a jonction étanche les sépare de la
lumiere des voies aériennes. Avec cette localisation, les cellules dendritiques possedent une
faible capacité de présentation des peptides antigéniques. Dans le cas d’une barricre
épithéliale non fonctionnelle, les cellules dendritiques se trouveront face aux antigénes et

donc seront activées.

Le GM-CSF qui est exprimé en abondance par les cellules épithéliales et les macrophages
dans les pathologies pulmonaires, conduit a la différenciation et l'activation des cellules
dendritiques ce qui aboutit a la production des cellules dendritiques myéloides qui permettent

la différenciation des lymphocytes T de type Th2 (54).

14.1.5 Les mastocytes
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Ce sont des cellules granuleuses qui se trouvent essentiellement dans les poumons, les
muqueuses et la peau. Ils se caractérisent par la présence dans leurs cytoplasmes de tres
nombreuses granulations contenant des médiateurs chimiques comme la sérotonine,
I’histamine, la tryptase ou I’héparine. Les mastocytes expriment un récepteur de haute affinité
(FceRIl) pour la région Fc des IgE. La fixation d’un allergéne active un processus
biochimique qui conduit a la libération des médiateurs mastocytaires. En effet, la fixation du
complexe IgE-allergéne sur le récepteur de haute affinité FceRI active une cascade de
phosphorylation intracellulaire par des tyrosines kinases aboutissant au final a I’activation de
la phospholipase C. Cette derniére catalyse la synthése de seconds messagers comme 1'inositol
triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG) responsables respectivement de la mobilisation
intracellulaire de Ca®" et de l'activation de la protéine kinase C (PKC). Ces événements sont
indispensables a l'activation de la phospholipase A2 (PLA2), elle-méme responsable de la
synthése des médiateurs lipidiques. La fixation du complexe allergéne-IgE sur le récepteur

FceRI conduit également a la sécrétion de plusieurs cytokines (55).

Dans 1’asthme, le muscle lisse bronchique des malades se caractérise par une
augmentation marquée du nombre de mastocytes (56) qui sécretent des enzymes appelées
tryptases. Celles-ci jouent un rdle important dans le remodelage des voies respiratoires et
dans I’activation de la prolifération des fibroblastes dans le poumon (57). Ils participent
¢galement a la réaction inflammatoire allergique par la production de plusieurs cytokines
comme 1'[L-4 et le TNFa qui sont impliquées dans le maintien et le controle de la réponse

inflammatoire allergique (58).

Afin de contrecarrer les conséquences de la surproduction des IgE et de I’effet de leur
fixation sur les mastocytes, 1’utilisation des anticorps anti-IgE a permis d’aboutir a un certain
bénéfice thérapeutique en réduisant les IgE circulantes a des niveaux indétectables et en
inhibant leur surproduction (59). Cependant, ces traitements restent trés peu efficaces en

clinique surtout dans le cas des patients atteints d'asthme cortico-dépendant (60).
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L1.4.2 Chimiokines et cytokines

Les cytokines sont des substances solubles de la signalisation cellulaire produites par les
cellules du systéme immunitaire ou par d'autres cellules et/ou tissus, agissant a distance sur
d'autres cellules pour en réguler 'activité et la fonction. Les chimiokines sont 1'ensemble des

cytokines de faible poids moléculaire ayant toutes en commun un pouvoir chimiotactique.

On retrouve lors des réactions inflammatoires de 1’arbre bronchique des cytokines et des
chimiokines importantes qui permettent de coordonner et d’entretenir 1’activation de
différentes cellules immunitaires. Certaines de ces cytokines, comme 1’IL-6, I’'IL-8 et GM-
CSF, sont produites par les cellules épithéliales de 1’arbre bronchique et voient leurs

expressions augmenter dans les maladies inflammatoires respiratoires.

14.2.1. Le TNFa

Le geéne codant pour le TNFa se situe sur le chromosome humain 6. Il est formé par
quatre exons et trois introns. Quatre vingt pour cent de la séquence de la protéine mature est

codée par le quatriéme exon (61).

Le TNFa est exprimé dans plusieurs types cellulaires, y compris les monocytes et les
macrophages. L'expression de ce gene est régulée au niveau transcriptionnel par plusieurs
¢léments, notamment le facteur nucléaire kappa B (NFxB) et le facteur nucléaire des cellules
T activées (NF-AT). La production du TNFa humain est régulée également au niveau de la

traduction par la séquence 3 'AU de son ARNm (62).

Le TNFo humain est produit en tant qu’une protéine précurseur de 27-kDa (233 acides
aminés). Cette derniére est clivée par protéolyse par une métalloprotéase, ’enzyme de
conversion du TNFa (TACE), pour donner ainsi un TNFa soluble (TNFas) de 17-kDa (157

acides aminés) qui se retrouve sous une forme de trimere (63).
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La protéine précurseur porte une séquence de 76 acides aminés hautement conservée qui
lui sert d’ancrage a la membrane cytoplasmique. Les extrémités C-terminales des sous-unités
se situent a proximité de 1’axe central du trimére alors que les extrémités N-terminales restent,
elles, relativement libres. Ainsi, le TNFa peut exercer sa fonction soit a distance, sous sa
forme soluble, ou directement lors des interactions entre les cellules, sous sa forme

membranaire.

Le TNFa, également connu sous le nom de cachectine, est une cytokine pléiotrope
produite chez I’homme par de nombreux types cellulaires y compris les macrophages, les
astrocytes, les cellules microgliales, les cellules de Langerhans, les cellules de Kupffer, les
macrophages alvéolaires (64, 65) et les cellules épithéliales de 1’appareil digestif (66) et

respiratoire.

Il existe deux récepteurs transmembranaires : TNFRI, connu sous le nom de p55 ou p60,
et le récepteur TNFRII, connu également sous le nom de p75 ou p80. TNFRI est exprimé de
facon constitutive dans la plupart des tissus des mammiféres alors que I'expression de TNFRII

est trés inductible et généralement exprimée dans les cellules du systéeme immunitaire.

Bien que la liaison du TNFa sur TNFRI soit un mécanisme irréversible, la fixation de
TNFa sur TNFRII est rapide, méme si ce dernier possede la méme affinité¢ pour les deux
récepteurs. En réponse a un signal inflammatoire, les deux récepteurs TNFR sont clivés a la
surface de la cellule par des métalloprotéases. Les domaines libérés conservent la capacité de

lier le TNFa et se présentent ainsi comme des inhibiteurs endogenes de ce dernier (67).

L’enzyme de conversion du TNFa (TACE) joue un double role comme activatrice du
TNF-a en hydrolysant sa liaison a la membrane, mais aussi en tant qu’inhibitrice en libérant le

TNFR-II soluble qui forme un complexe avec le TNF-a.

Lactivation du TNFRI est responsable d'un grand nombre de réactions inflammatoires
classiquement attribuées au TNFa (tableau 2). Cela a ¢t¢ largement montré par plusieurs
expériences utilisant des anticorps dirigés contre les récepteurs du TNFa (68), ou par 1’étude
de fixation des ligands sur ces mémes récepteurs (69) ou encore par 1’étude des conséquences

de I’invalidation de I’expression des genes codant pour ces derniers (70).
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Monocytes-Macrophages Polynucléaires neutrophiles Lymphocytes

Active et auto-induit la Augmente la capacité de Induit 1la  formation de

production de TNF. phagocytose. superoxyde par les
lymphocytes B.

Induit la synthése de cytokines Augmente la production de

et de prostaglandines. superoxyde. Induit I'apoptose des
lymphocytes T matures.

Induit le chimiotactisme et la Augmente l'adhérence a la

transmigration. matrice extra-cellulaire. Active la  migration des
lymphocytes T cytotoxiques.

Stimule le métabolisme.

Inhibe la différenciation.

Supprime la prolifération.

Inflammatoire (Autres)

Active la cytotoxicité.

Augmente la fonction NK.

Tableau 2: Les principaux roles biologiques du TNFt.

Le TNFa, sous forme de trimere, se lie au domaine extracellulaire du TNFRII ce qui
induit la libération de la protéine inhibitrice SODD (silencer of death domains) fixée au
domaine intracellulaire du TNFRI. Ainsi, vient se fixer sur ce domaine une protéine
adaptatrice TRADD (TNF receptor-associated death domain) qui, elle-méme, recrute d’autres
protéines adaptatrices comme la proteine RIP-1 (receptor interacting protein-1) qui est une
sérine / thréonine kinase et la protéine TRAF2 (TNFR-associated factor 2) qui est une E3
ubiquitine ligase (71). Ces protéines adaptatrices sont ainsi impliquées dans l'activation de

plusieurs voies de signalisation intracellulaire et dans [’activation de la transcription de
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nombreux genes impliqués dans 1’inflammation dont I'IL-1, I'IL-6, I'IL-8, I’'IL-18, la
sélectine, I'ICAM, la VCAM, I'IFN-y, le TGF-B, ’'iNOS, la COX2 et le géne codant pour le

TNFa lui-méme.

Alors que le TNFRI est responsable de la plupart des réponses cellulaires aux TNFa y
compris sur la croissance cellulaire, la régulation de l'adhérence et la modulation de
I’expression d’autres cytokines, ’activation de TNFRII par le TNFa semble, elle, la voie
majeure impliquée dans la prolifération des cellules lymphoides, dans la cytotoxicité et dans

I’activation de NFkB (72, 73).

Enfin, le TNFa joue un rdle primordial dans de nombreuses pathologies inflammatoires et
dans de nombreuses réponses immunitaires. La production de TNFa est stimulée par une
grande variét¢ d'agents, essenticllement des facteurs bactériens et des stimuli
immunologiques. Il induit le chimiotactisme et I’immunocompétence des neutrophiles au site

de I’inflammation.

14.2.2 L'interleukine-6

L'interleukine-6 (IL-6) est une protéine composée de 184 acides aminés et de quatre
hélices a. Elle a été clonée en 1986 (74) et classée dans une grande famille de cytokines, qui

se partagent la méme structure a quatre hélices.

Le récepteur de 1'L-6 (connu aussi comme I'IL-6R, gp80 ou CDI126) est une
glycoprotéine de 80kD, ou gp80. Il permet de lier 'IL-6 avec une affinité de 1’ordre du
nanomolaire (75). Le complexe IL-6R et IL-6 s’associe a une autre protéine gpl30 avant
d’induire sa dimérisation et I’initiation de la signalisation intracellulaire via la voie JAK/
STAT 4. Bien que la protéine gpl130 soit exprimée dans toutes les cellules, 1'lL-6R n'est
exprimé que sur quelques types cellulaires. Il est a noter qu’une forme soluble de I'L-6R
(sIL-6R) comprenant la partie extracellulaire du récepteur, peut fixer I'lL-6 avec une affinité
similaire a celle d’IL-6R membranaire. Le complexe IL-6 et son récepteur soluble sIL-6R

peut se lier a la protéine gp130 sur des cellules n'expriment pas 1'lL-6R.
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L'TL-6 est produite par divers types cellulaires, tels que les lymphocytes T, les
lymphocytes B, les monocytes, les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules endothéliales et
les adipocytes. Sa production est augmentée dans plusieurs maladies inflammatoires et auto-
immunes ou on lui décrit plusieurs fonctions qui vont de la régulation de 1’expression de
plusieurs molécules d'adhésion telles que VCAM-1 (molécule d'adhésion des cellules
vasculaires) et ICAM-1 a I’induction de la production, par de nombreux types cellulaires, de
plusieurs chimiokines comme I’IL-8, MCP-1, MCP-3. Ces molécules d’adhésion et ces
chimiokines sont nécessaires a la migration des neutrophiles vers les sites de I’inflammation

ou elles sont impliquées dans I'initiation et le maintien de I'inflammation. (76).

14.2.3 L’interleukine 8

L’Interleukine 8 a été purifiée en 1987 a partir du surnageant de culture de neutrophiles
stimulés avec des lipopolysaccharides (77). Elle fait partie de la famille des chimiokines et

elle est considérée comme la plus chimioattractive pour les PNN dans les poumons.

Le geéne de I’IL-8 code pour une protéine précurseur de 99 acides aminés qui subit ensuite
I’action des protéases libérant ainsi plusieurs formes de la protéine avec plusieurs tailles

différentes dont principalement des protéines matures de 77 et 72 résidus d’acides aminés.

L’IL-8 est produite soit par les cellules leucocytaires dont les monocytes, les lymphocytes
T, les neutrophiles, et les cellules NK ou encore par les cellules non leucocytaires somatiques
telle que les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules épithéliales. Sa production
n'est pas constitutive mais inductible par plusieurs stimulants comme les cytokines pro-
inflammatoires (TNFa et I’IL-1) (78) ou par les bactéries (comme 1’Helicobacter pylori ou le
Pseudomonas aeruginosa) (79) ou encore par des virus (I'adénovirus, le virus respiratoire
syncytial, le cytomégalovirus, le rhinovirus). Une fois produite, I’[L-8 se lie avec une grande
affinité¢ sur deux récepteurs connus, I’'IL-8R1 et I'I[L-8R2. Ces récepteurs sont composés
respectivement de 350 et de 360 acides aminés et de sept domaines transmembranaires et

possédent une forte homologie de séquence en acides aminés, sauf au niveau de la région
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N-terminale qui fixe les chimiokines. Apres la fixation de I'IL-8, ces récepteurs sont

internalisés et puis recyclés rapidement a la surface de la cellule (80).

L’IL-8 est impliquée dans le phénomene d’infiltration leucocytaire au site de
I’inflammation. En effet, elle est internalisée par les cellules et présentée sur leurs membranes
aux neutrophiles circulants créant ainsi un gradient chimiotactique. Ceci favorise la
stimulation et la migration des neutrophiles a travers I'endothélium, I'épithélium pulmonaire et
les fibroblastes. Aprés stimulation, les neutrophiles libérent alors plusieurs facteurs
antimicrobiens tels que la défensine-1, la défensine-2 ou les peptides anti-microbiens CAP37
(81). En plus des neutrophiles, I’IL-8 induit non seulement le chimiotactisme des basophiles
et leur adhérence aux cellules endothéliales mais aussi la libération d'histamine et de
leucotrienes par ces deniers. L’IL-8 est également impliquée dans le chimiotactisme des
lymphocytes B (82) et connue pour avoir une activité angiogénique comme toutes les

chimiokines a motif ELR, pour acide glutamique-leucine-Arginine (83).

14.2.4 Le GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

Le GM-CSF a ét¢é nommé ainsi en raison de sa capacité a stimuler la formation de
colonies granulocytaires et macrophagiques dans les cultures de cellules de moelle osseuse en
milieu semi-solide. On sait maintenant qu'il s'agit en fait d'un facteur multipotent au spectre
d'action trés large sur les neutrophiles, les éosinophiles, les macrophages, les progéniteurs
érythroides et mégacaryocytaires et les cellules dendritiques présentatrices d'antigenes. Le
gene du GM-CSF humain s'étend sur 2,5 kbp sur le bras long du chromosome 5 (5q21-q32).
Sa séquence nucléotidique permet de prédire une protéine de 144 amino-acides. Le GM-CSF
est sécrété sous forme d'une glycoprotéine de 127 acides aminés pour un poids moléculaire

apparent d'environ 22 kDa.

In vitro, le GM-CSF stimule la prolifération de tous les progéniteurs myéloides ; seul ou

en combinaison avec d'autres facteurs, il induit la formation de colonies formées de cellules
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issues de plusieurs lignées hématopoiétiques. Le GM-CSF est ¢galement capable de stimuler
les fonctions effectrices des neutrophiles, des éosinophiles et des monocytes. In vivo, il
stimule la production des granulocytes et des monocytes. L'administration de GM-CSF induit
un accroissement du nombre des neutrophiles circulants, des éosinophiles, des monocytes et
de toutes les cellules progénitrices ainsi qu'un accroissement du nombre et de 1'état
d'activation des macrophages tissulaires. Le GM-CSF provoque une réorganisation du
cytosquelette dans les plasmocytes et les tricholeucocytes, induisant une inhibition de la
motilité et la perte de 'adhésion a des ligands cellulaires ou de la matrice. Toutes ces activités
biologiques impliquent la liaison du GM-CSF a un récepteur spécifique exprimé a la surface

des cellules cibles.

Le GM-CSF est produit également par les cellules épithéliales des voies aériennes, les
cellules du muscle lisse et les fibroblastes. L’administration d’anticorps anti-GM-CSF a des
souris utilisées comme modele pour la BPCO ou I’asthme a permis d’atténuer la réponse
inflammatoire et 1’activité neutrophilique et eosinophilique. Chez I’homme, le dosage de cette
cytokine dans le lavage bracho-alvéolaire des personnes asthmatiques montre une

augmentation importante de son expression. (84).

Le récepteur du GM-CSF est un récepteur de type I, constitué de deux types de chaines :
une chaine alpha (GM-CSFRa) et une chaine béta (bc), cette dernicre étant partagée avec les

récepteurs de l'interleukine 3 (IL-3) et de I'[L-5.

L1.4.3 Les amines biogénes : L’histamine

Les amines biogenes sont issues de la réaction de décarboxylation par des enzymes
bactériennes et tissulaires des acides aminés. En raison de leur formation, la structure des
amines biogenes est étroitement liée a celle des acides aminés. C'est pourquoi quelques
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amines portent le nom de leur acide aminé d'origine. Ainsi par exemple, 1'histamine provient
de l'acide aminé histidine et la tyramine de la tyrosine. Les amines biogeénes se définissent
comme des molécules biologiquement actives sur le systéme nerveux central et sur le systéme
vasculaire. Sept d’entre elles ont beaucoup été ¢étudiées (amines aliphatiques : putrescine,

cadavérine, spermidine, spermine ; amines aromatiques : histamine, tryptamine, tyramine).

L’histamine ou 2-(4-imidazolyl)-éthylamine est une monoamine biogéne découverte en
1910 par Akerman. C’est un neuromédiateur largement impliqué dans les phénomeénes
inflammatoires et allergiques. Elle est synthétisée par décarboxylation de I’histidine par une
histidine décarboxylase. Elle est stockée principalement dans les cellules immunitaires, les
mastocytes, qui la libérent lorsqu’ils sont stimulés par la présence d’une molécule étrangere
comme un allergeéne. Les organes riches en histamine sont les poumons, le foie, la peau et la

paroi gastrique.

La synthése de l'histamine est catalysée par plusieurs enzymes du cytosol. Elle est alors
chargée dans des vésicules de la cellule. Elle est relarguée ensuite par exocytose. Les signaux
déclencheurs peuvent étre de nature trés différente suivant le type cellulaire. L'histamine
libérée va pouvoir agir sur des cellules cibles qui portent des récepteurs histaminergiques.
Quatre sous-types de récepteurs de 1'histamine sont connus, ce sont les récepteurs H1, H2, H3
et H4. C’est par I'intermédiaire des récepteurs H1 que 1’histamine intervient dans la réaction
inflammatoire. Ce récepteur se trouve notamment sur la membrane des lymphocytes T, des
polynucléaires, des basophiles et des mastocytes. Dans les voies aériennes, la plupart des

cellules expriment au moins un sous-type de récepteur a 1’histamine (Figure 4).

L’histamine participe aux phénomenes de vasodilatation, d’augmentation de la
perméabilité capillaire, d’cedéme, de prurit et de production d’eicosanoides. Elle régule aussi
la balance Th1/Th2 en induisant la production de plusieurs cytokines pro- inflammatoires et
de plusieurs médiateurs inflammatoires non seulement par les cellules immunitaires
(notamment les basophiles) mais aussi par les cellules épithéliales pulmonaires (85), les

cellules endothéliales artérielles (86) et les kératinocytes (87).

L’utilisation de corticoides, comme la dexaméthasone, cible entre autres, 1’action

intracellulaire de ’histamine voire sa propre biosynthése. Ceci a ét¢ montré par plusieurs
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¢tudes chez la souris, notamment sur des cultures cellulaires issues de la rate (88) ou des
lymphocytes T (89). I a été montré aussi que ces corticoides agissent en partie en régulant

I’expression des récepteurs a I’histamine (90, 91).

Figure 4 : Représentation de la distribution des récepteurs a [’histamine dans la
muqueuse respiratoire. (MacGlashan et al., 2003). La couleur grise signifie la présence des
récepteurs a [’histamine. Mo : Macrophages. EPI : Cellules épithéliales. MC : Mastocytes.
EC : Cellules endothéliales. Ba : Basophiles. Eo : Eosinophiles. N : Neutrophiles. Mo :
Monocytes. T : Lymphocytes T. B: Lymphocytes B. DC : Cellules dendritiques. F :
Fibroblastes. SM : Cellules musculaires lisses. G : Cellules glandulaires. N : Cellules

nerveuses.

L1.4.4 Les phospholipases

1.4.4.1 Généralités sur les phospholipases
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Les phospholipases sont des enzymes responsables de 1’hydrolyse des phospholipides
(figure 5). Elles se divisent en deux grandes familles: les acylhydrolases et les
phosphodiesterases. Les enzymes appartenant a chaque famille sont classées en fonction du
site de leur clivage sur les phospholipides cibles. Ainsi, dans la famille des acyl hydrolases on
trouve : la phospholipase A1 (PLA1), la phospholipase A2 (PLA2), la phospholipase B (PLB)
et la lysophospholipase A1/2 (ou LysoPLA1/2). Dans la famille des phosphodiesterases, on
retrouve les phospholipases C et D. La réaction spécifique de chaque enzyme dépend de la
nature de 1’alcool fixé au phosphate (choline, sérine, inositol, etc) et de la position de la

liaison a hydrolyser sur la molécule de phospholipide.

Les phospholipases sont ubiquitaires. Elles sont exprimées dans presque tous les types
cellulaires. Elles peuvent étre sous forme sécrétée, membranaire ou cytoplasmique. Leurs
fonctions sont aussi variées que le sont leurs localisations ou leurs propriétés. Elles sont
essentielles pour la membrane cytoplasmique et son remodelage. Elles sont importantes aussi

dans la synthése des médiateurs lipidiques impliqués dans la transduction du signal.
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Figure 5: Mode d’action des phospholipases A, C et D. En rouge, le carbone asymétrique
(*C) et le groupement phosphate qui fixe la téte polaire des phospholipides. La phospholipase
B (non représentée) cumule les activités enzymatiques d'une phospholipase Al et d'une

phospholipase A2.

14.4.2 La phospholipase A

Elle existe sous deux formes : la PLAT et la PLA2. La phospholipase Al libere ’acide gras
qui est en position C1 du phospholipide. La phospholipase A2 hydrolyse la liaison en C2 du
phospholipide. L’acide gras libéré est le plus souvent de 1’acide arachidonique, précurseur des

eicosanoides.

La classification des PLA2 est trés compliquée et est basée selon les auteurs sur leur
localisation cellulaire (intracellulaire, lysosomale ou sécrétée) ou en fonction de leurs
homologies structurales (mécanisme catalytique, spécificit¢ enzymatique, dépendance de

I’activité PLA2 au calcium, ponts disulfures, etc).
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La famille des phospholipases A2 comprend notamment la phospholipase A2 sécrétée, la
phospholipase A2 cytosolique (cPLA2, groupe IVA, B, C, D, E, F), la PLA2 intracellulaire
(iPLA2, groupe VIA, B, C, E, F), qui est indépendante du Ca®" et la PLA2 associée aux
lipoprotéines (Lp-PLA2), également connue sous le nom de PAF-acétylhydrolase (Platelet-
Activating Factor Acétylhydrolases, PAF-AH, groupe VIII).

14.4.3 La phospholipase A2 cytosolique (cPLAZ)

La cPLA2 (figure 6) est une protéine ubiquitaire qui est constitutivement exprimée dans
plusieurs organes dont les reins, les poumons et le cceur. Elle est également retrouvée dans les
cellules immunitaires comme les neutrophiles, les éosinophiles, les monocytes et les
macrophages. Elle a une préférence de substrat pour les phospholipides estérifiées en sn-2

avec de I’acide arachidonique.

Apres stimulation, la cPLA2 est régulée simultanément par la phosphorylation et par la
fixation du calcium sur le domaine C2. Ceci est important pour la liaison de la cPLA2 a la
membrane et sur les vésicules phospholipidiques (92). Cependant, la régulation de 1’activité
de la cPLA2 par le calcium semble étre plus importante que celle par la phosphorylation seule
(93) car la fixation du calcium permet de stabiliser la liaison des phospholipases aux
membranes cytoplasmiques et il est responsable de la translocation de la cPLA2 du cytosol

vers la membrane du réticulum endoplasmique ou vers I’enveloppe nucléaire.

La cPLA2 a une tres forte sélectivit¢ pour les phospholipides contenant 1’acide
arachidonique grace a sa localisation cytosolique, qui la met au contact direct des mémes
phospholipides, concentrés dans le feuillet interne de la membrane. Son activité peut étre
augmentée par des cytokines inflammatoires, dont I’effet est contrecarré par les
glucocorticoides. Cela suggere donc un rdle important de la ¢cPLA2 dans la production de

médiateurs lipidiques au cours des phénomenes inflammatoires.
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14.4.4 La Phospholipase A2 sécrétée

Le groupe des PLA2 sécrétées comprend dix isoformes différentes (sSPLA2-IB, -IIA, -IIC,
-1ID, -IIE, -IIF, -III, -V, -X et XII) dont la majorité est surexprimée en présence de molécules
pro-inflammatoires telles que I’interleukine-1p et le lipopolysaccharide bactérien. Les sPLA2
partagent certaines caractéristiques communes comme un faible poids moléculaire, la
présence d’au moins cing ponts disulfures qui les rend particuliérement stables, et le besoin en
calcium pour induire leur activité (94, 95). Ceci permet leur sécrétion par une voie cellulaire
classique mais qui ne s’accompagne d’aucune glycosylation. Sur le plan enzymatique, elles
fonctionnent avec une « pseudo » triade catalytique, dans laquelle la sérine est remplacée par
une molécule d’eau. L’état de transition est stabilisé par un ion Ca®’, qui participe donc
directement au fonctionnement du site actif et qui est requis a une concentration de I’ordre du
millimolaire. Le résidu d’histidine du site actif est particulierement réactif a la dibromo-
acétophénone (bromophenacyl bromide ou BPB), qui a de ce fait été largement utilisée

comme « inhibiteur spécifique » de la sSPLA2.

La sPLA2 est parfois synthétisée de manicre constitutive (cas des plaquettes ou de la
prostate, qui la sécrete dans le plasma séminal), mais le plus souvent en réponse a des

cytokines inflammatoires, dont les plus puissantes semblent étre I’IL-1 et le TNFa.

La découverte, récemment, d’une autre voie alternative impliquant la SPLA2 qui consiste
a la fixation de celle-ci sur des récepteurs membranaires, a permis de mettre en évidence
plusieurs autres fonctions physiologiques de cette enzyme. Ces récepteurs ont été identifiés au

niveau de plusieurs organes dont les poumons, le foie, le cceur et les reins (96, 97, 98).
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F . Fo
z Sites de fixation du Calcium O Résidus du site actif _. Sites de

phosphorylation Sites de clivage par la Caspase-3.

Figure 6: Représentation des différents domaines et résidus impliqués dans la régulation de

[’activité enzymatique de la cPLA2.

14.4.5 La phospholipase A2 calcium indépendante (iPLAZ2)

L’iPLA2 est une protéine de 85 - 88 kDa. Elle présente une activité lysophospholipase en
plus d’une activit¢ phospholipase A2. Comme toutes les PLA2, elle hydrolyse les
phospholipides sur la position sn-2 du glycérol en libérant un acide gras et un
lysophospholipide. Ce sont des enzymes qui ne nécessitent pas de calcium pour leur activité.
L’isoforme iPLA2B est exprimée de maniere ubiquitaire dans le cytosol de plusieurs cellules
et est principalement impliquée dans I’homéostasie des membranes cellulaires (99). De plus,

I’iPLA2f semble également jouer un rdle dans la prolifération cellulaire (100).
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14.4.6 La phospholipase C

Comme la phospholipase A2, la phospholipase C (PLC) joue un rdle important dans la
génération des seconds messagers cellulaires. L’effet induit par la stimulation avec certains
neurotransmetteurs, des hormones ou des facteurs de croissance passe par l'activation de la

phospholipase C (PLC), ce qui conduit a 'activation des voies de signalisation lipidiques.

Hormone

Milieu extracellulaire /\Vy
Récepteur hormonal

Membrane
plasmique

PLC
[DAG]- - - @ >
5 Bro. T ® Activation de

4 ~
@ @ B la PKC
> D, 5
Pl PP PP - Protéine Kinase C
1 4
Cytoplasme ®

IPa
Inositol 1,4,5-triphosphate
s

ca2*
*

;
;
Yo
Récepteur de NP3 | canal a Ca2* du RE

Figure 7: Mode d’action de la phospholipase C (d’apres Lefranc 2001).

Classiquement, la PLC catalyse la réaction de conversion du phosphatidylinositol-4,5-
diphosphate (PIP2) en Inositol-1, 4,5-P3 (IP3), un second messager connu, entre autre, comme
régulateur du flux calcique intracellulaire, et en diacylglycerol, un autre second messager
important impliqué dans plusieurs voies de signalisation dont celles qui passent par
I’activation de la PKC (figure7). En effet, I'IP3 hydrosoluble diffuse dans le cytosol et se lie a
un récepteur spécifique, ce qui induit l'ouverture des canaux calciques et a I'efflux de Ca*" du
réticulum endoplasmique vers le cytosol. En présence d'ions Ca®", la PKC (Protéine Kinase C)

cytosolique habituellement soluble et inactive, s'attache au feuillet interne de la membrane
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plasmique ou elle est activée par le 1,2-diacylglycérol. Cette réaction conduit aussi a la
modulation de Dlactivité de plusieurs protéines contenant un domaine de liaison pour le

phosphoinositide et pour qui le PIP2 joue le role de régulateur allostérique (101).

Cing familles de PLC ont été identifiées : a, B, vy, 0 et € (tableau3). Elles différent entre
elles par leur organisation structurale et par la nature des récepteurs membranaires qui conduit
a leur activation. En effet, les phospholipases C présentent, outre leurs domaines catalytiques,
des domaines de liaison du calcium (domaine EF et le domaine C2), des domaines

d’interactions protéine-protéine SH2 et SH3 et des domaines d’interaction protéine-membrane

PH.

PLC Structure
p PH-EF-PLC-C2
y PH-EF-SH2-SH2-SH3-PH-PLC-C2
3 PH-EF-PLC-C2
£ PH-EF-PLC-C2-RA-RA

Tableau 3: Structure des différents isoformes de la PLC.

EF: Domaine hélice-tour-hélice, ~PH: Domaine d’homologie a la Pleckstrine

14.4.7 La phosphatidylcholine phospholipase C (PC-PLC)

La phosphatidylcholine phospholipase C (PC-PLC) a été retrouvée dans plusieurs
organismes vivants, allant de la bactérie a I’homme. Dans les cellules des mammiferes,

l'enzyme a été trouvée dans les érythrocytes, les lymphocytes, le tissu musculaire, le tissu
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adipeux et le systéme nerveux. Elle catalyse I’hydrolyse des liaisons ester entre le glycérol et
le phosphate sur la molécule du phosphatidylcholine, le phospholipide le plus abondant dans
les cellules eucaryotes, générant ainsi de la phosphocholine et du diacylglycérol (DAG). Ces

derniers font partie des plus importants messagers secondaires intracellulaires (figure8).

La phosphatidylcholine, substrat de la PC-PLC, est plus connue sous le nom de lécithine.
En tant que phospholipide, elle participe a la structure membranaire des cellules et sert a
préserver leur viscoélasticité. Constituant essentiel des membranes des hépatocytes, la
phosphatidylcholine aide & maintenir les capacités de résistance et de régénération du foie,
nécessaire au processus de détoxification. Elle est un composant essentiel du systéme nerveux
et constitue pres de 30 % du poids sec du cerveau et 15 % des nerfs. La phosphatidylcholine
agit en collaboration avec la vitamine B12 et ’acide folique dans la prévention des maladies
cardiovasculaires en régulant le taux d’homocystéine dans le sang. L’organisme synthétise
une faible partie de ses besoins en phosphatidylcholine. L’apport alimentaire est
indispensable, a partir d’aliments particulierement riches en phospholipides ou sous forme de

compléments alimentaires.

L’expression et I’activité de la PC-PLC se trouvent dans le cytoplasme, la membrane
plasmique et le noyau (102). Certaines équipes décrivent qu’apres stimulation, notamment
avec les lipopolysaccharides, la PC-PLC migre vers 1’espace périnucléaire ou son activité est
augmentée (103, 104). Le D609 (tricyclodecan-9-ylxanthogenate), un inhibiteur spécifique de

la PC-PLC, permet d’abroger complétement cette translocation et d’inhiber son activité (103).

La séquence génétique de la PC-PLC n’est toujours pas déterminée ce qui rend difficile
son ¢tude. Cependant, la disponibilité¢ de son inhibiteur spécifique, le D609, permet de mettre
en place des stratégies d’étude de sa fonction en culture cellulaire (105). 1l est a noter
¢galement que le D609 est un inhibiteur de la PC-PLD, mais a des concentrations de 35-50
mg/mL dans les cellules de fibroblastes (NIH 3T3 fibroblasts) (106) et inhiberait la PC-PLC

a de beaucoup plus faibles concentrations (106).
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Depuis les années 1990, on décrit une implication de la PC-PLC dans plusieurs processus
cellulaires dont, entre autres, la prolifération, la différenciation des cellules neuronales et
endothéliales (107), l'apoptose et la signalisation cellulaire ou elle est impliquée dans
l'activation des facteurs de transcription et I’expression de certains génes dans les fibroblastes
(108). La PC-PLC intervient aussi dans la différenciation et dans l'activation des cellules du

systéme immunitaire (109).

Phosphatidylcholine —+ HZO S ) 1.2 Diacyl'glyCérol + ChOline-phOSphate

PC-PLC

Figure 8 : Mécanisme d’action de la PC-PLC.

14.4.8 La phospholipase D (PLD)

L’activité PLD a été décrite pour la premicre fois en 1947 par Hanahan et Chaikoff dans
les carottes (110, 111). II a fallu attendre 1975 et les travaux de Saito and Kanfer pour
caractériser une activité la phospholipase D humaine. La PLD posséde la spécificité

d’hydrolyser la PC mais aussi la phosphatidyléthanolamine (PE).

Chez les mammiferes on trouve deux isoformes de PLD (PLD1 et PLD2). La PLDI a une
activité constitutive faible qui augmente nettement suite a un stimulus externe. Elle se trouve
principalement sur les membranes intracellulaires de 1’appareil de Golgi, du réticulum
endoplasmique ou des endosomes mais aussi sur la membrane cytoplasmique. La PLD2,

quant a elle, posséde une activité basale élevée avec une localisation membranaire.
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La séquence de I'enzyme contient des motifs responsables de sa localisation membranaire
et de son activité catalytique. L'activité de la PLD1 augmente apres stimulation de deux
protéines : la protéine tyrosine kinase li¢e aux récepteurs (PTKRs) et les récepteurs couplés
aux protéines G (RCPQG). L'activation de la PLD1 semble dépendre de 1'activation préalable
d'autres voies de signalisation telles que la voie diacylglycérol (DAG) / protéine kinase C

(PKC) ou la voie phosphoinositol-3-kinase (PI3K).

La phospholipase D catalyse la réaction suivante :
Phospholipides + H O~ jp——=> Alcool + acide phosphatidique

L’acide phosphatidique générée est hydrolys¢ a son tour par la phosphatidate-
phosphatase :

Acide phosphatidique + H,O 1i——>1.2 diacylglycérol + PO4H3

L’activit¢ de la PLD intervient dans plusieurs processus cellulaires comme dans la
réaction hormonale, le trafic membranaire, la prolifération cellulaire, I’organisation du

cytosquelette, la différenciation et la reproduction. (112, 113, 114).

L’acide phosphatidique générée par la réaction catalysée par la PLD agit comme
activateur de la PI3K ou comme partenaire lipidique de plusieurs protéines dans la voie de
signalisation et de transduction du signal. Il peut stimuler I’activité de plusieurs enzymes
comme mTOR (Target of ropamycin) ou la sphingosine kinase. Il joue aussi un role important
dans la phagocytose et il est aussi un intermédiaire dans la voie de synthése du DAG ou du

LPA.
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L14.5 Cyclooxynénases et médiateurs lipidiques

Les médiateurs lipidiques constituent un groupe complexe de molécules synthétisées a
partir du métabolisme des phospholipides membranaires et principalement issus du
métabolisme de 1’acide arachidonique. Il est connu que la PLA2 de type IV est la principale
responsable de la libération de cet acide gras précurseur des eicosanoides. On distingue deux
types d’eicosanoides : Les leucotriénes et les prostaglandines, parmi lesquelles on compte les
prostaglandines (PG), les thromboxanes (TX) et les prostacyclines (PGI). Les eicosanoides
sont synthétisés principalement par deux voies enzymatiques : la voie cyclooxygénase (COX)

et la voie lipoxygénase (figure 9).

Lipo- Oxygenase ]/:\'7 i:{ Cyclo-Oxygenase

| 5-HPETE | Prostaglandines

- /N

Leucotriénes

Lipoxines .
(LTA4, LTB4, LTCA, LTDa, | rostacycline Prostaglandines Thromboxane A2
LTF4, LTE4) (Pelz) (PGDZ, PGEZ, (TXA2)
PGF2a)

Figure 9: Synthese des leucotriénes, des prostaglandines et des thromboxanes a partir des

phospholipides membranaires.

La voie de la lipoxygénase assure la syntheése de leucotrienes (LTB4, LTC4, LTD4 et
LTE4) et de lipoxines (LXA4 et LXB4) via le métabolisme de I’AA par I’enzyme

5-lipoxygénase.

La voie de la cyclooxygénase implique la participation de deux enzymes, COX-1 et COX-

2. COX-1 est exprimée de maniere constitutive dans la majorité des tissus de 1’organisme et
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assure de nombreuses fonctions physiologiques : agrégation plaquettaire, protection de la
muqueuse gastroduodénale, régulation du flux sanguin rénal. A I’inverse, COX-2 est dite
inductible, elle est localisée au niveau de la membrane nucléaire et elle est surexprimée en
réponse a divers stress cellulaires et stimuli inflammatoires (ex : LPS, IL-1B, TNF-a) (115) et
elle est associée a de nombreux processus pathologiques (cancer, inflammation chronique,
douleur, etc.). L’activation de ces deux enzymes est a 1’origine de la synthése des
prostaglandines (PGD2, PGE2 et PGF2a), de la prostacycline (PGI2) et du thromboxane A2
(TXA2).

Les prostaglandines ont un champ d’action important, dépendant du type de
prostaglandines impliquées (PGD2, PGE2 ou PGF2a) et de leur concentration. De maniere
générale, les prostaglandines sont responsables de la fievre, de la douleur, de la vasodilatation

et du recrutement leucocytaire associé au processus inflammatoire.

Les leucotrienes (LTC4, D4 et E4) sont impliqués dans la bronchoconstriction, la
vasoconstriction et I’hyperméabilité vasculaire. Le LTB4, quant a lui, joue un role essentiel
dans le déroulement de la réaction inflammatoire puisqu’il est une puissante molécule
chimiotactique pour les polynucléaires (116), les éosinophiles (117) et pour les lymphocytes T
(118). De plus, il stimule aussi 1'adhésion des polynucléaires aux cellules endothéliales, leur

dégranulation et la libération de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages.

Les thromboxanes sont, quant a eux, des vasoconstricteurs et des hypertenseurs puissants.
Ils activent l'agrégation plaquettaire et favorisent la coagulation sanguine et la formation du
thrombus. IlIs sont en équilibre homéostatique dans l'appareil circulatoire avec les

prostacyclines.

L’autre molécule libérée par la PLA2 dans son action d’hydrolyse des phospholipides
membranaires est le lysophospholipide, plus spécifiquement le lyso-PAF, qui est également
essentiel a la synthése d’un autre médiateur inflammatoire puissant, le facteur d'activation
plaquettaire (PAF). Ce dernier provoque I’agrégation plaquettaire, est un vasodilatateur
puissant, susceptible d'entrainer des hypotensions artérielles importantes. 11 augmente la

perméabilité vasculaire, I'eedéme et le chimiotactisme cellulaire.
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L5 Maladies inflammatoires du poumon

L5.1 Mucoviscidose : Généralités et physiopathologie de la maladie

La mucoviscidose est la maladie génétique autosomique létale la plus répandue dans la
population caucasienne. Elle se caractérise par des mutations du géne codant pour la protéine
CFTR (pour Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), sur le chromosome 7.
Elle se transmet suivant un mode récessif avec une incidence d’environ 1 nouveau-né sur
2500 dans I’ouest de I’Europe et aux Etats-Unis. On estime a plus de 500 000 personnes

atteintes par cette maladie a travers le monde.

L’espérance de vie des patients atteints ne cesse de croitre grace a de nouvelles thérapies,
a la prise en charge précoce, notamment I’utilisation réguli¢re et précoce de kinésithérapie et a
la mise en place de centres spécialisés. Sur la base de données statistiques, 1’espérance de vie
des enfants nés a partir de 1990 est estimée a 40 ans, alors qu’en 1970, 50 % des patients ne

dépassaient pas I’age de 14 ans.

Cette pathologie est caractérisée par une inflammation chronique et une surinfection
bronchopulmonaire avec une colonisation bactérienne par des microorganismes particuliers
comme Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. L’infection et I’inflammation
conduisent progressivement a une bronchiectasie, une destruction pulmonaire et une

insuffisance respiratoire.

Les symptomes pulmonaires déterminent la gravité de la maladie ou une hypersécrétion
d’un mucus épais et visqueux est a ’origine de I’obstruction des voies aériennes et ceci est
accompagné par une hyperplasie des glandes sous muqueuses, une grande infiltration de la
muqueuse par des polynucléaires neutrophiles et une infection persistante. Cette infection
bactérienne persistante n’est pas observée dans d’autres maladies pulmonaires caractérisées

par une hypersécrétion du mucus, comme 1’asthme ou la BPCO.

L'atteinte pulmonaire est généralement plus marquée par rapport a l'atteinte d'autres

organes (119) et constitue la cause principale de mortalité de cette maladie. Bien qu’au
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moment de la naissance, on n’observe pas d'anomalie particuliére dans le poumon alors que
les 1ésions pancréatiques et les anomalies du mucus intestinal sont fréquemment présentes dés
la phase feetale et rapidement aprés la naissance, les manifestations de 1’atteinte pulmonaire
vont étre déclenchées et amplifiées en associant un processus inflammatoire et un processus
infectieux qui vont s'auto-entretenir progressivement altérant les capacités de défense de

l'organisme contre l'infection a Pseudomonas.

D’une part, on observe une inflammation chronique qui contribue a l'altération des tissus
pulmonaires et au pronostic vital avec des mécanismes qui sont encore complexes (120, 121,
122). D’autre part, on a une clairance mucociliaire altérée a cause de I’absence de transport
des ions chlore par le canal CFTR et d’une internalisation importante de sel et d'eau par le
canal ENac. Le mucus est alors déshydraté, épais et visqueux ce qui favorise la colonisation
par des pathogénes spécifiques comme Staphylococcus Aureus (SA) ou Pseudomonas

Aeruginosa (Pa).

La multiplication bactérienne augmente et échappe au systeéme de défense innée dont les
peptides anti microbiens, le surfactant et les défensines. Les défensines, par exemple, qui ont
une activité sodium-dépendante, sont inactivées en absence de CFTR fonctionelle. Les
mucines, nécessaires pour la clairance des pathogeénes, sont également en défaut ce qui
permet aux bactéries, et principalement leurs produits de dégradation, d’interagir directement
avec les cellules épithéliales bronchiques et induire le recrutement des cellules
phagocytaires, favorisant ainsi la chronicité du processus inflammatoire (123,124, 125, 126,
127). Suite a Dl'infection, on observe une inflammation bronchique caractérisée par une
hyperglobulinémie et un afflux démesuré de polynucléaires neutrophiles (PNN) avec une
libération importante de cytokines proinflammatoires dont I’interleukine-8 (IL-8), I’'IL-6 et
I’IL-1 (figure 10). La présence de I’IL-8, par exemple, aux propriétés chémoattractantes,
entraine une accumulation de PNN dans les voies aériennes. Ces derniers liberent alors des
protéases qui exerceront leurs actions sur les bactéries mais attaqueront €également

I”épithélium bronchique.

En conclusion, la physiopathologie de l'inflammation dans la mucoviscidose est complexe

avec une interaction et une potentialisation infinies des différents mécanismes responsables.
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Cette spirale inflammatoire perpétuelle est une cible thérapeutique primordiale car elle est un

facteur pronostique majeur.

Altération de la fonction de CFTR
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Figure 10 : Figure représentative des conséquences du défaut d’expression de CFTR et le

role des neutrophiles dans le développement de la mucoviscidose. L altération de la fonction

de CFTR est associée a la mise en place d’un cercle vicieux : inflammation/infection. ASL :

liquide de surface.
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Quelques autres atteintes touchant d’autres organes que les poumons :
e Les atteintes du systéme gastro-intestinal :

Certains problémes gastro-intestinaux chez les patients atteints de mucoviscidose sont dus
a l'incapacit¢ du pancréas a faire parvenir les enzymes digestives a l'intestin suite a la
sécrétion d’un mucus €pais par le pancréas qui va obstruer les canaux pancréatiques et
diminuer ainsi la quantit¢ d’enzymes sécrétées. Le déficit de sécrétion est global, atteignant
toutes les enzymes mais également les sécrétions d'eau et d'électrolytes, notamment de
bicarbonates. Cette incapacité pancréatique est responsable d’une malabsorption des protéines
et influence l'absorption des vitamines liposolubles A, D, E et K qui sont prescrits en

compléments alimentaires avec des suppléments en enzymes pancréatiques.

Au niveau intestinal, les sécrétions et le mucus sont aussi épais et visqueux et la

perméabilité est modifiée surtout en ce qui concerne les acides gras essentiels.
e Les atteintes du systéme endocrinien :

Environ 13% des patients mucoviscidosiques présentent un diabéte qui est le plus souvent
diagnostiqué apres I’age de 30 ans. Cette complication est corrélée a une carence en insuline
et une obstruction du canal pancréatique. Les patients ont besoin d’une alimentation riche en

énergie.

Le métabolisme du glucose est influencé par de nombreuses anomalies spécifiques a la
mucoviscidose tels que la déshydratation sévere, la prescription de corticostéroides, la
malabsorption, les infections fréquentes, l'augmentation de la dépense énergétique, le

ralentissement du transit gastro-intestinal et le dysfonctionnement du foie (128).
e Les atteintes des glandes sudoripares :

En raison du défaut d’expression de la protéine CFTR qui régule la teneur de la sueur en
sel, les patients atteints de mucoviscidose peuvent avoir une perte excessive de sel et une

déshydratation intense par de forte chaleur.
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e Les atteintes du systeme reproducteur :

La plupart des hommes atteints de mucoviscidose sont stériles parce qu'ils n'ont pas de
canal déférent ou que celui-ci est mal formé. Chez la femme, la morphologie de I’appareil
génital est normale mais la fertilité est néanmoins diminuée en raison de modifications de la
glaire cervicale qui est trés épaisse et laisse difficilement passer les spermatozoides. La

puberté est retardée dans les deux sexes.

15.1.1. Le géne CFTR

Le géne cftr responsable de la maladie de la mucoviscidose a été identifi¢ en 1989 par
I’équipe de Riordan (129) sur le bras long du chromosome 7 (7q31-3). Sa séquence a été
définie par Collins et coll. (130). Il s’étend sur 230 kb répartis en 27 exons et il est transcrit en
un ARN messager de 6,5 kb. Il est présent dans les différents tissus épithéliaux classiquement
affectés par la mucoviscidose. Il est notamment présent dans les glandes sudoripares, les
poumons, l'intestin, le pancréas, la vésicule biliaire, les glandes salivaires et le tractus génital.
Ce gene code pour une protéine transmembranaire de 1480 acides aminés appelée CFTR pour
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator avec une masse moléculaire de 170

kDa lorsqu’elle est entierement glucosylée.

15.1.2 Les différentes mutations du gene CFTR

A ce jour, on a décrit plus de 1949 mutations du gene cfir (a la date du 29/10/2013)
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage.html). Parmi les différentes mutations recensées
du gene cftr, 40 % sont des mutations faux-sens, 18 % de mutations non-sens, 22 % des
insertions-délétions entrainant un déphasage du cadre de lecture, et 18% des mutations
altérant des codons essentiels pour 1’épissage, les 2% restant correspondent a des mutations

localisées dans le promoteur ou a des délétions dans le cadre de lecture. Ces mutations sont
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classées en 6 groupes correspondant aux dysfonctionnements moléculaires observés (131)

(Figure 11).

e Les mutations de Classe I ;

Ce type de mutations est caractérisé par une absence d’expression de la protéine CFTR a la
surface de la membrane apicale des cellules épithéliales. Cela correspond a un défaut de
synthése qui peut étre li¢ a une mutation non sens ou a un décalage de la phase de lecture par
addition ou délétion d’une paire de base qui produira une protéine tronquée non fonctionelle.

Environ 50% des mutations du canal CFTR affectent la synthése de 'ARNm.

e [es mutations de classe 11 :

Ces mutations conduisent a des anomalies de repliement et de trafic intracellulaire de la
protéine: la protéine ne sera pas adressée au bon endroit, en général elle reste localisée dans
le cytoplasme. Dans ce cas encore, trés peu de protéines fonctionnelles arrivent a la
membrane apicale des épithéliums. La mutation F508del est incluse dans cette classe et
constitue la mutation majoritaire qui concerne pres de deux tiers des cas. Elle a pour
conséquence une délétion de trois nucléotides codant pour un résidu phénylalanine (AF) en
position 508 ce qui engendre un mauvais repliement de la protéine nouvellement synthétisée
et son acheminement vers le protéasome ou elle sera dégradée avant d’avoir atteint la

membrane plasmique

e Les mutations de classe 11 :

La fonction de la protéine CFTR est mal régulée. Ces mutations impactent la régulation

de la protéine CFTR et sont souvent des mutations faux sens situées au niveau des

domaines NBF (Nucleotide Binding Fold) ou se lie I’ATP.
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e Les mutations de classe [V:

Ces mutations sont caractérisées par une altération de la conduction ionique par CFTR. Ce
sont des mutations faux-sens localisées dans les domaines transmembranaires formant le

pore du canal.

e Les mutations de classe V et VI:

La production de protéine CFTR est diminuée. Cette classe comporte des mutations dans
le promoteur et des mutations qui affectent I'épissage alternatif ce qui conduit a une
diminution de la quantité de transcrits exprimés et par conséquent la quantité de protéine

CFTR exprimée a la membrane.

Mb Apicale CFTR W Classe IV : défaut de conduction

s

Classe Il : défaut de régulation

Golgi
Classe 11| : défaut de maturation
RE
- Classe I} défaut de production
AN J
Mb Basolatérale

Figure 11: Les différentes classes de mutations. D ’aprés Welsh & Smith, 1993.

(Pascale Fanen).
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15.1.3 La protéine CFTR : la structure

Un mod¢le de structure a été proposé pour cette protéine en se basant sur sa séquence
nucléotidique (Figure 12) (132). La protéine CFTR est insérée dans la membrane
cytoplasmique via deux domaines transmembranaires a six hélices hydrophobes et possede
deux domaines hydrophiles cytoplasmiques appelés Nucléotide Binding Domain (NBD1 et
NBD2) capables de fixer ’ATP ainsi qu'un domaine dit régulateur (R) qui expose a sa
surface plusieurs sérines régulées par les protéines kinases A et C. Ces caractéristiques
structurales ont permis de classer CFTR dans une famille de 14 transporteurs membranaires,
celle des protéines ATP-binding cassette (ABC) et plus précisément ABCC7. Cette famille
regroupe les protéines eucaryotes et bactériennes qui importent et exportent des petites
molécules telles que les sucres, les protéines, les métaux ou encore les médicaments. Parmi le
grand nombre de protéines ABC, CFTR est la premicre a étre identifiée comme un canal

ionique.

TMDI TMD2

Extracellulaire

UU| IIMIWHHHMIIIMU'JJ

Intracellulaire

i °
NBD2
NBDI

domaine R

Figure 12: Représentation de la protéine CFTR. CFTR est composée de deux domaines
transmembranaires (TMDI1 et TMD2), deux domaines intracellulaires de liaison

nucléotidique (NBD1 et NBD2) et un domaine intracellulaire régulateur (domaine R).
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1.5.1.4 La protéine CFTR : les fonctions

Les fonctions de la protéine CFTR sont multiples mais ne sont pas toutes encore

complétement ¢lucidées d’un point de vue moléculaire.

e Fonction de canal ionique :

CFTR est une protéine multifonctionnelle, on lui attribue principalement une fonction de

transport d’ions chlorures.

Trois observations ont permis de confirmer cela : premiérement, on observe suite a
I’introduction d’un geéne cffr dans des cellules qui ne l'exprimaient pas [‘apparition d’une
protéine AMPc dépendante et dont les propriétés sont identiques a celles trouvées dans les
cellules épithéliales exprimant la protéine CFTR (133, 134). Deuxiémement, la mutagenése
dirigée contre la séquence codante pour CFTR modifie sensiblement [’activité de transport
vis-a-vis des ions chlorures (135). Troisiémement, I’introduction d’une protéine CFTR
purifiée dans des membranes lipidiques artificielles produit un canal avec des propriétés

semblables aux protéines CFTR rencontrées de facon naturelle sur les cellules (136).

La protéine CFTR posséde des domaines membranaires de fixation des nucléotides (NBD)
avec des séquences consensus pour la liaison et ’hydrolyse de I'ATP. Ces domaines NBD
sont le lieu de plusieurs mutations (137) dont la plus fréquente est la délétion d'une

phénylalanine en position 508.

La protéine CFTR contient aussi un domaine de régulation (R) qui s’étend entre les
résidus 590 et 831. Ce domaine est codé par I’exon 13 et posseéde des sites consensus de
phosphorylation par les protéines kinases A et C (138). La phosphorylation de ce domaine par
la PKA conduit a un changement de conformation de la protéine CFTR et a son ouverture au
passage des ions. Au contraire, une phosphorylation partielle de ce domaine conduit a
I’hydrolyse de I’ATP et sa dissociation rapide de son lieu de fixation sur le domaine

NBDI1 induisant ainsi la fermeture du canal.
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Les résidus qui composent la premiere boucle de la protéine CFTR sont responsables de
sa sélectivité (139). La sélectivité du canal CFTR pour les ions halogénures, dans 1’ordre : Br-
>Cl- >I- >F-, distingue CFTR des autres canaux chlorure épithéliaux, dans lesquels la
perméabilité¢ de l'iodure est plus importante que celle du chlorure (140). La conductance du
canal varie entre 6 et 11pS en fonction du type cellulaire, de la température et de la

concentration des ions.

e Autres fonctions :

Le role de CFTR dans les cellules épithéliales n’est pas restreint a I’activité de transport
des ions chlorures. Chez les patients mucoviscidosiques, ’absence de CFTR influence
I’expression d’autres protéines ayant un role important dans la réponse inflammatoire, les

transports ioniques et la signalisation cellulaire.

Le lien entre la défaillance du canal CFTR chez les patients mucoviscidosiques et
I’activité d’un autre transporteur €pithélial, qui est ’ENaC, a fait I’objet de beaucoup d’intérét
(141). En effet, CFTR régule négativement l'activité du canal ENaC, ce qui a comme
conséquence une absorption accrue de Na+, qui est également responsable de Ia
déshydratation et de la diminution de la clairance mucociliaire dans les voies respiratoires
(142). Les études de surexpression du transporteur ENaC chez des souris transgéniques a
montré ’apparition d’une déshydratation et d’une clairance défaillante similaires a celles

observées dans les poumons humains mucoviscidosiques (143).

La protéine CFTR est également exprimée dans certaines cellules immunitaires (144)
comme les macrophages alvéolaires ou I’absence de CFTR sur la membrane de ses vacuoles
est délétere pour 1’activité de phagocytose par les macrophages étant donné que la fonction de
CFTR comme transporteur ionique permet le maintien de l’acidité a D’intérieur de ces

vacuoles (145).
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L’ORCC est un canal chlorure régulé par ' AMPc dont on a longtemps pensé qu’il pouvait
étre la protéine, impliquée dans la régulation de la conductance membranaire. Dans la
mucoviscidose, ORCC est inactif et insensible aux protéines kinases A et C (146). Les études
d’interactions entre CFTR et d’autres canaux ioniques membranaires montrent que la
présence du canal CFTR fonctionnel est indispensable a 1'activation du canal ORCC par les
PKA. Schwiebert et collaborateurs (147) proposent également que ’interaction entre CFTR
et le canal ORCC dans les cellules épithéliales, soit liée a un mécanisme autocrine/paracrine
impliquant 1'ATP. La libération d’ATP intracellulaire par le CFTR permettrait a celui-ci
d’aller se fixer sur les récepteurs purinergiques qui activent 1’ouverture du canal ORCC par

I’intermédiaire d’une protéine G (148).

La protéine CFTR est impliquée également dans la regulation de la sécrétion des ions
HCO3- qui permettent de tamponner le pH extracellulaire et moduler le flux de potassium par
les canaux potassiques sensibles a I’ATP (149). Elle a également une fonction de transport du
tri-peptide glutathion : g-glutamyl-cystéinyl-glycine (GSH), qui est un antioxydant trés
abondant dans les poumons, qui en contiennent environ 400 mM, ce qui représente cinquante
fois la concentration trouvée dans le plasma. Cependant, la concentration en GSH dans les

épithéliums présentant un phénotype mucoviscidosique est fortement réduite (150).

L5.1.5 Stratégies thérapeutiques: les transporteurs comme cible thérapeutique

Combattre les infections bactériennes dans la mucoviscidose constitue un défi
incontestable dans les stratégies thérapeutiques afin de limiter la progression de la maladie qui
conduit a terme a la destruction progressive du tissu pulmonaire. Cependant et malgré 1’apport
des antibiotiques, la pneumonie continue a étre une cause majeure de la morbidité et de la

mortalité.

La biodisponibilité en antibiotiques et en agents antimicrobiens constitue un parametre
primordial dans I’éradication des bactéries dans les poumons. Ceci met en avant le role

critique que peuvent jouer les épithéliums alvéolaires et bronchiques dans le devenir et
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I’efficacité des traitements. L’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires du transport
des antibiotiques dans 1'épithélium des voies respiratoires représente ainsi un intérét

primordial dans 1’objectif d’avoir une prise en charge médicamenteuse plus efficace.

L’administration par voie orale des antibiotiques a été décrite comme ayant le bénéfice
d’avoir moins d’effets secondaires et plus d’efficacité comparée a I’administration par voie
systémique chez les patients atteints de mucoviscidose (151, 152, 153). Dans le tissu
pulmonaire, les antibiotiques utilisent des mécanismes de transport qui consistent, entre
autres, en la diffusion passive et le transport actif. Aprés avoir traversé la membrane, ces
médicaments font face a un métabolisme pulmonaire qui va contribuer a la réduction de la
concentration tissulaire de ces derniers. Ainsi, certains médicaments comme les beta-
lactamines restent principalement extracellulaires (154). Les aminosides sont, quant a eux,
trop polaires pour passer a travers les membranes phospholipidiques, ils pénétrent alors plus
lentement a Dintérieur des cellules grace a I’endocytose (155). Cependant, 1’é¢tude des
macrophages issus du lavage alvéolaire montre que d’une part on a une faible absorption des
pénicillines et les céphalosporines et de I’autre part une grande absorption de rifampicine, de

tétracycline, d’érythromycine ou d’éthambutol.

Pour avoir une bonne efficacit¢ de I’antibiothérapie, il est nécessaire d’avoir des
concentrations en antibiotiques qui soient supérieures a la CMI au site d’infection et que la
stabilit¢ et la composition chimique de ces derniers leur permettent de contourner des
systemes enzymatiques susceptibles de les dégrader comme les beta-lactamases. Ainsi,
I’étude du transport des médicaments dans le tissu pulmonaire est importante afin de remédier
au besoin d’utiliser des concentrations élevées de certains médicaments avec les effets

secondaires potentiels qui leur sont associés avant d’obtenir un bénéfice.

L’utilisation des antibiotiques comme les macrolides dans le traitement de la
mucoviscidose a fait ses preuves depuis plusieurs années. Les macrolides permettent, en plus
de leur activité anti-virulente, d’altérer la signalisation intercellulaire (Quorum Sensing)
responsable de la formation du biofilm de Pseudomonas. Ils présentent également une activité

anti-inflammatoire par I’inhibition de NFkB, impliqué dans D’expression de certaines
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cytokines pro-inflammatoires, et permettent ainsi de réduire la migration des neutrophiles
(156,157).

L’antibiothérapie est utilisée, dans la prise en charge des malades, contre l'infection
chronique a Pseudomonas aeruginosa qui forme un biofilm dans les voies aériennes, source
de complications cliniques mais aussi de résistance aux antibiotiques (158,159). 1l est
nécessaire d’avoir des concentrations locales élevées en antibiotiques. Contrairement a la voie
systémique, I’administration d’antibiotiques par voie inhalée permet d’atteindre de telles

concentrations en minimisant le risque de toxicité.

L.5.2 L’'asthme

15.2.1 Origine et physiopathologie de la maladie

Les maladies respiratoires, essentiellement les allergies, l'asthme et la broncho-
pneumopathie chronique obstructive (BPCO), constituent un probléme majeur de santé
publique dans le monde. Les dernicres statistiques de I'OMS (2007) estiment que 300 millions
de personnes dans le monde souffrent d'asthme avec 250.000 personnes qui en meurent
chaque année, 210 millions de personnes souffrent de BPCO, et des millions de personnes
sont touchées par les allergies. La prévalence de ces maladies est en augmentation et il ya

toujours un besoin de nouvelles thérapies améliorées.

L’asthme est une maladie plurifactorielle. Parmi les facteurs qui sont susceptibles de
déclencher les crises, on retrouve la prédisposition génétique et les facteurs d’environnement
qui sont assez nombreux, comme les infections, les virus, les facteurs digestifs (aliments), les
facteurs endocriniens, les facteurs psychologiques (le stress), les facteurs professionnels, la

pollution, le tabagisme et les médicaments.
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Les principales caractéristiques pathologiques impliquent plusieurs phénomeénes

complexes, a savoir :

* le bronchospasme : le muscle bronchique lisse est responsable du rétrécissement du
calibre des bronches et peut provoquer des troubles ventilatoires obstructifs. La contraction du
muscle peut se faire soit spontanément essentiellement sous la dépendance du systéme
nerveux autonome soit sous 1’effet de drogues telles les B2-sympathomimétiques. Chez les
asthmatiques on peut observer également une hypertrophie du muscle lisse bronchique. Ceci

est responsable de I’augmentation de la réactivité bronchique.

* la réaction inflammatoire de la muqueuse bronchique . une inflammation, caractérisée
par une infiltration cellulaire, ou dominent les polynucléaires éosinophiles. De nombreux
médiateurs impliqués dans ’asthme peuvent étre responsables de cette augmentation de
I’infiltration cellulaire : 1’histamine, les leucotrienes, le PAF (platelet activating factor), les
bradykinines et les neuropeptides. L’idée que 1'inflammation soit une composante majeure de
I’asthme a été établie depuis plus de 100 ans grace aux autopsies qui ont permis d’évaluer les
paramétres macroscopiques et histologiques des voies respiratoires chez les patients
asthmatiques (160). En effet, dans I’asthme, les voies respiratoires sont obstruées par un
mucus visqueux (provenant des cellules a mucus et des glandes sous-muqueuses). La paroi
des voies aériennes est €galement cedémateuse et infiltrée par des cellules inflammatoires, qui
sont essentiellement les €osinophiles et les lymphocytes. L’examen de ces voies aériennes par
fibroscopie ou par biopsie bronchique ainsi que 1’analyse du lavage broncho-alvéolaire (BAL)
révele des concentrations élevées en lymphocytes, en mastocytes et en €osinophiles dans les
lavages broncho-alvéolaires chez les patients asthmatiques par rapport aux sujets non
asthmatiques et une activité mastocytaire, macrophagique, éosinophilique et lymphocytaire

accrue (161).

Chez les asthmatiques, I’inflammation se trouve préférentiellement dans la muqueuse
bronchique mais peut toucher ¢galement tout le poumon. La production des cytokines, comme
I’IL-5, P’IL-4, T’'IL-8, I'IL-13, le GM-CSF et RANTES, est augmentée dans les voies
aériennes des patients asthmatiques favorisant [’activation et la survie des cellules
inflammatoires (162). Toutes les cellules résidentes des voies aériennes, notamment les

cellules épithéliales bronchiques et les cellules musculaires, participent a I’'inflammation
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(163). L’interaction entre les cellules résidentes des voies aériennes et les cellules

immunitaires aboutit au remodelage des voies aériennes.

Les allergenes, comme les acariens et les pollens, stimulent le systtme immunitaire qui se
mobilise afin d’éradiquer ces parasites envahissants. Dans les maladies allergiques, la
stimulation du systéme immunitaire persiste et la réponse inflammatoire aigu€ se convertit en
une réponse inflammatoire chronique dite « IgE-dépendante ». Cette réponse est caractérisée,

essentiellement, par une infiltration importante des €¢osinophiles.

Tous ces ¢éléments physiopathologiques conduisent a une mise a nu de la membrane basale
et des terminaisons nerveuses, sensibles a D’irritation, ce qui facilite la pénétration des

allergenes et des agents irritants nocifs.

1.5.2.2 Les récepteurs nucléaires aux glucocorticoides

Dans le traitement de 1I’inflammation pulmonaire, les glucocorticoides utilisés ont une
action pléiotrope car ils agissent en se liant a un récepteur spécifique qui est présent dans
pratiquement toutes les cellules de 1’organisme. Il s’agit du récepteur GR qui appartient a une
grande famille de récepteurs ayant une structure conservée composée d’une partie C-terminale
de fixation au ligand (ici les glucocorticoides), une région centrale de localisation intra-

nucléaire et de fixation a I’ADN et enfin une partiec N-terminale de fixation a certaines

protéines.

Les glucocorticoides sont des substances lipophiles qui ont la possibilit¢ de diffuser
passivement a travers la membrane plasmatique de la cellule et d’atteindre leur récepteur dans
le cytoplasme. Avant la fixation des glucocorticoides, le récepteur est a I’état inactif dans le
cytoplasme, associé a des protéines comme les Heat Shock Proteins, HSP-90, HSP-70 et les
immunophilines HSP-56. Lorsque les glucocorticoides se fixent a la partie C-terminale, ils
entrainent 1’activation du récepteur et la libération des HSP et des immunophilines. Le

complexe glucocorticoides/récepteur peut alors passer la membrane nucléaire pour se
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localiser dans le noyau et s’associer a des séquences d’ADN particulieres appelées
Glucocorticoid Response Element (GRE) situées dans les régions promotrices de certains
genes (Figure 13). La fixation du complexe glucocorticoides/récepteur aux GRE entraine une
modification de la transcription de certains génes, soit 1’activation de génes codant pour des
protéines anti-inflammatoires, soit la répression de geénes codant pour des protéines

inflammatoires.
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Figure 13 : Mécanisme d’action des récepteurs aux glucocorticoides (GR). La fixation des
GC sur les GR induit leur activation, leur dimérisation et leur translocation dans le noyau ou

ils se fixent sur les éléments de réponse aux GC sur les promoteurs des genes cibles.

Le gene codant le GR humain se trouve sur le chromosome 5q31-32 et il est composé de 9
exons. Le promoteur du gene GR contient des sites de liaison pour plusieurs facteurs de
transcription, dont le facteur nucléaire NFkB et le GR lui-méme. Cependant, il ne posseéde pas
de TATA box ni de CCAAT Box. La traduction des ARNm donne deux variants : GRa et
GRp. Ces deux isoformes ont une séquence identique jusqu'a I’acide aminé 727 a I’extremité
C-terminale. A partir de cette position GRa possede 50 acides aminés supplémentaires et

GRp, 15 acides aminés. Cette différence empéche la fixation des GCs par GRB. Au niveau de
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la structure, GRa et GRP, comme tous les récepteurs nucléaires, comportent des motifs en

doigts de Zinc.

L’expression des GR a été caractérisée par plusieurs études dans plusieurs lignées
cellulaires dont les cellules épithéliales bronchiques (164, 165, 166) et dans les voies

aériennes supérieures et inférieures (167).

Apres la fixation des GC sur les GR, ces derniers subissent une régulation par
phosphorylation sur des serines spécifiques. Cette phosphorylation est effectuée par les
kinases cyclin-dépendantes, des MAPK et des c-jun. La phosphorylation affecte la stabilité du

récepteur, sa localisation et son interaction avec ses co-régulateurs et avec I’ADN.

Bien que Pujols et al (168) aient trouvé une diminution de I’expression de GRa dans la
polypose nasale, I’expression de GRa est généralement montrée inchangée entre un état
normal comparé a un état inflammatoire. Cependant, sa fonction et sa localisation est
dépendante de I’altération de 1’état physiologique. Concernant GRp, il est, comme GRa,
exprimé dans plusieurs tissus humains (169). Cependant, en raison de 1’altération de son
domaine de fixation du ligand, il est incapable de fixer les GCs et incapable d’activer la
transcription (170). Dans certaines études, il est décrit comme ayant un effet inhibiteur de
I’activation de la transcription de certains génes conduits par le GRa, jouant ainsi le role de

dominant négatif (171).

1.5.2.3 Les stratégies thérapeutiques : la corticothérapie

L’efficacité de la corticothérapie dépend de son mode d’administration, de sa rétention

pulmonaire et de sa liaison aux récepteurs des glucocorticoides.

Le mécanisme d’action des glucocorticoides passe par leur fixation sur des récepteurs
nucléaires. Cette fixation conditionne I’efficacité et la durée d’action anti-inflammatoire. Plus
I’affinité pour les récepteurs est grande plus I’effet anti-inflammatoire escompté est important

méme avec des concentrations faibles en GC.
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Les glucocorticoides modulent l'activité biologique des cytokines inflammatoires et le
contrdle de l'inflammation des voies aériennes dans l'asthme est en grande partie due a
I'inhibition de la transcription de plusieurs génes codant pour des protéines pro-
inflammatoires telles que les cytokines (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-11,
IL-13, TNF-0, GMCSF, IFN-gamma), les chimiokines (IL-8, RANTES, MIP-1a, MCP-1) ,
les molécules d'adhésion (ICAM1, VCAMI, la sélectine E), et les enzymes impliquées dans la
production de médiateurs (i-NOS, COX2, cPLA2) (172, 173, 174).

La fixation des GC sur leurs récepteurs, induit 1’activation du complexe récepteur-ligand
formé et sa translocation intranucléaire. Ce dernier exerce plusieurs effets anti-inflammatoires
par fixation sur de nombreux éléments de réponse aux glucocorticoides sur les promoteurs des
genes cibles et par interaction directe avec les facteurs de transcription comme NF-KB ou
encore AP-1. Ceci se traduit par la diminution de I’expression de génes pro-inflammatoires et
de production de médiateurs lipidiques impliquées dans [’inflammation bronchique
[cytokines, enzymes (protéases, cyclo-oxygénases, NO synthase)]. Les molécules ayant la
plus grande affinité pour les récepteurs des corticoides sont celles qui, in vitro, ont la plus

puissante activité inhibitrice des facteurs de transcription et de la production des cytokines.

Les glucocorticoides sont une recommandation essentielle dans le traitement de
I'inflammation dans les voies aériennes des asthmatiques; ils permettent l'amélioration
clinique des symptdmes et la prévention des exacerbations (175, 176). Au niveau cellulaire,
les corticostéroides réduisent le nombre de cellules inflammatoires dans les voies
respiratoires, y compris les €osinophiles, les lymphocytes T, les mastocytes et les cellules
dendritiques. Ces effets remarquables des corticostéroides sont dus a I’inhibition du
recrutement des cellules inflammatoires dans les voies aériennes en supprimant la production
des médiateurs chimiotactiques, en diminuant leur adhérence et en inhibant la survie des
cellules inflammatoires telles que les €osinophiles, les lymphocytes T et les mastocytes dans
les voies respiratoires. Les cellules épithéliales constituent aussi une cible pour les
corticostéroides inhalés qui représentent un pilier de la prise en charge des patients

asthmatiques (177).

La voie optimale pour I’administration des glucocorticoides dans le traitement de I’asthme

est la voie inhalée. Cependant, les corticoides inhalés peuvent entrainer des effets
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systémiques dépendant de la dose et de la durée du traitement. Il est donc recommandé
d’utiliser une dose minimale nécessaire afin d’obtenir un effet optimal sur la cible bronchique
et avec une pénétration systémique minimale. L’utilisation des corticoides par d’autres voies
d’administration comme la voie injectable est parfois indispensable selon 1’état clinique du
patient asthmatique, surtout en état de crise. La voie orale est utilisée aussi pour des

traitements de courtes durées.
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II. OBJECTIFS DE L’ETUDE
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Les maladies inflammatoires pulmonaires comme la mucoviscidose et [’asthme
constituent des centres d’intéréts majeurs pour la recherche biomédicale car elles sont a

I’origine de ’altération de la fonction respiratoire.

Bien qu’elles aient des origines ou des symptomes différents, ces maladies se caractérisent
par une composante inflammatoire importante responsable de plusieurs complications

cliniques graves. L’étude de cette inflammation, nécessite plusieurs approches dont :

1. L’approche moléculaire et mécanistique de la réaction inflammatoire et de son
déroulement ce qui consiste a comprendre I’origine des perturbations moléculaires

propres a chaque maladie.

2. L’approche thérapeutique qui vise a améliorer la biodisponibilité des médicaments et

leurs efficacités.

Le systéme immunitaire développe une réponse inflammatoire comme un outil de défense
contre toute agression. Cette réaction immunitaire est orchestrée par différentes classes de
cellules immunitaires qui coordonnent leurs actions afin de mettre en place une réponse
appropriée. Les cytokines sont a I’origine de la communication entre les différents acteurs
cellulaires de la réaction inflammatoire. Elles sont responsables de 1’exacerbation de la
réaction inflammatoire et de sa chronicité. Ainsi, comprendre les mécanismes moléculaires
qui accompagnent ou qui sont a I’origine de 1’augmentation de 1’expression de ces cytokines
constitue un défi majeur dans I’objectif d’établir des stratégies thérapeutiques permettant de

controler la réaction inflammatoire et ses conséquences délétéres sur 1’organisme.

Certaines cytokines comme 1’IL-8 ont plusieurs cibles cellulaires, elles recrutent plusieurs
types cellulaires immunitaires au lieu de 1’inflammation, d’autres comme le TNFa agissent
sur certaines cellules immunitaires spécifiques comme les neutrophiles. L’importance du rdle
biologique du TNFa ne se résume pas seulement a son action sur les cellules immunitaires
mais aussi sur les cellules épithéliales bronchiques qui sont connues, aujourd’hui, et surtout
quand elles sont stimulées, comme des producteurs de cytokines et donc jouant un role

primordial dans le processus inflammatoire.
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Dans la mucoviscidose, les mutations génétiques du canal chlorure, CFTR, sont
responsables de conséquences physiopathologiques graves. Au niveau cellulaire, ces
mutations engendrent un certain nombre de perturbations moléculaires, bien que le lien direct
entre les mutations et ces perturbations ne soit pas toujours établi. Cependant, il y a une
inflammation chronique qui mobilise un certain nombre d’acteurs cellulaires et moléculaires.
C’est dans ce cadre, que j’ai essayé, d’une part, d’étudier la réponse des cellules épithéliales
bronchiques saines ou mucoviscidosiques face a un contexte inflammatoire induit par le
TNFa et d’autre part d’essayer de proposer une stratégie de correction des défauts de

sécrétion ou d’expression de facteurs inflammatoires comme IL-8, SLPI ou Cox-2.

Le contexte inflammatoire dans la mucoviscidose s’accompagne d’une infection des voies
aériennes qui nécessite le recours a [’antibiothérapie. Cependant, [’efficacité¢ de
I’antibiothérapie est relative a 1’efficacité et la biodisponibilit¢ des médicaments utilisés.
Ainsi, j’ai essayé d’étudier ’effet de la composante inflammatoire sur le transport et la
biodisponibilité des antibiotiques. Je me suis intéressé a deux transporteurs de dipeptides
PEPT1 et PEPT2 qui appartiennent (tout comme CFTR) a la grande famille de transporteurs
transmembranaires, la famille ABC pour ATP-Binding-Cassette. Ces deux transporteurs ont
comme substrats des beta-lactames, médicaments utilisés dans le traitement de 1’infection

dans la mucoviscidose.

Notre laboratoire s’intéresse, entre autres, au cycle de la méthionine source principale des
réactions de méthylation intracellulaire. Ce cycle est contr6lé par des cofacteurs vitaminiques
comme la cobalamine (vitamine B12). Il module I’expression des genes par son activité de
méthylation de ’ADN. La cobalamine est aussi connue pour pouvoir moduler la réaction
inflammatoire. Nous avons donc recherché si et dans quelle mesure il pouvait y a voir une
synergie d’action entre la cobalamine et un autre anti-inflammatoire, la dexaméthasone, sur la

production de cytokines par des cellules épithéliales bronchiques.

Enfin, Dobjectif général de ce travail était d’approfondir I’étude d’un contexte
inflammatoire sur la réponse des cellules épithéliales bronchiques. J’ai donc essayé d’étudier
le lien qui pourrait exister entre cet €tat inflammatoire et un certain nombre de perturbations

moléculaires dans ces cellules bronchiques.
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Résultats

Premiére partie : Etude de I'implication de la PC-PLC dans

I'inflammation sur des cellules glandulaires humaines.

Deuxiéme partie : Etude des transporteurs PEPT1 et PEPT2

dans les cellules glandulaires humaines mucoviscidosiques.

Troisieme partie : Etude du role de la cobalamine dans

l'inflammation pulmonaire induite par I'histamine et le TNFa

sur des cellules trachéales glandulaires humaines.
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Premieére partie : Etude de I'implication de la PC-PLC dans

I'inflammation sur des cellules glandulaires humaines.

III.1 Introduction

Comme nous l’avons développé dans I’introduction générale, la mucoviscidose est
caractérisée par un déséquilibre cytokinien (178). L’IL-8 est la cytokine pro-inflammatoire la
plus étudié¢e dans la CF. Elle est aussi utilisée comme un marqueur de I’inflammation. Elle
est surexprimée dans la mucoviscidose et son dosage dans le lavage broncho-alvéolaire de
patients CF montre des taux élevés. L’augmentation de I’'IL-8 dans la CF a été observée pour
la premiere fois en 1992 (179). Ensuite, une série d’études a montré un taux élevé de cette
cytokine dans la mucoviscidose (180, 181, 182, 183, 184). Quelques études contradictoires
ne montrent pas de différence significative du taux de I’IL-8 entre CF et non-CF (185, 186,
187) ou méme un taux sécrété par les cellules CF inférieur a celui des cellules non-CF (188).
Cependant, le nombre de ces études reste largement inférieur a celui des études qui montrent

une augmentation de 1’IL-8 dans la CF, in vitro et in vivo.

De nombreuses cellules, dont les monocytes, les macrophages et les cellules épithéliales
des voies aériennes, une fois stimulées par I'IL1 ou les TNFa, produisent de grandes
quantités d’IL8. Cette dernicre est impliquée dans le recrutement des cellules immunes sur le
site inflammatoire par chimiotactisme. Les polynucléaires neutrophiles sont la cible

privilégiée de I’interleukine 8 par I’intermédiaire d’un récepteur spécifique : I’IL8-R.

Dans la réaction inflammatoire, le TNFa est exprimé de fagon précoce, il joue ainsi un
role central dans I’induction de la sécrétion de cytokines essentielles pour le recrutement des
monocytes et des PNN au site de I’inflammation y compris 1’induction de son propre gene. 1l
joue aussi un role déterminant dans la sécrétion d’autres protéines inflammatoires puisque
I’inactivation du géne du TNFa ou encore la neutralisation de 1’effet par des anticorps anti-

TNFa bloque la sécrétion de I'[L-1 et de I’IL-6 (189). Le TNFa active par voie paracrine
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I’expression de molécules d’adhésion a la surface de cellules endothéliales. Ceci permet
I’extravasation des leucocytes des vaisseaux vers le site de I’infection. En plus de
I’augmentation de la production des cytokines il y a une altération de 1’équilibre entre
I’expression des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires caractéristique d’une
inflammation. Les études ont montré d’autres marqueurs inflammatoires augmentés chez les
patients mucoviscidosiques, dans les cellules épithéliales des voies aériennes, on y retrouve

aussi une surproduction des médiateurs lipidiques (figurel4).
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Figure 14: Interactions entre les bactéries, les cellules épithéliales et les cellules
immunitaires. Les bactéries stimulent la production d’IL-1f et TNFa par les macrophages. L-
IL-1p et le TNFo stimulent a leur tour la sécrétion de cytokines par les cellules épithéliales.
L’IL-8 recrute les neutrophiles au site de l’inflammation ou ils secréteront plus d’IL-8 et de
médiateurs lipidiques (PGE2 et LTB4) qui sont a leur tour des chimioattractants pour les
neutrophiles. En plus, les neutrophiles et les macrophages produisent des protéases qui vont
attaquer les protéines épithéliales et stimuler la sécrétion de mucines et de plus de cytokines
par les cellules épithéliales. La persistance des neutrophiles dans les voies aériennes est

aidée par la présence de GM-CSF.
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Plusieurs équipes ont mesuré des quantités élevées en médiateurs lipidiques (190) comme
les prostaglandines et les leucotriénes dans les lavages broncho-alvéolaires des patients CF
par rapport a celui des sujets sains. Rigas et al.,, par exemple (191), ont détecté¢ une
augmentation significative de la concentration de plusieurs métabolites de 1’acide
arachidonique, dont les prostaglandines E2 et F2a, dans la salive des patients CF. Plus
récemment, Chen et al. ont conclu qu’un lien de régulation négative existe entre CFTR et la
voie Cox-2/PGE2 dans un modele cellulaire épithélial bronchique (192). Carlstedt-Duke et al
ont montré de leur coté que le turnover du métabolisme de I’AA est augmenté dans les
neutrophiles CF et que ceci est en lien avec 1’augmentation de 1’activité de la phospholipase
A2 (193). Toutes ces études, parmi d’autres, décrivent donc un métabolisme des acides gras
altéré chez les patients CF notamment celui de I’acide arachidonique qui constitue le

précurseur de tous les médiateurs lipidiques impliqués dans 1’inflammation.

L'acide linoléique (C18: 2n-6) et l'acide alpha-linolénique (C18: 3n-3) sont
indispensables ou dits « essentiels ». Ils sont les chefs de file de deux familles d’acides gras :
la famille des ®-3 et la famille des ®-6. De la premiere famille découle la synthese de 1’acide
docosohexanoique (DHA), précurseur des eicosanoides de série 1, qui jouent un rdle anti-
inflammatoire en stimulant le systtme immunitaire. De la deuxiéme famille découle la

synthese de 1’acide arachidonique (AA).

L’invalidation de CFTR chez la souris provoque une augmentation anormale du rapport
AA/DHA des phospholipides dans des organes comme le pancréas, 1’iléon ou le poumon. La
supplémentation avec de fortes doses de DHA permet de normaliser non seulement ce
déséquilibre mais ceci a été également accompagné par une correction de 1'hypertrophie

iléale, des lésions pancréatiques et d’une diminution de l'inflammation pulmonaire (194).

Chez le patient mucoviscidosique, on a longtemps décrit une carence en acides gras (195)
portant sur les -6 et les ®-3 avec une ¢lévation des AG monosaturés indépendamment de
I’état nutritionnel. Le fait d'observer une hyperproduction d'eicosanoides alors qu'il y a un
déficit en acides gras essentiel est en faveur d'une augmentation du turn-over de I'AA (196). 11
est connu que les phospholipases jouent aussi un rdle primordial dans la génération des
eicosanoides impliqués dans le processus inflammatoire. On note, parmi ces phospholipases,

les PLA2 qui hydrolysent la position sn-2 des acides gras. Cette position est occupée le plus
83


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Rigas%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2816873

Introduction-Iere partie

souvent par un acide gras insaturé tel que 1’acide arachidonique. Ainsi, ’inhibition de ces
enzymes constitue une cible pharmacologique pour les anti-inflammatoires comme les
glucocorticoides qui induisent la synthése de protéines comme la lipocortine (classée parmi

les annexines) connue pour étre une protéine inhibitrice naturelle de la phospholipase A2.
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II1.2 Résultats et discussion

1I1.2.1 Etude du relargage de I'acide arachidonique par les cellules CF-KM4 et
MM39.

Comme il a été décrit dans ’introduction, 1’acide arachidonique constitue un précurseur
important pour la synthése des médiateurs lipidiques et 1’étude de son métabolisme est
essentielle pour la compréhension du mécanisme de I’inflammation dans la mucoviscidose.
On s’est intéress¢ dans 1’équipe a cet acide gras et a son relargage par les deux lignées
¢épithéliales trachéales bronchiques, MM39 et CF-KM4. L’objectif est de comparer le taux
du relargage de cet acide gras entre la lignée CF-KM4, qui est une lignée mucoviscidosique
avec une mutation F508del, et une lignée normale MM39 qui sert de contrdle. Ces deux

lignées sont décrites plus en détails dans le chapitre fiches techniques.

Le principe de cette expérience est d’incuber les cellules avec de 1’acide arachidonique
tritié. Celui-ci est incorporé par les cellules dans leurs membranes phospholipidiques. Ainsi,
’utilisation des différents agents des voies de métabolisme des phospholipides permet de
déterminer la phospholipase ou la voie majeure responsable du relargage de 1’acide

arachidonique (fiche technique n°8).

Les phospholipases A2 sont connues pour étre les principales responsables de la
génération de D’acide arachidonique dans la cellule, on décrit celles qui sont Ca'"
indépendante (iPLA2) ou Ca'  dépendantes. Ces phospholipases clivent les liaisons
phospholipides en position sn-2 pour libérer un lysoglycérol et un acide gras, en général de
I’acide arachidonique (197). Afin d’explorer le role de ces phospholipases A2, nous avons
utilisé le BAPTA/AM, un chélateur de Ca™ intracellulaire peu sensible & la variation du pH et
connu pour avoir un effet inhibiteur sur les PLA2 Ca™ dépendantes et I’arachidonyl
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trifluoromethyl ketone (AACOCEF3) (198), un autre inhibiteur des cPLA2. Nous avons
également utilisé de I’ionomycine, qui est un libérateur de Ca’" intracellulaire, afin de vérifier
si ’augmentation du Ca++ intracellulaire induirait 1’action de ces phospholipase et la

libération du relargage de 1’acide arachidonique en conséquence.
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Figure 15: Etude du relargage de [’acide arachidonique par les cellules MM39 (A) et CF-
KM4 (B). Les deux lignées cellulaires ont été incubées avec de [’acide arachidonique tritié
[3H] AA (0.5 uCi/ml) et ensuite pré-incubées avec soit de [’lonomycine, du BAPTA/AM ou de
I’AACOCF3. (***: p<0.001). Cette figure est representative de 3 expériences différentes

réalisées en triplicates. (Fiche technique n°S).
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La figure 15A montre les résultats obtenus sur les cellules MM39. L’ionomycine induit un
relargage d’acide arachidonique trois fois plus important que le relargage basal. Ceci semble
étre lié a 1’augmentation du calcium intracellulaire par 1’ionophore. Le BAPTA/AM et
I’AACOCF3 ne montrent pas de variation significative sur ce relargage basal. Ainsi, on peut
conclure que le relargage de 1’acide arachidonique par les cellules MM39 est sensible a

I’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium.

Nous avons mené les mémes expériences sur la lignée CF-KM4. La figure 15.B présente
les résultats obtenus. Ces résultats montrent, d’abord, que les cellules CF-KM4 ont un taux de
relargage d’acide arachidonique basal trois fois plus élevé que celui des cellules MM39. Cette
observation est concordante avec les données de la bibliographie, qui parlent d’une
augmentation de ce relargage dans certains types cellulaires CFTR-/~ (199). En effet, les
cellules CF-KM4 sont porteuses d’une mutation F508del qui touche la protéine CFTR. Cette
mutation engendre un certain nombre de perturbations intracellulaires, notamment les
propriétés sécrétoires des cellules, mais ceci est également associé a 1’augmentation de la
synthése de certains marqueurs inflammatoires. Par ailleurs, 1’utilisation du chélateur de
calcium, le BAPTA/AM, de I’ionophore a calcium, I’ionomycine ou de I’inhibiteur de la
cPLA2, le AACOCF3, ne modifie pas le niveau de relargage d’acide arachidonique par les
cellules CF-KM4 (figure 15B). A T'inverse du cas observé avec les cellules MM39, le
relargage de ’acide arachidonique par les cellules CF-KM4 semble étre insensible a la

variation du calcium intracellulaire et & I’inhibition de la cPLA2 (figure 15B).

Afin d’explorer les voies responsables du relargage basal par les cellules CF-KM4, nous
avons utilisé¢ plusieurs inhibiteurs contre d’autres phospholipases, autres que les cPLA2,
connues pour étre impliquées directement ou indirectement dans la génération de 1’acide

arachidonique (Figure 16).
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Figure 16: Schéma représentatif du métabolisme des phospholipides par les
phospholipases. La PLA2, la PLC et la PLD liberent respectivement de [’AA, le DAG et du

PA. Ces derniers constituent de puissants acteurs de signalisation intracellulaires.

Comme il est representé dans la figure 16, la PLD hydrolyse les phospholipides au niveau
de la position sn-3 et libére ainsi un acide phosphatidique (PA) et un groupe polaire. Le PA
peut étre hydrolysé par une phosphohydrolase pour générer du DAG. Ce dernier peut étre
hydrolys¢ a son tour par une Diacylglycérol lipase (DAG lipase) pour donner du
monoacylglycérol (MAG) et de I’acide arachidonique. Ainsi, I’hypothése serait que
I’inhibition de la PLD générerait une baisse du relargage de I’AA. Nous avons alors utilisé
pour cette expérience, le but-1-0l, comme inhibiteur de la PLD et I’oléate qui est connu pour

étre un activateur de cette derniére.

Nous avons également ciblé la DAG kinase qui est connue pour avoir comme action de
phosphoryler le diacylglycérol, qui devient ainsi un acide phosphatidique, substrat pour la
PLA2. Cette réaction peut également contribuer a la génération de 1’acide arachidonique.

Nous avons alors utilisé le R59949 qui est un inhibiteur spécifique de la DAG kinase.

Le diacylglycérol peut étre hydrolysé directement par la diacylglycérol lipase pour libérer
de I’acide arachidonique. Cette réaction est connue pour étre 1’'une des principales sources de
I’acide arachidonique. Nous avons alors utilis¢ le RHC 80267 un inhibiteur spécifique de

cette enzyme.
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Enfin, une autre phospholipase, importante dans le métabolisme des phospholipides
membranaire, est la phosphatidylcholine phospholipase C qui a comme substrat, un
phospholipide majeur des membranes phospholipidiques, le phosphatidylcholine. Afin
d’étudier I’implication de cette phospholipase dans le relargage de 1’acide arachidonique par
les cellules CF-KM4, nous avons utilisé le tricyclodecan-9-yl-xanthogenate (D609) qui est un

inhibiteur spécifique de la PC-PLC.
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Figure 17: Etude du relargage de [’acide arachidonique par les cellules CF-KM4. Les
cellules CF-KM4 ont été incubées avec de [’acide arachidonique tritié [3H] AA (0.5 uCi/ml)
et pré-incubées avec différents inhibiteurs pendant 30 min (Bromoenol-lactone ; BEL, Sodium
Oléate, D609, RH80267, R59949). (***: p<0.001). Cette figure est representative de 3

expériences différentes réalisées en triplicates. (Fiche technique n°S).

La figure 17 montre que I’activateur de la PLD, 1’Oléate, I’inhibiteur de le PLD, le n-
butanol et I’inhibiteur de la iPLA2 (Bromo-énol lactone) n’ont aucun effet sur le niveau de
relargage basal de I’acide arachidonique. L’incubation des cellules avec des inhibiteurs pour
la DAG lipase ou la DAG kinase ne modifie pas non plus ce taux de relaragage. Cependant, le

traitement des cellules CF-KM4 avec le D609, I’inhibiteur spécifique de la PC-PLC, montre
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une diminution assez significative du relargage de I’AA (diminution de 60%) par les cellules
CF par rapport au contrdle. Ce resultat est d’autant plus surprenant qu’apres traitement avec le
D609 on a un niveau de relargage de 1’acide arachidonique similaire a celui des cellules
MM39. Ceci est en faveur d’un role important de la PC-PLC dans la génération de I’AA par
les cellules CF-KM4.

I11.2.2 Influence d’un contexte inflammatoire sur le relargage de I’AA par les

cellules MM39 et CF-KM4

Nous avons observé, en comparant le relargage de 1’acide arachidonique par les cellules
CF-KM4 a celui par les cellules MM39, que celui-ci est plus important dans les cellules CF. 11
serait, maintenant, intéressant de comparer la réponse de ces deux modéles a un contexte

inflammatoire. Nous avons, alors, incub¢ les deux lignées avec du TNFa a (10ng/ml).
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Figure 18 : Le relargage de I’AA tritié par les cellules CF-KM4 et MM39. Les deux
lignées cellulaires ont été incubées avec de I’acide arachidonique tritié [3H]AA (0.5 uCi/ml)
dans un milieu sans sérum pendant 24h. Elles ont été ensuite incubées en présence ou en
absence de TNFo (10ng/ml) et de D609 (50ug/ml) pendant Sh. Le taux de relargage de
I’[3H]AA a été comparé a celui des cellules CF-KM4 controles non traitées (Ctrl). (*** :

p<0.001). Cette figure est representative de 3 expériences différentes. (Fiche technique n°8).
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Les résultats obtenus apres stimulation des cellules avec le TNFa montrent une
augmentation du relargage dans les deux lignées cellulaires. Ceci est attendu parce qu’un
contexte inflammatoire instauré par la stimulation au TNFa induirait une augmentation de la
production de I’AA nécessaire a la synthése d’un certain nombre de médiateurs lipidiques,
impliqués dans le processus inflammatoire. Cependant, I’incubation des cellules stimulées
par le TNFa avec du D609 inhibe cette ¢lévation du relargage dans les cellules CF-KM4 mais
n’a aucun effet significatif dans les cellules MM39. L’effet du D609 sur le taux de relargage
par les cellules CF-KM4 est important et permet de le réduire a un taux inférieur a celui du

contrdle (figurel8).

En conclusion, selon nos résultats, la PC-PLC jouerait un role important aussi bien a
I’état basal qu’en condition inflammatoire dans les cellules CF-KM4. La question qui
s’impose a ce stade de I’étude : Comment expliquer la différence de réponse des deux lignées

cellulaires ?

I11.2.3 Mesure de l'activité de la PC-PLC dans les cellules CF-KM4 et MM39

Afin de confirmer le role important que joue la PC-PLC dans le relargage de ’AA dans
les cellules CF-KM4, nous avons pens€ a mesurer son activité avec le kit « « Amplex® Red
Phosphatidylcholine-Specific Phospholipase C » (Molecular Probe, France). Comme expliqué
dans la fiche technique n°12, cette technique se base sur un principe simple qui aboutit au
dosage d’une fluorescence émise a 640 nm apres excitation a 530 nm. En absence d’autre
technique de dosage de I’activité de la PC-PLC in vitro, I’utilisation de ce kit était plus que

nécessaire.
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Figure 19: Mesure de [l’activité de la PC-PLC dans les cellules CF-KM4 (4) et MM39 (B)
et de la composition des membranes en PE et PC (C). Les cellules CF-KM4 et MM39 ont été
incubées en présence ou en absence de TNFa (10ng/ml) et du D609 (50ug/ml) pendant 12h.
Le Iysat cellulaire de chaque échantillon a été prélevé et utilisé pour le dosage de I’activité
PC-PLC. (C) La composition lipidique en PE et PC des cellules MM39 et CF-KM4 a été
estimée par chromatographie en couche mince suivant la technique de Bligh and Dyer’s suivi
par la quantification de leur contenu en phosphates (voir fiche technique n°7). Le résultat est

représentatif de trois expériences réalisées en triple (*** : p<0.001) et (** : p<0.01).

Les résultats du dosage de I’activité¢ de la PC-PLC (figure 19 A et B) montrent, comme
attendu, que I’activité PC-PLC est bien plus importante a 1’état basal dans les cellules CF-
KM4 que dans les cellules MM39. Cette observation vient s’associer avec les résultats
obtenus avec le relargage de ’AA qui montrent un relargage basal important dans les cellules
CF. D’un autre coté, on observe une augmentation de l’activit¢ de la PC-PLC apres
stimulation des deux lignées cellulaires avec du TNFa. Un contexte inflammatoire contribue
donc a I’¢lévation de I’activité de la PC-PLC. D’un autre coté, les mesures du rapport (Figure
19 C) entre PE/PC dans chaque lignée cellulaire ne montrent pas de différences significatives
ce qui suggere que la disponibilité du substrat pour la PC-PLC, en occurrence la PC, n’est pas
affectée entre les deux lignées cellulaires. Par contre, nous trouvons une moindre quantité des
especes PC et PE dans les cellules CF-KM4 ce qui suggérerait une plus forte consommation

ou utilisation de ces composés par les cellules.
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Cette expérience nous a également permis de vérifier que le D609 inhibe bien I’activité de

la PC-PLC dans les deux lignées cellulaires (figure 19A et 19B).

En conclusion, le D609 nous a permis de mettre en évidence une activité ¢élevée de la PC-
PLC dans les cellules CF, qui serait responsable de I’augmentation de la production de I’AA a
I’état basal. L’acide arachidonique est le précurseur des médiateurs lipidiques qui
caractérisent 1’inflammation chronique dans la mucoviscidose ou les médiateurs lipidiques
jouent un role essentiel dans cette chronicité. A ce niveau, la thérapie anti-inflammatoire a
comme objectif, entre autres, de réduire la production excessive de ces médiateurs afin de

controOler la réaction inflammatoire.

I11.2.4 Effet du D609 sur I'expression et I'activité de la Cyclo-oxygénase 2

Nous nous sommes intéressés dans cette partie de I’étude a 1’expression génique de la
Cox-2. Cette dernicre fait partie d'une famille d'enzymes inductibles par de multiples facteurs
pro-inflammatoires comme les cytokines et les interférons qui modulent son activité et son
expression. Ainsi, la surexpression de la COX-2 refléte un état inflammatoire dans la cellule.
L’autre cyclo-oxygénase, dite Cox-1 serait une enzyme constitutivement exprimée par les
cellules. Etant donné qu’un des devenirs de I’AA dans les cellules est d’étre métabolisé par
les cyclooxygénases ce qui permet de produire des médiateurs lipidiques, constituants
importants de la réaction inflammatoire, I’étude de I’expression de ces cyclooxygénases est
importante afin de voir si ’augmentation de relargage de I’AA par les cellules CF-KM4 est

associée a cette voie Cox.
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Figure 20 : Effet de TNFa et du D609 sur l’expression de la cyclo-oxygénase-2 par les
cellules MM39 (A) et CF-KM4 (B). Les cellules ont été pré-incubées ou non avec du TNFa
(10ng/ml) et du D609 (50ug/ml) pendant 8h. L’ARN total a été extrait et analysé par RT-PCR
avec les amorces spécifiques de COX-2 et de la GAPDH. Cette figure est representative de 3

expériences différentes.

Dans la figure 20, 1’étude de I’expression de la Cox-2 montre une expression constitutive
dans les cellules CF et une absence de cette expression a I’état basal dans les cellules MM39.
Ceci suggere encore une fois, que I’état physiologique des deux lignées est différent et il est
en faveur d’un état inflammatoire qui caractérise les cellules CF. On suppose que la mutation
de CFTR contribue a I’augmentation de certains marqueurs de I’inflammation. Par ailleurs,
les deux lignées cellulaires répondent a la stimulation par le TNFa par une surexpression de la

Cox-2 ce qui vérifie le caractere inductible de cette enzyme.

Nous avons montré par ailleurs, que le relargage de I’AA est augmenté dans les cellules
CF a I’état basal par rapport aux cellules normales. La Cox-2 induite métabolise cet AA en
plusieurs autres médiateurs lipidiques. Nous avons voulu ainsi vérifier si la suractivation de la

PC-PLC pourrait étre liée a cette induction constitutive de la Cox-2 dans les cellules CF.

La figure 20 montre aussi par RT-PCR semi-quantitative que I’effet de I’inhibition de la
PC-PLC par I’incubation des cellules CF avec le D609 réduirait 1’expression génique basale

de la Cox-2 dans ces cellules. Nous suggérons alors que la sur-activation de la PC-PLC serait
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impliquée dans 1’expression constitutive de la Cox-2 dans les cellules CF. Afin de vérifier
cette hypothese, nous avons stimulé les cellules CF et non CF avec du TNFa. Les résultats
montrent une augmentation de I’expression de la Cox-2 apres stimulation dans les deux
lignées cellulaires. Ceci est concordant avec les données de la littérature qui confirment cette

observation (200).

Quel serait alors 1’effet du D609 sur cette surexpression induite par le TNFa ? La figure
20 montre encore une fois une diminution de I’expression de la Cox-2 induite par le TNFa
apres incubation avec le D609. Ceci suggere que la suractivation de la PC-PLC est impliquée
dans la modulation de I’expression génique, constitutive ou induite par stimulation au TNFa,

de Cox-2. Qu’en est-il alors de I’expression en protéine de cette enzyme ?

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé la technique du Western blot afin de
juger la quantité de protéines présentes dans les cellules CF. Nous avons aussi voulu vérifier

si on retrouve les mémes résultats que ceux obtenus avec 1’étude de 1’expression génique.

Cox-2
T5KDa g (. e S Cox-2 v
300
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Ctrl D609 ctrl D609 TNFa TNFa/D609

Figure 21 : Mesure de [’expression protéique de Cox-1 et 2 dans les cellules CF-KM4 par
Western Blotting. Les cellules ont été soit incubées avec le TNFa seul pendant 8h ou pre-
incubées pendant 12h avec du D609 (50 ug/ml) puis avec le TNFo (10 ng/ml) pendant Sh. Le
Western Blot a été réalisé trois fois avec des anticorps Anti-Cox-1, Anti-Cox-2 et Anti-

GAPDH ( *** : p<0.001). (Fiche technique n°20, 21 et 22).

La figure 21 montre qu’avec la technique du Western Blot on retrouve une quantité de
Cox-2 plus importante dans les cellules stimulées avec le TNFa, mais aussi une expression
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basale en protéines dans les cellules CF controle (Ctrl). Ceci va dans le méme sens que les

résultats obtenus au niveau génique de Cox-2.

D’un autre coté, la pré-incubation des cellules avec le D609 atténue 1’expression de Cox-2
stimulée par le TNFa et le D609 incub¢ seul sur les cellules réduit toujours 1’expression

basale de Cox-2.

Enfin, le taux de Cox-1 reste inchang¢ dans les différentes conditions. Nous suggérons
qu’au temps d’incubation des cellules (plusieurs heures), seule la Cox-2 est mobilisée dans la
réaction inflammatoire. Dans la littérature, il est décrit qu’au début de la réaction
inflammatoire Cox-1 serait activée en premier. Au fur et & mesure du déroulement de la
réaction inflammatoire, la Cox-2 serait plus active que la Cox-1 vis-a-vis de leur substrat

commun, I’acide arachidonique.

En final, les résultats du Western blot et de la RT-PCR vont dans le sens d’un lien entre la

suractivation de la PC-PLC et I’expression au niveau génique ou protéique de Cox-2.

Une modulation de I’expression de Cox-2 dans les cellules CF par la PC-PLC laisse
présager que P’activité¢ de Cox-2 serait, elle aussi, influencée par cette phospholipase. Nous
avons alors considéré dans la suite de 1’étude, comme marqueur de 1’activité de notre enzyme,

le taux de production d’une prostanoide, la PGE2, par les cellules CF et non CF.

En effet, les prostanoides, comme les PGE2, sont des produits de la voie cyclo-oxygénase
qui métabolise ’AA. Ce dernier est s€quentiellement oxydé en prostaglandine G2 (PGG2) et
transformé en un intermédiaire lipidique instable, la PGH2. Ce dernier composé est

rapidement converti en divers prostanoides dont la PGE2.
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Figure 22 : Mesure du relargage du PGE?2 par les cellules CF-KM4 (A) et MM39 (B) par
ELISA. Les cellules ont été incubées avec les différents agents : 10ng de TNFa et 50ug/ml de
D609 pendant 8h. Cette figure est representative de 3 expériences différentes. ( ** : p<0.01).

Le profil des histogrammes (figure 22) correspondant a la sécrétion de PGE2 par les deux
lignées cellulaires est similaire a celui du relargage de I’AA. En effet, on retrouve une
surproduction de PGE2 suite a la stimulation des cellules CF ou non CF avec le TNFa. Cette
surproduction est plus marquée dans le cas des cellules CF comparée aux cellules non CF.
Cependant, I’inhibition de la PC-PLC par le D609 a permis, dans le cas des cellules CF, de
réduire la quantit¢é de PGE2 synthétisée par les cellules a un niveau inférieur a celui du

controle CF et similaire a celui des cellules non CF contrdles.

En conclusion, nos résultats, jusque la, associent la suractivation de la PC-PLC dans les

cellules CF a :
1/ ’augmentation du relargage de I’AA arachidonique.
2/ T’expression constitutive de la Cox-2.

3/ I’augmentation de la production de PGE2.
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I11.2.5 L’'implication de la PC-PLC dans 'expression de l'interleukine 8 dans les

cellules CF.

Comme nous avons observé dans nos résultats ultérieurs, une augmentation de la sécrétion
de la PGE2 et de I’AA dans notre mod¢le cellulaire CF, nous avons voulu dans cette partie de
I’étude nous intéresser a une cytokine qui constitue un marqueur important de 1’inflammation
dans la mucoviscidose qui est I’'IL-8. Cette cytokine est notamment connue comme le
principal facteur chimiotactique des polynucléaires neutrophiles induisant un afflux de ces

derniers au niveau bronchique et alvéolaire.
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Figure 23: Etude de [’expression de [’IL-8 dans les cellules CF-KM4. Les cellules CF ont
été incubées avec D609 (50ug/ml) pendant 6h. Ensuite, [’extraction de I’ARN et la RT-PCR

ont été effectué (fiche technique °16). U.A : unité arbitraire. Les résultats sont représentatifs

de trois expériences différentes (*** : p <0.001).

L’étude de DI’expression d’IL-8 par RT-PCR (figure 23), semi-quantitative, dans les
cellules CF montre sa diminution apres incubation des cellules avec le D609. Cette
observation suggere que I’expression d’IL-8 soit elle aussi associée a ’activité €élevée de la

PC-PLC qu’on décrit ici dans les cellules CF. Le mécanisme général de cette modulation reste
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inconnu. Cependant, nous avons essay¢ d’explorer une des voies de régulation qu’on pense

etre impliquée dans cette modulation.

En effet, la PC-PLC hydrolyse les PC et libére de la Phosphocholine et du DAG. Ce
dernier constitue un puissant second messager intracellulaire, impliqué dans plusieurs voies

de régulation de I’expression de divers genes.

Nous avons utilisé un Kit Amplex Red pour mesurer 1’activité de la PC-PLC. Bien que le
Kit ne dose que la quantité de phosphocholine libérée, nous en déduisons que la quantité¢ de
DAG est elle aussi élevée étant donné qu’une molécule de PC hydrolysée est équivalente a

une molécule de phosphocholine et une molécule de DAG libérée.

Le DAG libéré a plusieurs destinations : il est soit dégradé par des enzymes comme les
lipases (DAG lipases) afin de libérer de ’AA ou fixé par le domaine C1 sur des protéines
jouant un role dans la régulation de la transcription des genes comme la PKC. Une fois la
PKC activée par la fixation du DAG sur son domaine Cl, elle migre du cytosol vers la
membrane cytoplasmique ou elle se fixe et phosphoryle plusieurs protéines cibles impliquées

dans plusieurs voies de signalisations intracellulaires.

Afin de vérifier une potentielle implication de la PKC dans la régulation de I’expression
de I'IL-8 par la PC-PLC, nous avons incubé les cellules CF avec du 1,2-Dioctanoyl-sn-
glycerol (DOG) qui est un analogue du DAG, la Calphostin C, inhibiteur spécifique de la

PKC et nous avons suivi I’expression de I’[L-8 par RT-PCR semi-quantitative.
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Figure 24: Etude de [’expression de I'IL-8 en présence d’effecteurs de la PKC. Les
cellules ont été incubées avec les agents suivants : Calphostine C (100ng/ml), un inhibiteur de
la PKC, le DOG (10uM), un activateur de la PKC, ou avec le mélange des deux pendant 8h.
La RT-PCR semi-quantitative a été ensuite réalisée (fiche technique n°16). Cette figure est

representative de 3 expériences différentes. (*** : p<0.001).

Selon les résultats obtenus avec la RT-PCR (figure 24), ’activateur de la PKC, le
Dioctylglycerol, induirait une augmentation de I’expression génique de I’IL-8. La calphostine
C, inhibiteur spécifique des PKC, réduirait I’expression d’IL-8, induite par le DOG, a un
niveau d’expression basale. Ce constat a €té observé plusieurs fois en RT-PCR semi-

quantitative (p<0.05) et vérifi¢ en ELISA (cf. figure 25).
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Figure 25 : Dosage de I’IL-8 par ELISA. Le surnagent des cellules CF a été prélevé apres
incubation des cellules avec les différents agents : D609 (50ug/ml) pendant 8h, Calphostin C
(100 ng/ml) seul pendant 8h ou avec DOG (10uM). Cette figure est representative de 3

expériences difféerentes réalisées en triplicates. (*** : p<0.001). Fiche technique n°l 1.

Bien que ces résultats préliminaires nécessitent d’étre approfondis par le dosage de
I’activité PKC et le suivi de la phosphorylation des facteurs de transcription cibles pour la
PKC comme NFkKB, apres stimulation avec le DOG et/ou D609, afin de confirmer notre
hypothese, nous pensons, qu’a ce stade de 1’¢tude, ces résultats soulignent 1’intérét de la voie

DAG-PKC dans la modulation de I’expression d’IL-8 par la PC-PLC.

I11.2.6 L'Implication de la PC-PLC dans les défauts de réponse aux

sécrétagogues

Dans la suite de 1’étude du lien entre la PC-PLC et les défauts de sécrétion observés dans
la mucoviscidose et caractérisés dans nos cellules CF, nous nous sommes intéressés a la

sécrétion de la protéine SLPI.

Le SLPI est produit en grande quantit¢ sous forme inactif dans le liquide épithélial de

surface par les cellules glandulaires de la sous muqueuse bronchique. Ayant principalement
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une activité antibactérienne, il est impliqué dans la défense innée constitutive de 1’épithélium
respiratoire et constitue un marqueur spécifique de la fonction biologique des cellules en
culture et un bon marqueur aussi de la sécrétion épithéliale. Nos deux lignées cellulaires
(MM39 et CF-KM4) produisent le SPLI (178) a des taux différents ou les cellules CF

présentent une production basale plus importante.

Kammouni. ef al. ont montré qu’il y’a un défaut de sécrétion de SLPI en réponse aux
agonistes cholinergiques et adrénergiques dans les cellules CF-KM4 et que ce défaut est

corrigé suite a la transfection de ces cellules CF avec le géne CFTR (201).
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Figure 26 : Réponse des cellules MM39 (A) et les cellules CF-KM4 (B, C) aux agonistes
cholinergiques et adrénergiques. Les cellules CF-KM4 (C) ont été pre-incubées avec le D609
(50ug/ml) pendant 12h. Pour chaque expérience, la sécrétion de SPLI par les cellules a été
mesurée par ELISA apres stimulation a 100uM d’Isoroterenol et 100uM de Carbachol. Cette
figure est representative de 3 expériences différentes. (*** : p<0.001). Fiche technique n°I0.
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Nous avons cherché alors a savoir si la PC-PLC serait impliquée dans ces défauts de
reponses. Les résultats du dosage de SPLI obtenus par ELISA aprés stimulation des cellules
avec du Carbachol, un analogue de l'acétylcholine et agoniste non sélectif des récepteurs
muscariniques et nicotiniques, montrent que 1’inhibition de la PC-PLC avec le D609 permet
de rétablir la capacité des cellules CF a répondre aux secrétagogues (Iso et Carb.) par la
sécrétion de SLPI de maniére similaire aux cellules MM39. Le méme résultat est obtenu apres
stimulation des cellules CF avec I’Isoprotérénol qui est un agoniste [-adrénergique

bronchodilatant et vasorelaxant (figure 26).

Ces résultats suggérent qu’en absence de CFTR, il y’a une désensibilisation des récepteurs
adrénergiques et cholinergiques. Naren et al. (202) ont montré que CFTR et les récepteurs
B-adrénergiques  fixent, grdce a leur domaine PDZ, un complexe de:
protéines (ezrin/radixin/NHERF) formant ainsi un plus grand complexe macromoléculaire.
Ces domaines PDZ permettent a CFTR d’interagir avec les protéines du cytosquelette ce qui
permet ainsi la régulation de sa fonction. D’un autre coté, il a été montré aussi que la réponse
aux agonistes cholinergiques et B-adrénergiques par les glandes sudorales est perturbée dans

la mucoviscidose (203).

Parallélement, la désensibilisation a ét¢ démontrée pour différents récepteurs parmi
lesquels le récepteur f2-adrénergique (204), le récepteur muscarinique m2 (205) ou encore le
récepteur alp-adrénergique (206) cela fait intervenir la protéine kinase A (PKA) activée par
I'AMPc ou la protéine kinase C (PKC) activée par les diacylglycérols. La désensibilisation
hétérologue par la PKC a été démontrée pour le récepteur muscarinique ml (207). En effet,
les protéines kinases A ou C (PKA, PKC) activées par les seconds messagers (AMPc, calcium
et DAG) phosphorylent le récepteur indépendamment de son état conformationnel. Cette
phosphorylation se traduit par le recrutement a la membrane plasmique d’une protéine
cytosolique, la B-arrestine, qui prend probablement la place de la protéine G sous le récepteur
(208). Cette étape de translocation marque I’arrét de la signalisation cellulaire induite par le
récepteur activé. Ainsi, on suggere qu’une activité augmentée de la PC-PLC dans les cellules
CF, induirait une production élevée du DAG et une activation plus importante de la PKC.
Cette derniere serait responsable de I’augmentation de 1’expression de I'IL-8 et de la

désensibilisation des récepteurs B-adrénergiques et cholinergiques.
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II1.3 Conclusion

Nous avons abordé dans cette premiére partie du travail un mécanisme important
impliqué dans D’expression et la sécrétion d’un certain nombre de marqueurs de
I’inflammation dans la mucoviscidose. Ce mécanisme met en jeu une phospholipase
particuliere, la phosphatidylcholine-phospholipase C. Cette phospholipase est responsable de
I’hydrolyse des phospholipides membranaires afin de générer du diacylglycerol et de la
phosphocholine. Nos résultats suggérent une implication de cette enzyme dans le relargage
important de I’AA par les cellules CF. Ceci est d’autant plus surprenant que ’utilisation des
effecteurs contre deux autres PLA2 (iPLA2, cPLA2) ne montre pas d’effet sur ce taux de
relargage. Pourtant, il est connu que ces enzymes sont responsables de la génération de I’AA
dans plusieurs pathologies inflammatoires et qu’elles hydrolysent les phospholipides
membranaires au niveau de la position dite « sn-2 » préférentiellement occupée par les AA.
Certaines équipes décrivent un réle important de la DAG lipase dans la production de I’AA a
partir de I’hydrolyse du DAG produit essentiellement par les PLC. Dans notre étude, cette
lipase semble ne pas étre, non plus, responsable du taux de relargage basal de I’AA ¢élevé dans

les cellules CF.

Nous supposons que, bien que ’activité de la PC-PLC soit responsable d’un relargage
important en AA dans notre modele cellulaire CF, une autre phospholipase pourrait étre
activée suite a I’action de la PC-PLC. Des résultats préliminaires, en attente de confirmation,
montrent que I’ajout de sSPLA2 sur les cellules CF induit une augmentation de I’expression
d’IL-8 par RT-PCR, cette augmentation est inhibée par le BPB, un inhibiteur spécifique de la
sPLA2. Des expériences sont poursuivies dans ce sens afin d’explorer I’implication de cette

phospholipase dans le relargage de I’AA par les cellules CF.

Medjane. S et al., (209) ont montré que I’expression basale de la sPLA2A dans les
cellules CF (CFT-2) est élevée par rapport aux cellules NT-1 (non CF) et que cette expression
est stimulée par le LPS. Selon les mémes auteurs, la SPLA2 serait activée par 1’augmentation
de production du PGE2. Dans notre étude, on suppose que la suractivation basale de la sSPLA2
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serait responsable de la synthése de la PGE2 dans nos cellules. Nous travaillons actuellement

a confirmer cette hypothese.

Nous avons supposé que la disponibilité du substrat PC dans la lignée CF-KM4 était
responsable de la différence d’activité de la PC-PLC entre les cellules CF et non CF. La
mesure du rapport PE/PC dans les deux lignées n’a pas montré de différences significatives ce
qui suggere encore une fois que ’activit¢ PC-PLC est modulée par un contexte cellulaire
associ¢ a la dysfonction de CFTR. La suite de 1’étude prévoit la mesure de cette activité sur

des cellules MM39 transfectées avec un anti-sens dirigé contre I’ARNm CFTR.

Le D609 est connu pour étre un inhibiteur spécifique de la PC-PLC dans plusieurs types
cellulaires avec une IC50 de I'ordre de 50 pg/ml (200 uM). Par ailleurs, d’autres équipes
suggerent que ce dernier soit aussi un inhibiteur de la PC-PLD (210) ou la sphingomyelinase.
Cependant, la mesure de 1’activité¢ de la PC-PLC montre une inhibition importante de celle-ci
par le D609 et I’utilisation d’effecteurs contre les différentes phospholipases dont la PLD ne
reproduit pas 1’effet obtenu avec le D609. En absence de ’identification de la séquence du
gene correspondant a la PC-PLC, il y’a pas de siRNA dirigé contre celle-ci et il y’ a pas non
plus d’autres inhibiteurs spécifiques connus. Le seul moyen d’étude de la PC-PLC se réduit a

I’heure actuelle encore a 'utilisation du D609.

Une autre observation importante tirée des résultats concerne les caractéristiques de
sécrétion basale et constitutive des cellules CF. Les cellules CF non stimulées ont un
métabolisme d’AA plus important. Ceci est reflété par une production plus élevée de PGE2.
L’expression d’IL-8, de Cox-2 et de SLPI est également plus importante que celle trouvée
dans les cellules non-CF. Ceci, suggere que la dysfonction de CFTR générerait un état
physiologique caractéristique de I’inflammation méme en absence de toute infection
bactérienne. Afin de vérifier que ces défauts ne sont pas caractéristiques de notre modéele
cellulaire, nous comptons reprendre les expériences ultérieurement avec d’autres modeles
cellulaires glandulaires CF ou non comme les lignées Calu3 ou encore la lignée

MM39 (cftr-/-) décrite dans le chapitre suivant.

Nous avons choisi d’étudier une cytokine produite de fagon élevée dans la mucoviscidose

qui est Dl’interleukine-8. Celle-ci est surexprimée et semble étre régulée par la voie
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PC-PLC/DAG/PKC. Cependant, il a été montré sur divers modeles cellulaires que le
métabolisme de I’AA peut moduler 1’expression de 1’IL-8 aussi via la PGE2. La stimulation
des fibroblastes par IL-1p permettrait 1’augmentation de la sécrétion de PGE2 ce qui induit
une surproduction d’IL-8 (211). Nous comptons vérifier cette hypothése dans nos cellules. En
effet, la PC-PLC apparait, dans notre étude, impliquée dans D’activation de la voie Cox-
2/PGE2 d’un c6té et de la PC-PLC/DAG/PKC de 'autre c6té. Ainsi, il serait intéressant de
vérifier si ’augmentation de la production de PGE2 serait liée aussi a la modulation de

I’expression de I’IL-8.

Bien que notre étude propose la PC-PLC comme une cible anti-inflammatoire dans la
mucoviscidose, il est encore difficile pour nous d’expliquer que d’autres phospholipases
comme les PLA2 cytosoliques ne soient pas impliquées dans la modulation de nos marqueurs
¢tudiés. Il faut noter par ailleurs, que les anti-inflammatoires non stéroidiens utilisés dans la
mucoviscidose, comme I’ibuproféne, montrent une certaine efficacité mais a fortes doses avec
des effets secondaires qui peuvent induire des complications aboutissant a termes a 1’arrét du
traitement. L’utilisation de ’ibuproféne sur les cellules CF-KM4 montre effectivement une
diminution de I’expression de I’IL-8 qui n’est pas aussi drastique que 1’effet trouvé apres

utilisation du D609.

En conclusion, nous montrons (figure 27) une forte activité de la PC-PLC dans les cellules
CF-KM4. Nous émettons I’hypothése que cette forte activité serait responsable d’une
production de DAG qui active la PKC, conduisant a une production/activation (?) de sPLA2
responsable en retours d’une surproduction basale d’AA, de PGE2 et une augmentation de

I’expression du gene de /°[L-§.
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Figure 27 : Schéma hypothétique du mécanisme d’implication de la PC-PLC dans la

Mucoviscidose. L activité de la PC-PLC est augmentée dans les cellules CF. Il semble que

cette suractivation soit liée au dysfonctionnement de CFTR. Les conséquences de l’action de

la PC-PLC sont une augmentation d’un certain nombre de marqueurs de l’inflammation.
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Deuxieme partie : L’étude des transporteurs PEPT1 et PEPT2

dans les cellules glandulaires humaines Mucoviscidosiques.

1V.1 Introduction

Les transporteurs de peptides sont des membres de la famille, dite SLC15. Cette famille
de transporteurs, connue pour son rdle dans l'absorption cellulaire des xénobiotiques,
constitue un sous-groupe d’une plus grande famille de transporteurs d’oligopeptides (POT).
Ces transporteurs de peptides n'utilisent pas directement de I'ATP pour leur activité, mais
I'énergie produite par une différence de potentiel électrochimique créé par un transport actif
primaire. Les deux principaux transporteurs de cette famille (PEPT1 et PEPT2) ont des roles
physiologiques trés variés. Ils sont connus, principalement, pour leur fonction comme

transporteurs de di-et tri-peptides. Ce transport est couplé a un transport de protons.

Le PEPT1 est essentiellement exprimé sur la membrane apicale des cellules épithéliales
de l'intestin gréle et des tubules rénaux et biliaires. Tandis que le PEPT2 est présent dans de
nombreux organes tels que les reins, le cerveau, les poumons, I'hypophyse, les glandes

mammaires et les organes reproducteurs (212, 213, 214).

Les transporteurs PEPT1 et PEPT2 ont une trés grande spécificité¢ de substrat et une
grande capacité de translocation des médicaments peptidomimétiques tels que les inhibiteurs
de I’enzyme de conversion de l'angiotensine comme le captopril, I’énalapril et le fosinopril
(215) ou encore les [-lactamines (216). Aujourd’hui, la contribution de ces deux
transporteurs dans la biodisponibilité des médicaments de type peptidique utilisés en clinique

est bien étudiée.

La thérapie par inhalation représente une voie intéressante pour les traitements contre les
infections pulmonaires. Plusieurs agents anti-infectieux dirigés contre les agents pathogénes

des voies respiratoires sont des substrats pour PEPT1 et/ou PEPT2 comme la pénicilline, les
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céphalosporines et les médicaments antiviraux : valaciclovir et valganciclovir (217). Ainsi, la
présence de ces transporteurs de peptides dans les voies respiratoires est importante étant
donné que ces derniers sont impliqués directement dans l'absorption et la distribution de ces

composés anti-infectieux ainsi que de leur efficacité (218).

Chez I’homme, les transporteurs PEPT1 et PEPT2 sont composés de 700 a 730 acides
aminés qui forment douze domaines transmembranaires dont le neuviéme et le dixiéme sont
liés par une grande boucle extracellulaire (219). Les domaines transmembranaires 1-4 et 7-9
ont ¢t¢ caractéris€s comme €tant nécessaires a la fixation et I’affinité pour le substrat (220,
221, 222). D’autre part, des expériences de mutagenese dirigée ont permis d’identifier les
résidus essentiels pour la régulation et le contréle du transport tels que I’affinité pour le

substrat et la vitesse du transport (223, 224).

Les études cinétiques ont mis en évidence 1’effet de la concentration extracellulaire en
protons sur la cinétique de ces transporteurs et I’implication majeure de deux histidines (His)
dans la fixation des substrats sur le PEPT1 et le PEPT2 ; His57 et His121 pour PEPTI1 et
His87 et His142 pour PEPT2 (225). Le traitement avec le diéthylpyrocarbonate (DEPC), un
réactif qui permet la modification des résidus histidines, se traduit par une inhibition
complete du transport des peptides. Bien que I’implication de 1’His57 et ’His87 ait bien été
mise en €vidence dans la fixation des peptides respectivement sur le PEPTI et le PEPT2, le

mécanisme exact de ce transport reste encore mal connu (226, 227, 228).

Les expériences sur I’expression du PEPT2 dans les poumons montrent une présence
importante de ce dernier dans les poumons humains, de lapins (229,230), de rats (231) et de
souris (232). En revanche, selon ces mémes études, le PEPT1 semble étre absent dans cet
organe. Récemment, on a montré que ce transporteur n’est pas completement absent dans
’appareil respiratoire humain comme cela a été suggéré mais qu’il est plutdt présent dans une
moindre mesure que le PEPT2. Le transporteur PEPT1 a méme été détecté avec une forte
expression par RT-PCR dans les cellules bronchiques humaines Calu-3 (233) et dans les
cellules 16HBE140- suggérant ainsi son implication dans le transport peptidique au niveau de

I’épithélium des voies aériennes (tableau 4).
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hBEpC Calu-3 Calu-3 16HBE14 16HBElo BEAS-2B  A549 Caco-2 Bleasby
jour 15 jour 8 jour 11 jour18 et
al. 2006
PEPT1 - + ++ + ++ + + +++
PEPT2 ++ + ++ + ++ ++ + +++ ++
b-Actin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Tableau 4 : Expression des PEPTI et PEPT2 en RT-PCR selon S. Endtera et al. (234).
Intensité du signal : -, pas d’expression; + , expression faible ; ++ , expression modérée ;
+++ , expression élevée. La derniere colonne représente l’intensité de |’expression dans le

tissu pulmonaire issue d 'une banque de 1900 genes (235).

Grace a sa forte expression pulmonaire, plusieurs études utilisant des techniques
d’immunohistochimie ont pu étudier la distribution de PEPT2 chez le rat, la souris (236) ou
encore dans les poumons des patients atteints de mucoviscidose (237). Chez tous ces sujets
¢tudiés, une forte expression de PEPT2 a été observée dans le pole apical des cellules
épithéliales des voies aériennes, dans le cytoplasme des pneumocytes de type II et sur

I’endothélium des petits vaisseaux sanguins.

Dans [I’intestin, le transporteur PEPT1 régule la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires par les cellules immunitaires suite aux stimulations par des bactéries et / ou
par des produits bactériens. Il joue ainsi un rdle important dans l'induction de la colite. Il
semble étre impliqué aussi dans le transport des antigénes bactériens, tels que le
muramyldipeptide et le tripeptide : 1’acide L-Ala-gamma-D-Glu-méso-diamino-pimelique,
dans les macrophages. Ces derniers, une fois transportés a 1’intérieur de la cellule, peuvent
étre fixés sur des récepteurs NBS/LRR (nucleotide binding site/leucine-rich repeat) altérant

ainsi I'hnoméostasie du microbiote intestinal (238).
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IV.2 Objectif de I'étude

Comme nous I’avons vu dans I’introduction (cf. paragraphe 1.5.1), la mucoviscidose est
caractérisée par une infection bactérienne qui entretien une réponse inflammatoire chronique
des cellules ¢épithéliales ce qui conduit a terme a wune défaillance respiratoire.
L’antibiothérapie constitue la prise en charge majeure des infections et I’administration des
antibiotiques par aérosols dans ces cas présente des avantages en termes d’effets secondaires

et d’efficacité comparée a celle par voie systémique.

Une des questions qui se pose lorsque I’on considere 1’antibiothérapie est la lourdeur des
traitements. Les cures d’antibiothérapie sont longues et font intervenir des doses élevées. Ces
cures ne peuvent étre entreprises d’ailleurs qu’en milieu hospitalier. Seules ces conditions
permettent de controler (encore parfois que partiellement) 1’infection pulmonaire. Les
résistances importantes acquises par les bactéries participent sans doute a cet état de fait.
Cependant on peut aussi se demander si I’hote (c.a.d les cellules épithéliales pulmonaires) ne
pourrait pas aussi participer a cette relative faible efficacité¢ des antibiotiques sachant que les
antibiotiques, pour atteindre la lumiere bronchique, doivent étre transportés par des

transporteurs membranaires exprimés sur les cellules épithéliales.

Dans notre étude, nous nous sommes proposés de caractériser les transporteurs PEPT1 et

PEPT2 impliqués notamment dans le transport des -lactames utilisés dans la mucoviscidose.

IV.3 La Stratégie expérimentale

Notre objectif est ici d’étudier les transporteurs PEPT1 et PEPT2, et de rechercher si nous

aurions des différences d’expression ou de fonction de ces transporteurs entre les cellules
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normales et les cellules CF. Nous rechercherons dans un premier temps par RT-PCR
I’expression de ces transporteurs. Dans un deuxiéme temps, nous évaluerons la fonction de
transport transépithélial assurée par ces transporteurs dans nos modeles cellulaires. Ce
transport sera déterminé par mesure du transport vectoriel d’un substrat fluorescent (fiche
technique n°6). Ce transport sera caractérisé €galement avec I’utilisation d’autres substrats

pour les PEPT1 et PEPT2 comme le céfadroxil ou le captopril (figure 28).
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HO, CH;
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NH;

(D)-Ala-(L)-Lys-N-AMCA Cefadroxil

Captopril

Figure 28 : Structures des substrats utilisés dans les études de transport. Le dipeptide
fluorescent [’acide D-Ala-Lys-N &-7-amino-4-methylcoumarin-3-acetique (D-Ala-L-Lys-
AMCA) est utilisé comme substrat dans les études d’absorption ex vivo et les molécules

cefadroxil et captopril comme des inhibiteurs par compétition.

1V.4 Les résultats

Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressés en premier lieu a trois points

essentiels :

D’abord, la caractérisation du transport d’antibiotiques par les cellules MM39 et CF-

KM4 dans un systeme en double chambre. Ensuite, il était prévu d’étudier I’influence d’un
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contexte pro-inflammatoire sur le transport vectoriel d’antibiotiques dans les cellules MM39.
Dans un troisiéme temps, nous avons voulu rechercher I’impact potentiel des anti-
inflammatoires sur 1’activité de transport des deux transporteurs étudiés dans un contexte pro-

inflammatoire sur les cellules MM?39.

I1 était d’abord nécessaire de vérifier, par RT-PCR, la présence de I’expression des deux
transporteurs PEPT1 et PEPT2 par les lignées cellulaires utilisées : MM39, CF-KM4 et
MM39-CFTR ..

1V.4.1 Etude des transporteurs PEPT dans les cellules MM39.

1V.4.1.1 Expression des transporteurs PEPT1 et PEPTZ dans les cellules MM39

= 600 ph PEPT2

% 100 pb PEPT1

=] < pcarom

Figure 29: Expression des transporteurs PEPTI et PEPT2 par les cellules MM39. Une
RT-PCR a été réalisée a partir des cellules MM39. L'expression du gene de référence
GAPDH est indiquée.

Nous observons une expression des deux transporteurs PEPT2 et PEPT1 dans la lignée
cellulaire MM39 (figure 29). Ceci est a corréler avec des études antérieures (239) qui ont
montré principalement une expression de PEPT2 et a moindre mesure une expression de

PEPT1 dans le tissu pulmonaire.
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1V.4.1.2 Etude du transport d’antibiotiques par les cellules MM39.

La stratégie utilisée est d’étudier le transport d’un substrat spécifique des PEPTI et
PEPT2 (I’Ala-lys-AMCA) par des cellules cultivées en double chambre. Il s’agit d’un
dispositif expérimental (voir fiche technique n°6 et la figure n°30) qui permet d’accéder aux

deux pdles cellulaires, le pole apical et le pole baso-latéral.

Compartiment apical

Insert —_— l
Membrane poreuse 1T ]JI-I,;_I 1
Compartiment baso-latéral >

Figure 30 : Représentation schématique du systeme de culture cellulaire en double

chambre pour les expériences d’étude du transport vectoriel.

Ce substrat fluorescent permet avec une trés grande sensibilité de suivre la fonction de ces
transporteurs en mesurant, simplement, la fluorescence transportée d’une chambre a ’autre,
que ce soit du coté apical vers le coté baso-latéral ou inversement. Ces expériences ne peuvent
étre réalisées que si la monocouche épithéliale est non seulement étanche mais aussi polarisée.
Ces derniers criteéres sont essentiels et ont ét€¢ évalués de trois manieres différentes. La
premicre est I’observation visuelle. La différence de niveau de liquide dans les deux
compartiments ne persiste que lorsque la couche est étanche. Nous avons aussi utilisé le
glucose (4.5g/1 au pdle basolatéral et 0 g/l au pole apical) et les protéines totales mesurées par
la technique de Bradford (6 g/l au pdle baso-latéral et 0 g/l au pole apical) pour juger de
I’étanchéité de la monocouche. Enfin, 1’appareil Millicell-ERS de Millipore permet de
mesurer la résistance transépithéliale de la monocouche. Les cellules ne seront utilisées que

lorsque la résistivité aura atteint la valeur de 200-300 Ohm/cm®.
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1V.4.1.3 Cinétique du transport du substrat Ala-lys-AMCA

La premiére caractéristique que nous avons étudiée est la cinétique de transport. Nous
avons déterminé les vitesses de transport a la fois du pdle baso-latéral vers le pdle apical et
inversement du pole apical vers le pole baso-latéral. Les figures 31.A et 31.B montrent les

résultats obtenus.

La figure 31.A montre que le transport est rapide puisque I’équilibre est atteint vers 8
heures d’exposition au substrat, temps au bout duquel 50% du substrat est passé. On observe
aussi un phénomene de saturation puisque cette valeur de 50% semble étre une limite du
transport du substrat. La figure 31.B montre le transport du méme substrat mais cette fois-ci

du coté apical vers le coté baso-latéral.
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Figure 31 : Cinétique du transport du substrat Ala-Lys-AMCA par le transporteur PEPT?2
du pole baso-latéral vers le pole apical (A) ou du pole apical vers le pole baso-latéral (B)
dans les cellules MM39. 25 uM de substrat ont été déposés dans le pole baso-latéral ou
apical et la cinétique de passage de ce substrat a été mesurée dans le compartiment opposé
(*). Inversement, la diminution du substrat dans le pole ou a été déposé le substrat a été
suivie(®°). La somme constante des concentrations en substrat dans les deux compartiments
indique l'absence d’accumulation et/ou la dégradation du substrat par les cellules. Cette

figure est representative de 3 expériences différentes réalisées en duplicates.
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La cinétique observée est tres similaire entre les courbes A et B de la figure 31. Nous nous
sommes assuré que ce phénoméne ne provient pas d'un manque d’étanchéité de la
monocouche cellulaire. En effet, dans un tel cas, la diffusion du substrat de part et d’autre de
la membrane serait rapide et atteindrait un équilibre avec une concentration équivalente de
chaque coté. Si cette condition advenait, nous aurions aussi une diffusion de glucose et de
protéines (en effet, le milieu apical est dépourvu de glucose et de protéines) ainsi qu’une
absence de différence de potentiel transépithélial. Dans chaque puit étudi¢, nous avons
observé un transport de glucose < 0.1% de la valeur de la concentration de glucose baso-
latéral, une absence de protéines dans le poOle apical dans la limite de sensibilité de la
technique de Bradford (<0.1 mg/ml), et le maintien de la différence de potentiel transépithélial
mesurée a une valeur proche de 250-280 mV/cm2. Cette valeur serait nulle en cas
d’inétanchéité de la monocouche cellulaire. Ceci signifie donc que nous avons bien un
transport actif et rapide de ce substrat des PEPT du pole apical vers le pdle baso-latéral et
inversement. La forme logarithmique des courbes obtenues proviendrait ainsi du transport du
substrat qui s’effectue dans les deux sens. Le calcul de la limite de ces courbes au temps 0
(donc de I’asymptote) donne les vitesses des transports. Elle est de 28 +/- 4 pmol/min/ 10°
cellules dans le sens apical vers basolatéral et de 41 +/- 6 pmol/min/10° cellules dans le sens

basolatéral vers apical.

1V.4.1.4 Effet de la concentration en substrat

La courbe dite de "saturation" permet de caractériser le transport actif de ces cellules. Le
principe est d'ajouter des concentrations croissantes dans le pole baso-latéral et de mesurer
respectivement les vitesses de transport vers le pole apical. Ainsi pour chaque point
représenté, une cinétique a ¢été¢ réalisée et une vitesse au point zéro a été calculée et

représentée (figure 32) en fonction des concentrations initiales en substrat.
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Figure 32 : Courbe de saturation représentant les vitesses initiales de transport en
fonction de la concentration de substrat. En insert, la représentation d'Eadie-Hofstee

Vi=f(Vi/[S]). Cette figure est representative de 3 expériences différentes.

Comme nous pouvons le voir sur la figure 32, nous ne sommes pas en condition saturante
a la concentration maximale de substrat utilisée (ici 25 uM). La littérature documente des
valeurs de Km de l'ordre du uM a la dizaine de uM en fonction du substrat concerné. Des
concentrations supérieures auraient été nécessaires pour obtenir une courbe satisfaisante. Ces
conditions n’ont pu étre testées pour des raisons techniques et financieres. Malgré ces
restrictions, la représentation d'Eadie-Hostee nous permet de déterminer plus précisément Km
et Vm. La valeur de Km est de 14,3 +/- 3 pM. La valeur de Vm est de 115+/- 22 pmoles / 10°

cellules / min.

1V.4.1.5 Etude de compétition par le Céfadroxil

Le céfadroxil est un substrat spécifique du transporteur PEPT2 (240). Nous avons alors
¢tudié son transport par les cellules MM39. La stratégie est ici d’ajouter des concentrations

croissantes de cet antibiotique en présence d'une concentration fixe de substrat fluorescent. Il
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se crée alors une compétition entre le substrat et 1’antibiotique avec comme conséquence, en

théorie, une diminution du transport du substrat. La figure 33 montre les résultats obtenus.

Alalys-AMCA (pmde/ 10'i cellules / min)
(]
(=]
L

0.4 4 40 400

(cefadroxild uiM

Figure 33 : Courbe représentant la vitesse de transport du substrat Ala-Lys-AMCA en
fonction des concentrations croissantes en céfadroxil. Le point noir représente la vitesse
initiale en absence de compétiteur. Cette figure est representative de 3 expériences différentes

réalisées en duplicates.

La concentration de céfadroxil qui conduit a une diminution de 50% de la vitesse initiale
de transport de substrat est d'environ 35 pM. Cette valeur est du méme ordre de grandeur que
celle connue du Km du transporteur PEPT2 : 44 uM (240), 23 uM (Mohamed A. Kamal,
2008) ou encore 14uM (dans notre étude). D'autre part, une concentration forte de céfadroxil
inhibe fortement le transport de substrat, renforcant l'idée que le transport du substrat est bien

spécifique et n'est pas la conséquence d'un transport passif non spécifique.

IV.4.1.6 . Implication potentielle du transporteur PEPT1 ?

Le transporteur PEPT2 est décrit comme étant de forte affinité (de I'ordre du uM) mais de
faible vélocite, alors que le transporteur PEPT1 serait de faible affinité (de 1'ordre du mM)
mais de forte vélocité. Nous avions observé que le transporteur PEPT1 était exprimé dans les

cellules MM39. Aux concentrations de substrat utilisées, on doit s’attendre a ce que seul le
118



2¢me partie- Résultats

transporteur PEPT2 soit responsable des phénoménes observés. Toutefois, a cause de la forte
vélocité connue de PEPT1, on ne peut pas exclure une possible participation de ce dernier.
Pour vérifier cela, nous avons utilisé le captopril qui est un compétiteur connu du substrat
utilisé vis-a-vis du transporteur PEPT1. Nous avons déterminé la vitesse de transport du
substrat en utilisant une concentration supérieure (ici 4X) de captopril. La méme expérience a
été réalisée avec le céfadroxil mis ici en comparaison. La figure 34 montre les résultats

obtenus.

k%

Alalys-AMCA (pmole/ 106 cellules / min)
[
o

témoin — Cétadroxil
Figure 34 : Vitesse initiale de transport de substrat en présence des compétiteurs
céfadroxil et de captopril. Les cellules MM39 ont été mises en contact au pole baso-latéral,
dans un systeme a double chambre, avec 25 uM d’Ala-Lys-AMCA sans compétiteur (témoin)
ou avec 100 uM soit du céfadroxil ou du captopril. Le transport dans le péle apical est
déterminé en fonction du temps et la vitesse initiale au temps T0 est calculée. Cette figure est

representative de 3 expériences différentes réalisées en duplicates. (*** : p<0.001)

De maniere surprenante, le captopril induit une diminution significative du transport de
substrat qui est transporté par les deux transporteurs PEPT1 et PEPT2. Cependant, au regard
de la valeur ¢élevée connue du Km (autour du mM) du PEPT1 pour ce substrat, on ne devrait
logiquement pas s’attendre a observer un quelconque transport inhibé par le captopril. Afin de
caractériser cette observation, des concentrations croissantes de captopril ont été ajoutées avec
une concentration constante de substrat et les vitesses initiales de transport déterminées et

calculées (figure 35).
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Figure 35: Courbe représentant la vitesse de transport de 1’Ala-Lys-AMCA en fonction
des concentrations croissantes de captopril. Le point noir représente la vitesse initiale en
absence de compétiteur. Cette figure est representative de 3 expériences différentes réalisées

en duplicates.

La figure 35 montre que I'effet inhibiteur du captopril est biphasique, avec deux Ki, 1'un
de l'ordre du nM et l'autre de l'ordre du uM. Les valeurs de Ki sont loin de celles connues
pour un effet compétiteur potentiel vis-a-vis du PEPT1 (de l'ordre du mM a la dizaine de
mM). Nous pouvons suspecter que l'effet du captopril puisse passer par un effet autre que
celui d'agir directement sur le transporteur. Ce composé est non seulement un substrat de
PEPT1 mais aussi un inhibiteur de I'ACE (enzyme de conversion de I'angiotensine). Cet effet
inhibiteur a été¢ décrit dans des cellules pulmonaires avec un Ki de 2 nM (240). Par contre,
Gronnenberg et coll. (213) décrivent aussi un transporteur PEPT2 dans des cellules
épithéliales pulmonaires mais ne trouvent pas d'effet des inhibiteurs des ACE dont le
captopril. Il est a noter ici que dans ces travaux, la localisation du PEPT2 est restreinte aux

cellules épithéliales de surface, aux pneumocytes et aux cellules endothéliales.

Une localisation du PEPT2 dans les cellules glandulaires n'a pas ¢été retrouvée. Une autre
lignée cellulaire de type glandulaire, la lignée Calu-3, montre une expression des

transporteurs PEPT1 et PEPT2 mais dans ces cellules, le transport passerait préférentiellement
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par le PEPTI. Les auteurs basent leur conclusion sur les effets inhibiteurs du captopril et
d'autres molécules de la méme famille et avouent d'ailleurs leur surprise quant a ces résultats.
Ces auteurs ne font pas I'hypothése d'une voie autre possible que celle de substrat de PEPT1

impliquée par les inhibiteurs des ACE dans les effets observés.

1V.4.1.7 Effet d'un contexte inflammatoire sur le transport d’antibiotiques par les cellules
MM39

Dans cette étude, nous avons également essay¢ d’étudier les effets d’un contexte pro-
inflammatoire et pro-infectieux sur I’activité de ces transporteurs. Ce contexte a été généré
par l'ajout de la cytokine TNFa (100 nM) mimant une situation pro-inflammatoire et de
lipopolysaccharide (LPS: 25ug/ml) de Pseudomonas aeruginosa mimant une situation pro-
infectieuse. Ces agents ont été¢ ajoutés aux cellules 24 heures avant l'expérience et rajoutés
aussi en méme temps que le substrat. Les cinétiques de transport ont €té mesurées et les

vitesses initiales calculées. Les résultats obtenus sont reportés dans la figure 36.

NlaLys-ACA (mole/ 10° callules/ min)
N
Q
1

Figure 36 : Histogramme représentant les vitesses de transport de substrat en fonction ou
non de la présence de TNFo ou du LPS. Les cellules ont été incubées pendant 24h avec soit
du TNFo (100nM) soit avec du LPS (25ug/ml) avant [’expérience de transport de I’Ala-Lys-
AMCA (25uM). Cette figure est representative de 3 expériences différentes réalisées en
duplicates.
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A notre grande surprise, nous n'observons aucun effet du TNFo ou du LPS sur le transport
d'antibiotiques. Nous avons bien sur vérifi¢ que ces agents n'influengaient pas la polarisation
cellulaires ni 1'étanchéité de la monocouche. Nous avons aussi vérifié que ces agents étaient
actifs sur les cellules. En effet, ces deux agents induisent bien une augmentation de la
production d'interleukine-8, dosée par ELISA, comme cela avait déja été montré par ailleurs
(241). Celle-ci passe de 0.4 +/- 0,01 ng/10° cellules / heure & 2,1 +/- 4 0,3 ng/10° cellules /
heure (augmentation induite par le LPS) ou a 2,3 +/- a 0,4 ng/10° cellules / heure
(augmentation induite par le TNFa). Ceci signifie que l'agent pro-inflammatoire TNFa et
l'agent pro-infectieux LPS conduisent bien a une réaction cellulaire en induisant une
production de cytokines et que cette réaction ne s'accompagne pas d'une modification du

transport assuré par le PEPT2.

1V.4.1.8 Effet des agents anti-inflammatoire sur le transport d’antibiotiques par les cellules

MM39.

Si les agents pro-inflammatoires n'ont montré aucun effet sur le transport assuré par le
PEPT2 dans les cellules MM39, on ne peut pas exclure que les agents anti-inflammatoires
puissent avoir un effet. Ces composés sont utilisés en clinique pour limiter la réaction
inflammatoire en agissant sur les voies de signalisations intracellulaires qui sont suractivées
en cas d'inflammation mais qui sont normalement actives physiologiquement dans toutes les
cellules. Ainsi, les anti-inflammatoires influencent la physiologie basale des cellules et
pourraient, probablement, influencer la fonction basale du transporteur PEPT2. Nous avons
pré-incubé les cellules avec la dexaméthasone (Dex, 1uM) et de l'ibuprofene (Ibu, 10 uM) et
ensuite évalué les vitesses de transport de substrat. Les résultats obtenus sont présentés dans la

figure 37.

122



2¢me partie- Résultats

Aladys-ANCA (umole/ 10° cellules / min)
N
[=]
/]

témoin 1bu
Dx

Figure 37 : Histogramme représentant les vitesses de transport de substrat en fonction de
la présence ou non de la Dexaméthasone ou de [’'lbuprofene. Les cellules ont été preé-
incubées avec la dexaméthasone (Dex, 1uM) et l'ibuprofene (Ibu, 10 uM) pendant 24h. Les
vitesses de transport du substrat Ala-Lys-Amca ont été évaluées apres ajout de 25uM de

substrat. Cette figure est representative de 3 expériences différentes réalisées en duplicates.

Nous n'observons aucun effet de la dexaméthasone ou de 1'ibuproféne sur le transport de
substrat assuré par le PEPT2. Nous avons ensuite recherché les effets possibles des
combinaisons agents pro-inflammatoires / agents anti-inflammatoires, combinaisons
rencontrées en situation clinique. Les agents ont été¢ ajoutés aux cellules 24 heures avant
I'étude du transport et les vitesses initiales de transport déterminées et calculées. La figure 38

montre les résultats obtenus.
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Figure 38: Histogramme représentant les vitesses de transport de [’Ala-Lys-AMCA en
condition inflammatoire et en présence d’anti-inflammatoires. Les cellules ont été incubées
avec les différents agents 24h avant I’étude du transport de ’Ala-Lys-AMCA. LPS (25ug/ml),
TNFa (100 nM), Dex (1uM), Ibu (10 uM). Cette figure est representative de 3 expériences
différentes réalisées en duplicates. (*** : p<0.001).
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Comme nous pouvons le voir sur la figure 38, les différentes combinaisons TNFa ou LPS
+ Dex ou Ibu provoquent une diminution significative (p<0,001) de la vitesse de transport de
substrat. En effet, elles sont de 19+/- 4, 18+/-3, 16+/-2 et 16+/-2 pmoles/ 10° cellules/min pour
les combinaisons LPS+Dex, LPS + Ibu, TNFa +Dex et TNFa+Ibu respectivement. Cet effet
est surprenant car aucun des agents utilisés seul ne conduit a une variation quelconque de la

vitesse initiale de transport. Les mécanismes impliqués restent encore inconnus.

Ces résultats suggerent que certaines voies intracellulaires mobilisées par les
combinaisons de ces agents influenceraient la fonction du transporteur PEPT2. Les voies
intracellulaires mobilisées par ces agents sont complexes, redondantes, intriquées et peu ou
pas documentées. Il est clair que de rechercher les mécanismes responsables de cette
observation prendra du temps. D’autre part, nous montrons aussi que les anti-inflammatoires
induisent une inhibition de 1I’augmentation d’IL-8 provoquée par le TNFa ou le LPS, comme

cela avait été décrit auparavant par notre équipe (242).

1V.4.2 Etude du transport d’antibiotiques par les cellules CF-KM4

IV.4.2.1 Expression des transporteurs dans les cellules CF-KM4

Avant d’entreprendre I’étude du transport avec les cellules CF-KM4, nous avons, d’abord,
vérifié ’expression des transporteurs PEPT1 et PEPT2 par ces cellules. La figure 39 montre la

présence de ces transporteurs dans nos cellules CF.
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Figure 39: Expression des transporteurs PEPTI et PEPT2 par les cellules CF-KM4. Une
RT-PCR a été réalisée avec les cellules CF-KM4. L'expression du gene de référence GAPDH

est indiquée.

1V.4.2.2 Etude du transport d’antibiotiques par les cellules CF-KM4

Afin de comparer les résultats précédents obtenus avec la lignée cellulaire MM39, nous
avons étudié le transport d’Ala-Lys-AMCA par des cellules CF-KM4, cultivées en double
chambre. La figure 40 montre la cinétique du transport du substrat flurorescent Ala-Lys-

AMCA en fonction du temps.

Ala-Lys-AMC A (L)

temps [heures)

Figure 40: Cinétique de transport du substrat Ala-Lys-AMCA par les cellules CF-KM4.
25 uM de substrat sont déposés dans le pole baso-latéral et I’évolution des concentrations du
substrat est suivie au cours du temps dans les poles baso-latéraux (cercles clairs) et apicaux
(cercles noirs). Cette figure est representative de 3 expériences différentes réalisées en

duplicates.
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La figure 40 montre que le transport est lent. En effet I’équilibre est atteint vers 24 heures
d’exposition au substrat, alors qu’il est atteint vers 8 heures pour les cellules MM39 (figure
31). Dans La figure 41, on a la représentation graphique de 1’évolution de la vitesse du
transport en fonction des concentrations en substrats. Cette courbe dite de « saturation »
permet de caractériser le transport du substrat de cette lignée cellulaire. Le principe est
d’ajouter des concentrations croissantes dans le pole baso-latéral et de mesurer respectivement
les vitesses de transport vers le pdle apical. Ainsi pour chaque point une cinétique a été
réalisée et la vitesse au point zéro a été calculée et représentée ici (figure 41) en fonction des

concentrations initiales de substrat.
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Figure 41: Courbe de saturation(A) montrant les vitesses initiales de transport du
dipeptide (Ala-Lys-AMCA) en fonction de la concentration par les cellules CF-KM4. La
représentation d’Eadie-Hofstee (B) des données. Cette figure est representative de 3

expériences différentes réalisées en duplicates.

Les résultats montrent que la courbe est de type michaelienne. La transformation selon
Eadie-Hofstee des données permet de déterminer les valeurs de Km et Vm. Elles sont de 12.5
uM et de 7.5 pmol/10° cellules/min. Lorsqu’on compare ces valeurs avec celles trouvées avec

les cellules MM39 (Km=14.3 +/- 3uM, Vmax= 115+/-22 pmol/10%min), on note une
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constante d’affinit¢é qui ne change pas entre les deux lignées mais une vitesse maximale
beaucoup plus faible dans les cellules CF-KM4. Ce changement de la Vmax a constante Km
fixe est caractéristique d’un effet inhibiteur non compétitif. En absence d’inhibiteur ajouté
dans I’expérience, nous suggérons que la différence entre les lignées MM39 et CF-KM4,
conséquence de 1’absence d’expression de CFTR dans les cellules CF-KM4, serait
responsable de la faible activité du transport du substrat Ala-Lys-AMCA par les cellules CF-
KM4. En effet, I’analyse de la figure 40 montre que la concentration en substrat dans le pole
baso-latéral diminue plus rapidement que 1’augmentation de substrat mesurée dans le pole
apical. Ceci laisse supposer qu’il y a une partie du substrat qui ne se retrouve pas dans le
surnageant apical et pourrait étre possiblement accumulée ou métabolisée par les cellules. La
figure 42 reprend les données de la figure 40 mais en exprimant les résultats en pourcentage

de la quantité initiale de substrat déposée.
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Figure 42 : Courbe représentative de la dégradation du dipeptide transporté par les
cellules CF-KM4. Pourcentage relatif de substrat retrouvé dans les poles apicaux et
basolatéraux des cellules apres 24 heures d’incubation des cellules avec des concentrations

croissantes de substrat déposé dans le pole basolatéral.
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La figure 42 montre qu’il y a une perte de substrat qui est d’autant plus importante que la
concentration augmente. Celle-ci peut atteindre 80 % pour une concentration de 50 uM de
substrat déposé. La quantité relative de substrat retrouvée dans le pole apical augmente
jusqu’a une valeur de 12,5 uM et diminue ensuite. Ceci suggere un phénomene bimodal, un
avant cette valeur et un autre apres cette valeur. Avant cette valeur, on note que le transport
reste proportionnel a la concentration, alors qu’apres cette valeur, on observe un phénomene

de saturation. L’interprétation de cette observation est difficile.

D’autre part, des mesures dites de « Dye uptake » ont été effectuées. Dans cette
expérience, des concentrations croissantes de substrat ont ét¢ déposées sur les cellules et la
fluorecence a été déterminée dans les lysats cellulaires. La lyse a été effectuée avec un
tampon RIPA (HEPES 50 mM pH=7,5 ; Déoxycholate 1 % ; Nonidet P-40 1 % ; SDS 0,1 % ;
NaCl 150 mM ; Aprotinine 20 pg/ml). Aucune fluorescence n’a pu étre détectée dans ces
lysats cellulaires. Il n’y aurait donc pas d’Ala-Lys-AMCA capturée et accumulée dans les

cellules.

En conclusion, les résultats, jusque la, montrent une dégradation plus importante du
substrat spécifique aux cellules CF-KM4 et qui serait responsable de la diminution du
transport (2 Km constante) dans celles-ci. Toutefois, cette dégradation du substrat peut
subvenir au niveau extracellulaire ou intracellulaire par une activit¢ métabolique importante

sur le substrat.

Comme nous ’avons fait pour les cellules MM39, nous avons voulu caractériser
I’implication des deux transporteurs PEPT1 et PEPT2 dans le transport observé du substrat

par les cellules CF-KM4 avec une stratégie de compétition.
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1V.4.2.3 Transport du Céfadroxil par les cellules CF-KM4

L’antibiotique étudié (Céfadroxil) est un substrat du transporteur PEPT2. Son Km pour le
transporteur est connu. Il est de 6 uM pour les cellules SKPT, une lignée de cellules de tubule
proximal de rat (240). Nous avons alors étudi¢ dans quelle mesure le céfadroxil est transporté
par PEPT2. La stratégie est ici d’ajouter des concentrations croissantes de cet antibiotique en
présence d'une concentration constante de substrat fluorescent (25 uM). Il devrait alors se
créer une compétition entre le substrat et I’antibiotique avec comme conséquence, en théorie,

une diminution du transport du substrat. La figure 43 montre les résultats obtenus.
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Figure 43 : Courbe de [’inhibition du transport de 1’Ala-Lys-AMCA par le Céfadroxil
dans les cellules CF-KM4. Courbe représentant les vitesses initiales de transport du substrat
(25uM déposés au pole basolaréral) en fonction de concentrations croissantes en Céfadroxil.

Cette figure est representative de 3 expériences différentes réalisées en duplicates.

Nous observons que 1’ajout de concentrations croissantes de Céfadroxil ne modifie pas les
vitesses de passage du substrat vers le pole apical. Ceci suggere qu’il n’y aurait pas de
compétition entre 1’Ala-Lys-AMCA et le Céfadroxil et pose la question de la fonctionnalité

du transporteur PEPT2 dans les cellules CF-KM4 (figure 43).
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IV.4.2.4 Transport du Captopril par les cellules CF-KM4

Le captopril est connu comme étant un substrat du transporteur PEPT1. Le PEPT2 est un
transporteur de forte affinité (de l'ordre du pM) mais de faible vélocité. Le PEPT1 est de
faible affinité (de I'ordre du mM) mais de forte vélocité. Ainsi en utilisant une concentration
de compétiteur supérieure a celle de substrat (ici 2X), nous devrions obtenir un effet

compétiteur important avec le captopril. La figure 44 montre les résultats obtenus.
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Figure 44 : Courbe de !’inhibition du transport de I’Ala-Lys-Amca par le Captopril.
Courbe de compétition représentant les vitesses initiales de transport de substrat (25uM
déposés au pole basolaréral) en fonction d’une concentration croissante de captopril. Cette

figure est representative de 3 expériences différentes réalisées en duplicates.

Nous observons que des concentrations croissantes de captopril ne modifient pas non plus
les cinétiques de passage de substrat. Il n’y a donc pas non plus de compétition entre le
captopril et I’Ala-Lys-AMCA. Bien qu’étant deux fois plus concentré, le captopril ne semble

pas étre transporté non plus.
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Les résultats obtenus suggerent que les transporteurs PEPT1 et PEPT2 sont inactifs. Nous
supposons qu’il pourrait y avoir d’autres transporteurs qui pourraient suppléer la défaillance
des PEPTs. Il existe une autre famille de transporteurs capables d’avoir 1’Ala-Lys-AMCA
comme substrat. Ce sont les transporteurs de type PHT1 et PHT2. Ces derniers font parti de la
méme famille que les PEPT1 et PEPT2. De plus, on sait qu’ils sont aussi capables de
transporter des antibiotiques, ainsi que des di- et tri- peptides (219). Une caractéristique de ces
transporteurs est qu’ils ont une grande affinité¢ pour I’histidine. C’est pourquoi nous avons
décidé de voir si et dans quelle mesure ces transporteurs PHT pouvaient étre responsables de
ce passage résiduel de substrat. 25 uM de substrat Ala-Lys-AMCA ont été déposés au pole
baso-latéral des cellules en présence de concentrations importantes de cloxacilline (un
antibiotique, 6 mM), d’histidine (10 mM) et de glutathion (un tripeptide, 25 mM). La figure

45 montre les résultats obtenus.

Vitesse initiale pM /min/10° cellules
N

Témoin  Cloxacilline Glutathion
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Figure 45 : Histogramme représentant les vitesses de transport de [’Ala-Lys-AMCA apres
incubation avec Cloxacilline, Histidine ou Glutathion. Les cellules ont été incubées avec la
[’Ala-Lys-AMCA en présence de Cloxacilline (6 mM), I’Histidine (10 mM) ou le Glutathion
(25 mM) pendant 8 heures. Des prélevements de 50ul du milieu apical ont été effectués toutes

les 30 min. Cette figure est representative de 3 expériences différentes réalisées en duplicates.
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La figure 45 indique que des concentrations importantes de trois substrats de PHT ne
modifient pas la vitesse de passage du substrat Ala-Lys-AMCA par les cellules CF-KM4. Les
transporteurs PHT semblent également é&tre inactifs. Ainsi, nous supposons que les
antibiotiques semblent diffuser passivement a travers les cellules CF-KM4 avec une cinétique

de passage lente (¢quilibre atteint a 24 heures).

En conclusion, les résultats du transport du substrat Ala-Lys-AMCA par les cellules CF-
KM4 montrent une cinétique lente (un équilibre atteint apres 24h) avec une dégradation
importante du substrat. L’étude de I’implication des transporteurs PEPT1 et PEPT2, par une
stratégie de compétition avec le substrat Ala-Lys-AMCA, indique que ces derniers sont
inactifs et qu’une diffusion passive simple soit responsable du transport observé dans les

cellules CF-KM4.

La nature des cellules CF-KM4, qui sont porteuses d’une mutation F508del, pose la
question de I’implication de ce caractére mucoviscidosique dans ce défaut du transport du
substrat par ces cellules. Ainsi, il nous a sembl¢ intéressant de voir I’effet de 1’inhibition de
I’expression de CFTR dans les cellules normales MM39 sur les caractéristiques du transport
que nous avons précédemment déterminées. Pour cela nous étudierons dans le chapitre
suivant un mode¢le dans lequel I’expression du géne CFTR a été invalidée, les cellules MM39-

CFTR..

1V.4.3 Etude de la cinétique du transport par les cellules MM39-CFTR(./.

Dans le but d’étudier le lien entre le défaut de transport de I’Ala-lys-AMCA par les
cellules mucoviscidosiques et 1’absence de CFTR, nous avons travaillé sur des cellules MM39
transfectées avec un antisens CFTR. Un clone stable a été isolé et cultivé. L’absence de
I’expression de CFTR a ¢té vérifice par RT-PCR. De plus, des -caractéristiques
dysfonctionnelles ont été mises en évidence comme 1’absence de réponse beta-adrénergique
ainsi qu’une synthése constitutive accrue de cytokines, comme pour les cellules CF-KM4.

Cette lignée, que nous appelons MM39-CFTR..), possede bien des caractéristiques CF. Cette
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lignée a été établie et caractérisée par I’équipe du Dr Parini (INSERM U16, Lille, France) qui

nous I’a fournie gracieusement.

1V.4.3.1 Expression des transporteurs PEPT dans les cellules MM39-CFTR/,

Nous avons, d’abord, vérifié, par RT-PCR, que I’expression des transporteurs PEPT1 et
PEPT?2 était toujours présente dans les cellules MM39-CFTR...). Les résultats (figure 46)

confirment que I’invalidation de CFTR, n’a pas d’effet sur cette expression.

e # 507b GAPDE

Figure 46 : Expression des transporteurs PEPTI et PEPT2 par les cellules

MM39-CFTR,..). Une RT-PCR a été réalisée avec les cellules MM39-CFTR,..). L'expression
du gene de référence GAPDH est indiquée.

1V.4.3.2 Etude du transport des antibiotiques par les cellules MM39-CFTR./.)

Nous avons utilis¢ la méme stratégie d’étude du transport d’Ala-Lys-AMCA comme nous
I’avons précédemment effectuée avec les cellules MM39 et CF-KM4. Nous avons alors suivi
la cinétique du transport vectoriel du substrat Ala-Lys-AMCA par les cellules
MM39-CFTR(..,. Le substrat a ét¢ déposé au pdle basolatéral et la fluorescence mesurée dans
les deux compartiments (figure 47). Les résultats montrent un transport du substrat lent du

pole basolatéral au pole apical et un équilibre atteint vers 24 heures d’exposition au substrat.
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Figure 47 : La cinétique du transport de [’Ala-Lys-Amca en fonction du temps par les
cellules MM39-CFTR.). Des prélevements (50ul) ont été réalisés au pole apical et
basolatéral des doubles-chambres a des temps différents. Cette figure est representative de 3

expériences différentes réalisées en duplicates.

Nous avons aussi cherché a vérifier si le substrat était dégradé par les cellules MM39-

CFTR(/,) comme c’est le cas avec les cellules CF-KM4.
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Figure 48 : Proportions relatives des concentrations de substrat dans les deux pdles.
25uM de substrat ont été déposés au pole baso-latéral. 50ul de milieu ont été prélevés a
différents temps. Les concentrations du substrat ont été calculées dans les deux
compartiments et rapportées a aux concentrations de substrat déposées. La concentration du
substrat manquante désigne la quantité du substrat qui n’apparait ni au pole apical ni au

pole baso-latéral.
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La courbe de la figure 48 nous montre les proportions relatives des concentrations du
substrat dans les différents compartiments, apical et baso-latéral. La proportion de substrat
manquante, montre des valeurs augmentées pour les cellules MM39-CFTR(.. A la
concentration de 25uM d’Ala-Lys-Amca déposée, on note 25% de fluorescence perdue dans
le cas des cellules MM39-CFTR(..,. Elle est presque nulle dans le cas des cellules MM39
(résultats non montrés). Cette perte de la fluorescence n’est, toutefois, pas due a un stockage
intracellulaire du substrat par les cellules car les mesures réalisées sur les extraits cellulaires
des deux lignées ne montrent pas de présence de ce substrat. Ce résultat montre encore une
fois que les cellules CF ont, en plus de leur caractéristique d’avoir une cinétique de transport
lente, un phénomene de perte de la fluorescence qui est probablement du a sa dégradation par
les cellules CF. Toutefois, la relation entre 1’absence de CFTR et ce caractére observé reste

inexpliquée et nécessitera plus d’investigations.

1V.4.3.3 Détermination des parameétres cinétiques du transport par les cellules MM39-

CFTR..,

Afin de déterminer les constantes qui caractérisent le transport par les cellules MM39-
CFTR(..., nous avons déposé différentes concentrations en substrat dans le pole baso-latéral
des doubles chambres et avons mesuré la quantité du substrat transportée au pole apical a des
intervalles de temps différents. La vitesse initiale calculée aux temps proches de zéro pour

chaque concentration de substrat déposée a servi a tracer la courbe Vi=f{([S]) (figure 49).
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La transformation d’Eadie
Vi (pmol/106 -Hofstee. Vi= f(Vi/S)
cellules/min) 30,2 -

30 4 30 4
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Figure 49 : Courbe représentative des vitessse initiales du transport de substrat par les
cellules MM39-CFTR..): Vi=f[S]). Les vitesses initiales ont été calculées aux temps proches
de zéro pour chaque concentration de substrat déposée au pole baso-latéral. La
transformation d’Eadie-Hofstee a été effectuée (Vi= f(Vi/S)) afin de déterminer les
parametres cinétiques Vmax et Km. Cette figure est representative de 3 expériences

différentes réalisées en duplicates.

Nous observons, lorsque nous analysons la courbe Vi=f(S) que la cinétique est
michaélienne. Ce type de cinétique est caractérisé par une vitesse initiale importante qui
diminue par la suite, proportionnellement a la concentration en substrat jusqu'a atteindre une
valeur de vitesse dite maximale ou tous les sites de fixation des substrats sont saturés par
I’excés en substrat dans le milieu. Atteindre cette zone stationnaire, dite de saturation, de la
courbe de Michaelis et Menten permet de déterminer graphiquement les parametres cinétiques
propres au transport comme la vitesse maximale ou 1’affinité au substrat. Dans notre cas, a la
concentration, la plus élevée utilisée (25uM), le transport n’est pas saturé. Toutefois, on peut
remarquer des vitesses de transport différentes, qui sont plus importantes dans le cas des

cellules MM39 comparées a celles des cellules MM39-CFTR (..

La détermination des constantes d’affinité et des vitesses maximales de transport sont des
parametres importants dont nous avons besoin pour apprécier 1’effet de 1’absence de CFTR

sur I’activité des transporteurs. Une transformation selon Eadie-Hofstee a été effectuée. Dans
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cette représentation, on trace la Vi en fonction de (Vi/S) : la pente de la droite et I’intersection
de celle-ci avec les ordonnées permettent de déterminer les valeurs respectives de Km et de

Vm. La figure 49 montre la droite obtenue.

La valeur de Km de la lignée MM39-CFTR(.) déduite de la transformation d’Eadie-
Hofstee (13,4 +/-3 uM) est similaire a celle trouvée avec MM39 (14.3 +/- 3 uM). La valeur de
Vmax déduite de la transformation d’Eadie-Hofstee, est de 30 +/- 4 pmol/10% min. Cette
valeur, bien qu’elle, soit plus grande que celle obtenue avec les cellules CF-KM4 (7,5 +/- 4

pmol/10% min), reste bien inférieure & la valeur de Vmax des cellules MM39 (115 +/- 5

pmol/10% min).
MM39 CF-KM4 MM39-
CFTR(,
Km (uM) 14.3 12.5 13,4
Vmax (pmol/10%/min) 115 7.5 30

Tableau 5 : Valeurs des constantes d’affinités et des vitesses maximales pour les trois

lignées cellulaires MM39, CF-KM4 et MM39-CFTR(-/-).

Le tableau 5 met évidence deux observations importantes. La premicre concerne I’affinité
du transporteur impliqué responsable du transport vectoriel observé qui n’est pas influencé
par I’invalidation de CFTR dans les cellules MM39. L’ordre de grandeur des valeurs de
I’affinité trouvées (micro-molaire) reste, lui aussi, compatible avec celle des PEPT2. L’autre
observation concerne les vitesses maximales qui sont plus faibles dans le cas des cellules ou la
protéine CFTR est déficiente comparées a celles obtenues avec les cellules MM39. Ainsi, il
semble que I’inhibition de CFTR dans les cellules CF modulerait la vitesse du transport. Cet

effet est similaire a celui qu’aurait un inhibiteur non compétitif ou la fixation de ce dernier sur
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I’enzyme cible la rend incapable de catalyser la réaction bien qu’elle soit capable de fixer
normalement son substrat. Dans notre exemple, la fixation du substrat sur son site de liaison
semble étre indépendante de la déficience de CFTR. Cependant, I’activité de transport est
diminuée et ceci explique les faibles vitesses observées avec les deux lignées de cellules CF,

les lignées CF-KM4 et MM39-CFTR (...

La diminution de I’activité de transport est plus marquée avec les cellules CF-KM4 ou
I’on retrouve de faibles concentrations de substrats transportées (de I’ordre de 10-20% a de
fortes concentrations de substrats). Cette observation suggere donc une altération de I’activité
de ce transport dans les cellules bronchiques mucoviscidosiques. Nous émettons [’hypothése
que ce phénoméne serait probablement impliqué dans la résistance aux antibiotiques qui
nécessite, dans certains cas, 1’utilisation de doses importantes avant d’avoir des concentrations

minimales locales nécessaires pour que ces derniers soient efficaces.

Un autre point important que révele nos résultats est la proportion de la fluorescence
perdue pendant 1’incubation du substrat avec les cellules CF-KM4 et les cellules MM39-
CFTR(.,. L’extinction de cette fluorescence, qui est plus importante avec les cellules CF
qu’avec les cellules normales, est étonnante. Cette observation nécessite plus d’investigations
notamment par 1’étude des produits de dégradation du substrat dans les cellules CF et non CF.
Nous pouvons souligner aussi qu’une éventuelle dégradation du substrat pourrait étre aussi la

raison de la faible vitesse de transport observée avec les cellules CF.
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IV.5 Conclusion et perspectives

Dans la mucoviscidose, le dysfonctionnement de la protéine CFTR engendre des
conséquences physiologiques multiples. Cette protéine est décrite essentiellement comme
¢tant un transporteur de chlorure. Cependant, son interaction fonctionnelle directe ou
indirecte avec plusieurs protéines membranaires constitue un grand intérét pour la recherche
afin de comprendre les diverses manifestations pathologiques observées en clinique. Parmi
les axes de recherches actuels, on retrouve ceux qui s’intéressent a 1’amélioration de la prise
en charge médicamenteuse des malades. En effet, bien que [’utilisation des anti-
inflammatoires contre I’exacerbation de la réaction inflammatoire ou des antibiotiques contre
les germes opportunistes connait une certaine efficacité, la voie d’administration et la dose
mise en jeu constituent un enjeu important dans le traitement. Aujourd’hui, de plus en plus de
recherches s’intéressent aux avantages de la voie inhalée. L un des principes fondamentaux de
la pharmacologie, est la notion de l’effet-dose. En effet, une meilleure distribution du
médicament dans le tissu cible lui permet d’avoir une concentration plus efficace. Une fois
administré, un médicament peut utiliser, entre autres, deux mécanismes de transport, la
diffusion simple ou le transport actif. Plusieurs transporteurs membranaires qui fixent ces
molécules ont été caractérisés chez ’homme. Parmi ceux-ci, il y a la famille des protéines
ABC qui sont impliquées dans le transport d’un grand nombre de substances biologiques dont
les peptides, les hormones, les sucres et les ions mais €également les substances toxiques
comme les métaux lourds et les drogues. Ces protéines se révelent donc d’une importance
toute particuliere dans leur diversit¢é de fonction. En effet, elles sont responsables de
nombreux phénomenes de résistance (résistance aux antibiotiques, aux agents antifongiques,
aux antiparasitaires, aux herbicides, ou aux anticancéreux). Parmi celles-ci, on trouve les

proteines MDR (multi drug résistance).

Dans la mucoviscidose, I’implication des transporteurs d’oligopeptides, comme les
PEPT1 et PEPT2, dans le transport a travers 1’épithélium pulmonaire rend 1’étude de ces

transporteurs (fonctions, activité et régulation) d’un grand intérét.
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Nous avons montré a travers la détermination des parameétres cinétiques du transport
vectoriel d’un dipeptide spécifique des transporteurs PEPT1 et PEPT2 que I'influence de
I’absence de protéine CFTR fonctionnelle est probablement responsable de 1’altération de
I’activité du transporteur PEPT2. Les études cinétiques montrent que cet effet conduit
probablement & une perte de fonction du transporteur PEPT2. Ceci explique le transport lent
observé avec les cellules CF et pourrait, probablement, expliquer la nécessité¢ de
d’administration de doses plus importantes en médicaments avant d’avoir I’effet escompté

chez les patients CF.

La question qui se pose, au regard de ces résultats, concerne I’activit¢ des autres
transporteurs membranaires connus et qui, comme le PEPT2, peuvent voir leur activité
dépendre de la présence ou de I’absence d’une fonction CFTR. Parmi ces transporteurs, les
protéines MRP, qui sont impliquées, pour certaines d’entre elles, dans la résistance a la
chimiothérapie. En effet, avant qu’on ne lui reconnaisse des fonctions de canal chlorure, on
attribuait & CFTR des propriétés de régulation de la conductance membranaire (129). Ainsi, il
existe une régulation directe ou indirecte d’un certain nombre de transporteurs comme les
transporteurs potassiques, ENac ou encore ORCC par la CFTR. Dans nos cellules, on montre
pour la premiére fois, que les transporteurs peptidiques PEPT2 peuvent étre aussi régulés par
la CFTR, il nous reste maintenant a approfondir les mécanismes moléculaires qui conduisent

a cette dérégulation.

Cependant, 1’apparition d’une perte plus importante de la fluorescence du substrat apres
invalidation de 1’expression de CFTR dans les cellules MM39, ou par les cellules CF-KM4
suggere que 1’absence d’expression de CFTR engendrerait soit un métabolisme intracellulaire
augmenté par les cytochromes P450 ou alors une activité lysosomale augmentée ou différente.
Une activité lysosomale perturbée avait été antérieurement observée dans les cellules HTG
mucoviscidosiques par 1’équipe (243). La perte du substrat pourrait étre expliquée aussi par
son oxydation sur sa partie fluorescente, [’acide 7-amino-4-methylcoumarin-3-acetique

(figure 50).

140



2¢me partie- Conclusion et perspectives

Dipeptide

=

CH, —C—OH

CH, e

Figure 50 : La formule chimique de I'’AMCA ; acide 7-amino-4-methylcoumarin-3-

acetique.

Lorsque I’on considére la formule du substrat on remarque une fonction lactone, aisément
oxydable. Cette oxydation pourrait se passer dans des compartiments intracellulaires via des
Cytochromes P450 ou des oxygénases, ou alors dans le compartiment extracellulaire par des
péroxydases. Ces cellules sont connues pour étre capables de produire la lactopéroxydase
(244). Ceci supposerait que cette péroxydase serait plus sécrétée par les cellules CF ? Cette
lactone correspond aussi a une fonction ester intracellulaire qui pourrait étre sensible a
I’action des estérases. De la méme fagon, on pourrait se demander si les cellules CF ne
contiendraient pas une activité estérase importante. Il serait intéressant maintenant de

rechercher s’il y a réellement une différence de production de ces enzymes par ces cellules

En conclusion, la caractérisation fonctionnelle des transporteurs peptidiques dans la
mucoviscidose, pourrait avoir un intérét pharmacologique dans la compréhension de
mécanisme de résistance aux médicaments et permettrait probablement de comprendre
certains défauts physiologiques, observés dans les cellules mucoviscidosiques, associés au

dysfonctionnement de CFTR
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Troisieme partie: Etude du réle de la Cobalamine dans
l'inflammation pulmonaire induite par I'histamine et le TNFx

sur des cellules bronchiques humaines.

V.1 Introduction et objectifs

La réaction inflammatoire fait intervenir un certain nombre de médiateurs et
d’intervenants intracellulaires dont la mobilisation aboutira a une modification profonde et
transitoire du métabolisme cellulaire et tissulaire. Les effecteurs de type allergique et/ou
proinflammatoire vont conduire a I’activation de phospholipases et d’autres protéines comme
les cyclo-oxygénases, (Cox), les lipoxygenases (LO), la NO synthase (NOS) et mobiliser des
facteurs de transcription comme NFkB, Stat, CERB, NF-AT et PPAR. Toutes ces voies de
signalisation sont susceptibles d’étre affectées par la disponibilit¢ en groupements méthyl.
Notre intention est de déterminer dans quelle mesure la disponibilité en groupements méthyl
influence la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8 et GM-CSF) induite par
un contexte inflammatoire (histamine, TNFa) sur un modele de cellules épithéliales

pulmonaires humaines.

V.1.1 La vitamine B12 ou cobalamine (Cbl)

V.1.1.1 Structure

La cobalamine (Cbl) ou vitamine B12, est une vitamine hydrosoluble. Elle doit

son nom a I’atome de cobalt qu’elle contient (Fig.51).
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Figure 51: La vitamine B12 ou cobalamine (Cbl). La cobalamine est constituée par un
noyau tétrapyrrolique central appelé noyau corrine et deux chaines axiales, ['une en position
a avec un groupement pseudo-nucléotidique diméthylbenzimidazole et l'autre un radical
anionique variable R en position f qui détermine le nom du composé vitaminique (modifiée

par Guéant, Namour, 2003).

Les Cbl appartiennent a la famille des corrinoides. Elles existent sous plusieurs formes en
fonction du ligand fixé a I’atome de cobalt qui peut étre tri, bi ou monovalent (3 niveaux
d’oxydation) : [Cob(I)alamine], [Cob(II)alamine], [Cob(IlI)alamine], les deux premieres étant

les formes les plus stables.

Les Cbl sont composées d’un noyau corrine (en noir) et un ribonucléotide (en brun) reliés
par un pont amino-2 propanol (en vert). Le noyau corrine est formé d’un atome de cobalt avec
4 noyaux pyrroles (A, B, C et D) et un ligand anionique (R). Selon la nature du ligand R 1l est

possible d’obtenir les différentes formes de cobalamine :
* (N :cyanocobalamine

* OH : hydroxocobalamine
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* CH3 : méthylcobalamine (forme circulante)
* 5’d Ado : 5’-désoxyadénosylcobalamine.

La cyanocobalamine est la forme commerciale la plus courante de la vitamine B12, car la
plus stable a I'air libre et la plus facile a cristalliser, et donc a purifier une fois produite par
fermentation bactérienne ou par synthése in vitro. Les formes biologiquement actives de la
vitamine B12 sont la méthylcobalamine et 1'adénosylcobalamine, qui sont instables a l'air

libre.

La cobalamine n’est pas synthétisée par I’organisme. Les sources de vitamine B12 sont
d’origine animale (le foie, la viande, les laitages, les oeufs, les poissons). Les apports
nutritionnels recommandés sont de 2 pg/jour chez 1’adulte et de 2,8 pg/jour chez la femme
enceinte. Le taux plasmatique est compris entre 160-800 pg/mL. Les valeurs normales doivent
étre supérieures a 200 pg/mL (150 pmol/L) chez un sujet sain. Nous utilisons 0,05-0,2 % de la

cobalamine corporelle totale par jour.

La majorité des Cbl est liée a des protéines, principalement sous forme d'ado-Cbl et de
méthyl-Cbl. Dans la salive, les haptocorrines (protéines R ou transcobalamine 1/TCN1)
prennent en charge les Cbl libres (10-30%) et les Cbl liées sont libérées de leur support
protéique par les sécrétions chlorohydropepsiques de I’estomac. La cobalamine entre dans la
cellule grace au récepteur TCIIR et elle est utilisée soit en tant que méthyl-Cbl au cytosol soit

sous la forme d’adénosyl-Cbl dans la mitochondrie.

V.1.2 Cycle de la méthionine et réactions de méthylation

Le cycle de la méthionine (figure 52) est une voie métabolique qui utilise la méthionine
pour les réactions de méthylation cellulaire (voie de trans-méthylation) et génére comme sous
produit I’homocystéine. Cette homocystéine est reconvertie en méthionine grace a la
méthionine synthase qui utilise comme cofacteur la vitamine B12 (cobalamine) et comme
donneur de groupement méthyle la vitamine B9 (acide folique). La riboflavine, le zinc et le

magnésium sont aussi des facteurs limitants de cette voie métabolique. Ce cycle de la

144



3¢me partie- Introduction et objectifs

méthionine est donc intimement li¢ a celui des folates. La méthionine produite par ce cycle est
conjuguée a I’adénosine par la méthionine adénosine transférase pour former la S-adénosyl-

méthionine, substrat de la majorité des réactions cellulaires de méthylation.

ATP Serine

Glycine
X SAM Methionine ~ THF

Cycle de la Cycle des
méthionine Folates Methylene-THF

Homocysteine

SAH

X-CH3 \/ (MTHFR)
S Methyl-THF

Cystathionine

Cysteine

v

Glutathion

Figure 52 : Cycle de la méthionine et des folates. La cobalamine (ou vitamine B12) est un
cofacteur de la méthionine synthase, une enzyme clé du cycle de la méthionine qui constitue

la source intracellulaire de méthylation.

Les roles de la cobalamine sont multiples (figure 53) :

- Elle agit comme cofacteur de 1’enzyme méthyl-malonyl CoA mutase. Cette enzyme
intervient dans le métabolisme des acides aminés branchés, des acides gras saturés a nombre
impair de carbone et dans celui du cholestérol. Ces produits sont métabolisés en un
intermédiaire qui est le Méthyl-malonyl-CoA qui sera transformé en succinyl CoA qui

intégrera le cycle de Krebs.

- Elle agit comme cofacteur de I’enzyme méthionine synthase et participe ainsi a des réactions
de méthylation des différents substrats cellulaires, tels que I’ADN, les lipides et les protéines,
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par la voie de trans-méthylation mais aussi par la voie de trans-sulfuration (figure 52), qui
aboutit a la formation du glutathion. La methionine synthase participe également au cycle des

folates, responsable de la transformation de l’acide folique apporté par I’alimentation en

homocysteine.
Methionine (Methionine)
(Homocysteine) synthase CH,= CH,=CH=— COOH
CH,— CH;— CH— COOH | 1
I 1 S NH;
SH NH, |
CH,
( Methy alamir ) CCobalamln (enzyme boundD

{Methylmalonyl-CoA)
mutase

(Methylmalonyl-CoA) - (Succinyl-CoA)
CH3—C — COOH
|

(Propionyl-CoA)

CHs— CH; CH,— CH,— COOH
1

Qw=C —SCoA Ow=C — SCoA

CCofactor=n‘A denosylcobalan .)

Ow= C— SCoA

Figure 53: La cobalamine (Cbl) cofacteur de deux réactions indépendantes. A) Dans le
cytoplasme, grdce a la méthionine synthase, le groupement méthyle du N5-méthyltetra
hydrofolate (CH3-THF) est transféré sur la Cbl pour donner le Tetrahydrofolate (THF).
Ensuite, le groupement méthyle de la méthyl-Cbl est transféré sur [’homocystéine pour former
la méthionine. B) Dans la mitochondrie, [’acide méthylmalonique, dérivé du malonate, est

converti en acide succinique grdce au coenzyme Ado-Cbl et a la méthylmalonyl CoA mutase.

Les besoins en cobalamine sont environ de 3 a 4 pg/jour et ils sont couverts par une
alimentation normale. Les réserves étant de 3 a 4 mg, une carence en cobalamine ne se
manifestera qu’apres plusieurs années. Les carences d’apport sont plutot rares chez 1’adulte en
bonne santé dans les pays industrialisés mais plus fréquentes chez les sujets végétaliens car la

cobalamine est exclusivement apportée par 1’alimentation d’origine animale. Les maladies
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digestives et la malabsorption peuvent aussi €tre a 1’origine d’une carence en cobalamine
(245). Les déficits congénitaux du métabolisme de la cobalamine sont liés a un déficit en
Transcobalamine II (transporteur sérique de la cobalamine) ou en récepteurs du Facteur

Intrinséque (transporteur gastrique de la cobalamine).

V.1.3 Arguments en faveur d’un réle potentiel du cycle de la méthionine dans

le processus inflammatoire

V.1.3.1 Réactions de méthylation et expression des cytokines

Il a été rapporté que le vieillissement, 1’inflammation chronique et les infections virales
pouvaient étre associés avec les réactions de méthylation, sans qu’aucun lien mécanistique
n’ait pu étre cependant clairement avancé. D’autre part, I’expression des geénes de 1’IL-6, de
I’'IL-8 et du GM-CSF est trés finement contrélée et induite dans les tissus cibles par des
stimuli appropriés. Les désordres de régulation de I’IL-6 sont associés a un certain nombre de
pathologies comme certaines tumeurs, des maladies auto-immunes et des pathologies
inflammatoires chroniques ou aigues (246,247). Parmi les facteurs modulateurs, il semblerait
que le statut de méthylation joue un réle important dans I’expression de I’IL-6 (248) de I’IL-8
(249) ou encore du MCP-1 (250).

V.1.3.2 Le cycle de la méthionine et I'inflammation

Une diminution de I’activité du cycle de la méthionine va conduire a 1’accumulation de
I’homocystéine qui est reconnue comme étant un facteur de risque cardiovasculaire. De
maniere générale, un déficit en ’'un de ces cofacteurs (vitamines B9 et/ou cobalamine)
conduit a une augmentation d’homocystéine, qui est non seulement un facteur de risque
cardiovasculaire bien connu, mais aussi associ¢ a de nombreuses pathologies dégénératives et

inflammatoires.
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Le lien entre I’hyperhomocystéinémie et les maladies cardiovasculaires est connu depuis
longtemps. Le mécanisme d’action n’est cependant pas encore clairement ¢lucidé. Il a été
démontré que le premier signe de 1’athérosclérose, la plaque athéromateuse, est une lésion
purement inflammatoire en réponse a une agression (251). En effet, Hofman et col. ont
montré que 1’homocystéine conduit a la libération d’un grand nombre de médiateurs
inflammatoires (252), comme des taux accrus de TNFa, une translocation nucléaire du facteur
de transcription NFkB, une expression accrue du récepteur des AGE (advanced glycation end-
products) et de son ligand naturel (EN-RAGE), qui sont tous deux des partenaires récemment

identifiés de la réaction inflammatoire (253).

D’autre part, les espéces cobalaminées (glutathionylcobalamine, adénosylcobalamine,
méthylcobalamine), sont essentielles pour la régulation de la NO synthase inductible (254).
La génération de NO par cette enzyme est un déterminant majeur de la réaction
inflammatoire. Les cobalamines régulent a la fois la production de NO et sa juste utilisation
car 1) la cobalamine est responsable de la synthése des substrats de la NOS, 2) elle module, en
activant la méthylmalonyl CoA mutase, le rapport FAD/FMN essentiel a ’activité de la NOS.
Un déficit de I’activité du cycle de la méthionine et/ou en cobalamines conduira a la
production ou a la dérégulation des ROS (especes réactives de 1’oxygéne comme O2 -, H202,
ONOO-) ou encore des RNIS (reactive nitric oxide species) et conduisant a une atteinte
pathologique. En particulier, la glutathionylcobalamine conduit a la production de NO par la
NOS au stade initial de I’inflammation réduisant par la méme la production de TNFa et donc
controlant la réaction inflammatoire. Ainsi, le statut en cobalamine cellulaire est de plus en
plus considéré comme étant un déterminant important de la réaction inflammatoire en
permettant la génération de médiateurs inflammatoires mais aussi en contrdlant leur synthese

et/ou activité.

V.1.3.3 L’inflammation altere le cycle de la méthionine.

Il est actuellement reconnu que lors de la phase aigue de I’inflammation, il y a des
modifications profondes du métabolisme protéique (255,256) et en particulier le métabolisme
des acides aminés comme la méthionine et la cystéine (257). La voie de transsulfuration est
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celle qui transforme 1’homocystéine du cycle de la méthionine en cystéine (258). Lors du
processus inflammatoire, la contribution de cette voie de trans-sulfuration augmente et
constitue I'une des plus importantes sources de cystéine cellulaire, suggérant un besoin accru
de cystéine durant I’inflammation. Cette cystéine est en fait un constituant essentiel du
glutathion qui est le composé anti-oxydant majoritaire et qui est trés impliqué lors du stress
oxydant. L’inflammation va donc conduire a une activation du cycle de la méthionine

augmentant a la fois la synthése de cystéine et le potentiel intracellulaire de méthylation.

V.1.3.4 La cobalamine peut avoir un effet anti-inflammatoire

La cobalamine, sous forme de timbres, gels, pommades, est proposée en tant qu’anti-
inflammatoire en traitement topique (259) notamment dans le traitement des maladies de la
peau (260). Ces produits médicamenteux contiennent des molécules de cobalamine en tant
que principe actif et sont destinés au traitement de pathologies inflammatoires, ulcéreuses et
douloureuses de surfaces muqueuses, telles que la mucosite, la stomatite, la vestibulite, les
ulcérations aphteuses, et le syndrome de Behcet. Par contre, dans ces pathologies, il n’y a pas
d’association entre les taux d’homocystéine circulante et I’inflammation (261). La
cobalamine est aussi proposée comme anti-inflammatoire pour le traitement des neuropathies
généralisées ou périphériques locales (262). Le mécanisme d’action de la cobalamine en tant
qu’anti-inflammatoire n’est malheureusement pas connu et la documentation relative a cet

effet anti-inflammatoire est rare et peu explorée.

La cobalamine présenterait aussi un bénéfice quand administrée chez des patients
allergiques. En effet, elle limiterait aussi la réaction allergique (263, 264) avec une
amélioration de la respiration, de 1’appétit, du sommeil et de la condition générale. Chez
I’animal, elle diminuerait les concentrations d’interleukine-2. Des études récentes ont suggéré
qu’un taux sérique de folates bas et une altération du métabolisme des folates soient des
facteurs de risque potentiels pour le développement de 1’asthme et des maladies atopiques,
mais les résultats sont peu consistants.

Thuesen et col. montrent que les faibles taux de folates et le génotype TT du
polymorphisme MTHFR-C677 étaient associés a une prévalence d’asthme plus élevée (265).
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Cependant, une association directe entre symptomes d’asthme et carence en folates ou

vitamine B12 n’était pas confirmée par le test d’explorations fonctionnelles respiratoires.

V.2 Objectifs

La réaction inflammatoire fait intervenir un certain nombre de médiateurs et
d’intervenants intracellulaires dont la mobilisation aboutira a une modification profonde et
transitoire du métabolisme cellulaire et tissulaire. Les effecteurs de type allergique et/ou
proinflammatoire vont conduire a I’activation de phospholipases et d’autres protéines comme
les cyclo oxygenases, (Cox), les lipoxygenases (LO), la NO synthase (NOS), et mobiliser des
facteurs de transcription comme les GRs, NFkB, Stat, CERB, NF-AT, PPAR, etc... Toutes
ces voies de signalisation sont susceptibles d’étre affectées par la disponibilité en

groupements méthyl.

Notre intention est dans cette partie de mon travail de déterminer dans quelle mesure la
disponibilité en groupements méthyle influence la production de cytokines induites par un
contexte inflammatoire (histamine, TNFa) sur un modele de cellules épithéliales pulmonaires
humaines. Nous avons utilis¢ la lignée pulmonaire épithéliale 16HBE qui a montré une
compatibilité¢ de culture avec des concentrations variables de cobalamine. Les cellules MM39
et CF-KM4 n’ont pas pu étre utilisées car leur dépendance en cette vitamine est trés forte et ne
permet pas leur étude dans ce cadre. En effet, ces dernieres meurent ou dépérissent tres vite en
condition de culture contenant des concentrations réduites de cobalamine. Les cellules 16HBE

ont été utilisées largement pour étudier la réaction inflammatoire pulmonaire (266).

Nous avons ainsi, dans ce travail, cherché a voir si et comment la cobalamine pouvait
influencer la production de cytokines (ici IL6, IL8 et GM-CSF), induite par 1’histamine et le
TNFa. Nous avons ensuite étendu ce travail et recherché s’il pouvait y avoir un effet

d’influence réciproque avec des anti-inflammatoires comme la dexaméthasone.
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V.3 Résultats et discussion

V.3.1 Effet du TNFa et de I’'histamine sur I'expression des cytokines (IL-6, IL-8,
GM-CSF) produites par les cellules 16 HBE

Nous nous sommes intéressés dans cette partie au dosage de trois cytokines pro-
inflammatoires : 1I’'IL-6, IL-8 et GM-CSF, le GM-CSF ¢étant impliqué dans le recrutement des
polynucléaires neutrophiles et €osinophiles dans les voies aériennes. L’IL-6 et I’IL-8 sont
augmentées dans 1’asthme et sont considérées ici, avec le GM-CSF, comme étant des

marqueurs de 1’'inflammation.

La stimulation des cellules pendant 12h avec 10 ng/ml de TNFa, induit une augmentation
de la production des trois cytokines : 1200 pg/ml/ 10° cellules /heure, p<0.001 pour I'IL-6 ;
800 pg/ml/10° cellules /heure, p<0.001 pour I'IL-8, et 45 pg/ml/10° cellules /heure,
p<0.001 pour le GM-CSF, vs contrdle qui est de 200 +/-3, 170 +/-5, et 10 +/-1 pg/ml/10°

cellules /heure, p<0.001 pour les 3 cytokines, respectivement (figure 54).

La stimulation des cellules pendant 12h avec 10 uM d’histamine, induit une augmentation
de la production des trois cytokines : 850 +/- 25 pg/ml/10° cellules /heure, p<0.001 pour I’IL-
6 ; 430 +/- 56 pg/ml/10° cellules /heure, p<0.001 pour I’IL-8, et 33 +/- 6 pg/ml/10° cellules
/heure, p<0.001 pour le GM-CSF, vs controle qui est de 200 +/-3, 170 +/-5, et 10 +/-1
pg/ml/10° cellules /heure, p<0.001 pour les 3 cytokines, respectivement (figure 54).

La stimulation des cellules pendant 12h avec le mélange de 10 ng/ml de TNFa et 10 uM
d’histamine, induit une augmentation de la production des trois cytokines : 1400 pg/ml/10°
cellules /heure, p<0.001 pour I’TL-6 ; 1000 pg/ml/10° cellules /heure, p<0.001 pour I'IL-8, et
30 pg/ml/10° cellules /heure, p<0.001 pour le GM-CSF, vs contrdle qui est de 200, 170, et 10
pg/ml/10° cellules /heure, p<0.001 pour les 3 cytokines, respectivement (figure54).
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Ces résultats sont concordants avec ceux de la littérature (267). AOKI ef al ont montré
que les cellules 16HBE répondent a la stimulation a I’histamine et au TNFa par la production
d’une quantit¢ importante en IL-8 (268). Cependant, ces auteurs avaient utilis¢ des
concentrations plus fortes en histamine (de I’ordre du millimolaire) pendant 6h pour 1’étude
RT-PCR et 16h pour I’étude ELISA contre un temps de stimulation de 12h et une
concentration de 10 uM dans notre cas. Avec ces conditions de stimulation, ces auteurs
trouvent des concentrations en I1-8 sécrétées (de 1’ordre de 2000 pg/ml) plus importantes que
dans notre cas de figure. Li et al., ont, quant a eux, observé, sur des cellules endothéliales et a
une concentration de 10 uM en histamine, une augmentation importante de production par les

cellules d’interleukine 8 et 6 mais ceci apres 24h de stimulation (269).
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Figure 54 : Dosage des cytokines IL-8 (A), IL-6 (B), GM-CSF (C) par ELISA. Les cellules
16HBE ont été stimulées par le TNFa (10ng/ml) pendant 12h, I’Histamine (10uM) pendant
12h ou par la combinaison : Histamine (10uM) et TNFo. (10ng/ml) pendant 12h. 4x100ul de
surnageant sont prélevés par puits pour un dosage ELISA. La lecture au spectrométre se fait
a 450nm. Les valeurs obtenues sont rapportées a une gamme étalon réalisée a partir de la
dilution des standards fournis avec le Kit. (Fiche technique n°ll). Cette figure est

representative de 3 expériences différentes réalisées en triplicates.
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Le TNFa induit ainsi une réponse importante par les cellules 16HBE. La production d’IL-
8 est multipliée par 4 par rapport au controle et I’histamine augmente la production d’IL-8 par
deux par rapport au contrdle. La combinaison histamine et TNFa semble montrer un effet
cumulatif des effets de chaque facteur. Dans ce cas, La production des cytokines, IL-8 et IL-6

est plus fortement amplifiée (IL-8 x 5, IL-6 x 7).

V.3.2 Influence de la cobalamine sur la production des cytokines (IL-6, IL-8,

GM-CSF) par les cellules 16HBE stimulées avec le TNFa et I’'Histamine

Afin d’explorer I’effet d’une supplémentation en cobalamine sur la réponse des cellules
épithéliales bronchiques a la stimulation par le TNFa ou par 1’histamine, nous avons, dans
cette partie du travail, reproduit les mémes expériences que précédemment mais en ajoutant

de la cobalamine.

Les cellules 16HBE sont cultivées dans un milieu DMEM carencé en cobalamine. Le
milieu de culture contient normalement 5% de sérum de veau foetal (SVF). Le dosage de la
quantité de cobalamine contenu dans le milieu de culture est de 36.5 pM, ce qui correspond a
une carence. En effet la concentration physiologique en cobalamine sérique est de 150 a 650
pM. Nous avons comparé ainsi la réponse des cellules 16HBE cultivées en condition de
carence en cobalamine avec les mémes cellules cultivées en milieu contenant une

concentration finale de 100 nM en cobalamine (figure 55).
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Figure 55 : Dosage des cytokines IL-8, IL-6, GM-CSF par ELISA. Les cellules 16HBE ont
eteé cultivées 48 heures avec 100 nM de cobalamine (Cbl), stimulées par le TNFo (10 ng/ml,
[’histamine (10uM) ou par la combinaison (Histamine+TNFa) pendant 12h. 4x100ul de
surnageant sont prélevés par puit pour un dosage ELISA. La lecture au spectromeétre se fait a
450nm. Les valeurs obtenues sont rapportées a une gamme étalon réalisée a partir de la
dilution des standards fournis avec le Kit. Cette figure est representative de 3 expériences
différentes réalisées en triplicates. Nous n’observons aucune différence significative de
secrétion des trois cytokines en présence de concentrations faibles ou fortes de cobalamine.

(Fiche technique n°l11).

Le profil général des histogrammes est le méme entre les deux conditions de culture. Les
expériences ont été effectuées 3 fois en triplicate chacune et aucune variation statistique
significative n’a pu étre déterminée par le test ANOVA. En conclusion, les résultats du
dosage du taux des trois cytokines d’intérét dans le surnagent des cellules 16HBE montrent
que la synthése de ces cytokines, aprés stimulation des cellules, est indépendante du statut

vitaminique B12.
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V.3.3 Effets de la Dexaméthasone sur la production des cytokines (IL-6, IL-8,
GM-CSF).

Les glucocorticoides sont capables d’inhiber la libération de divers médiateurs
inflammatoires et des cytokines comme I'[L-1, I’'IL-2, le TNF-a, l'interféron et l'interféron-y
(270, 271). 11 a également été montré dans divers modeles de culture cellulaire, y compris les
cultures épithéliales et les fibroblastes provenant des voies respiratoires humaines, que les

glucocorticoides peuvent inhiber la production d'IL-8.

Nous avons pensé alors a utiliser un glucocorticoide de synthéese, la dexaméthasone (Dex),
utilisée dans le traitement de 1’inflammation chronique chez les patients asthmatiques afin
d’explorer son effet dans la réponse de ces cellules stimulées avec le TNFa et avec
I’histamine. Pour le faire, les cellules I6HBE ont été incubées ou non pendant 48 h avec 100
nM de cobalamine en présence ou non de 100 nM de Dex. 12 heures avant la fin de
I’expérience, le TNFa (100 nM) et/ou I’histamine (10 nM) ont alors été rajoutés. Le
surnageant est récupéré et I’'IL-6, I’'IL-8 et le GM-CSF dosés par ELISA. Les résultats sont
présentés dans les figures 56, 57 et 58.

V.3.3.1 Effets de la Dexaméthasone sur la production de I'IL-8
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Figure 56 : Effet de la Dexaméthasone (Dex) sur le taux d’expression d’IL-8 par les
cellules 16HBE cultivées dans différentes conditions: avec (histogrammes bleus) ou sans Cbl
(100nM) (histogrammes rouges) pendant 48h et stimulées ou non avec du TNFa. (10 ng/ml),
de I’Histamine (10 uM) ou la combinaison (Histamine+TNFa) pendant 12h en présence ou
non du Dex (10uM) pendant 12h. Cette figure est representative de 3 expériences différentes.
**: p<0.01

155



Résultats et discussion-3éme partie

Nous observons que la Dex ne modifie pas I’augmentation de la production d’IL-8 induite
par le TNFa ni par I’histamine en condition de concentration faible en cobalamine. Par contre
la Dex est capable de reduire I’augmentation de I’'IL-8 provoquée par le mélange TNFa et
histamine (-30 +/- 6%, p< 0.01). Au contraire, lorsque les cellules sont cultivées en presence
de cobalamine, la Dex est alors capable de diminuer les productions d’IL-8 induites par le
TNFa (-55+/- 6% ; p<0,01), I’histamine (-30+/- 5% ; p<0,01), et le mélange TNFa et
histamine (-75+/- 8% ; p<0,01). Ainsi la cobalamine semble potentialiser les effets de la Dex.
Nous pouvons aussi remarquer que c¢’est seulement en présence de la cobalamine, que la Dex
sera capable de ramener les valeurs de 1I’IL-8 a hauteur des valeurs controle, en présence soit

de TNFa, d’histamine ou encore du mélange TNFa et histamine (figure 56).

V.3.3.2 Effets de la Dexaméthasone sur la production de I'IL-6
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Figure 57 : Effet du Dexaméthasone sur le taux d’expression d’IL-6 par les cellules
16HBE cultivées dans différentes conditions : avec (histogrammes bleus) ou sans Cbl
(100nM) (histogrammes rouges) pendant 48h et stimulées ou non avec du TNFa (10 ng/ml),
de [’histamine (10 uM) ou la combinaison (histamine+TNFa) pendant 12h en présence ou
non du Dex (10uM) pendant 12h. Cette figure est representative de 3 expériences différentes.
** . p<0.01
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Nous observons que la Dex reduit 1’augmentation de la production d’IL-6 induite par le
TNFa (-40+/- 6%, p< 0.01), par I’histamine (-40+/- 6%, p< 0.01) ou par le mélange histamine
+ TNFa (-55+/- 7%, p< 0.01), en condition de concentration faible en cobalamine. Lorsque
les cellules sont cultivées en présence de 100 nM de cobalamine, la Dex est alors capable de
diminuer plus fortement les productions d’IL-6 induites par le TNFa (-65+/- 6% ; p<0,01),
I’histamine (-60+/- 5% ; p<0,01), et le mélange TNFa et histamine (-90+/- 8% ; p<0,01).
Ainsi la cobalamine semble ici aussi potentialiser les effets de la Dex. Comme dans le
chapitre précédent, nous pouvons aussi remarquer que c’est seulement en présence de
cobalamine, que la Dex sera capable de ramener les valeurs de 1’IL-6 a hauteur des valeurs
contrble, en présence soit de TNFa, d’histamine ou encore du mélange TNFa et histamine

(figure 57).

V.3.3.3 Effets de la Dexamethasone sur la production du GM-CSF

o T
so 4 T = Sans B12
-E T T T | Avec B1Z2
i |

Figure 58 : Effet du Dexaméthasone sur le taux d’expression de GM-CSF par les cellules
16HBE cultivées en différentes conditions : avec (histogrammes bleus) ou sans cobalamine
(100nM) (histogrammes rouges) pendant 48h et stimulées ou non avec du TNFa. (10 ng/ml),
de [’histamine (10 uM) ou la combinaison (histamine+TNFa) pendant 12h en présence ou

non du Dex (10uM) pendant 12h. Cette figure est representative de 3 expériences différentes.
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Nous observons que la Dex ne semble avoir aucun effet sur les productions de GM-CSF
induites par le TNFa ou I’histamine ajoutées seules ou encore par le mélange histamine +
TNFa dans les conditions de culture en présence ou non de 100 nM de cobalamine (figure

58). Nous nous attendions a un effet similaire a celui observé pour les deux autres cytokines.

II est a noter que le taux de production de GM-CSF par les cellules 16HBE est faible (de
I’ordre de 10 a 15 pM) et qu’un effet potentiel de la Dex est difficilement observable car la
sensibilité de la technique d’ELISA se situe entre 5 et 10 pM.

Plusieurs études montrent que le Dex pourrait inhiber 1’effet du TNFao par un mécanisme
transcriptionnel ou post-transcriptionnel. Mukaida et al. (272, 273) ont montré un mécanisme
transcriptionnel de la Dex qui serait di a I’inhibition de la fixation de NFkB. Alors quel serait
le type de mécanisme mis en jeu par la Dex dans notre étude ? Et quel serait le role de la

cobalamine a ce niveau ?

V.3.4 Etude de l'expression des geénes des cytokines IL-6 et IL-8

Afin d’explorer a quel niveau la dexaméthasone intervient dans le processus de
production de ces cytokines par les cellules 16HBE, nous avons ¢étudié leurs expressions dans
les différentes conditions expérimentales par qPCR (le descriptif de la technique est décrite

extensivement en fiche technique n°18).
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V.3.4.1 Etude de I'expression des génes de I'IL-8
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Figure 59: Etude de [’expression de I’'IL-8 par RT-qPCR dans les cellules 16HBE. Les
cellules ont été extraites apres traitements avec de la Dex (1uM), de I’ histamine (10uM) et
du TNFa (10ng/ml) pendant 12h en présence (A) ou non (B) de 100nM de cobalamine
pendant 48h. Une RT-qPCR a été effectuée. En axe des ordonnées, |’augmentation de
[’expression des différentes cytokines par rapport au controle. Le géne de référence étant la
POLII. (Fiche technique n°l8). Cette figure est representative de 3 expériences différentes.
*Ek - p<0.001.

Nous voyons (figure 59 A) que I’expression de I’IL-8 est augmentée lorsque les cellules
sont stimulées avec le TNFa (x 45 +/- 2, p<0,001), I"histamine (x 22 +/- 2, p<0,001) ou avec
le mélange TNFa + histamine (x 45 +/- 2, p<0,001) en présence d’une concentration faible de
cobalamine. Le niveau d’expression stimulée d’IL-8 est encore plus important lorsque les
cellules sont cultivées en présence d’une concentration élevée en cobalamine (figure 59.B)
puisqu’il atteint alors x 64+/- 2, 26+/-2 et 65+/-3 pour les stimulations induites par le TNFa,

I’histamine et le mélange TNFa + histamine, respectivement.

Nous voyons aussi que la Dex est capable de réprimer partiellement 1’expression du gene
de I’IL-8 induite par le TNFa (-65+/-6%, p<0.01), par I’histamine (-64+/-6%, p<0.01) ou par
le mélange TNFa + histamine (-30+/-5%, p<0.01) en absence de cobalamine. Par contre,

lorsque les cellules sont cultivées en présence de cobalamine, 1’effet de la Dex est fortement
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potentialisé. Ainsi, la réduction de I’augmentation de 1’expression du géne de 1’IL-8 atteint
99+/-7%, p<0.001, pour le TNFa, -92+/-6%, p<0.001, pour I’histamine et -98+/-4%, p<0.001,
pour le mélange TNFa + histamine. Ainsi, la cobalamine semble avoir un effet important sur

la potentialisation de 1’effet de la Dex (figure 59 B).

V.3.4.2 Etude de l'expression des génes de I'IL-6
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Figure 60 : Etude de [’expression de I’'I[L-6 RT-qPCR dans les cellulesl6HBE. Les
cellules ont été extraites apres traitement avec la Dex (1uM), [’histamine (10uM) et le TNFo.
(10ng/ml) pendant 12h en présence (4) ou non (B) de 100nM de cobalamine pendant 48h.
Une RT-qPCR a été effectuée. En axe des ordonnées |l’augmentation de [’expression des
différentes cytokines par rapport au controle. Le gene de référence étant la POLII. (Fiche

technique n°18). Cette figure est representative de 3 expériences différentes. *** : p<0.001.

Nous voyons (figure 60.A) que I’expression de I’'[L-6 est augmentée lorsque les cellules
sont stimulées avec le TNFa (x 32 +/- 6, p<0,001), I’histamine (x 24 +/- 5, p<0,001) ou avec
le mélange TNFa + histamine (x 26 +/- 3, p<0,001) lorsque les cellules sont cultivées en
présence d’une concentration faible de cobalamine. Le niveau de cette expression stimulée
d’IL-6 ne change pas significativement lorsque les cellules sont cultivées en présence d’une

concentration ¢élevée en cobalamine (figure 60.B) puisqu’il atteint alors x 25+/- 3, 21+/-3 et
160




Résultats et discussion-3éme partie

26+/-5 pour les stimulations induites par le TNFa, I’histamine et le mélange TNFa +

histamine, respectivement.

Nous voyons aussi que la Dex est capable de réprimer partiellement I’expression du geéne
de I’IL-6 induite par le TNFa (-50 +/-6%, p<0.01), par I’histamine (-60 +/-7%, p<0.01) ou par

le mélange TNFa + histamine (-40 +/-5%, p<0.01) en absence de la cobalamine.

Par contre, lorsque les cellules sont cultivées en présence de la cobalamine, 1’effet de la
Dex sur la stimulation de 1’expression de I’IL-6 dans les différentes conditions est fortement
potentialisé. Ainsi, cet effet atteint -90+/-7%, p<0.001, pour le TNFa, -90+/-6%, p<0.001,
pour I’histamine et -81+/-6%, p<0.001, pour le mélange TNFa + histamine. La cobalamine
semble donc avoir un effet modeste sur la stimulation de I’expression du géne de I’'IL-6
induite par le TNFa et 1’histamine mais semble par contre avoir un effet important sur la

potentialisation de 1’effet de la Dex.

V.3.5 Etude de I'expression des récepteurs aux glucocorticoides

Nous avons vu que la dex induisait une diminution de 1’expression des genes de 1’'IL-8 et
de I’'IL-6 par les cellules 16HBE. Cet effet est puissant pour le géne de /’/L-8, mais modeste
pour le gene de I’IL-6. D’autre part, nous avons vu que la cobalamine potentialisait 1’effet de
la dex sur la stimulation de I’expression du géne de I’IL-6 induite par le TNFa et I’histamine.
La Cobalamine semblerait potentialiser 1’effet de la Dex a un niveau transcriptionnel. Il est
connu qu’a ce niveau, les glucocorticoides agissent sur 1’expression des genes via ’activation
de récepteurs nucléaires, appelés GR. Les GR se fixent sur des éléments de réponses sur les
promoteurs des genes cibles ce qui induit leur inhibition ou leur activation. Ainsi, il était
nécessaire d’évaluer ’expression des GRa et 3 dans les différentes conditions de cultures et

de vérifier I’expression basale de ces récepteurs dans notre modele cellulaire.

Afin d’expliquer le rdole que joue la cobalamine dans la potentialisation de 1’effet Dex sur
les cellules 16HBE, nous avons regardé dans cette partie expérimentale si I’expression des

GRs est influencée par I’incubation ou non des cellules avec la cobalamine. Les cellules
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16HBE ont été incubées avec ou sans cobalamine en présence ou non de la Dex pendant 12 h,
et ensuite stimulées ou non avec du TNFa ou de I’histamine. L’ ARN est ensuite extrait et une

RT-PCR a été réalisée. Les résultats sont présentés dans la figure 61.

+ Cobalamine

- Cobalamine
GAPDH
Dex - - - - + + I T
TNFa - + - + + - +
histamine - - + + + - - +

Figure 61 : Influence de la cobalamine sur [’expression du GRf par les cellules 16HBE.
Etude de [’expression des génes GRS par RT-PCR (fiche technique n°16) apres stimulation
avec TNFa (10 ng/ml), Histamine (10 uM) ou la combinaison (TNFo, histamine) en présence
ou en absence de 100 nM de cobalamine. Cette figure est representative de 3 expériences

différentes.

Nous observons que DI’expression du GRP n’est influencée ni par le TNFa ni par
I’histamine. Ceci est indépendant de la présence ou de I’absence de la cobalamine. Nous
avons testé alors l’effet de la Dex sur cette expression. Les résultats montrent, comme
précédemment, 1’absence de variation de cette expression en fonction de la concentration en

cobalamine.

Ainsi, on peut conclure que I’expression de GRf n’est pas influencée par les différentes
conditions de traitement de notre étude. Ainsi, GRP ne serait pas impliqué dans I’effet observé

de la dex en presence de la cobalamine sur I’expression de 1’IL-6 et I'IL-8.

Le GRp est connu comme étant un dominant négatif dans la réponse aux glucocorticoides
comme la Dex. Généralement, I’augmentation de 1’expression de GR est associée a un effet

de résistance aux glucocorticoides ¢tant donné que celui-ci est capable de fixer les
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glucocorticoides sans pouvoir interagir directement avec I’ADN sur les ¢léments de réponses
aux glucocorticoides qui se trouvent dans les promoteurs de plusieurs geénes. De maniére
comparable, une diminution de la synthése du GRP pourrait rendre compte de
I’hypersensibilité aux glucocorticoides. En effet, le mode d’action du GRP n’est pas encore
totalement ¢élucidé. Cependant, trois mécanismes sont decrits dans la littérature: (1) le GRf
pourrait former un hétérodimere avec le GRa, incapable de s’associer a ’ADN (2) le GR
pourrait lier des protéines accessoires ou des coactivateurs du GRa et ainsi inhiber leur action
; (3) le GRP pourrait former, soit un homodimere, soit un hétérodimere avec le GRa, capable
de fixer les ¢léments de réponse aux glucocorticoides mais possédant une activité

transcriptionnelle nulle ou réduite.

Etant donné que GRa est connu pour étre activé par les GC et que [’action des
glucocorticoides passerait généralement par 1’activation de celui-ci, nous avons alors regardé
si Pexpression de GRa est influencée par la cobalamine. Les cellules 16HBE ont été incubées
avec ou sans cobalamine en présence ou non de la dex pendant 12 h, et ensuite stimulées ou
non avec du TNFa ou de I’histamine. L’ARN est ensuite extrait et une RT-PCR a été

réalisée. Les résultats sont présentés dans la figure 62.

Expression de GRa

200 L L h T T

+ Cobalamine
y 1 T

- Cobalamine

H - cobalamine

U.A (unitéarbitraire)

M - cobalamine

Figure 62 : Influence de la Cbl sur [’expression du GRa par les cellules 16HBE. Etude de
[’expression des genes GRa par RT-PCR (fiche technique n°16) apres stimulation des cellules
avec le TNFa (10ng/ml), de [’histamine (10uM) ou la combinaison (TNFo, Histamine)
pendant 12h ; en présence ou en absence de 100 nM de Cobalamine et on absence ou en
présence de la Dex a luM pendant 12h. Cette figure est representative de 3 expériences
différentes.
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La mesure de [Dintensit¢ des bandes obtenues dans les différentes conditions
expérimentales, la stimulation des cellules ou non avec le TNFa, 1’histamine ou le mélange
des deux, ne montre pas de différence significative de I’expression de GRa. L’utilisation de la
dexaméthasone ne semble pas influencer cette expression non plus. Ainsi, I’expression de

GRa semble étre insensible a ces stimulants.

Nous avons alors regardé si I’incubation des cellules 16HBE avec 100nM de cobalamine
pendant 48h en plus des différentes conditions de stimulations, TNFa, histamine ou le
mélange TNFa+ histamine avec ou sans dexaméthasone, pourrait influencer 1’expression de

GRa.

Les résultats de la RT-PCR (figure 62) ne montrent pas de variation significative de
I’expression de GRa en fonction du traitement en presence ou en absence de la cobalamine.
Cependant, 1’analyse de ’intensité des bandes issues de la RT-PCR, montre qu’on a une
expression plus importante de GRa dans les cellules stimulées avec la cobalamine comparée a
celle observée pour les cellules non stimulées. A des quantités d’ARN (1pg) égales utilisées
pour la RT-PCR, cette différence d’expression observée semble étre due a 1’effet de la
cobalamine. Ainsi, la stimulation des cellules avec la cobalamine serait responsable de

I’augmentation de I’expression de GRa.

En conclusion, nous observons que la cobalamine permet, d’un coté, de potentialiser
I’effet de la Dex sur I’expression de I’IL-6 et I'[L-8 et de I'autre coté, d’induire une
augmentation de I’expression des GRa. Les GRa sont connus pour étre des récepteurs pour
les glucocorticoides dont la dexaméthasone. Ainsi, la question qui se pose a ce stade est de
savoir si ’augmentation de I’expression de GRa par la cobalamine pourrait étre impliquée

dans I’effet de potentialisation de I’effet de la Dex par la cobalamine.
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V.3.6 Immunoprécipitaion de la Chromatine et étude de la fixation des GRx

sur les promoteurs d’IL-6 et d’IL-8

A ce stade de I’étude, nous avons montré une augmentation de 1’expression des GRa par
la Cbl et un effet plus important des glucocorticoides en présence de la cobalamine mais,
comme nous 1’avons expliqué dans ’introduction de la troisiéme partie, les glucocorticoides
peuvent avoir plusieurs mécanismes d’action qui peuvent étre soit génomiques ou soit non
génomiques. L’action génomique des glucocorticoides peut étre liée a sa capacité d’interagir
avec des facteurs de transcription comme le NFkB ou I’AP-1 mais aussi par la fixation directe
sur des éléments de réponse GRE dans les régions promotrices des génes. Ainsi I’é¢tude de la
région promotrice des geénes des cytokines IL-6 et IL-8 par immuno-précipitation de la
chromatine était nécessaire pour valider ou exclure I’hypothese selon laquelle I’action des

glucocorticoides dans notre cas serait une action génomique par fixation sur I’ADN.

Nous avons entrepris alors de réaliser une expérience d’immunoprécipitation de la
chromatine qui permet de regarder la fixation du GR sur la région promotrice des genes
codant pour I’IL-6 et I’IL-8. La technique est détaillée dans la fiche technique n°17. Dans
cette technique, nous avons utilisé des amorces qui permettent d’amplifier par PCR la région -
-250 a +15 du gene de I’/L-6 et de la région -126 a +61 du gene de I’/L-8. Ces zones couvrent
les séquences des promoteurs minimaux. La fixation du GR sur ces zones induirait une
inhibition plus importante sur la transcription que sa fixation sur les séquences GREs connues
et qui se situent plus loin dans les promoteurs dans les zones dites enhancer. La séquence
consensus connue, GRE, la plus proche du site d’initiation de la transcription de 1I’'IL-8 se
situe entre -325 et -330 pb et entre la zone choisie pour I’étude de I’immunoprécipitation de la
chromatine pour I’IL-6 couvre des sites de fixation de plusieurs GRE dont celui qui est au
niveau de la TATA box a -21 pb ou celui qui se situe autour du site d’initiation de la

transcription du promoteur de I’interleukine 6 ( 274).

Quand a I’¢tude du promoteur de I’IL-8, nous avons choisi la zone -126 a +61 qui couvre

un site GRE qui se trouve a +14 pb du site de I’initiation de la transcription (275).
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Les promoteurs des génes de I’'IL-8 et de I’[L-6 sont trés similaires. Ils contiennent des
sites consensus de reconnaissance pour CCAAT/ NF1, AP1, AP2, NF-kB, NFAT, C/EPB

entre autres.

V.3.6.1 Le GRa se fixe sur le promoteur de I'IL-8 en présence de la cobalamine

La figure 63 présente les résultats obtenus avec I’immunoprécipitation de la chromatine,
cette technique permet d’étudier la fixation des protéines a ’ADN. En 1’occurrence ici nous
avons regard¢ la fixation de GRa sur la région promotrice du géne de I’IL-8 aprés traitement

avec soit le TNFa, soit I’histamine, ou encore la Dex.

+ Cobalamine

Input

- Cobalamine

Input

TNFx hist. Dex

Figure 63: Immunoprécipitation du site de fixation du GRao sur le promoteur de I’[L-8.
Les cellules 16HBE ont été incubées ou non avec de la Cobalamine (100 nM) pendant 24 h,
avec ou non du TNFo (10ng) pendant 8h, avec ou non de [’Histamine (10uM) pendant Sh et
avec ou non de la Dex (1uM) pendant 8h. Les cellules ont été utilisées pour réaliser une ChIP
(Fiche technique n°17) avec les amorces dirigées contre la zone -212 a +61 pb du promoteur
de I’'IL-8 et avec des anticorps anti-GRa. Input : représente I’ADN non immunoprécipité qui
permet d’estimer la quantité d’ADN présente dans chaque échantillon. Cette figure est

representative de 3 expériences différentes.

Nous observons que lorsque les cellules 16HBE sont cultivées en concentration faible de

cobalamine, ni ’histamine, ni le TNFa et surtout ni la Dex n’induit une fixation du GRa sur la
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zone -121 a +61 du promoteur du gene de I’IL-8. Par contre, lorsque les cellules sont cultivées
en concentrations élevées de cobalamine, on trouve une fixation importante du GRa sur cette

zone induite pas la Dex.

V.3.6.2 Le GRa se fixe sur le promoteur de I'IL-6 en présence de la cobalamine

La figure 64 présente les résultats obtenus avec I’immunoprécipitation de la chromatine,
cette technique permet d’étudier la fixation des protéines a ’ADN. En 1’occurrence ici nous
avons regard¢ la fixation de GRa sur la région promotrice du géne de I’IL-6 aprés traitement

avec soit le TNFa, soit I’histamine, ou encore la Dex.

+ Cobalamine =
- Cobalamine -
Input =

Dex THFa hist.

Figure 64: Immunoprécipitation du site de fixation du GRa sur le promoteur de I’[L-6.
Les cellules 16HBE ont été incubées ou non avec de la Cobalamine (100 nM) pendant 24 h,
avec ou non du TNFo. (10ng) pendant 8h, avec ou non de [’Histamine (10uM) pendant Sh et
avec ou non du dex (1uM) pendant 8h. Les cellules ont été utilisées pour réaliser une ChlP
(Fiche technique n°17) avec les amorces dirigées contre la zone -250 a +15 pb du promoteur
de I’'IL-6 et avec des anticorps anti-GRa. Input : représente I’ADN non immunoprécipité qui
permet d’estimer la quantité d’ADN présente dans chaque échantillon. Cette figure est

representative de 3 expériences différentes.
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Nous trouvons des résultats tres similaires a ceux trouvés pour 1’IL-8. Nous observons que
lorsque les cellules 16HBE sont cultivées en concentration faible de cobalamine, ni
I’histamine, ni le TNFa et surtout ni la dexaméthasone n’induit une fixation du GRa sur la
zone -250 a +15 du promoteur du gene de I’IL-6. Par contre, lorsque les cellules sont cultivées
en concentration élevée de cobalamine, on trouve une fixation importante du GRa sur cette

zone, induite par la Dex.

La premicre remarque qu’on peut tirer de nos résultats de ChIP est ’absence de la fixation
du GRa sur les zones étudiées des promoteurs des geénes IL-6 et IL-8 apres stimulation des
cellules avec le TNFa ou I’histamine bien que les séquences promotrices des deux genes
portent des séquences GREs. Ainsi, en absence des glucocorticoides, en 1I’occurrence ici de la
Dex, les zones promotrices étudiées ne fixent pas le GRa qui est probablement présent au

niveau du cytoplasme sous sune forme dimérique associé¢ aux proteines Hsp90 et Hsp70.

L’activation du GR est décrite dans la littérature comme étant essentiellement dépendante
de la fixation de son ligand. Cependant, la présence de forme de GR actif indépendamment de
la fixation du ligand a été également décrite (276). Cette forme de GR semble ne pas
intervenir dans notre cas de figure étant donné qu’on observe un effet inhibiteur de

I’expression des deux cytokines IL-6 et IL-8 uniquement en présence de la Dex.

La deuxiéme remarque est que la Dex induit une immunofixation du GRa sur le
promoteur des deux genes de I’IL8 et de I’IL-6, uniquement lorsque les cellules sont cultivées
en présence d’une concentration ¢lévée de cobalamine. Ainsi, selon ce résultat, la présence de
la cobalamine dans le milieu serait nécessaire pour la fixation du GRa aprés son activation
avec la Dex. Ceci est concordant avec I’observation effectuée dans le paragraphe (V.3.4)
selon laquelle I’effet de la Dex sur la diminution de I’expression de I’IL-8 et de I’IL-6 induite

par le TNFa et I’histamine serait plus important en présence de cobalamine.

Maintenant, la question qui se pose a ce stade est de savoir comment expliquer qu’on
observe un effet de la Dex sur ’expression de I’IL-6 et de I’IL-8 lorsque les cellules sont
cultivées en concentration faible de cobalamine, condition ou I’on n’observe pas de fixation

du GRa sur les deux promoteurs.
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V.4 Conclusion

Nous suggérons ici que la cobalamine jouerait un role important dans la potentialisation
de Dl’effet de la dexaméthasone sur la sécrétion d’acteurs majeurs dans 1’inflammation
pulmonaire qui sont les cytokines I’IL-6 et I’'IL-8. La recherche du mécanisme de cet effet,
montre I'implication du récepteur nucléaire GRa connu comme étant impliqué dans la
transcription d’un certain nombre de geénes. En effet, plusieurs corticoides se fixent sur ce
récepteur afin d’accéder aux régions promotrices des geénes cibles. Il a été décrit plusieurs
conséquences a cette fixation, qui peuvent aller de I’activation jusqu'a I’inhibition de
I’expression des genes concernés (277). D’aprés nos résultats, la dexaméthasone, qui est un
ligand des GRs, aurait un effet plut6t inhibiteur de la stimulation de 1’expression des deux
cytokines pro-inflammatoires, 1I’'[L-6 et I’IL-8, induite pat le TNFo et 1’histamine.
L’augmentation de 1’expression de GRa par la cobalamine n’est pas la seule explication a cet
effet. En effet, ’étude de la fixation du récepteur GRo sur les promoteurs minimaux
respectifs du gene IL-6 et IL-8 montre que seule I’association cobalamine et dexaméthasone

permettait cette fixation. Nous suggérons que la cobalamine faciliterait la fixation des GR

activés par la dexaméthasone sur le promoteur minimal de 1I’IL-6 et de I’IL-8.

Lorsque nous considérons ces résultats, nous nous demandons si un tel effet observé avec
la combinaison de la cobalamine et de la dexaméthasone sur 1’expression des cytokines IL-6
et IL-8 serait également vérifié avec d’autres cytokines pro-inflammatoires qui contiennent
dans leurs régions promotrices des séquences de fixation pour les GRa. Il est a noter
¢galement qu’en présence de concentration trés faible de cobalamine, ’effet de la
dexaméthasone passerait probablement par une autre voie, différente de la premiere, qui
semble étre moins efficace qu’en présence d’une concentration forte en cobalamine. Ceci
souligne encore une fois un role potentiel de la cobalamine dans 1’effet observé. Afin

d’expliquer cela nous pouvons envisager plusieurs hypothéses.
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Il est connu que les GRs peuvent étre phosphorylés sur plusieurs résidus sérine et
thréonine par plusieurs kinases dont les MAPK, les CDK et les GSK-B. Ceci permet de
moduler I’activit¢ des GR dans les cellules. La structure des GRs fait apparaitre un motif
« doigt de zinc » qui sert a la fixation sur I’ADN, un domaine en C-terminal qui sert a la
fixation des ligands et surtout un domaine en N-terminal qui porte la fonction de facteur de
transcription du GR. Ce dernier porte plusieurs sites de phosphorylation potentiels (voir figure

65).
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Figure 65 : Les sites de phosphorylations connus pour les GRa. Les kinases qui sont
connues pour étre impliquées dans la phosphorylation du domaine AF-1 du GRo. sont citées
entre parentheses. CDK: cyclin-dependent kinase. ERK : extracellular-regulated kinase. GSK
: glycogen synthase kinase. JNK : c-Jun N-terminal kinase. MAPK : Mitogen-Activated
Protein kinase. (Source : Galliher-Beckley and al., 2009).

L’importance de la phosphorylation de ces sites sur les GRs a été le sujet de recherche de
plusieurs équipes (278). Il a ét¢ montré par exemple que la phosphorylation de la sérine 203
sur le GRa est associée a la rétention du GR dans le cytoplasme et que la phosphorylation des
sérines 211 et 226 est, quant a elles, associ€es a la translocalisation du GR du cytoplasme vers
le noyau. (279). Cependant, la phosphorylation de la sérine 211 semble étre plus importante
que celle de la sérine 226 dans plusieurs types cellulaires (280). Ainsi, le profil de
phosphorylation du GR avant la fixation de son ligand semble étre dépendant de la présence
d’une activité phosphatase sur son domaine C-ter qui permet de le maintenir a un statut de
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phosphorylation basal. La fixation d’un ligand sur ce domaine est associée a une

phosphorylation plus importante et a I’inhibition d’une activité phosphatasique (281).

Récemment, d’autres équipes ont déterminé plusieurs autres sites de phosphorylation sur
les GR qui semblent étre aussi importants pour la fonction de ces derniers. (282). Il est a noter
que la détermination de tous les sites de phosphorylation et de leur impact sur la fonction des
GRs n’est pas encore complétement établie et que la nature de 1’activité phosphatasique n’est

pas complétement connue.

Nous avons montré dans le laboratoire sur d’autres modéles cellulaires, que ’activité
PP2A, qui est une phosphatase impliquée dans de nombreux processus cellulaires, peut étre
modulée par la carence en donneurs de méthyls (283). Par ailleurs, d’autres €quipes ont
montré in vitro qu’une diminution de I’expression et de I’activité¢ de cette phosphatase, ce qui
est observé dans I’asthme sévere, permet une augmentation de la phosphorylation de la sérine
226 sur les GR et leur translocation dans le noyau (284). Ces données suggerent que la
présence d’une concentration importante de la cobalamine sur les cellules 16HBE, pourrait
étre responsable d’un profil de phosphorylation plus important du GR grace a la diminution
de I’activité de phosphatases comme la PP2A, ce qui permet une meilleur activation des GR
apres fixation de la Dex, une meilleure translocation des GR dans le noyau et une inhibition
plus marquée de I’expression des genes cibles (IL-6 et IL-8) par la fixation de ces derniers sur
le promoteur minimal. Il s’agit bien évidemment d’une hypothése, qui servira de base de

travail pour un futur étudiant.

La cobalamine joue le role d’un cofacteur enzymatique important dans le processus de
méthylation intracellulaire. Sa fixation sur 1’enzyme méthionine synthase (MS) permet
I’activation de celle-ci et la transformation de I’homocysteine en méthionine. Cette étape
permet de régénérer de la méthionine qui sera transformée en adénosylméthionine qui est un
donneur majeur de méthyles pour de nombreuses réactions intra-cellulaires. Parmi les
récepteurs des groupements méthyles, on retrouve I’ADN, les histones ou encore certaines
protéines. Ce processus de méthylation permet, entre autres, de réguler I’expression de genes
mais aussi I’activité de plusieurs protéines notamment certaines qui sont impliquées dans la

signalisation intracellulaire.
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La déficience en donneurs de méthyles a été associée a la dérégulation de 1’expression de
plusieurs cofacteurs transcriptionels comme le PGCla. Il a ét¢ montré par ailleurs que
I’interaction des GR avec les cofacteurs comme GRIP-1 (GR Interacting Protein-1) est
importante dans 1’efficacité et dans la potentialisation de 1’effet inhibiteur ou activateur des
GR (285). Ainsi, I’¢tude des interactions de GR avec les autres cofacteurs potentiels en
condition de faibles ou de fortes concentrations en cobalamine permettrait de vérifier si la
nature de ces interactions est influencée par la variation de la concentration en cobalamine.
Nous avons observé que la Dex permet de diminuer 1’expression et la production des deux
cytokines IL-6 et IL-8 par les cellules cultivées en condition de concentration faible en
cobalamine et que dans ces conditions, le GR ne se fixe pas sur la séquence du promoteur
minimal étudiée. Cependant, I’incubation des cellules avec une concentration élevée en
cobalamine a montré un effet plus important de la Dex et une fixation du GR sur la séquence
du promoteur étudiée. Ainsi, la fixation du GR sur la région du promoteur minimal est
associée a une efficacité plus importante de la Dex. On suppose dans ce cas, que la carence en
cobalamine modifierait les interactions et éventuellement ’activité de facteurs recrutés au
niveau du promoteur comme les histones déacytélases ou des déméthylases ce qui
empécherait la fixation du GR a cet endroit. En effet, plusieurs cofacteurs peuvent étre
recrutés par les GR comme les protéines GRIP qui font partie de la famille des protéines
pl60. Ces cofacteurs sont capables de recruter des protéines comme les histones
acétyltransférases CBP/p300 ou les méthyltransférases comme CARMI. Le cycle de la
méthionine permet a des protéines méthyltransférases, comme CARM-1 ou PRMT-1, de
transférer un groupement méthyle sur les histones. Ceci permet de moduler la fixation des

protéines de transcription.

Les modifications transcriptionnelles comme 1’acétylation ou la méthylation de protéines
qui régulent la transcription sont importantes a étudier dans notre cas de figure afin
d’expliquer I’effet de la cobalamine. Ainsi, 1’étude de ’activité des protéines CARM-1 ou
PRMT-1 serait nécessaire ici. D’un autre coté, les récepteurs nucléaires interagissent au site
de fixation de ceux-ci avec d’autres facteurs de transcription comme NFKB ou AP-1 et ceci
est €galement important dans la régulation de 1’expression des genes. En effet, L interaction
des complexes GR avec NF-KB et AP-1 en particulier, serait responsable de la majorité des

effets anti-inflammatoires des glucocorticoides chez I’homme. Ainsi, nous envisageons
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I’é¢tude de ces interactions et en particulier de voir dans quelle mesure la cobalamine

favoriserait ces interactions.

L’utilisation thérapeutique des glucocorticoides synthétiques a transformé la prise en
charge des patients depuis plus d’un demi-siecle et constitue d’une certaine fagon, le premier
type de biothérapie utilisée chez I’homme. Dans I’asthme, ces glucocorticoides jouent un role
d’anti-inflammatoires et sont des immuno-modulateurs naturels puissants. Sans leurs effets
périphériques endocriniens, les glucocorticoides constitueraient méme des anti-
inflammatoires parfaits par leurs effets pléiotropes sur les cellules immunitaires. Ils sont
administrés d’ailleurs souvent en cure de courte durée pour des maladies aigués.
Malheureusement, les complications métaboliques, cardio-vasculaires et osseuses génent
considérablement leur utilisation prolongée dans des maladies inflammatoires qui sont
souvent chroniques. Pour contourner ce probléme, les cliniciens diminuent la durée et les
doses cumulatives des traitements. Chaque prescription doit prendre en compte I’importance
des effets secondaires qui demeure un obstacle a la corticothérapie prolongée. Nos résultats
supposent qu’un effet potentialisateur de 1’effet des corticoides est associ¢ a la cobalamine.
Une carence en B12 serait probablement responsable d’une plus faible efficacité de la
corticothérapie dans I’inflammation pulmonaire et du recours a des doses élevées. D’autre
part, il est a noter, que la carence en cobalamine augmente avec 1’age. La malabsorption de la
cobalamine alimentaire en est la principale raison (de 50 % a 70 % des cas) chez les
personnes agées. L’utilisation de supplémentations en cobalamine dans la corticothérapie

proposée a ces personnes aurait il un avantage quant a ’efficacité de la prise en charge ?
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1V Conclusion générale
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L’objectif de départ de mon travail de thése, était d’étudier I’implication du cycle de la
méthionine dans I’inflammation pulmonaire mucoviscidosique et cela pour plusieurs raisons.
D’abord, il a été¢ observé chez les patients mucoviscidosiques une augmentation de la
concentration plasmique en homocysteine et en S-adénosylhomocysteine et une diminution de
la concentration en méthionine (286) ce qui suppose que le cycle de la méthionine serait
perturbé provoquant ainsi une hyperhomocysteinemie et un métabolisme accru de la
méthionine endogeéne. Par ailleurs, une supplémentation en cobalamine et en 5-MTHF (la
forme active des folates) chez des enfants mucoviscidosiques montre une amélioration de
plusieurs parametres caractéristiques des membranes érythrocytaires comme la réduction des
conséquences de l’oxydation des acides gras membranaires. On a décrit également une
altération de 1’équilibre entre les acides gras (n-6) et (n-3) et une diminution importante de la

quantité de DHA dans la membrane cytoplasmique.

Toutes ces observations, nous ont orientés vers 1’étude de 1’activité du cycle de la
méthionine qui est essentiellement responsable de I’activité de méthylation de I’ADN mais
¢galement de plusieurs protéines ou voies métaboliques impliquées dans plusieurs processus
intracellulaires. Parmi ces protéines, on retrouve la phosphatidylcholine ou la phospholipase
D. En effet, le cycle de la méthionine permet de transférer un groupement méthyle sur
I’ethanolamine pour générer de la phosphatidylcholine. Cette derniere est le constituant
majoritaire, avec la phosphatidyléthanolamine, de la membrane plasmique et constitue une
cible pour les phospholipases PC-PLC et PC-PLD. Une influence du cycle de la méthionine
sur ’expression du géne MDR-1, et du géne Cox-2 avait été retrouvée par notre équipe (287,

288).

Nos premiceres études se sont révélées difficiles dans ce sens car malheureusement, les
modeles cellulaires glandulaires bronchiques, CF-KM4 et MM39, nécessitent un milieu de
culture riche en vitamines dont particuliérement la cobalamine. Ces cellules dégénerent et
meurent rapidement en présence d’un milieu pauvre en cobalamine. Les expériences

envisagées initialement n’ont donc pas pu étre réalisées.

Cependant, nos expériences sur ces cellules en condition de culture avec un milieu riche,
ont montré une activité importante de la PC-PLC dans les cellules CF par rapport aux cellules
MM39. Nous avons alors continué a nous intéresser a I’implication de cette phospholipase.
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Les résultats obtenus mettent en évidence une implication majeure de cette derniére dans
plusieurs défauts sécrétoires observés avec notre modele cellulaire CF. nous avons pu montrer
que cette phospholipase était constitutivement active dans les cellules CF et de maniére plus
importante que les cellules non CF. L’inhibition de cette derniére a permis de corriger les
défauts observés. Plus surprenant, cette phospholipase semble étre plus impliquée dans le
relargage ¢levé de ’AA par les cellules CF que les autres phospholipases A2 Calcium
indépendante ou dépendante. Ces données vont nous permettre de continuer a étudier plus en
détails cette voie PC-PLC dans d’autres modeles cellulaires mais aussi de nous intéresser a
d’autres phospholipases importante comme la sPLA2. En effet, nous suggérons que la PC-
PLC serait la premiére phospholipase a étre activée dans les cellules mucoviscidosiques,
générant une quantité importante de DAG qui est un activateur endogeéne de plusieurs voies
de signalisation, aboutissant, in fine, a I’activation de la SPLA2. Les résultats préliminaires,

qui sont en cours de validation, montrent que cette phospholipase serait effectivement

impliquée avec la PC-PLC dans les défauts de sécrétion observés dans les cellules CF.

Les résultats obtenus dans cette premiére partie du travail, supposent que la PC-PLC serait
une cible pharmacologique potentiellement importante, voire majeure, dans le traitement de
I’inflammation pulmonaire mucoviscidosique. Ainsi, la synthése d’antagonistes plus
spécifiques pourrait avoir un intérét potentiel dans la compréhension de 1’activité de cette

enzyme et peut étre aussi dans le traitement de la maladie.

Comme nous I’avons montré dans la premicre partie du travail, le dysfonctionnement de
CFTR dans la mucoviscidose, qui est associ¢ a plusieurs perturbations de fonctions
cellulaires, est 1i¢ a la suractivation de la PC-PLC qui joue donc un réle important dans
I’exacerbation de I’inflammation. Cependant, la mucoviscidose est caractérisée, en plus de
I’inflammation, par une infection chronique qui participe a la persistance d’une inflammation
délétere. La prise en charge des patients mucoviscidosiques nécessite 1’utilisation de doses
supra-pharmacologiques en antibiotiques pour pouvoir contenir les germes qui colonisent les

voies aériennes comme les bactéries P. aeruginosa ou S. aureus.

Nous nous sommes alors intéressés aux transporteurs peptidiques PEPT1 et PEPT2 qui
ont un large spectre de substrats qui comprennent les beta-lactames. Nous avons pu d’abord
caractériser 1’expression de ces transporteurs dans les cellules glandulaires bronchiques et
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nous avons montré également, grace a des études cinétiques de transport, que 1’activité de
transport du PEPT2 était altérée dans les cellules CF. L’inhibition de I’expression de CFTR
dans les cellules MM39 en transfectant ces derniéres avec un antisens CFTR a permis de faire
le lien entre le dysfonctionnement de CFTR et I’altération de 1’activité du transport par
PEPT2. Ainsi, la nécessité du recours a des doses importantes en antibiothérapie pour avoir
une meilleure biodisponibilité et donc une meilleure efficacité contre I’infection serait, en
partie, une possible conséquence de ’altération de I’activité de transport des médicaments a
travers la membrane épithéliale bronchique comme c’est le cas avec I’activité du transporteur

PEPT2.

La poursuite du travail a été effectuée sur un autre modéle cellulaire qui est la lignée
16HBE. Cette lignée posséde des caractéristiques épithéliales conservées et sont capables de
croitre en conditions variables de cobalamine, a la différence des modéles précédents. Cette
lignée nous a donc permis d’aborder I’implication du cycle de la méthionine dans
I’inflammation pulmonaire. En particulier, nous avons recherché si des conditions de culture
avec des concentrations de cobalamine faibles ou fortes auraient une influence sur
I’expression et la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8 et GM-CSF)

induites ou non avec du TNFa ou de 1’histamine.

Nos résultats montrent que la cobalamine n’influence ni I’expression, ni la production
de ces cytokines. Nous avons alors voulu savoir si dans un contexte inflammatoire, la
cobalamine influencerait la réponse des cellules aux glucocorticoides. Les résultats montrent
que la dexaméthasone aurait un effet plus marqué en présence de concentrations plus
importantes en cobalamine. Cet effet serait di a la fixation du GR, récepteur de
glucocorticoides, sur les promoteurs minimaux des génes de I’IL-6 et de I’'IL-8. Ce résultat
souligne que I’évaluation du statut vitaminique en cobalamine serait nécessaire pour une
meilleure efficacité des traitements par les glucocorticoides. On envisage, dans 1’équipe,
d’approfondir ces résultats avec 1’é¢tude du mécanisme exact qui relie le statut de méthylation
et de phosphorylation avec la machinerie transcriptionnelle au niveau des promoteurs de ces

cytokines.

Ces résultats bien qu’ils nécessitent évidemment des approfondissements, nous ont ouvert

des perspectives de recherche sur le réle important que peut jouer la cobalamine dans la
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corticothérapie et dans le traitement de 1’inflammation pulmonaire ou encore le role que peut

jouer celle-ci dans la résistance aux glucocorticoides.

En conclusion, les différents résultats de ce travail, constituent pour une partie d’entre
eux, une base pour des recherches futures plus approfondies avec des perspectives

d’application clinique potentiellement intéressantes.
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Modzéles d’étude : Les cellules trachéales glandulaires humaines.
(Lignées : MM39, MM39 (cftr-), CF-KM4 et 16HBE).

Nous avons travaillé sur quatre lignées cellulaires humaines.

MM39 et CF-KM4 (figure) ont été obtenues au laboratoire (178) a partir de cultures
primaires provenant de bronches de donneurs et receveurs au cours de transplantations bi-
pulmonaires. Malgré leur transformation avec une souche sauvage du virus SV40, ces lignées
ont conservé toutes leurs caractéristiques épithéliales et sécrétoires des cellules d’origine,
c’est-a-dire une sécrétion constitutive et régulée de protéines sécrétées spécifiques des glandes

séreuses (lysozymes, lactoférine, défensine et SLPI).

La lignée non CF appelée MM39 (246) exprime fortement CFTR et conserve la capacité
a sécréter a un taux similaires les protéines et les cytokines que les cellules secrétaient avant
transformation. Les réponses aux neurotransmetteurs sont aussi conservées. En particulier, les
cellules ont conservé leur aptitudes a répondre aux agonistes cholinergiques, adrénergiques et

purinergiques par une simulation de la sécrétion.

La lignée CF MM39-CFTR(-/-) a été obtenue par la transfection d'un antisens CFTR dans
la lignée MM39. Un clone stable a été isolé. 1l a ét€ montré que celui-ci n'exprimait plus le
gene cftr et ne produisait plus la protéine CFTR. De plus, des caractéristiques sécrétoires
dysfonctionnelles ont aussi ét¢ mises en évidence comme l'absence de réponse beta-
adrénergiques ainsi qu'une synthese constitutive accrue de cytokines, comme pour les cellules
CF-KM4. Cette lignée possede bien des caractéristiques CF, et est homologue des cellules

MM39.

La lignée cellulaire CF-KM4 a été obtenue par transformation de cellules trachéales
glandulaires humaines séreuses mucoviscidosique (Kammouni W and al., 1999). Elle
conserve une morphologie épithéliales et la présence de cytokératines. Elle porte la double
mutation AF508. Tout comme les cellules d’origine, les cellules CF-KM4 ne répondent pas au

carbachol ni a I’isoprotérenol. Par contre, elles répondent a I’ATP.

La lignée cellulaire 16HBE a été¢ obtenue a partir de culture de cellules épithéliales

bronchiques de surface provenant d'un patient qui a subi une double greffe coeur-poumon (A.
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L. Cozens and al., 1994). Ces cellules ont été transformées par transfection avec le plasmide-
pSVori et avec un geéne codant pour le grand antigéne T de SV 40. Cette lignée cellulaire
conserve des caractéristiques épithéliales de jonctions serrées et de transports vectorielles
d’ion in vitro. En plus, lorsque les cellules sont cultivées sur une interface air / liquide, elles
développent des cils et gardent les mémes caractéristiques morphologiques des cellules
¢pithéliales. Les cellules 16HBE ne sont pas commercialisées. Elles ont été fournies par le Dr
Jean Marie Zahm de 'unité mixte de Recherche-Santé 903. Institut National de la Santé et de

la Recherche Médicale, Reims. France.

Les conditions de culture de ces trois lignées ainsi que le milieu utilisé¢ sont décrits en
annexel. Les cellules MM39 et CF-KM4 sont maintenues dans du milieu de culture a 50% de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) et 50% de milieu Ham’s F12 supplémenté
avec 0,1 % d’UtroserG, 5% de sérum de beeuf, 5g/l de glucose, 0,1 g/l de pyruvate, 3uM
d’épinephrine permettant d’optimiser la croissance et la différenciation [Merten, MD et 1.,
1993], ainsi que des antibiotiques et antifongiques. Pour avoir des résultats cohérents et
reproductibles lors de mesures de la sécrétion, les récepteurs cholinergiques, adrénergiques et
purinergiques des cellules MM39 et CF-KM4 doivent étre stimulées plusieurs fois avec les
agonistes suivants : le carbachol et I’isoprotérénol afin d’étre opérationnelles. Cela va durer

environ 2 semaines.

La lignée 16HBE ont été mises en culture dans un milieu DMEM 4.5 g/L de glucose (voir
composition annexe), 10% SVF et 1% de mélange d’antibiotiques et d’antifongiques

(Pénicilline et Streptomycine).

Les cellules poussent sur des plaques Falcon sur lesquelles est déposé¢ un film de
collagénel. Elles sont incubées avec les différents agents testées quand elles atteignent 80%
de confluence. Les cellules sont repiquées et congelées régulierement, et conservées dans
I’azote liquide. Apres décongélation, les cellules sont testées pour la contamination éventuelle
de mycoplasmes, et controlées une fois par mois et traitées s’il y a contamination. Les cellules
sont utilisées 8 jours apres confluence, au moment ou elles sont au stade de différenciation
[Merten, M, 1996]. Apres incubations avec différents agents pharmacologiques utilisés, la
viabilité cellulaire est testée en mesurant 1’activité de la déshydrogénase mitochondriale avec
la technique du MTT.
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Figure 66: Lignées trachéales glandulaires humaines MM39 (A), CF-KM4 (B) et
16HBE (C). Cellules 16HBE 140 (x200)
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Fiche n°1

Décomplémentation du Sérum Bovine Fcetal (SBF)

Principe/Intérét :

La décomplémentation du SBF permet d’inactiver le complément.
Cette inactivation est nécessaire car le complément pourrait se lier a des anticorps du SBF pouvant
reconnaitre les cellules cultivées et finalement les détruire. (Activation de la voie biochimique

classique du complément faisant partie du systéme immunitaire).

La décomplémentation permet également d’inactiver, dans une certaine mesure, des contaminants,
tels que des mycoplasmes ou des agents infectieux, tels que des virus transmissibles a I’homme.

Protocole :

- Le SBF est fourni en flacon de 500 mL congelé a -20°C et conservé ainsi jusqu’a sa
décomplémentation.

- Pour le décomplémenter, placer le flacon au bain marie pendant 30 minutes a 56°C.

- Réaliser par la suite (facultatif) une centrifugation, a température ambiante, 5 minutes a
1100 rpm, afin d’éliminer les éventuelles protéines dénaturées qui ont précipité.

- Aliquoter en 50 mL de fagon stérile.

- Les aliquots sont conservés a -20°C jusqu’a leur utilisation.

- Le flacon de SBF vide est éliminé dans la poubelle & incinérer.

SBF, Sérum de boeuf foetal non décomplémenté, Gibco/ Invitrogen ; Cergy-Pontoise, France
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Fiche n°2

Trypsination et Repiquage des cellules

Principe :

Décoller les cellules de leur support a I’aide d’une enzyme, la trypsine. Le succes de la
technique repose sur I’élimination de toute trace de sérum et d’humidité dans la culture qui

inhiberaient I’enzyme.

Protocole :

- Décongeler la trypsine. Aliquoter en tubes de 15 mL et recongeler (-20°C) jusqu’a
utilisation.

- Eliminer le milieu de culture.

- Rincer deux fois le tapis cellulaire avec du PBS 1x stérile

- Incuber les cellules avec un fin film de trypsine a 37°C pendant 5 minutes.

- Vérifier au microscope que les cellules s’arrondissent et se décollent.

- Inhiber I’action de la trypsine par ajout de SBF.

- Agitation mécanique a la pipette afin de décoller toutes les cellules.

- Transfert de la suspension cellulaire dans un tube a centrifuger.

- Centrifuger les cellules a 1000 rpm pendant 5 min.

- Eliminer le surnageant et reprendre le culot dans 2 4 5 mL de milieu de culture
correspondant au milieu dans lequel les cellules seront ensemenceées.

- Compter les cellules sur 2 grilles d’une cellule de Thoma3

- Faire la moyenne des 2 grilles, le nombre trouvé correspond a N.10* cellules/mL

- Pour entretien des cellules, ensemencer a 1,5.10" cellule par cm?

- 3 Cellule de Thoma : VWR international, Fontenay-sous-Bois, France
- PBS sans Ca2+ ni Mg2+ : Gibco/ Invitrogen ; Cergy-Pontoise, France
- Trypsine-EDTA trypsine 0.05% : Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France
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Fiche n°3

Congélation des cellules

Protocole :

Dans du DMSO (9% DMSO, 36%SVF, 55% DMEM) :

- Les cellules adhérentes contenues dans une flasque ou une boite de Pétri sont trypsinées
(un fin filme de trypsine couvre les cellules et agit 5 minutes a 37°C).

- Une centrifugation de 5 minutes a température ambiante a 1100 rpm permet d’éliminer
toute trace de trypsine.

- Le culot cellulaire est ensuite repris dans 400 pL de milieu de culture utilisé pour ce type
cellulaire.

- A cette suspension est ajouté goutte a goutte un mélange de 600 pL (500 pL de SVF et
100 pL de diméthylsulfoxyde (DMSO).

- Le mélange final est ensuite déposé dans un cryotube de 1 mL.

- Le cryotube est par la suite disposé¢ dans une boite de congélation permettant une
diminution de la température de 1°C.min-1 jusqu’a -80°C.

- Plus de 24 heures apres le cryotube est placé dans I’azote liquide (-196°C) et répertorié
au cahier correspondant.

Dans du glycérol (10% glycérol, 30% SVF, 60% DMEM) :

- Préparer une solution stérile de glycérol a 1'autoclave

- Préparer le milieu de congélation : 1 mL de glycérol, 2 mL de SVF, 2 mL de milieu de
culture

- Préparer une suspension cellulaire de densité 4.10° cellules/mL dans le milieu de culture
- Déposer 0,5 mL de cette suspension dans des cryotubes]. Soit 2.10° cellules /tube

- Ajouter 0,5 mL de milieu de congélation en agitant un peu le tube

- Placer les tubes dans la boite de congélation2

- Placer cette boite 24h a -80°C. Puis transférer les tubes dans 1'azote liquide.

Référencer les tubes congelés dans les registres de cultures cellulaires !

- Boite de congélation : Nalgéne Cryo (VWR international, Fontenay-sous-Bois, France)
dans laquelle I'alcool isopropylique permet une congélation progressive

- Cryotube : Nalgéne ; VWR international, Fontenay-sous-Bois, France

- DMSO (Dimethylsulfoxide) : Gibco/ Invitrogen ; Cergy-Pontoise, France
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Fiche n°4

Décongélation des cellules

Protocole :

- Un cryotube de 1 mL, contenant des cellules stockées dans I’azote liquide, est rapidement

décongelé par friction entre les mains.

- Aprés stérilisation externe du cryotube a 1’éthanol 70% (v/v), la suspension cellulaire est diluée

dans 12 mL de milieu de culture adapté a ce type cellulaire.

- L’ensemble est agité délicatement, puis centrifugé, a température ambiante, 5 min a 1100 rpm.

- Le surnageant est ¢éliminé (élimination du DMSO cytotoxique).

- Les cellules seront mises en suspension dans du milieu de culture adapté, qui sera contenu par

une flasque ou boite de Pétri, placée dans I’incubateur.

Référencer les tubes décongelés dans les registres de cultures cellulaires !
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Fiche n°5

Mesure de la prolifération et de la viabilité cellulaire par mesure de la réduction du MMT

L’effet des différents agents n’avait jamais été testé¢ sur les cellules MM39 et CF-KM4 au
laboratoire. Le premier parameétre a déterminer est donc de wvérifier leur innocuité avant
d ‘entreprendre leur utilisation. Pour cela nous avons utilisé la technique dite du MTT neutre. Cette

méthode consiste a :

Suite a ’action des déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes, le bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT) est réduit en cristaux bleus de formazan
[Mosmann T., 1983].

* Le MTT est préparé a 5 mg/ml dans le tampon PBS
+ stérilisé cette solution par passage au travers d’un filtre de 0,22 um
 conserver la solution a +4°C a I’abri de la lumiére.
» Apres la période d’incubation des cellules en absence ou en présence d’effecteurs,
. Ajouter 10 pl de la solution stock de MTT pour 100 pl de milieu de culture dans chaque puits

. Incuber la plaque de culture est incubée pendant 4 heures a +37°C sous atmosphére humide et

en présence de 5 % (v/v) de CO2.
. Suivre la formation des cristaux bleus de formazan par observation sous microscope.
. Le milieu de culture est ¢liminé
* Un méme volume d’isopropanol est ajouté dans chaque puits
» Mettre la plaque sous une forte agitation permettant la dissolution des cristaux.

. L’absorbance a 570 nm est mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre lecteur de plaque HTS

7000+.

Si I’absorbance mesurée est supérieure a une unité d’absorbance, la solution est diluée a ’aide

d’isopropanol
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Fiche n°6

Culture des cellules sur des inserts avec membrane PET (FALCON®, Réf : 3493") et étude du
transport vectoriel

Pour I’étude du transport vectoriel, les cellules sont cultivées en systéme de double chambre
donnant ’accés a la fois a leur pole basolatéral et aussi a leur pdle apical.

- Ensemencer les cellules sur les inserts & raison de 10° a10° cellules/cm”

- Mettre 1.5 ml de milieu de culture complet aux pole apical et basolatéral

- Apres confluence, vérifier I’étanchéité des inserts au microscope électronique mais aussi:

- Suivre la polarité des cellules quotidiennement avec un Ohmmeétre (Millipore-ERS). (N.B:
Apreés huit jours de confluence, la monocouche cellulaire présente une résistance de 250-1000
Ohms / cm2).

- Apres confluence, enlever le milieu DMEM des deux compartiments, remettre du milieu
DMEM/ F12 complet au pole basolatéral et une solution de HBSS® au pole apical.

- Aprés 12h d’incubation, doser les protéines totales dans les deux compartiments avec la
méthode de 1’acide bicinchoninique (voir annexe).

- Le transport passif a travers la monocouche cellulaire est estimé en mesurant la fluorescence
de la Dextran-fluorescéine (100 pg/puits) déposée au podle basolatéral. Celle-ci est
habituellement < a 1% (au pdle apical) aprés 24 heures de contact.

Compartiment apical

Couche cellulaire

. Filtre " poreux : 0.4pm
Compartiment baso-latéral P K

Figure 12 : Représentation des inserts utilisés pour I’é¢tude du transport vectoriel.

L’étude de I’activite des Transporteurs PEPT1 et PEPT2 sur les cellules s’effectue en ajoutant un
substrat spécifique des transporteurs : D-Ala-(L)-Lys-N-7-amino-4-methylcoumarin-3-acetic-acid (D-
Ala-Lys-AMCA)® a pH et une température constante durant toutes les expériences : T=37°C, pH=7.4
I’ajustement du pH se fait avec du Hcl ou du NaOH.

@ PETE polyethylene terephthalate (Falcon, France)

@ HBSS:(0.137 M NaCl 5.4 mM KC1 0.25 mM Na2HPO4 0.1g glucose 0.44 mM KH2PO4 1.3 mM CaCl2 1.0 mM MgSO4 4.2
mM  NaHCO3).

® (BP0352. Biotrend, France
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Fiche n°7

Quantification des phospholipides membranaires PE et PC.

La méthode du dosage du phosphate repose sur la formation d’un complexe avec le molybdate
d'ammonium décrite par Murphy et Riley (1962). La réaction du molybdate d'ammonium et des
phosphates produit quantitativement un complexe bleu.

- Qratter les cellules et récupérer les extraits dans du PBS.

- Centrifuger les cellules récupérées pendant 5 min a 2500 rpm.

- Le culot est repris dans 1ml de PBS.

- Conserver un aliquot des échantillons a -20°C pour le dosage proteiques.

- 2.5 ml de méthanol sont ajoutées sur les culots.

- Soniquer pendant 1 min.

- Les lipides sont extrait et redissous dans du Chloroforme.

- 30ug de lipides sont déposés sur une plaque de Silice. (merck, darmstadt, Allemagne)

- La migration se fait dans une phase composée de chloroforme, mathanol, ammoniaque et de
I’eau (30/13.5/1/1.5; V/IV/VIV);

- Une fois la migration finie, révéler les phospholipides avec la Rhodamine B.
- Gratter les PE et PC et doser les phosphates avec la technique Murphy et Riley (1962)
- Préparer 10 mL d'acide sulfurique a 50% avec 50 mL d'eau dans la glace.

- Rajouter 1 g de molybdate d'ammonium et 40 mg de tartrate double d'antimoine et de
potassium, l'antimoine catalysant la formation du phospho-molybdate. Qsp 100 ml avec de
I’eau. Cette solution préparée est la solution A.

- Préparer en méme temps 100 mL d'une solution d'acide ascorbique 4 20 g.L™".

- Meélanger 15 ml d'échantillon additionné de 1 ml d'acide ascorbique et de 4 ml de la solution
A laisser agir 30 min a Température ambiante.

- Rq:La gamme étalon est fabriquée par dilution d'une solution mére de phosphate de sodium.

- Rajouter 2 ml d’eau et Sml d’acide nitrique concentré. Chauffer a ébullition jusqu'a ce que tout
I'échantillon soit en solution, puis rajouter de 1’eau gsp 100 mL.

- Mesurer a 885 nm, la coloration bleue du phospho-molybdate d'ammonium.
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Fiche n°8

Mesure du relargage de I’acide arachidonique tritiée

Le principe de I’expérience du relargage de 1’acide arachidonique repose sur I’incubation
des cellules avec de I’acide arachidonique tritiée qui sera incorporé par les cellules dans les
phospholipides membranaires et relargué apreés action des phospholipases en fonction des
différentes stimulations et traitements.

- Les cellules sont cultivées jusqu'a confluence sur des plaques de 24 puits.

- Préparer une solution A de milieu de culture complet avec 0.5 nCi d’acide arachidonique
tritiée par ml.

-Changer le milieu des cellules et incuber les cellules 24h avec 400 pl de la solution A.
- Préparer une solution B avec du milieu de culture sans sérum avec 0.5uCi/ml.

- Laver les cellules 2X avec du milieu sans sérum.

-Ajouter 400 pl de la solution B et laisser incuber pendant 4h.

-Avant le traitement avec les différents effecteurs :

-Laver les cellules 2X avec du milieu sans sérum.

-Incuber les cellules avec les différents effecteurs (inhibiteurs ou activateurs de
phospholipases).

- Prélever 50ul du surnageant des cellules et ajouter 4 ml de Scintillant Picot-fluor 40 de
Perkin Elmer.

- Lire la scintillation sur un Automate Packardo

O} Packard A Canberra Company (1900 CA Tri-Carb Liqui scintillation analyser).
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Fiche n°9
Stimulation des cellules MM39 et CF-KM4

A. Stimulation a blanc

Pour avoir des résultats cohérents et reproductibles lors de mesures de la sécrétion, les récepteurs
cholinergiques, adrénergiques et purinergiques des cellules MM39 et CF-KM4 doivent étre stimulées
plusieurs fois afin d’étre opérationnels. Cela va durer environ 2 semaines.

Les cellules sont ensemencées sur des plaques 24 puits, ét¢ utilisées a confluence (10 jours)

Laver 2X les cellules avec du PBS

Incuber les cellules pendant 4h minimum avec du milieu sans sérum afin de libérer les
récepteurs (chasse).

Préparer un mélange d’agonistes pour la stimulation & 0.1 mM dans du milieu SS :

Solution stock 2 10mM d’ATP", Carb " et Iso

Laver 1X avec du PBS

Déposer le mélange sur les cellules

Incuber 30 a 45 min a 37°C

Retour en milieu complet

B. Stimulation réelle en vue d’un dosage ELISA

Les cellules glandulaires trachéales sécrétent du SLPI, que nous utilisons comme marqueur de
sécrétion, et que nous qualifierons par dosage ELISA. Pour que les cellules MM39 et CF-KM4
secretent, il faut stimuler leurs récepteurs adrénergiques, cholinergiques et/ou purinérgiques.

Laver les cellules 3X avec du PBS

Faire une chasse de 4h minimum avec du milieu sans sérum

Préparer une plaque de 96 puits vierge non stérile pour dosage ELISA® pour congeler les
surnageants, en déposant 20 pl de sérum de lapin sur la plaque

Préparer les produits a utiliser pour faire de la stimulation

A la fin des 4 heures :

Laver les cellules 1X avec du PBS

Déposer 250 ul des agonistes a 0.1 mM final préparer, dans les puits correspondants

incuber 45 min a 37°C

Récupérer 180 pl de surnageant des cellules stimulées et les déposer sur la plaque 96 puits

Congeler a -20°C jusqu’au dosage ELISA

Ne pas oublier de marquer toutes les références sur la plaque

® PBS CaCl2, MgCl12, glucose (d’aprés DULBECCO)
® ATP, Carbachol, Isoprotérénol : Sigma, St Louis, USA.
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Fiche n°10

DOSAGE ELISA du SLPI

Le SLPI est utilisé comme marqueur de sécrétion des cellules MM39 et CF-kM4. L’augmentation
de la concentration de SLPI est mesurée par un dosage immunoenzymatqiue (1) par double capture
(dosage ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay) en phase solide de type sandwich sur
microplaque (2).

A. préparation d’une plaque 96 puits pour le dosage ELISA @ coatée avec les anticorps
primaires :

Peser 1 mg d’anticorps primaire anti SLPI lyophilisés ©® diluées dans 100 ml de tampon P 0,1 M
pH 7,2 @

Déposer 100 ul par puits.

Incuber 2h a 37°C ou une nuit & température ambiante pour permettre [’adsorption des
anticorps.

B. Dépot du surnagent contenant le SLPI

Préparer 20 ml de tampon Phosphate  contenant 10% de sérum de lapin ©"

. Les anticorps non fixés sont éliminés par 3 lavages a I’eau et un a I’eau distillé. La plaque est
bien séchée.

. Déposer 160 pl par puits du sérum de lapin a 10% permettant de bloquer les liaisons
aspécifiques.

. Rajouter 40 pul dans chaque puits de gamme étalon © et des échantillons & doser.

. Incuber 2h a 37°C ou la nuit a température ambiante afin que les protéines se fixent aux
anticorps.

C. Dépédt de I’Anticorps secondaire ” conjuguées a la peroxydase

@ contenant 10% de sérum

. Mettre 10ul d’anticorps conjugué dans 20ml de tampon Phosphate
de lapin "

. Les protéines non fixées sont éliminées par 3 lavages a I’eau et un a I’eau distillée.
Déposer 200 ul par puits.
Incuber 2h a 37°C afin que les anticorps secondaire se fixent a la protéine.

- Réaction enzymatique avec ’OPD ®

. Sortir I’OPD du congélateur et le laisser dégeler a 1’obscuritg.

. Peser 80 mg d’OPD

. Diluer dans 20 ml de tampon Citrate 0,1 M pH 5,5 © contenant 20u1 d’H,0, extemporanément.
. Préparer 10 ml d’acide sulfurique H,SO4 a 2N.

. L’exceés d’anticorps conjugué est éliminé par 3 lavages a I’eau et un a 1’eau distillée.

. Déposer 150 pl de tampon citrate ) contenant le substrat a I’intervalle régulier.

. Déposer 100ul d’acide H,SO, pour arréter la réaction en gardant le méme intervalle que
précédemment
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L’activité enzymatique est mesurée grace a un substrat chromogéne : 1’Orthophényle diamine en
présence d’eau oxygénée. L’intensité de la coloration (A = 492), déterminée par un lecteur de
microplaques (Victor Wallac Multilabel, Perkin Elmer), aprés arrét de la réaction avec H,SO,4 2N, est
proportionnelle a la concentration en SLPI. Les concentrations de SLPI dans els échantillons sont
déterminées par comparaison avec une courbe d’étalonnage qui contient des concentrations de SLPI de

324100 pg/l.

® Tournier etal ; 1983.@ Anticorps primaire anti SLPI lyophilisés ® Tampon Phosphate 0,1 M pH 7.2 : Acide : NaH,PO4 0,1 M
Base : Na,HPO, 0,1 M
Pour diluer 1 litre de tampon : peser 35.5 g de Na2HPO4-12H20
Diluer la base dans 800 ml d’eau MQ et rajouter I’acide. Ajuster a pH 7,2 et compléter avec de I’eau a 11.
Gamme étalon de concentrations de SLPI croissantes de 3 a 100 pg/ml.
Anticorps secondaire conjuguée a la peroxydase.
OPD (OrthoPhényléne Diamine) Sigma
Tampon citrate 0.1 M pH 5.5 : Acide : citrate 44m Base : Na2HPO4 0.1M
Pour 500ml de tampon : Peser 4.6g de citrate-H20 6.8 g de Na2HPO4-H20
Diluer la base dans 400 ml d’eau MQ et rajouter I’acide. Ajuster a pH 5.5 et completer a 500ml

O®0e
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Fiche n°11
Dosage ELISA de I’IL-6, IL-8 et GM-CSF

- Coater la plaque de 96 puits avec une concentration d’ Anticorps primaires de lapin (Anti-IL-6 ou
11-8 ou GM-CSF) final de 0,5 pg/ml diluée dans le PBS.

- Déposer 100ul de cette solution par puit. Couvrir avec un plastique adhésif et laisser incuber t
oute la nuit a 4°C.

- Enlever la solution en retournant la plaque.

-Laver les puits avec de I’eau distillée

-Ajouter 100 pl de la solution de blocage

- Incuber 1h a température ambiante.

- Vider les puits sans les laver

- Ajouter 50ul des échantillons et du control négatif dilués dans le PBST dans les puits
Laisser incuber 1h a température ambiante.

-Laver les puits 4X avec du PBST.

-Diluer ’anticorps secondaire dans le PBST' a raison de 2pg/ml.

-Ajouter 50ul de I’anticorps secondaire dans les puits et incuber 1h a température ambiante
-laver les puits 4X avec du PBST.

-Diluer les anticorps IgG conjugués a la HRP (1 :5000) dans le PBST.

Ajouter 50 ul de cette solution dans chaque puit et laisser incuber 1h a température ambiante.
-Laver les puits 4X avec du PBST.

-Ajouter 50 pl par puit d’une solution de TMB® (1pg/ml) préparée dans un tampon citrate/
phosphate de sodium disodique.

- Arréter la réaction avec 1’ajout de 50 ul d’une solution de H,O, (1.2mM).
-Mesurer 1’absorbance a 450 nm avec un spectrofluorométre.

La concentration des cytokines dosées par ELISA est déterminée a partir d’une gamme étalon
réalisée avec une solution standard de notre cytokine d’intérét.

® PBST: PBS-Tween (1X PBS, 0.1% Tween)
® HRP : horseradish peroxidase, (12-349, Millipore)
® TMB: 3,3, 5,5;-tetramethylbenzidine (00-2023, Invitrogen, France)
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Fiche n°12

Principe du dosage de I’activité PC-PLC avec le Kit Amplex® Red (Molecular Probes,
Invitrogen, ref : A12218)

OO
L-a-Phosphatidylcholine* - ':/L:, “m\jij’
L

Amplex Red
Phosphatidylcholine o _an resorufin
Phospholipase C ( oxidase
So—
F\')\
H,O 2HO* 2H.,0

v 2
Phosphocholine =9 Choline \ = Z
5

('HR§<>

Phosphatase Alkaline. =g

M¢éthode de quantification de I’activité de Phosphatidylcholine phospholipase C par le Kit
« Amplex Red phosphatidylcholine phosphalipase C assay » (Molecular Probes). Les lysats proteiques
sont incubés selon le protocol correspondant avec une solution de phosphatidylcholine, de la choline
oxydase, de la peroxydase et du 10-acetyl-3,7-dihydrophenoxazine (Amplex Red reagent). La
présence d’une PC-PLC active dans les lysats cellulaires va induire une cascade de réaction
enzymatiques schématisée dans la figure et aboutissant a la formation de la resorufine. Cette substance

émet de la fluorescence a 640 nm apres excitation a 530 nm. *Produits fournis dans le kit.
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Fiche n°13
Extraction des ARN avec le Kit RNeasy

Ce kit est utilisé pour extraire les ARN serv