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Contribution à l’amélioration des connaissances sur la relation génotype‐phénotype 

dans la mucoviscidose et caractérisation phénotypique de l’inflammation pulmonaire 

 

 

La mucoviscidose est la maladie autosomique récessive grave la plus fréquente dans la population 

d’origine  caucasienne.  Elle  est  due  à  des  anomalies  du  gène  CFTR,  dont  les multiples mutations 

décrites  rendent  compte  en  partie  de  la  grande  variabilité  phénotypique.  A  l’heure  du 

développement de thérapies ciblées selon les mutations portées par les patients, mieux comprendre 

les mécanismes sous‐jacents des relations génotype‐phénotype semble de première importance.  

La première partie de ce travail est focalisée sur  la relation génotype‐phénotype. Par une étude 

rétrospective  de  694  demandes  de  diagnostic  prénatal  de  la  mucoviscidose  sur  signes  d’appel 

échographique,  nous  définissons  les  profils  d’anomalies  digestives  les  plus  discriminants,  et 

proposons en conséquence une révision de la stratégie d’analyse moléculaire du gène CFTR. 

La deuxième partie concerne la mise en place d’outils nécessaires à l’exploration fonctionnelle du 

promoteur CFTR. En effet, dans  les  formes atypiques de  la maladie,  la  fonction  résiduelle de CFTR 

peut expliquer le phénotype. Des anomalies de régulation de la transcription peuvent parfois être à 

l’origine de telles formes modérées. La mise en place des outils d’analyse des variants du promoteur 

permettra  de  mieux  interpréter  leur  pathogénicité  et  d’ouvrir  de  nouvelles  pistes  pour  la 

compréhension de la régulation de ce gène. 

La  troisième partie  s’intéresse  à  l’inflammation pulmonaire  anormalement  régulée qui  est une 

caractéristique phénotypique et le premier facteur de morbidité et de mortalité de la mucoviscidose. 

La protéine COMMD1 est une protéine pléiotrope participant à de nombreux processus cellulaires, 

principalement par un mécanisme de stabilisation d’interactions protéiques. Elle est impliquée dans 

les  trois  voies  thérapeutiques : modulation  de  CFTR,  restauration  du  liquide  de  surface  des  voies 

aériennes  et  inhibition  de  l’inflammation.  Notre  étude  a  permis  d’observer  l’activité  anti‐

inflammatoire  de  COMMD1  dans  le  contexte  d’inflammation  exacerbée  décrite  chez  les  patients 

atteints  de  mucoviscidose.  La  réduction  de  cette  réaction  exacerbée  fait  partie  des  enjeux 

thérapeutiques actuels et nous montrons  ici que  la protéine COMMD1 est un bon candidat comme 

modérateur de l’inflammation médiée par NF‐κB dans cette pathologie. 



 

Contribution to the appreciation of the genotype‐phenotype correlation in cystic fibrosis and 

phenotypic characterization of lung inflammation 

 
 
 

Cystic  fibrosis  (CF)  is  the most  common  severe  autosomal  recessive  disorder  in  the  Caucasian 

population. Apart  from  classical CF,  there  is  a broad  range of phenotypes  associated with  a huge 

genotypic  variability  concerning  the mutations  in  the  CFTR  gene.  In  order  to  develop  a mutation 

specific therapeutic approach, a better understanding of the phenotype‐genotype correlation and its 

underlying mechanism is primordial. 

In the first part of our work, we focused on genotype‐phenotype correlation. With a retrospective 

study on 694  cases of prenatal diagnosis of CF  for  fetal bowel anomalies, we  report on  the most 

evocative digestive abnormal patterns and propose  to  revise  current  strategies  for  the CFTR gene 

analysis. 

The  second  part  concerns  the  CFTR  promoter  functional  analysis. Mutations which  conserve  a 

residual CFTR channel function, such as mutations affecting the gene regulation, can be  involved  in 

atypical phenotypes. However, knowledge about  the CFTR promoter  reminds poor and  the clinical 

significance of new variants  identified  in  this  region  is difficult  to evaluate. Our  implementation of 

functional analysis tools will improve the appreciation of such new variants in the CFTR promoter and 

open new insights for the gene regulation study.  

In  the  third  part,  we  contributed  to  study  the  inappropriate  pulmonary  inflammation  which 

characterizes CF,  the respiratory affection being  the major  factor of morbidity and mortality  in  the 

disease. COMMD1 is a pleiotropic protein involved in CFTR trafficking, ionic exchanges in the airways 

surface  liquid  and  inflammation  inhibition.  In  our  study, we  show  the  anti‐inflammatory  role  of 

COMMD1  in  the context of cystic  fibrosis. Modulation of  the exaggerated  inflammation belongs  to 

currently therapeutic challenges, and we show the ability of COMMD1, a protein partner of CFTR, to 

buffer the NF‐κB pathway activation.   
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Avant-propos 

 

 

La mucoviscidose est la maladie héréditaire autosomique grave la plus fréquente dans la 

population d’origine européenne, avec une incidence d’environ 1/3000. Elle est causée par des 

mutations du gène CFTR (MIM*602421) qui code un canal perméable aux ions chlorures exprimé à la 

membrane apicale des cellules des épithéliums sécrétoires. Ce profil d’expression explique la 

symptomatologie pluri-organes causée par les troubles de l’homéostasie ionique des sécrétions, 

incluant une atteinte respiratoire, une atteinte digestive, une atteinte génitale et des anomalies de la 

réabsorption ionique dans les glandes sudoripares. A ce jour, environ 1900 variations du gène CFTR 

ont été décrites, et cette variabilité génotypique explique en partie la grande variabilité 

phénotypique, allant des formes sévères multisystémiques aux formes modérées, voire mono-

symptomatiques, selon le taux de fonction résiduelle du canal CFTR. Le facteur majeur de morbidité 

et de mortalité dans la mucovicidose est l’atteinte pulmonaire, caractérisée par un cercle vicieux 

associant un syndrome obstructif, un syndrome inflammatoire persistant et des infections 

respiratoires chroniques. L’inflammation exacerbée est péjorative à long terme, puisqu’elle aggrave 

le syndrome obstructif lié au déséquilibre ionique, entraîne une réponse inapropriée aux agents 

pathogènes, et cause une destruction progressive du parenchyme pulmonaire. Parmi les pistes en 

matière de recherche thérapeutique, des efforts sont donc déployés vers l’augmentation de 

l’expression de la protéine CFTR à la membrane cellulaire, et vers la régulation de l’inflammation 

exacerbée au niveau des voies aériennes. 

 

C’est dans ce contexte scientifique que j’ai pris mes fonctions d’Assistante Hospitalo-Universitaire 

en Biochimie et Génétique à Créteil, à l’interface entre l’observation des relations génotype-

phénotype au sein du laboratoire de diagnostic moléculaire de la mucoviscidose de l’AP-HP et l’étude 

de mécanismes sous-jacents de la pathologie plus fondamentaux au sein de l’unité de recherche 

Inserm. Le travail présenté ici traite de trois thématiques centrées sur le patient : 

Une meilleure connaissance des corrélations génotype-phénotype permet d’améliorer le conseil 

génétique, et ceci sera montré par une étude rétrospective portant sur le diagnostic prénatal de la 

maladie sur signes d’appel échographiques. 
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Certaines mutations peuvent être localisées dans le promoteur du gène CFTR et être à l’origine 

d’anomalies de régulation transcriptionnelle. Nous avons mis en place les outils nécessaires à l’étude 

du promoteur de ce gène, ce qui est illustré par un exemple concret.  

Par ailleurs, nous nous sommes intéressés au phénotype pulmonaire et présentons le rôle anti-

inflammatoire de la protéine candidate COMMD1 dans les cellules épithéliales bronchiques. Des 

travaux préliminaires sur l’activité anti-inflammatoire d’une seconde protéine candidate, CSN5, sont 

également présentés. 

 

Afin de placer les travaux présentés dans ce manuscrit dans un contexte général et scientifique, 

nous aborderons dans l’introduction les connaissances actuelles sur i) la mucoviscidose, les 

mutations responsables, et la régulation du gène CFTR, ii) l’inflammation pulmonaire dans le 

contexte de cette pathologie et iii) une présentation des protéines régulatrices de la transcription 

COMMD1 et CSN5. Puis les résultats et les conclusions de ces travaux seront développés. 
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« Malheur à l’enfant qui laisse un gout salé lorsqu’on l’embrasse, il est maudit et va bientôt 

mourir ». Issue du folklore germanique (Rochholz, 1857), cette phrase publiée dès le début du XVIIème 

siècle par Alonzo de Fonteca, médecin espagnol au temps de l’inquisition, prédisait déjà le test qui 

fait toujours référence, en matière de diagnostic de la mucoviscidose (Fonteca, 1606). La première 

autopsie rapportée par le Hollandais Pieter Pauw en 1595 imputait la mortalité à l’atteinte 

pancréatique (Busch, 1990), mais cette maladie, alors considérée comme la conséquence d’un 

ensorcellement, ne devint une entité clinique médicalement reconnue que dans le deuxième tiers du 

XXème siècle, notamment grâce aux travaux de Dorothy Andersen (Andersen, 1938; Fanconi, et al., 

1936). 

C’est seulement à cette époque que les lésions pancréatiques, qui donnèrent le nom à la maladie 

de Cystic Fibrosis (Fibrose kystique du pancréas ou CF) furent associées à la pathologie pulmonaire 

(Fanconi, et al., 1936). L’observation d’un épaississement du mucus conduisit en 1943 à 

l’introduction de la dénomination « mucoviscidose » par Sydney Farber, médecin-chef au Children's 

Hospital de Boston, afin de corriger la dénomination employée par Dorothy Andersen, centrée sur le 

pancréas. Cette dénomination est maintenant classiquement utilisée en France. C’est seulement des 

années plus tard que les anomalies de concentration en sel de la sueur devinrent considérées comme 

pathognomoniques de la mucoviscidose (Davis, 2006). Au cours de l’’été 1949, marqué par une 

vague de chaleur particulièrement intense à New York, le jeune assistant de Dorothy Andersen, Paul 

Di San’t Agnese, observa un important syndrome de déshydratation chez les enfants atteints, dû à 

une perte sudorale majeure de sels (Darling, et al., 1953; Di Sant'Agnese, et al., 1953), associant enfin 

un déséquilibre des électrolytes dans la sueur à la maladie. 

Les études sur l’hérédité de la mucoviscidose montrèrent sa transmission autosomique récessive 

(Andersen and Hodges, 1946) et son origine monogénique (Danks, et al., 1965). L’identification du 

défaut moléculaire à l’origine de la maladie, en 1989, par Lap Chi Tsui, John Riordan et Francis Collins, 

fut l’une des premières victoires de la génétique inverse (Kerem, et al., 1989; Riordan, et al., 1989; 

Rommens, et al., 1989a). Il s’agit d’anomalies moléculaires du gène CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane conductance Regulator), dont on sut plus tard qu’il code le canal CFTR, perméable 

aux ions chlorures (Bear, et al., 1992). 

 

Aujourd’hui, la mucoviscidose (OMIM 219700) est la maladie autosomique récessive grave la plus 

fréquente dans la population caucasienne, avec une incidence d’environ 1/3000 naissances en 

Europe, et 1/4136 naissances en France (Munck, et al., 2008). Alors que 45% des sujets décédaient 

avant l’âge de 1 an dans les années 1950, l’espérance de vie à la naissance s’est considérablement 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Boston
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améliorée, passant d’une médiane de moins de 5 ans il y a 20 ans, à plus de 42 ans en 2004 

(Observatoire National de la Mucoviscidose, bilan de 2004). 

Le canal anionique CFTR étant normalement exprimé à la membrane apicale de nombreux 

épithéliums sécrétoires, la plupart des tissus épithéliaux sont affectés, entraînant des symptômes au 

niveau des voies aériennes, du pancréas, des voies biliaires, de l’intestin, du tractus génital et des 

glandes sudoripares. Elle se traduit principalement par un syndrome pulmonaire obstructif 

accompagné d’une insuffisance pancréatique exocrine et d’une élévation de la teneur en chlorures et 

en sodium dans la sueur. 

 

 

 

I. Circonstances de découverte de la maladie 

L’incidence de la mucoviscidose est d’environ 1/4136 en France, avec de grandes variations 

régionales allant de 1/2913 en Bretagne à 1/7077 en Midi-Pyrénées (Munck and Roussey, 2008; 

Scotet, et al., 2010) et la fréquence des hétérozygotes est évaluée à 1/32 en moyenne (Munck and 

Roussey, 2008). De par son caractère héréditaire, le diagnostic de la mucoviscidose peut être évoqué 

soit devant un contexte familial particulier, soit devant des signes cliniques. Actuellement, le 

dépistage néonatal permet une prise en charge clinique plus précoce dans les Centres de Ressources 

et de Compétences de la Mucoviscidose (CRCM), ce qui améliore le pronostic. 

 

1. Histoire familiale 

Pour un couple dont les 2 membres sont hétérozygotes pour une mutation sévère du gène CFTR, 

le risque d’avoir un enfant atteint de mucoviscidose est de ¼. Lorsque le diagnostic de la maladie est 

posé chez un enfant, les autres membres de la fratrie, surtout s’ils sont nés avant la mise en place du 

dépistage néonatal systématique, peuvent bénéficier d’une évaluation clinique ainsi que d’un test de 

la sueur. Pour les patients mineurs, le génotypage n’a lieu que s’ils sont symptomatiques. En 

revanche, lorsqu’une mutation familiale est connue, sa recherche peut être proposée aux apparentés 

majeurs, surtout dans le cadre d’un projet parental. 

La règlementation en France autorise le diagnostic prénatal pour des affections d'une particulière 

gravité et après une consultation médicale adaptée à l’affection recherchée, dont les modalités sont 

bien précisées, notamment sur la nature des informations données aux couples et de leur 

consentement éclairé (Loi du 7 juillet 2011 relative à la bioéthique). Initialement proposé 

uniquement aux couples ayant déjà un ou plusieurs enfants atteints de mucoviscidose (Brambati, et 

http://www.genethique.org/carrefour_infos/textes_officiels/titres_textes/textes/loi_n94654.htm
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al., 1993; Mennie, et al., 1992) , le diagnostic prénatal est maintenant proposé aux couples à risque ¼ 

identifiés par les études familiales (Super, et al., 1994). La recherche des mutations parentales est 

alors recherchée sur l’ADN fœtal, extrait de villosités choriales (prélevées dès 12 semaines 

d’aménorrhée (SA)), ou de liquide amniotique (à partir de 18-19 SA). En 2009, d’après les données de 

l’Agence de la Biomédecine (Rapport d’Activité 2010), la proportion des interruptions médicales de 

grossesse en cas de diagnostic prénatal positif était de 85% pour les fœtus issus de couples à risque 

¼.  

 

 

2. Diagnostic symptomatique 

 Période prénatale : anomalies fœtales à l’échographie 

Une hyperéchogénicité intestinale fœtale, caractérisée par une densité égale ou supérieure à 

celle de l’os à l’échographie, est observée dans 0,1 à 1,8 % des grossesses au deuxième ou troisième 

trimestre, selon les études (Penna and Bower, 2000; Scotet, et al., 2002; Simon-Bouy, et al., 2003).  

Initialement décrite comme un variant bénin (Fakhry, et al., 1986; Parulekar, 1991), cette 

hyperéchogénicité peut également révéler une pathologie sous-jacente liée à une anomalie 

chromosomique (3-25% des cas), une infection virale, une anomalie congénitale, un retard de 

croissance ou une mort fœtale. Une étude rétrospective réalisée en Bretagne a montré qu’une 

hyperéchogénicité intestinale était observée chez 11% des fœtus atteints de mucoviscidose, et chez 

seulement 0,037% des fœtus sains (Scotet, et al., 2002). D’une manière plus générale sur le territoire 

français, une large étude collaborative a permis d’évaluer à environ 3% la fréquence de la 

mucoviscidose en cas de signes évocateurs échographiques, c'est-à-dire une hyperéchogénicité 

intestinale et/ou des dilatations des anses intestinales, associées ou non entre elles ou à d’autres 

signes (Muller, et al., 2002; Simon-Bouy, et al., 2003).  

Dans le cadre de la mucoviscidose, l’hyperéchogénicité intestinale du fœtus peut être associée à 

d’autres signes évocateurs visibles à l’échographie, notamment des dilatations des anses intestinales 

et une absence de visualisation de la vésicule biliaire qui est atrophiée. Dans de tels cas, tous signes 

échographiques confondus, les recommandations françaises et européennes concernant la stratégie 

diagnostique sont résumées dans la Erreur ! Source du renvoi introuvable. (Dequeker, et al., 2009). 

Si une mutation fréquente est identifiée chez un des parents et le fœtus, le risque résiduel que celui-

ci soit atteint est évalué entre 10 et 13% (Muller, et al., 2002; Simon-Bouy, et al., 2003). Si les parents 

sont tous deux identifiés comme porteurs hétérozygotes d’une mutation sévère, un diagnostic 
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prénatal leur est proposé, le risque étant alors proche de 100%. En 2009, une interruption médicale 

de grossesse a été pratiquée  

Recherche de mutations fréquentes (MF) chez les parents 

0 parent porteur

Origine géographique 
particulière, consanguinité?

Non Oui

Recherche ciblée  
de mutations rares

stop

0 parent porteur

stop

Adapté de Dequeker et al, 2009

2 porteurs 
sains CF

DPN
Diagnostic 

confirmé si 2 
mutations

Non

Analyse exhaustive 
de CFTR chez l’autre 

parent

1 porteur sain CF

1 seul parent porteur

stopstop

Oui

Fœtus 
porteur?

Hyperéchogénicité intestinale ou 
dilatation des anses intestinales foetales

Analyse moléculaire de CFTR

 

Figure 1. Recommandations européennes pour la stratégie d'étude du gène CFTR en cas de suspicion de 
mucoviscidose sur signes d'appel échographiques. Si le terme de la grossesse est de moins de 20 SA et qu’une 
amniocentèse est réalisée, les activités des enzymes digestives fœtales dans le liquide amniotique peuvent être 
évaluées, une diminution de celles-ci signant un obstacle digestif (adapté de Dekequer et al, 2009). 

 

pour 72% des fœtus identifiés sur anomalies digestives (Agence de la Biomédecine, rapport d’activité 

2010). 

En l’absence d’identification de mutations responsables de mucoviscidose ou devant la mise en 

évidence de variants de signification inconnue, l’évaluation de l’activité des enzymes digestives 

fœtales libérées dans le liquide amniotique (AF-DE pour Amniotic Fluid Digestive Enzymes) peut 

permettre d’orienter le diagnostic. Ce dosage concerne les enzymes GGT (Gamma-glutamyl-

transpeptidase), la Leucine aminopeptidase (LAP), et l’isoforme intestinale de la phosphatase alcaline 

(PALi), dont les profils sont liés au processus de maturation du système digestif (Bardin, et al., 2009; 

Mulivor, et al., 1987). Vers 13-14 semaines d’aménorrhée (SA), l’ouverture des membranes 

pharyngée et anale coïncide avec l’arrivée massive des enzymes des microvillosités intestinales dans 

le liquide amniotique. Après 20 SA, la maturation du sphincter anal diminue ce flux. Chez les fœtus 

atteints de mucoviscidose, l’hyperviscosité des sécrétions intestinales cause une diminution des 

activités des AF-DE à 18 semaines (profil d’obstruction). Après 22 semaines, il est impossible de 

distinguer une valeur physiologique basse d’une obstruction, mais parfois des profils compatibles 

avec des vomissements biliaires ou une fuite anale peuvent refléter la présence d’un iléus méconial 

(Oca, et al., 2009).  



Chapitre 1   La Mucoviscidose 

 

8 

 

Cependant, si ces signes prénatals sont en général associés à des formes classiques sévères de la 

maladie, ils permettent aussi d’identifier des fœtus porteurs de génotypes compatibles avec une 

forme très modérée de mucoviscidose, voire des formes monosymptomatiques (Abramowicz, et al., 

2000; Simon-Bouy, et al., 2003). Il est donc nécessaire de considérer les résultats d’analyse 

moléculaire et de dosage des enzymes digestives fœtales avec prudence.   

 

L’expertise moléculaire est primordiale dans les cas de suspicion échographique de 

mucoviscidose : en effet, il est important d’évaluer la sévérité des mutations identifiées afin que la 

meilleure information possible puisse être dispensée aux parents lors du conseil génétique. D’après 

les recommandations nationales et européennes, en cas d’étude négative, le généticien moléculaire 

rend dans la mesure du possible un risque résiduel. Néanmoins, étant donnée la grande variabilité 

d’incidence de la mucoviscidose en cas d’anomalies digestive fœtale selon les études, ainsi que 

l’évolution des techniques d’analyses et de leur sensibilité, il nous apparaissait nécessaire de 

réévaluer les risques dans notre population pour notre pratique courante. Ceci nous a amenés à 

réaliser une étude rétrospective sur tous les patients adressés pour suspicion échographique de 

mucoviscidose entre 1992 et 2010, qui est présentée dans la partie « résultats » de ce mémoire. 

 

 Période post-natale : mucoviscidose clinique 

Dans sa forme classique et sévère, la mucoviscidose associe des signes respiratoires, digestifs, 

avec une hypotrophie pondérale, et chez les hommes une infertilité par azoospermie excrétoire, à un 

test de la sueur positif (Figure 2). Il existe néanmoins une grande variabilité phénotypique, en termes 

d’organes atteints et de sévérité. 

 

L’atteinte respiratoire est le principal facteur de morbi-mortalité de la maladie. Elle est 

actuellement très mal corrélée au génotype, et si sa gravité est bien liée à des mutations sévères, elle 

semble également largement sous la dépendance de facteurs environnementaux (Collaco and 

Cutting, 2008; Cutting, 2005). Le mucus, anormalement visqueux, obstrue les voies respiratoires et 

permet la colonisation et l’infection par des germes spécifiques, variant selon l’âge du patient (le plus 

souvent des bactéries : Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, 

Stenotrophomonas maltophilia). L’infection chronique par le bacille P. aeruginosa marque le plus 

souvent un tournant évolutif défavorable de la maladie et est retrouvée dans les voies aériennes de 

70 à 90% des jeunes adultes atteints de mucoviscidose (Pitt, et al., 1986). Les épisodes récurrents 

d’infection et d’inflammation chez les patients conduisent à la destruction progressive irréversible du  
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1 - Atteinte respiratoire chronique, manifestée par
a - Infection / colonisation chronique par des agents pathogènes typiques : S. aureus, H. influenzae

non typable, P. aeruginosa mucoïde et non mucoïde, et B. cepacia
b - Bronchite chronique : toux, expectoration mucopurulente
c - Anomalies persitantes de la radiographie pulmonaire (bronchectasies, atélectasies, infiltrats, 

emphysème)
d - Obstruction des voies aériennes caractérisées par un sifflement et une dyspnée expiratoire
e - Polypose naso-sinusienne ; anomalies radiologiques ou tomo-densitométriques des sinus
f - Hippocratisme digital

2 - Atteinte digestive et troubles nutritionnels, incluant
a - Intestins : iléus méconial , obstruction intestinale distale, prolapsus rectal
b - Pancréas : insuffisance pancréatique exocrine , pancrétatites aigües récurrentes, pancréatite 

chronique, anomalies pancréatiques à l’imagerie
c - Foie :jaunice néonatale prolongée,  hépatopathie chronique à type de cirrhose biliaire focale ou 

multilobulaire (clinique ou histologique) 
d - Nutrition : Retard de croissance, hypoprotidémie, et œdème, complications d'une carence en 

vitamines liposolubles
3 - Syndrome de perte de sel : sensibilité accrue à la déshydratation, alcalose métabolique
4 - Anomalies génitales chez les hommes,  à l’origine d’une azoospermie obstructive

Adapté de Farrell et al, 2008 (lui-même adapté de Rosenstein et Cutting, 1998

Atteinte hépato-biliaire (2)

Atteinte respiratoire chronique (1)

Obstructions, polypose naso-sinusienne (1)

Atteinte intestinale (2)
Iléus méconial : 15%

Atteinte pancréatique (2)
Insufficance  exocrine : 85%

Perte de sel (3)
Cl- > 60 mmol/L

Anomalie génitale (4)
Hommes : 98% AUCD ou ABCD
Femme : mucus cervical épais et déshydraté

Caractéristiques cliniques de la mucoviscidose, définies par la CFF en 2007

A

B

 

Figure 2. Signes cliniques de la mucoviscidose. (A) Les différents organes classiquement affectés par la 
mucoviscidose. Les correspondances par rapport aux items du tableau (B) sont indiquées  entre parenthèses. 
(B) Les  signes cliniques caractéristiques de la mucoviscidose, tels que retenus par la conférence de consensus 
de la Cystic Fibrosis Foundation en 2007. 
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parenchyme et à une fibrose pulmonaire. L’atteinte des voies aériennes due à des anomalies de CFTR 

peut également prendre la forme de rhinosinusites chroniques, de bronchites à répétition, ou de 

dilatation des bronches. La perturbation progressive des épreuves fonctionnelles respiratoires et de 

la gazométrie du sang artériel témoignent de l’évolution des patients vers l’insuffisance respiratoire, 

(Davis, 2006; Gibson, et al., 2003). Les malades présentent par ailleurs fréquemment des atteintes de 

la sphère ORL, telles qu’une polypose naso-sinusienne déformante et invalidante, ou une otite 

séreuse (Robertson, et al., 2008).  

 

Le premier signe de l’atteinte digestive est l’iléus méconial, observé chez 10 à 15% des patients à la 

naissance (Munck and Roussey, 2008; Registre, 2007; Scotet, et al., 2010), qui prédit le plus souvent 

une insuffisance pancréatique exocrine mais pas la sévérité de la maladie (De Braekeleer, et al., 

1998; Munck, et al., 2006). L’atteinte digestive se traduit principalement par une atteinte 

pancréatique et une atteinte hépatobiliaire. Une insuffisance pancréatique exocrine est observée à la 

naissance chez 85 à 90% des patients avec une forme sévère de mucoviscidose. Si la fonction 

pancréatique à la naissance est conservée chez 10 à 15% des malades, leur risque de pancréatite est 

accru, et une faible proportion d’entre eux (<5%) évolue vers une insuffisance pancréatique (Cutting, 

2005). Cette insuffisance pancréatique exocrine se traduit par l’émission de diarrhées graisseuses et 

d’une élastase fécale diminuée. Par ailleurs, on observe chez 20 à 50% des adolescents et des adultes 

atteints une destruction progressive des îlots de Langerhans. Ceci entraîne une insuffisance 

pancréatique endocrine et un diabète, avec une diminution et un retard à la sécrétion d’insuline 

associé à une insulino-résistance (Moran, et al., 2010; Ratjen and Doring, 2003). Le classement de la 

fonction pancréatique exocrine en fonction déficiente (PI ou Pancreatic Insufficiency) ou conservée 

(PS ou Pancreatic Sufficiency) permet d’apprécier la gravité du phénotype des patients (Kerem, et al., 

1990). La fonction pancréatique étant l’élément clinique le mieux corrélé avec le génotype, on peut 

en général prédire l’insuffisance pancréatique exocrine en fonction des mutations identifiées. 

L’atteinte hépatobiliaire, en revanche, est d’incidence et de sévérité plus variables, et sa fréquence 

de diagnostic augmente avec la sensibilité croissante des évaluations biochimiques et radiologiques. 

Si une hépatomégalie isolée est observée chez 6 à 30% des patients avec une évolution très 

progressive, la pathologie hépatique clinique se développe chez seulement près de 15% des patients, 

en général avant l’adolescence (Diwakar, et al., 2001). La vésicule biliaire peut également être 

atteinte : elle est de petite taille et peu fonctionnelle chez environ 30% des malades (Akata and 

Akhan, 2007; Herrmann, et al., 2010).  

L’ensemble de ces troubles digestifs, à l’origine d’une malabsorption des nutriments (protéines, 

lipides, vitamines liposolubles), participe à la malnutrition et au retard de croissance staturo-
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pondérale généralement observé chez les patients (Ratjen and Doring, 2003). La mise en place du 

diagnostic néonatal a permis d’améliorer considérablement la prise en charge nutritive précoce des 

patients. 

 

 

 

L’atteinte génitale est présente chez 98% des hommes atteints de mucoviscidose, qui sont 

infertiles par azoospermie secondaire à une atrésie ou une absence des canaux déférents et une 

absence ou une dilatation des vésicules séminales. On parle d’infertilité par absence uni- ou 

bilatérale des canaux déférents (AUCD ou ABCD) (Oppenheimer and Esterly, 1969). Le tissu épithélial 

des canaux déférents semble extrêmement sensible à la diminution de quantité de protéine CFTR 

fonctionnelle, puisqu’une telle infertilité est fréquemment retrouvée isolée chez des hommes ne 

présentant par ailleurs pas d’autres signes cliniques et avec un défaut mineur de CFTR (Bombieri, et 

al., 2011; Cuppens and Cassiman, 2004). Les femmes peuvent présenter une diminution de la fertilité 

par épaississement du mucus cervical (Oppenheimer, et al., 1970; Radpour, et al., 2008).  

 

Enfin, d’autres signes plus rares et moins spécifiques sont parfois observés, comme une 

myocardite non obstructive, ou une arthropathie et une ostéoporose pouvant survenir dès l’enfance.  

 

 

 

Chacun des symptômes cliniques respiratoires, digestifs ou génitaux peut être signe d’appel de la 

maladie et faire évoquer le diagnostic de mucoviscidose, confirmé par un test de la sueur et une 

étude génétique. Une évaluation clinique globale dans un CRCM est alors souhaitable. 

 

 

3. Dépistage néonatal 

Devant la fréquence et la gravité de la maladie, le dépistage néonatal systématique de la 

mucoviscidose, réalisé dans de nombreuses régions (Australie, Europe, Amérique du Nord), a été 

instauré en France en 2002. Il est réalisé en même temps que le dépistage de l’hypothyroïdie 

congénitale, l'hyperplasie congénitale des surrénales, la drépanocytose et la phénylcétonurie, par 

prélèvement de sang au 3ème jour de vie, et repose sur le dosage de la trypsine immuno-réactive (TIR) 

sérique. 
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La trypsine est une enzyme sécrétée par le pancréas et déversée dans l’intestin lors des repas. 

Chez les patients atteints de mucoviscidose, l’obstruction des canaux pancréatiques par le mucus 

trop visqueux mène la trypsine à s’infiltrer dans la circulation sanguine. La TIR est donc augmentée 

chez 90% des enfants CF en période néo-natale. Les nouveaux- nés identifiés par le dépistage 

néonatal voient leur diagnostic confirmé par l’identification de deux mutations responsables de 

mucoviscidose et par le test de la sueur (Figure 3) (Munck and Roussey, 2008). Si le dépistage 

néonatal permet d’identifier les nouveau-nés porteurs de 2 mutations sévères et de les prendre en 

charge plus précocement, il permet aussi de repérer des enfants porteurs de mutations à effet 

modéré, qui ne développeront pas forcément de pathologie liée à CFTR, voire des hétérozygotes 

sains (Parad and Comeau, 2005; Thauvin-Robinet, et al., 2009). 

 

 

 

Figure 3. Organigramme du dépistage néonatal de la mucoviscidose (issu de (Munck and Roussey, 2008)) 

 

II. Principaux tests biologiques pour la mise en évidence d’un défaut de CFTR 

 

1. Test de la sueur (iontophorèse à la pilocarpine)  

Physiologiquement, les ions chlorures présents dans les sécrétions sudorales sont réabsorbés par 

les cellules épithéliales tapissant le canal glandulaire. Chez les patients CF, le défaut de CFTR ne 
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permet pas cette réabsorption, et les concentrations en chlorures et en sodium à la surface de la 

peau sont anormalement élevées (Gibson and Cooke, 1959). La sueur est hypertonique, et les 

patients présentent une sensibilité accrue à la déshydratation. La mesure des ions chlorures 

sudoraux par le test décrit en 1956 par Gibson et Cooke est encore aujourd’hui le « gold-standard » 

pour le diagnostic de la mucoviscidose (Gibson and Cooke, 1959). 

Après stimulation de la sudation par iontophorèse à la pilocarpine, molécule aux propriétés 

cholinergiques, la sueur est recueillie sur un papier-buvard (pour dosage titrimétrique, méthode de 

référence de Gibson et Cooke) ou dans un dispositif collecteur Macroduct ou Nanoduct (pour dosage 

coulométrique, basé sur le principe de saturation d’une électrode d’argent par les ions chlorures de 

la sueur). La concentration normale en ions chlorure est inférieure à 30 mmol/L de sueur, et la valeur 

pathologique est supérieure à 60 mmol/L. Entre ces deux valeurs, le résultat est considéré comme 

intermédiaire ou « douteux ». Ce test, qui nécessite un personnel et des installations spécialisés, 

constitue l’examen clé pour conforter ou récuser le diagnostic de mucoviscidose (Farrell, et al., 2008; 

Sermet-Gaudelus, et al., 2010c). Il est sensible (83%) et spécifique (98%), et seuls 2 % des patients 

atteints de mucoviscidose présentent un test de la sueur normal (mucoviscidose atypique, avec des 

mutations à effet modéré)(LeGrys, 1996; Rota, et al., 2008). Des faux positifs, de cause technique 

(collection de sueur insuffisante, évaporation, matériel souillé…) ou pathologique (déshydratation, 

eczéma, malnutrition, pseudo-hypoaldostéronisme…) dépendent du manipulateur et de l’évaluation 

clinique (Beauchamp and Lands, 2005). 

 

 

2. Différence de potentiel trans-épithéliale nasale 

Le transport d’ions à travers l’épithélium respiratoire génère une différence de potentiel (ddp) 

trans-épithéliale qui peut être mesurée in vivo. Le dysfonctionnement de CFTR à la surface apicale 

des cellules de la muqueuse nasale augmente la réabsorption de sodium et diminue celle du 

chlorure, ce qui se traduit par une ddp nasale anormale (Figure 4). Cet examen requiert des 

installations et un personnel spécialisé. La méthode, réalisable chez les individus de plus de 6 ans, est 

plus sensible que le test  de la sueur, et permet d’identifier certains patients atteints de 

mucoviscidose et ayant un test de la sueur normal ou intermédiaire (De Boeck, et al., 2006). La 

mesure de la ddp transépithéliale nasale peut permettre le diagnostic de formes atypiques de 

mucoviscidose avec test de la sueur intermédiaire (Sermet-Gaudelus, et al., 2010b) 
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Figure 4. Mesures de la différence de potentiel transépithéliale nasale chez un patient CF et un témoin 
normal (Nl). La réabsorption exagérée de sodium et la diminution d’absorption des chlorures se traduisent 
chez le patient CF par un abaissement de la ddp nasale basale (inférieure à -40mV) sensible à l’amiloride (agent 
inhibiteur de la réabsorption de sodium due au canal ENaC). La stimulation de la sécrétion de chlorure par un 
gradient de concentration (instillation d’une solution sans chlorure) ou un agent pharmacologique 
(isoprotérénol, agent β-agoniste augmentant la concentration intracellulaire d’AMPc) entraînant normalement 
un efflux de chlorure (et donc une repolarisation avec des valeurs de ddp plus négatives) est inefficace chez le 
sujet CF. 

 

3. Analyse moléculaire du gène CFTR  

Le gène CFTR est le seul gène connu comme étant associé à la mucoviscidose. Environ 1900 

variations du gène ont été décrites (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app), avec des fréquences très 

variables selon les régions (Bobadilla, et al., 2002). Etant donnée la taille du gène (190 kb au total, 

avec 27 exons, soit 6,5 kb de région codante), il n’est pas approprié de réaliser une étude complète 

du gène pour tous les patients. Parmi les laboratoires du réseau national de génétique moléculaire 

« mucoviscidose », les 4 laboratoires de référence (Brest, Montpellier, Paris-Cochin et Créteil) ont 

une expertise et des missions particulières, dont fait partie l’analyse de la totalité des régions 

codantes du gène CFTR. La stratégie d’analyse moléculaire du gène, réalisée en 3 étapes (Figure 5), 

dépend des indications de l’analyse et de l’origine géographique du patient.  

http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app
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I. a.  Méthodes de détection ciblée

trousses 30 mutations

II. Méthodes de balayage        
d’exons

(DGGE, DHPLC, HRM, Séquençage…)

Sensibilité  variable  

Irlande 93% ; 
France 85%, 

Afrique du Nord 65% ; 

Turquie 40%

I. b.  Méthodes de détection ciblée

Mutations selon l’origine 
géographique

(DGGE, DHPLC, HRM, Séquençage…)

Si nécessaire

Sensibilité  : 95%  

III. Recherche de remaniements 
(délétions, duplications, 

inseretions)      

(QFM-PCR, microarray, MLPA)

Sensibilité  : 97%  

Stratégie d’analyse moléculaire du gène CFTR

IV.    Etude des ARNm

(sur cellules épithéliales nasales)
Sensibilité  : ?

 

Figure 5. Stratégie d’analyse moléculaire du gène CFTR.  

La réalisation de chaque étape (I.a, I.b, II et III) est à discuter en fonction des indications cliniques (diagnostique 
de mucoviscidose, de pathologie liée à CFTR, étude familiale…) 

 

 

En premier lieu, les mutations les plus fréquentes observées chez les patients d’origine 

caucasienne sont recherchées à l’aide de différentes trousses commerciales avec une sensibilité 

évaluée entre 80 et 85% (kits Cystic Fibrosis Genotyping Assay, Abbott ; Elucigene TMCF30 ; Gene-

Probe ; INNO-Lipa CFTR, Innogenetics), et la recherche ciblée des mutations les plus fréquentes hors 

trousses, selon les origines géographiques des patients, est réalisée par des techniques de balayage. 

En second lieu, et selon l’indication, une analyse plus poussée peut être réalisée dans les laboratoires 

de niveau 2. Un balayage de toutes les régions codantes, par diverses techniques de type DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Costes, et al., 1995; Fanen, et al., 1992), DHPLC 
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(Denaturing High Performance Liquid Chromatography) (Le Marechal, et al., 2001), ou plus 

récemment par la technique HRM (High-Resolution Melting Analysis) (Audrezet, et al., 2008; 

Wittwer, et al., 2003), ainsi que par séquençage, permettent de rechercher des mutations plus rares, 

détectant près de 95% des anomalies du gène CFTR. Enfin, une troisième étape est la recherche de 

larges remaniements du gène, qui ne sont pas détectés par les techniques précédemment citées. 

Cette recherche de remaniements repose sur le principe de semi-quantification allélique, en général 

par PCR multiplex avec amorces fluorescentes (Audrezet, et al., 2004; Niel, et al., 2004; Taulan, et al., 

2007a). Autrefois réalisée uniquement dans quelques laboratoires, par des techniques « maisons » 

de mise au point difficile, la recherche de remaniements se généralise actuellement avec l’arrivée sur 

le marché de kits « clef en main » comme le kit MLPA SALSA (MRC-Holland) reposant sur le principe 

d’amplification dépendante de la ligation de sondes (Multiplex Ligation-dependant Probe 

Amplification) (Schouten, et al., 2002). Les grands réarrangements, de type large délétion, insertion 

ou duplication, représentent environ 1,5-2% des allèles chez les patients CF (Audrezet, et al., 2004; 

Niel, et al., 2004). 

Un dernier niveau d’étude peut être réalisé, mais n’a pas encore toute sa place en routine de 

diagnostic. Il s’agit de la recherche de transcrits anormaux par étude de l’ARN messager (ARNm) 

CFTR à partir de prélèvements de cellules épithéliales nasales qui expriment ce gène. Ce type 

d’analyse permet de détecter des mutations associées à des anomalies d’épissage (Costa, et al., 

2011), ou des anomalies de quantité globale d’ARNm (défaut de transcription ou instabilité de 

l’ARNm).  

 

III. De la mucoviscidose à la pathologie CFTR : un continuum clinique 

 

Le diagnostic de mucoviscidose ou de pathologie CFTR repose à la fois sur des arguments cliniques 

et biologiques. Si la plupart des patients présentent une forme sévère de la maladie, avec atteinte 

multisystémique, il existe des cas de formes plus modérées ou atypiques. Ces formes modérées, 

voire monosymptomatiques n’ayant pas le même pronostic que les formes classiques de la maladie, 

il a été décidé de les distinguer de la pathologie « mucoviscidose », pour des raisons psychologiques, 

sociales (assurances, services sociaux) et médicales (suivi moins complexe). C’est pourquoi un 

consortium réuni par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), avec la participation de l’European 

CF Thematic Network (ECFTN), avait établi en 2000 des critères diagnostiques permettant de 

différentier la mucoviscidose classique, la mucoviscidose atypique, et les pathologies 

monosymptomatiques liées à CFTR ou CFTR-RD (CFTR-Related Disorder) (WHO, 2000). Plus 
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récemment, cette classification a été remise à jour lors de « workshops » organisés par EuroCareCF 

en 2007 et 2008, réunissant 35 experts européens et Nord-américains (Bombieri, et al., 2011), 

classant les différentes formes de la maladie en deux entités : la maladie mucoviscidose CF et les 

pathologies CFTR ou CFTR-RD. 

 

1. Mucoviscidose classique 

Les critères cliniques, reconnus au plan international et validés par la conférence de consensus de 

la CFF (Cystic Fibrosis Foundation), sont ceux rapportés par Rosenstein et Cutting en 1998 et revus 

par la conférence de consensus de la CFF (Cystic Fibrosis Foundation) en 2007 (Figure 2, page 9) 

(Farrell, et al., 2008; Rosenstein and Cutting, 1998). Dans la mucoviscidose classique, le taux de CFTR 

fonctionnel est proche de 0%, et pour la majorité des patients qui remplit les critères indiqués dans 

le Tableau 1, l’établissement du diagnostic ne pose pas de difficulté particulière, de par leur 

présentation clinique et leur test de la sueur supérieur à 60 mmol/L. Parmi eux, environ 85% 

nécessitent une supplémentation en enzyme pancréatique (PI).  

 

Une ou plusieurs caractéristiques phénotypiques (cf Figure 2)

ou un antécédent familial de mucoviscidose dans la fratrie

ou un dépistage néonatal positif,

associée à

1 test de la sueur positif

ou 2 mutations identifiées du gène CFTR

ou une ddp nasale pathologique.

 

Tableau 1 Critères diagnostiques de la mucoviscidose 
Ce diagnostic repose sur l’association de paramètres cliniques et biologiques 

 

Une minorité de patients ne remplit pas les critères de mucoviscidose classique, et leur diagnostic 

ne peut être sûrement affirmé sur leurs signes cliniques, mais repose sur des tests fonctionnels de la 

protéine CFTR ou l’analyse moléculaire du gène. Ils développent en général une pathologie tardive, 

avec une fonction pancréatique conservée et une symptomatologie respiratoire modérée. Le test de 

la sueur est « intermédiaire » (entre 30 et 60 mmol/L) (De Boeck, et al., 2006; Southern, 2007). Le 

choix a été fait de classer ces formes, dites « atypiques » ou « non classiques » parmi les CFTR-RD ou 

pathologies liées à CFTR (Bombieri, et al., 2011).  
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ORGANE

Canaux 
déférents

Pancréas

Glande 
sudoripare

Appareil 
respiratoire

Insufficance
pancréatique

Augmentation du 
NaCl dans la sueur

Pathologie obstructive, 
bronchectasie, infections

Infertilité 
masculine, pénétrance presque 

totale

0% 
Homozygote ou hétérozygote 
composite pour 2 mutations 
sévères

10% 25% 50%     
Hétérozygotes 

(porteurs sains)

Taux de CFTR 
fonctionnel

Adapté de Sosnay et al, 2001  

Figure 6. Atteinte des différents tissus en fonction de l’activité résiduelle de CFTR Corrélation génotype-
phénotype selon les organes. La pénétrance relative dans les différents organes est indiquée en fonction du 
taux de CFTR fonctionnel. L’organe le plus sensible à une diminution de l’activité de CFTR est l’appareil 
reproducteur masculin (canaux déférents). L’insuffisance pancréatique exocrine est observée lorsque le taux de 
CFTR fonctionnel résiduel est inférieur à 10%. Adapté de (Sosnay, et al., 2011) 

 

2. CFTR-RD ou pathologie liée à CFTR  

Le terme de CFTR-RD (CFTR Related Disorder) ou pathologie liée à CFTR, parfois encore appelée 

CFTR-opathie, désigne des formes atypiques, modérées de la maladie, parmi lesquelles des atteintes 

mono-symptomatiques. Ce sont des entités cliniques associées à une dysfonction de CFTR mise en 

évidence par l’identification de variants moléculaires ou les anomalies des tests fonctionnels (test de 

la sueur, ddp nasale) mais ne remplissant pas les critères diagnostiques de la mucoviscidose. Ce 

terme est associé à un large spectre de maladie, en relation avec le gradient de dysfonction de CFTR 

(Figure 6). Les principales entités cliniques mono-symptomatiques sont : l’infertilité masculine par 

absence bilatérale des canaux déférents (ou ABCD, dont la fréquence est évaluée à 1/1000 hommes), 

les pancréatites chroniques ou les pancréatites aigües récurrentes, les dilatations des bronches, les 

polyposes nasosinusiennes, des bronchites chroniques, des sinusites à répétitions (Tableau 2). Le 

génotype chez ces patients associe en général en trans une mutation sévère et une mutation à effet 

modéré, voire 2 mutations modérées ensemble. A part pour le variant d’épissage T5 de l’intron 8 

fréquemment associé à des infertilités, on retrouve plutôt dans ces formes monosymptomatiques 

des mutations rares (Bombieri, et al., 2011). Le génotype est à l’origine d’une diminution partielle du 

taux de CFTR fonctionnel, ce qui explique l’atteinte modérée organe spécifique (Figure 6).  
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Liste des CFTR-RD proposée par l’OMS 

Azoospermie obstructive (ABCD  ou AUCD) 

Pancréatite chronique 

Aspergillose allergique broncho-pulmonaire 

Dilatation des bronches 

Cholangite sclérosante 

Tableau 2. Classification des CFTR-RD proposée par le consortium de l’Organisation Mondiale de la Santé en 
2000 (WHO, 2000). L’hypertrypsinémie néonatale qui rentrait dans la première classification, concernant les 
enfants avec un dépistage néonatal positif et une seule mutation identifiée, a été supprimée, ces enfants étant 
soit simple hétérozygotes asymptomatiques, soit porteur d’une mutation rare non identifiée. 

 

 

Le plus souvent, établir le diagnostic de mucoviscidose ou de forme monosymptomatique ne pose 

pas de difficulté majeure. Cependant, dans un certain nombre de formes CFTR-RD, le diagnostic n’est 

pas clair, et il existe une « zone grise » entre CFTR-RD et CF. L’atteinte de chaque organe dépend du 

taux résiduel de CFTR fonctionnel dans le tissu concerné (Figure 6), ce taux pouvant subir des 

variations selon l’âge, des facteurs génétiques ou environnementaux. Ainsi, une atteinte mono-

symptomatique peut évoluer en atteinte pluri-organes, et une forme CFTR-RD peut progresser en 

une forme CF (Bombieri, et al., 2011; De Boeck, et al., 2006). 

 

IV. Caractéristiques moléculaires de CFTR 

1. CFTR , du gène à la protéine 

Le gène CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator, également appelé ABCC7, 

MIM*602421) est un des premiers gènes identifiés par clonage positionnel en pathologie humaine 

en 1989 (Riordan, et al., 1989; Rommens, et al., 1989b). Localisé en 7q31, il s’étend sur 190kb et est 

constitué de 27 exons classiquement numérotés de 1 à 24 (avec des exons 6a et 6b, 14a et 14b, 17a 

et 17b). Deux nomenclatures sont aujourd’hui utilisées concernant le gène CFTR : la nomenclature 

traditionnelle (anciennement utilisée, exons numérotés de 1 à 24) et la nomenclature HGVS (Human 

Genome Variation Society) qui suit les recommandations internationales. A ce jour, si environ 1900 

variations de séquence du gène CFTR ont été décrites, c’est une trentaine de mutations qui 

représente 85% des allèles retrouvés chez les patients (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app). La plus 

http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app
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fréquente, la mutation F508del (c.1521_1523delCTT, p.Phe508del selon la nomenclature HGVS), 

anciennement appelée deltaF508, et qui entraine la délétion d’un codon phénylalanine, représente à 

elle seule 70% des allèles (Castellani, et al., 2008). 

 

 

7p11.2

7q11.1

7q31.2
CFTR

7p22.3

 

Figure 7. CFTR, du gène à la protéine. Localisé en 7q31, le gène CFTR s’étend sur 190 kb. Il est constitué de 27 
exons (numérotés de 1 à 24 selon la nomenclature traditionnelle) et code un ARN messager de 6,5kb. Cet ARN 
est traduit en une protéine transmembranaire de 1480 acides aminés (175 kDa) glycosylée sur la 4

ème
 boucle 

extra-cellulaire. 

 

Structure de la protéine CFTR 

Le gène CFTR code un ARN messager (ARNm) de 6,5 kb, qui est traduit en une protéine de 1480 

acides aminés (Figure 7). Après différents processus de modifications post-traductionelles, la 

glycoprotéine mature CFTR, de 175 kDa, gagne la membrane apicale des cellules épithéliales où elle 

exerce son activité de canal anionique. Comme d’autres membres de la superfamille des ABC 

transporteurs (ATP Binding Cassette) dont elle fait partie, CFTR est une protéine monomérique 

relativement symétrique. Les 2 moitiés, constituées chacune d’un domaine hydrophobe 

transmembranaire (TMD pour TransMembrane Domain) et d’une importante région hydrophile 

intracytoplasmique capable de lier l’ATP (NBD pour Nucleotide Binding Domain) (Aleksandrov, et al., 
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2007; Gadsby, et al., 2006), sont reliées entre elles par le domaine régulateur R intra-cytoplasmique. 

Les TMD, constitués chacun de 6 segments transmembranaires (TM1-12), sont impliqués dans la 

formation du pore anionique (Riordan, et al., 1989).  

 

Mécanisme d’ouverture du canal 

A l’état basal, aucun courant chlorure n’est mesuré au travers du canal CFTR. L’augmentation 

intracellulaire de l’AMPc permet d’activer la kinase PKA (protéine kinase AMPc dépendante) capable 

alors de phosphoryler le domaine R. La phosphorylation du domaine R par les kinases PKA et PKC 

induit un changement conformationnel augmentant l’accessibilité des domaines de liaison des 

nucléotides NBD1 et NBD2 à l’ATP (Cotten and Welsh, 1997; Riordan, et al., 1989), sur les sites 

consensus de liaison à l’ATP nommés Walker A et B (Walker, et al., 1982). La liaison de deux 

molécules d’ATP au niveau des deux NBDs permet un rapprochement de ces deux domaines, 

enfermant les molécules d’ATP dans une poche. Un signal est alors transmis à la région 

transmembranaire, permettant l’ouverture du canal qui est maintenue jusqu’à l’hydrolyse de l’ATP 

au niveau du NBD2. L’hydrolyse de cette 2ème molécule d’ATP affaiblit la liaison NBD1-NBD2, ce qui 

déclenche la fermeture du canal (Aleksandrov, et al., 2007; Gadsby, et al., 2006; Zhou, et al., 2006)  

 

2. La régulation de l’expression génique 

Le profil d’expression de CFTR varie selon les tissus et le stade du développement. Une régulation 

si fine ne peut être encore expliquée par la seule présence des éléments régulateurs identifiés dans 

son promoteur. Cependant, cette séquence est clairement nécessaire pour l’expression génique, et 

mérite donc de plus amples investigations pour déterminer son mécanisme d’action. Des études ont 

montré les similarités de entre le promoteur CFTR et les promoteurs des gènes de ménage. D’autres 

éléments pouvant contribuer à la régulation spatio-temporelle de l’expression du gène sont 

l’utilisation de multiples sites de début de transcription et le recrutement d’exons 1 alternatifs. 

 

2.1. Profil d’expression spatio-temporel de CFTR  

Le gène CFTR montre un profil d’expression spatio-temporel très finement régulé selon les tissus 

et au cours du développement.  

Notamment, chez le fœtus au 2ème trimestre, l’expression de CFTR est très importante dans les 

poumons, les canaux pancréatiques et les cryptes de l’intestin grêle, et plus faible dans l’épithélium 

épididymaire fœtal. Ce profil est maintenu après la naissance, à l’exception du système respiratoire 
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(Harris, et al., 1991; Trezise, et al., 1993). En effet, l’expression de CFTR est fortement diminuée dans 

le poumon adulte  par rapport au poumon fœtal (Figure 8) (Crawford, et al., 1991; Engelhardt, et al., 

1994; Foulkes and Harris, 1993; Harris, et al., 1991). L’âge de transition pour le changement de taux 

d’expression pulmonaire du gène n’est pas connu, mais pourrait correspondre à un stade de 

développement particulier du tissu (White, et al., 1998). Dans le poumon adulte, l’expression de 

CFTR est détectable dans les cellules séreuses et dans les canaux des glandes sous muqueuses, et 

dans les cellules épithéliales des structures distales des bronches (bronchioles et alvéoles) 

(Engelhardt, et al., 1994).  

 

 

Figure 8. Profil d'expression de CFTR, d'après la base de données UCSC genome browser. 

 

 

2.2. Différents sites d’initiation de la transcription et transcrits alternatifs 

 

1. Les sites alternatifs d’initiation de la transcription 

Dans les cellules d’origine humaine, le site d’initiation de la transcription semble varier selon le 

niveau d’expression de la protéine CFTR. Ainsi, dans les cellules l’exprimant fortement, comme les 

cellules d’adénocarcinome de colon HT-29, T84 et Caco-2, le site majeur est en position c.-72 pb par 
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rapport au codon initiateur ATG de l’exon 1, mais d’autres sites mineurs sont également utilisés (Koh, 

et al., 1993; Yoshimura, et al., 1991). Dans les cellules exprimant faiblement le canal, comme les 

cellules HeLa et PANC-1 (adénocarcinome épithélial pancréatique), c’est le site d’initiation en c.-

153 pb qui est le plus utilisé (Koh, et al., 1993). 

Dans le poumon humain, un changement de site d’initiation s’opère au cours du développement : 

le site majoritaire dans le poumon fœtal est positionné en c.-132 pb, tandis que le site utilisé dans le 

poumon adulte est en c.-69 pb (Figure 9). Ce changement de site d’initiation de la transcription 

pourrait participer à la régulation de la transcription et expliquer la diminution d’expression de CFTR 

dans le poumon adulte par rapport au poumon fœtal (White, et al., 1998). 
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+1

-72-153

- 132

- 216

Expression faible
(HeLa, PANC-1)

Expression forte 
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- 114

- 69

- 68

Poumon foetal
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intestin

PancréasIntestin
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Site mineur

Lignées 
cellulaires
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Figure 9. Les différents sites de début de transcription de CFTR 

 

2. les exons alternatifs à l’exon 1 

Des exons alternatifs à l’exon 1 ont été décrits chez la souris (exon -1) (White, et al., 1998), le 

mouton (exons ov1aS et ov1aL) (Mouchel, et al., 2003; White, et al., 1998) et le lapin (exons -1A, -1B, 

-1C) (Davies, et al., 2004). Chez la souris, la production du transcrit contenant l’exon -1, qui utilise un 

site d’initiation de la traduction en position c.-549 pb, est régulée lors de la spermatogénèse (White, 

et al., 1998). Au cours du développement pulmonaire, le maximum d’expression du transcrit ov1aS 

chez le mouton correspond au moment où l’expression de CFTR commence à décliner (Mouchel, et 

al., 2003), tandis que les différents isoformes d’ARNm sont régulés au cours du développement 

cardiaque chez le lapin (Davies, et al., 2004). 

Des isoformes d’ARNm CFTR contenant un exon 1 alternatif ont également été identifiés chez 

l’homme à partir d’une banque d’ADNc d’origine pancréatique (Rommens, et al., 1989a), puis 
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confirmés dans les lignées d’adénocarcinome pancréatique CFPAC et coliqueT84, et dans des extraits 

de poumon fœtal humain (Koh, et al., 1993; Mouchel, et al., 2003). L’usage de ces exons alternatifs -

1a et 1a  exclut l’exon 1 habituel (Koh, et al., 1993). L’exon -1a ne contient pas d’AUG, mais contient 

un codon d’initiation alternatif potentiel CUG. L’exon 1a contient des codons de terminaison quelle 

que soit la phase de lecture. Dans le poumon fœtal humain, on retrouve de manière transitoire les 

isoformes contenant les exons -1a/1a/2 et -1a/2 (Figure 10). Si le transcrit -1a/1a/2, contenant dans 

l’exon 1a un codon de terminaison, ne permet pas de produire de protéine, le transcrit -1a/2 pourrait 

utiliser un codon d’initiation alternatif CUG (exon -1a) et utilise in vitro des codons AUG de l’exon 4 

(M150, M152 or M156) (Lewandowska, et al., 2009). Ces transcrits alternatifs apparaissent juste 

avant le début de la diminution globale de CFTR dans la phase canaliculaire du développement 

pulmonaire, et leur quantité diminue au cours de la grossesse, entre 14 et 26 semaines, alors que la 

quantité globale d’ARN CFTR ne semble pas varier (Mouchel, et al., 2003). Le rôle de cette 

transcription alternative est mal connu. Il est possible que ces ARNm, ne menant pas à une protéine 

fonctionnelle, aient un effet régulateur important lors du développement pulmonaire, par exemple 

en diminuant la traduction de CFTR (diminution de l’accrochage de la sous unité ribosomale 40S) 

(Mouchel, et al., 2003). 
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Figure 10. Les transcrits alternatifs de CFTR chez l’homme. (A) Position des exons -1a et 1a chez l’homme. Les 
positions sont données en pb, par rapport au A du codon d’initiation de la traduction. (B) Les différents 
isoformes d’ARNm de CFTR au dans le poumon fœtal humain. 
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2.3. Structure du promoteur 

Malgré son profil d’expression, le promoteur de CFTR a une structure de type « gène de ménage » 

ou « housekeeping gene » et ne semble pas contenir les éléments nécessaires à une expression 

cellule/ tissu spécifique.  

Dépourvu de boîte « TATA », il contient une région riche en GC (65%) entre les positions -132 et -

724 pb (Chou, et al., 1991). Dès 1991, l’équipe de Chou a défini le promoteur minimal dans la lignée 

de cellules intestinales Caco-2 à une région de -358pb à -34pb, et a montré la présence d’une 

séquence inhibitrice en 5’ (de -477 à -409 pb) (Figure 11) (Chou, et al., 1991). Ce promoteur à activité 

transcriptionnelle faible, encore mal connu, contient néanmoins un certain nombre de sites de 

fixation pour des facteurs protéiques. Toutes les positions des sites décrits ici sont données par 

rapport au +1 d’initiation de la traduction, selon les recommandations internationales. 
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Figure 11. Schéma du promoteur de CFTR et de ses sites de liaison pour des facteurs de transcription 

 

1. Les sites Sp1  

Le facteur de transcription à doigts de zinc Sp1 (Specificity Protein 1), impliqué dans la régulation 

de la transcription des gènes sans boîte TATA , est exprimé constitutivement dans toutes les cellules 

(Macleod, et al., 1994). Sp1 contrôle finement l’expression de gènes, en tant qu’activateur ou 

répresseur, en réponse à des stimuli et/ou de façon tissu-spécifique (Tan and Khachigian, 2009). Sa 
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capacité à recruter constitutivement la machinerie de transcription basale peut aussi permettre la 

stimulation rapide d’un promoteur en réponse à un stimulus comme c’est le cas pour le promoteur 

du gène A20, régulateur de NF-κB, en réponse au TNFα (Ainbinder, et al., 2002). 

Le promoteur CFTR contient 3 sites riche en GC, 5’-GGGCGG-3’ (-326 pb, -405 pb, -1021 pb) qui 

sont de potentiels sites de fixation pour Sp1 (Chou, et al., 1991; Yoshimura, et al., 1991). La 

suppression des sites en -326 pb et -405 pb par mutagénèse sur un fragment de promoteur CFTR 

inactive la transcription d’un gène rapporteur, ce qui témoigne de leur importance pour la régulation 

du gène (Chou, et al., 1991). Un site non consensus de fixation de Sp1 a également été identifié plus 

récemment, en position -226 pb, ce site étant muté chez une patiente atteinte de mucoviscidose 

(mutation c.-226G>T en nomenclature HGVS ou -94G>T en nomenclature traditionnelle). Les études 

in vitro ont montré que ce site était capable de lier Sp1 et USF, et que sa mutation entraînait une 

diminution de l’activité transcriptionnelle de CFTR (Taulan, et al., 2007b).  

 

2. Les sites AP-1 

Le complexe AP-1 (Activator Protein 1) est un facteur transcriptionnel dimérique composé d'une 

combinaison de protéines des familles multigéniques Fos et Jun et intervenant dans de nombreux 

processus cellulaires. Les sites de liaison AP-1 (également appelés TREs pour TPA (12-O-tetra-

decanoylphorbol) Response Elements ou éléments répondant au PMA (phorbol 12-myristate 13-

acetate)) sont retrouvés dans de très nombreux promoteurs, et notamment ceux des gènes de 

ménage.  

Les études in silico indiquent que le promoteur CFTR contient au moins 6 sites de liaison 

potentiels AP-1, 5’-TGAC/GTCA-3’ (positions -354, -557 et -744, -816, -1047, et -1129 pb) (Chou, et 

al., 1991; Yoshimura, et al., 1991). Le traitement par le PMA (phorbol myristate acetate), une 

molécule capable d’inhiber la transcription AP-1 dépendante de certains gènes, induit une 

diminution de la transcription de l’ARNm CFTR dans les cellules T84 (McDonald, et al., 1995; Trapnell, 

et al., 1991). Néanmoins, des essais de gène rapporteur CAT (chloramphénicol acétyltransférase 

d’origine bactérienne) en amont d’un fragment du promoteur CFTR dans les cellules Caco-2 ont 

échoué à confirmer ces résultats, laissant supposer soit que les sites répondant à AP-1 sont plus 

distaux, soit que le modèle utilisé était imparfait (Chou, et al., 1991).  

Par ailleurs, la liaison du facteur AP-1 n’a pas été contrôlée in vitro, sauf pour le site localisé en -

816, pour lequel les auteurs ont montré l’absence de liaison de ce facteur sur la séquence normale, 

et sa fixation induite par le mutant naturel -812 T>G (Bienvenu, et al., 1995). Ainsi, si les analyses 
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bioinformatiques prédisent de nombreux sites répondant à AP-1, l’interaction directe entre ce 

facteur de transcription et le promoteur CFTR n’a pas encore été prouvée. 

 

3. Le site CRE (régulation par l’AMPc) 

Le facteur de transcription CREB (cAMP Response Element Binding protein) interagit avec l’ADN au 

niveau des séquences CRE (cAMP Response Element). Le CRE, un palindrome de 8 paires de bases 5’-

TGACGTCA-3’, est un élément de réponse crucial dans les cascades moléculaires impliquant l’AMPc.  

L’importance de maintenir une transcription basale de CFTR via la réponse à l’AMPc grâce au site 

CREB-like en -119 pb a été démontrée dans des cellules T84 et les cellules JEG-3 de choriocarcinome. 

En effet, l’inhibition de la protéine kinase A (PKA) dépendant de l’AMPc entraîne une suppression 

totale de l’expression de CFTR. La diminution de l’activité transcriptionnelle a été reproduite par 

mutagénèse du promoteur CFTR sur le site CRE en test luciférase, et l’affinité du facteur CREB avec ce 

site a été montré en EMSA (McDonald, et al., 1995). Cet élément CRE est très conservé chez les 

mammifères (McCarthy and Harris, 2005). 

 

4. L’élément CCAAT inversé (Ybox) 

Les protéines C/EBP (CCAAT-Enhancer-Binding Proteins) constituent une famille de facteurs de 

transcription à fermeture éclair à leucine (bZIP : basic leucin zipper) interagissant avec le motif 5’-

CCAAT-3’.  

Le promoteur CFTR contient un élément inversé CCAAT (Y box) entre c.-132 et c.-119 pb, très 

conservé parmi les mammifères (McCarthy and Harris, 2005), dont la suppression entraîne une 

diminution de la transcription (Pittman, et al., 1995). Ce site, capable de former des complexes avec 

C/EBP, et ATF/cAMP (Activating Transcription Factor/cyclic-AMP), est nécessaire à l’activation par 

l’AMPc de la transcription de CFTR. Ce site peut également permettre l’inhibition transcriptionnelle 

de CFTR par fixation de la protéine CDP/cut qui empêche la fixation des activateurs transcriptionnels 

hCGN5 et ATF-1 (Li, et al., 1999). La protéine CDP/cut recrute également des histones désacétylases 

qui dirigent la chromatine vers un état transcriptionnellement inactif (Li, et al., 2000).  

Par ailleurs, l’analyse in silico a mis en évidence deux séquences CCAAT-like , en c.-240 pb et c.-

124 pb, dont la plus distale est située dans l’élément CArG-like (Romey, et al., 2000; Yoshimura, et al., 

1991). 
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5. L’élément CArG box 

SRF (Serum Response Factor) est un facteur de transcription de la famille des protéines MADS box 

capable de lier la boite CArG, 5’-CC(A/T)6GG-3’, retrouvée dans le promoteur de gènes de réponse 

précoce immédiate (« immediate early response genes ») tels que c-fos, et qui intervient dans la 

régulation du cycle cellulaire et la différenciation. SRF est notamment exprimé dans les cellules 

épithéliales bronchiques BEAS-2B et A549 qui expriment naturellement CFTR (Rene, et al., 2005). Le 

gène CFTR contient un motif CArG-like en position -240 pb qui fut d’abord identifié par des 

algorithmes bioinformatiques (Romey, et al., 2000) avant que l’interaction entre SRF et le promoteur 

CFTR ne soit objectivée par des techniques d’EMSA. La surexpression de SRF entraine une 

augmentation modérée de l’activité transcriptionnelle du promoteur CFTR (Rene, et al., 2005).  

 

6. Le site NF-kappaB 

Le facteur de transcription NF-kappaB (NF-κB) est un dimère capable de lier l’élément consensus 

5’-GGGNNTYYCC-3’ et impliqué dans de nombreuses fonctions comme la division cellulaire et 

l’inflammation. La voie de l’inflammation NF-ĸB sera développée ultérieurement (chapitre 2, page 

43)  

Les cytokines pro-inflammatoires sont connues pour moduler le taux d’ARNm de CFTR. Ainsi, l’IL1-

β stimule la production de l’ARNm CFTR d’une manière temps et dose-dépendante dans les cellules 

Calu-3 et HT-29 (Brouillard, et al., 2001; Cafferata, et al., 2001). Dans les cellules Calu-3, l’IL-1β 

entraîne une augmentation de la liaison de NF-κB (dimère p65/p50) à un élément du promoteur 

CFTR, entre les positions c.-1173 et c.-1163pb, corrélée à une augmentation transcriptionnelle 

(Brouillard, et al., 2001). Le rôle de NF-ĸB a été confirmé par l’abolition de cette augmentation 

transcriptionnelle par des traitements inhibiteurs de cette voie de transduction (pyrrolidine 

dithiocarbamate PDTC, N-acétylcystéine NAC) dans les cellules Calu-3 et T84 (Brouillard, et al., 2001; 

Cafferata, et al., 2001).  

De manière surprenante, le TNFα, une autre cytokine pro-inflammatoire, n’a pas la même action 

sur l’ARNm de CFTR que l’IL1-β. En effet, si l’IL1-β entraîne une augmentation de la quantité d’ARNm 

CFTR dans les cellules Calu-3 et les HT-29, le TNFα a un effet dissocié et provoque une augmentation 

de l’ARNm CFTR dans les Calu-3 et une diminution dans les HT-29. Il est probable que les différents 

signaux activés par ces deux cytokines leurs confèrent des propriétés différentes dans certaines 

conditions (Brouillard, et al., 2001).  
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7. Le site HRE 

HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1) est un facteur répondant à l’hypoxie ubiquitaire impliqué dans 

de nombreuses voies de signalisation, capable de fixer dans les promoteurs des gènes des éléments 

HRE (HIF Responsive Element) 5’-NCGTG-3’. Des travaux avaient déjà montré que l’oxygénation 

permet d’augmenter la maturation et l’expression de CFTR à la membrane dans des cultures 

cellulaires MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) mais n’avait pas réussi à mettre en évidence de 

variation de l’ARNm CFTR (Bebok, et al., 2001).  

Une variation fine de l’ARNm en relation avec l’hypoxie a cependant été observée plus 

récemment (Zheng, et al., 2009). Dans le contexte intestinal de la diarrhée, l’hypoxie est connue pour 

altérer les flux d’eau et de chlorures. Zheng et al. ont montré que l’hypoxie entraîne une diminution 

de l’ARNm de CFTR in vitro dans les cellules Caco-2 et T84, et in vivo dans les intestins de souris. 

L’analyse in silico a identifié en position c.-850pb du promoteur CFTR un site HRE 5’-ACGTG-3’qui 

n’avait pas été repéré lors des études précédentes (White, et al., 1998; Yoshimura, et al., 1991). La 

fixation de HIF-1 sur ce site HRE a été confirmée en ChIP, et des tests luciférase ont montré que 

l’hypoxie était à l’origine d’une diminution de l’activité transcriptionnelle du promoteur CFTR (Zheng, 

et al., 2009).  

 

8. La régulation hormonale 

Le gène CFTR semble subir une régulation hormonale, tant chez les mâles que les femelles. La 

régulation tissu-spécifique de l’expression de CFTR par les œstrogènes a été démontrée dans l’utérus 

et les oviductes de rattes, ces hormones entrainant une augmentation de l’ARNm CFTR (Rochwerger 

and Buchwald, 1993). D’autres auteurs ont montré que dans les cellules épithéliales glandulaires 

endométriales de porc, l’ARNm CFTR diminue dans les cellules traitées par l’association 

œstradiol/progestérone, par rapport aux cellules traitées uniquement à l’œstradiol. Cet effet 

régulateur de l’expression de CFTR par les hormones sexuelles semble être tissu-spécifique, car le 

taux d’ARNm dans les autres organes (intestin, poumon) ne change pas durant le cycle menstruel 

(Rochwerger, et al., 1994).  

Malgré les observations en faveur d’une influence hormonale sur CFTR, les éléments régulateurs 

responsables n’ont pas encore été identifiés. Notons cependant la présence d’éléments répondant 

aux glucocorticoïdes dans le promoteur CFTR, en positions c.-1537, -1297, -1211, et -1012 pb (Harris, 

et al., 1991; Yoshimura, et al., 1991).  
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9. Les régions hypersensibles à la DNase I   

Les éléments régulateurs peuvent également être disséminés assez loin en amont ou en aval du 

gène, ou dans des régions introniques. Des régions de chromatine ouverte et active avec une 

sensibilité accrue à la DNase I sont retrouvées dans de nombreux éléments cis et sont souvent 

associées à la liaison de facteurs de transcription avec l’ADN. L’équipe d’A. Harris, par screening sur 

400 kb d’ADN génomique dans la région du gène CFTR, a cartographié 19 sites DHS (DNase 

Hypersensitive Site), dont certains sont tissu-spécifiques (Figure 12) (Phylactides, et al., 2002; Smith, 

et al., 1996; Smith, et al., 1995; Smith, et al., 2000). Dans la région 5’ de CFTR, les DHS en -79,5kb et -

20,9kb sont également retrouvés dans les cellules n’exprimant pas CFTR et ne sont pas tissu-

spécifiques. La région 3’UTR de CFTR contient 5 DHS (en 4574+ 5.4kb, +6.8kb, +7.0kb, +7.4kb, et 

+15.6 kb) dont la présence est restreinte aux cellules épithéliales (Nuthall, et al., 1999). Plus 

particulièrement, le DHS en position 4574+15.6 kb n’a été retrouvé que dans les cellules exprimant 

CFTR, et peut fixer in vivo les facteurs CREB/ATF, AP-1 et C/EBP. Dans les régions introniques du 

gène, 12 clusters de DHS ont été identifies (introns 1, 2, 3, 10, 16, 17a, 18, 20, 21) dont certains sont 

tissu-spécifiques. Cinq DHS (introns 1, 10, 17a, 20) notamment sont capable de lier le facteur de 

transcription HNF1α (Hepatocyte Nuclear Factor 1α ) qui peut entraîner l’augmentation de 

l’expression de CFTR dans certaines conditions (Mouchel, et al., 2004; Paul, et al., 2007; Rowntree, et 

al., 2001)  

 

DHS Intestin spécifique
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Figure 12. Cartographie des DHS, d'après (Phylactides, et al., 2002) 
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10. La régulation épigénétique  

Le gène CFTR a une régulation tissulaire spatio-temporelle spécifique. En dépit de nombreux 

travaux, aucun élément responsable de la spécificité tissulaire n’a été identifié. Un certain nombre 

d’éléments suggèrent que des modifications épigénétiques pourraient jouer un rôle dans sa 

régulation. Son promoteur est hyperméthylé dans des lignées cellulaires tumorales de cancers 

digestifs divers (Koh, et al., 1993). De plus, des modifications de la chromatine ont été décrites en 

réponse à des stimuli environnementaux dans le gène CFTR (Bartoszewski, et al., 2008). Enfin, une 

réduction de l’histone désacétylase HDAC 2 a été observée dans les cellules épithéliales des voies 

aériennes de patients atteints de mucoviscidose (Bartling and Drumm, 2009). 

 

 

Les éléments de régulation actuellement connus de CFTR ne permettent pas de comprendre les 

mécanismes régissant le profil d’expression du gène, tant au cours du développement qu’en réponse 

à différents stimuli. Mieux comprendre cette régulation transcriptionnelle pourrait permettre de 

s’orienter vers de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Par ailleurs, lors de l’analyse moléculaire de CFTR chez les patients, à la recherche des mutations 

causales, le promoteur n’est classiquement pas analysé. En effet, les connaissances très limitées sur 

cette région permettraient difficilement de pouvoir interpréter les résultats. Néanmoins, quelques 

mutations du promoteur ont déjà été décrites. Une substitution T>G activant un site de liaison d’AP-1 

en c.-812 pb a été décrite chez un patient présentant une forme classique de mucoviscidose. Parmi 3 

autres variations identifiées dans le promoteur minimal, le polymorphisme c.-234T>A (-102T>A) crée 

un site de liaison pour le facteur de transcription YY1 (Ying Yang 1), augmentant l’expression de CFTR 

(Romey, et al., 1999; Romey, et al., 2000). Parmi les mutations encore non identifiées, 

particulièrement chez les patients avec des formes modérées ou atypiques de mucoviscidose, 

certaines pourraient se trouver dans les éléments de régulation.  

Dans un contexte de mise en place de l’analyse des transcrits anormaux du gène CFTR au 

laboratoire de diagnostic, nous avons développé au laboratoire de recherche des outils pour 

l’analyse in vitro de variants du promoteur CFTR, ce qui sera exposé dans la deuxième partie des 

résultats de ce mémoire. 

 

3. Les anomalies moléculaires de CFTR 

Les variations de CFTR peuvent être répertoriées selon deux classifications : la plus récente, 

particulièrement pertinente en termes de conseil génétique, est basée sur la corrélation génotype-
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phénotype, tandis que la plus ancienne se place au niveau de la biologie cellulaire et présente un 

intérêt pour l’approche thérapeutique. C’est cette classification, établie d’après les anomalies de la 

conductance aux ions chlorures, qui sera principalement développée ici. 

 

3.1. Classification en fonction de la relation génotype-phénotype. 

Les mutations sont regroupées en 4 classes, de A à D, en fonction de leur patho-

génicité (Castellani, et al., 2008; Dequeker, et al., 2009).(Tableau 3)  

 

Classification en fonction du caractère pathogène 

A. Mutations causant la mucoviscidose 
      ex : F508del (c.1521_1523delCTT ou p.Phe508del), 
              G551D (c.1652G>A  ou p.Gly551Asp) 

B. Mutations associées à une pathologie CFTR 
      ex : D1152H (c.3454G>C ou p.Asp1152His),  
              (TG)12(T)5 (c.1210-34TG[12]t[5] 

C. Mutations sans conséquence clinique 
      ex : M470V (c.1408A>G ou p.Met470Val ),  
              F508C (c.1523T>G  ou p.Phe508Cys) 

D. Mutations de conséquence clinique incertaine ou non 
prouvée. 

       ex : G622D (c.1865G>A  ou p.Gly622Asp), 
              3601-17T>C (c.3469-17T>C) 

Tableau 3. Les 4 classes de mutations selon leur signification clinique, d’après (Dequeker, et al., 2009). Les 
exemples sont donnés en nomenclature traditionnelle, la nomenclature HGVS est indiquée entre parenthèses. 

 

Cette classification est particulièrement utile en termes de conseil génétique : seules les 

mutations causant la mucoviscidose sont à considérer pour les études familiales et le diagnostic 

prénatal. Il peut cependant y avoir un recouvrement entre les groupes A et B, puisque certaines 

mutations peuvent être détectées chez des patients atteints de mucoviscidose avec fonction 

pancréatique conservée ou chez des patients CFTR-RD. Ces mutations sont dites « de large spectre », 

comme c’est le cas par exemple pour la mutation D1152H qui, en association en trans avec une 

mutation sévère comme F508del, peut être retrouvée dans des formes plutôt modérées de 

mucoviscidose ou des infertilités par ABCD isolées. Dans de tels cas, le caractère modéré de la 

mutation doit être considéré pour le conseil génétique. D’autres mutations peuvent appartenir soit 

au groupe B soit au groupe C, comme par exemple la mutation S1235R (c.3705T>G, p.Ser1235Arg). 
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3.2. Classification en fonction de l’origine de l’anomalie de conductance aux ions 

chlorure 

Le type de mutation génétique n’étant pas forcément prédictif quant aux conséquences sur la 

protéine CFTR et sa fonction, les différents mutants ont été regroupées en 4 classes fonctionnelles 

(numérotées de I à IV), selon les propriétés du produit final par rapport à la fonction canal Cl- (Figure 

13) (Welsh and Smith, 1993). A partir de la classe I, 2 autres classes ont été proposées plus tard, afin 

de disséquer les défauts biochimiques associés (Wilschanski 1995, Haardt 1999). Les mutations les 

plus sévères sont comprises dans les classes I, II et III. A l’intérieur d’une même classe, les mutants 

peuvent être corrigés par la même stratégie de restauration –une approche appelée « thérapie 

mutation-spécifique » (Kerem, 2005; Rowntree and Harris, 2003).  

 

 

 

Figure 13. Les différentes classes fonctionnelles de mutations de CFTR, adapté de Welsh and Smith (1993) et 
modifié par Claustres (RBM online, 2005) 

 

Classe I : Mutations altérant la production de la protéine. 

Ces mutations résultent en une absence totale ou partielle de la protéine. Cette classe inclue les 

mutations non-sens, comme la mutation G542X (c.1624G>T) qui est la 2ème mutation la plus 

fréquente en France (3,1% des allèles), et les mutations produisant un codon-stop prématuré, soit 

par des anomalies d’épissage (1717-1G>A ou c.1585-1G>A), soit par des mutations décalant la phase 

de lecture (1078delT ou c.948delT). Dans certains cas, l’ARNm muté, instable, est rapidement 

dégradé par un mécanisme de NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay) et ne produit pas de 

protéine (Hentze and Kulozik, 1999), tandis que dans d’autres cas, c’est la protéine anormale qui est 

instable et rapidement dégradée (Hentze and Kulozik, 1999; Rowntree and Harris, 2003). Certains 
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antibiotiques de la famille des aminoglycosides, comme la gentamycine, en plus de leur activité 

antimicrobienne, sont capable de réaliser une translecture des codons prématurés de terminaison, et 

de produire une protéine avec une fonction résiduelle (Du, et al., 2002). Le PTC124 (Ataluren) est 

actuellement en essai clinique international de phase 3, il remplace la gentamycine en permettant 

également une translecture mais en évitant la néphro- et oto-toxicité lié à l’usage de cet antibiotique 

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00803205) (Du, et al., 2008; Sermet-Gaudelus, et al., 2010a).  

 

Classe II : Mutations perturbant le processus de maturation de la protéine. 

Les mutations de classe II résultent de mutations faux-sens ou de micro-délétions en phase, ne 

modifiant ni le cadre de lecture ni la liaison de l’ATP (Qu, et al., 1997). Elles perturbent le repliement 

post-traductionnel de la protéine CFTR, qui, au lieu de poursuivre sa maturation vers l’appareil de 

Golgi puis la membrane plasmique, s’accumule dans le réticulum endoplasmique avant d’être 

dégradée par la voie ubiquitine-protéasome. Il en résulte une diminution, voire une absence, de la 

protéine à la membrane apicale. Dans cette classe, on retrouve la plus fréquente des mutations de 

CFTR, la mutation F508del (p.Phe508del, c.1521_1523delCTT), qui représente 90% des allèles mutés 

dans la population caucasienne, et qui correspond à la délétion d’une phénylalanine dans le domaine 

NBD1. Les mutations de classe II sont connues pour induire un stress du réticulum endoplasmique 

participant à un état proinflammatoire d’origine endogène. 

L’approche thérapeutique pour les mutants de maturation est d’améliorer le trafic de CFTR vers la 

membrane, par des molécules appelées « correcteurs ». Par exemple, le Vertex 809 (VX-809) est en 

cours d’essai clinique de phase 2, en association avec VX-770. 

 

 

Classe III : Mutations perturbant la régulation du canal Cl-. 

Ces mutations permettent la production d’une protéine localisée à la membrane apicale des 

cellules mais présentant une altération de la régulation de l’ouverture du canal. Les mutants de 

classe III peuvent affecter la phosphorylation du domaine R ou la liaison et/ou l’hydrolyse de l’ATP au 

niveau des domaines NBD. Parmi elles, on retrouve les mutations G551D (c.1652G>A) et G1349D 

(c.4046G>A) qui conservent très peu de fonction résiduelle. L’approche thérapeutique pour ces 

mutants est d’améliorer l’activité de CFTR par des molécules appelées « potentiateurs ». Ainsi, la 

molécule Vertex 770 (VX-770, Ivacaftor) est en cours d’essai clinique de phase 3 et donne des 

résultats très encourageants exposés lors du dernier congrès européen à Hamburg (Juin 2011). Non 

seulement la fonction pulmonaire s’améliore mais les patients traités sont également moins 

http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00803205
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susceptibles de présenter une exacerbation pulmonaire (55%) et présentent un gain de poids 

similaire à ce qui est généralement observé après un gavage gastrique. Ces résultats sont donc 

beaucoup plus impressionnants qu’avec aucun autre médicament (antibiotique ou solution 

hypersaline) jamais testé dans le contexte de la mucoviscidose (Opar, 2011). 

 

 

Classe IV : Mutations altérant la conduction du canal Cl-. 

Les mutations de cette classe perturbent la sélectivité ionique et la durée d’ouverture du canal 

CFTR. Essentiellement situées dans les domaines transmembranaires, il s’agit de mutations faux-sens 

qui produisent une protéine correctement positionnée et ayant une activité canal Cl--AMPc 

dépendante. Les caractéristiques de ces canaux sont cependant différentes de celles du canal CFTR 

sauvage, avec une diminution du flux d’ions et une sélectivité modifiée. Il s’agit en général de 

mutations à effet modéré, dont la plus fréquente est la mutation R117H (c.350G>A ), qui conserve 

une activité de canal chlorure résiduelle.  

 

 

 

D’autres classes de mutations ont été rajoutées à la classification de Welsh et Smith afin de 

différencier certains défauts biochimiques. Les mutations de classe I ont ainsi été subdivisées en 

deux sous-classes.  

 

La classe V comprend les mutations qui altèrent la stabilité de l’ARNm CFTR en en diminuant 

partiellement la synthèse ou en altérant le trafic de la protéine (Kerem and Kerem, 1995). Les 

protéines mutées de cette classe résultent d’un épissage aberrant (3849 + 10kb C>T 

(c.3717+12191C>T ), variant d’épissage T5 de l’intron 8 (c.1210-12T[5])), de mutations du promoteur 

diminuant le taux de transcription, de mutations faux-sens altérant le routage (A455E (c.1364C>A)) 

ou encore de mutations non-sens (codon stop) entrainant une diminution de l’ARNm full-length par 

épissage alternatif de l’exon la contenant (Hinzpeter, et al., 2010; Hull, et al., 1993). Ceci entraîne 

une réduction de l’expression membranaire de la protéine CFTR normalement fonctionnelle.  

 

 La classe VI regroupe les mutations qui altèrent la stabilité de la protéine mature et diminuent les 

propriétés de régulation des autres canaux, comme certaines mutations situées dans le domaine C-

terminal de CFTR (Haardt, et al., 1999). Cette région n’intervient ni dans la conductance, ni dans la 

régulation, mais peut interagir avec des protéines stabilisant CFTR à la membrane plasmique comme 
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la protéine d’échafaudage NHERF (Na+/H+ Exchanger Regulatory Factor) (Haardt, et al., 1999) Il s’agit 

en général de mutations à effet modéré. 

 

 

 

 

Cette classification fonctionnelle ne prend en compte que les anomalies de CFTR par rapport au 

transport des ions chlorures, sans tenir compte des nombreuses autres fonctions de cette protéine : 

en effet, la perte de l’activité de transport des ions Cl- du canal CFTR muté n’explique pas à elle seule 

l’importance des dysfonctionnements observés dans les épithéliums de phénotypes CF. 

Le canal CFTR est également perméable à d’autres molécules, et notamment aux ions bicarbonate 

HCO3
- (Choi, et al., 2001). Ceci se manifeste par un défaut de sécrétion pancréatique de HCO3

- chez 

les patients, ainsi qu’une diminution du pH dans les épithélia des autres tissus, contribuant ainsi à 

l’hyperviscosité des mucines (De Lisle, 2009; Riordan, 2008). CFTR est également perméable au 

tripeptide glutathion (GSH), l’antioxydant extracellulaire le plus abondant dans les poumons et dont 

la concentration dans les épithéliums de phénotype CF est fortement réduite (Linsdell and Hanrahan, 

1998).  

De plus, CFTR agit comme un régulateur d’autres canaux ioniques (Figure 14) : il permet 

l’activation par phosphorylation des canaux Cl- rectifiant sortant ORCC (Outwardly Rectifying Chloride 

Channel) (Gabriel, et al., 1993; Schwiebert, et al., 1998), il module la sensibilité des canaux 

potassiques ROMK (Renal Outer Medullary K+ Channel) sensibles à l’ATP présents à la membrane 

basolatérale des cellules épithéliales respiratoires vis-à-vis des sulfonylurées et de l’ATP (Loussouarn, 

et al., 1996; McNicholas, et al., 1997; Yoo, et al., 2004). Enfin, CFTR régule négativement le canal 

sodique épithélial amiloride sensible ENaC (Epithelial Sodium (Na+) Channel), le défaut de cette 

inhibition rendant l’absorption sodique plus élevée chez les patients atteints de mucoviscidose 

(Boucher, et al., 1986) (Kunzelmann, et al., 1997) (Ji, et al., 2000) (Suaud, et al., 2007).  
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Figure 14. Schéma récapitulatif des différentes fonctions de CFTR dans la cellule épithéliale. CFTR est une 
protéine multifonctionnelle, aves (a) une activité de canal à ions chlorures, (b) une fonction d’aide à l’efflux 
d’ATP, Cette protéine participe également à l’homéostasie ionique en régulant d’autres canaux : (c) régulation 
positive de l’ORCC, (d) régulation négative de l’ENaC, (e) et module ROMK. (f) CFTR participe aussi à la 
régulation de l’acidification du compartiment intracellulaire et du processing des protéines  

 

 

3.3. Influence des gènes modificateurs 

Si la sévérité des atteintes génitales et pancréatiques semble bien corrélée aux mutations du gène 

CFTR identifiées chez les patients, l’atteinte respiratoire apparaît plus variable, et semble être sous 

l’influence d’autres facteurs Erreur ! Source du renvoi introuvable. (Cutting, 2005). Ces données 

suggèrent fortement l’intervention de variants génétiques, en dehors du locus CFTR, dans 

l’expression phénotypique de la maladie et orientent vers la recherche de gènes modificateurs 

(Figure 15). 

Pancréas Canaux 
déférents

Intestin
Foie

Poumons

 

Figure 15. Représentation schématique de la contribution du génotype CFTR à la variabilité de la maladie 
dans les différents organes affectés par la mucoviscidose (d’après Cutting et al., 2005) 
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Ces vingt dernières années, plusieurs études ont été menées afin d’identifier à l’aide de grandes 

cohortes de patients homozygotes pour la mutation F508del des polymorphismes en dehors du gène 

CFTR associés à la sévérité de la maladie (Tableau 4) (pour revue (Cutting, 2010). Parmi eux, certains 

variants moléculaires dans les gènes codant le TNFα, le TGFβ, l’IL-8 pourraient être impliqués dans la 

sévérité de l’atteinte pulmonaire (Corvol, et al., 2011; Drumm, et al., 2005; Witt, 2011). De la même 

manière un allèle du gène SERPINA1, codant l’alpha-1 antitrypsine est associé à la pathologie 

hépatique sévère observée chez 3 à 5% des patients CF, caractérisée par une hypertension portale et 

une cirrhose (Bartlett, et al., 2009; de Haan, 2010). Iléus méconial (Dorfman, et al., 2009). 

 

Gène    Fonction 
pulmonaire (FEV1)  

Colonisation/infection 
à P. aeruginosa

Obstruction 
intestinale

Diabète Pathologie 
hépatique

ADIPOR2

TNFA

EDNRA

IFRD1

IL8

MBL2

MSRA

SERPINA1

TCF7L2

TGFB1

Effet possible

Effet probable

Effet possible

Effet possible

Effet probable

Pas d’effet

Effet probable

Effet probable

Pas d’effet

Effet possible

Effet probable

Effet probable

Effet possible

 

Tableau 4. Principaux gènes modificateurs dans la mucoviscidose, modifié de (Cutting, 2010). Effet 
probable : association observée dans au moins 3 populations indépendantes avec plus de 1000 participants. 
Effet possible : association observée dans au moins 2 populations indépendantes. 

 

De telles études nécessitent de larges cohortes de patients extrêmentn bien documentées au plan 

clinique. L’hétérogénéité des populations testées pourrait expliquer les différences observées dans 

les gènes modificateurs identifiés selon les études. Leur éventuel caractère délétère n’est pas du à 

des mutations de ces gènes modificateurs, mais des polymorphismes entraînant probablement de 

subtiles variations des protéines résultantes sont probablement à l’origine de faibles variations de 

l’homéostasie. L’ensemble de variations fines de cette homéostasie, résultant à la fois de facteurs 

environnementaux et de gènes modificateurs, peut avoir un effet protecteur ou au contraire 

péjoratif sur l’atteinte clinique, selon les organes. 
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La mucoviscidose est une pathologie due à des anomalies de la protéine CFTR, qualitatives ou 

quantitatives. L’expression physiologique de cette protéine est très finement régulée au niveau 

spatio-temporel, grâce à des éléments cis-régulateurs dont la connaissance est encore largement 

incomplète. L’expression différentielle de CFTR entre le poumon fœtal et le poumon adulte 

suggère que les transcrits ou la protéine CFTR elle-même pourraient jouer un rôle dans le 

développement des voies respiratoires. Au niveau post-natal, les mutations délétères résultent en 

une diminution ou une dérégulation de l’activité de CFTR. La diminution de l’activité de canal 

anionique et le défaut de régulation des autres canaux ioniques au niveau des membranes 

apicales des cellules causent un dérèglement de l’homéostasie ionique dans la lumière des 

épithéliums sécrétoires. Au niveau pulmonaire, le défaut de sécrétion des ions chlorures et 

l’absorption excessive d’ions sodium et d’eau sont à l’origine d’une déshydratation et d’une 

augmentation de la concentration en électrolytes du liquide de surface des voies aériennes 

(Airway Surface Liquid ou ASL). Ces phénomènes sont à l’origine d’une diminution d’épaisseur de 

la couche de liquide périciliaire, qui permet normalement l’élimination du mucus par battement 

des cils vibratiles des cellules épithéliales, et d’une augmentation de la viscosité du mucus. La 

diminution de la clairance mucociliaire résultante entraîne une rétention des bactéries dans les 

voies aériennes, et favorise l’infection. Les cellules immunitaires recrutées, en lysant les bactéries 

et en libérant notamment de l’ADN, contribuent à l’augmentation de la viscosité du mucus. Les 

voies pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose sont donc caractérisées par un 

syndrome obstructif accompagné d’infections récurrentes et d’une inflammation chronique. Cette 

atteinte respiratoire constitue le premier facteur de morbidité dans la mucoviscidose. 
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 L’atteinte pulmonaire est la première cause de morbidité et de mortalité dans la mucoviscidose. 

Les marqueurs de la pathologie pulmonaire sont la colonisation et l’infection bactérienne des voies 

aériennes, mais aussi une inflammation exagérée, persistante et chronique. La colonisation de 

l’appareil respiratoire par les bactéries a longtemps été considérée comme l’évènement initiateur 

déterminant de l’inflammation pulmonaire exacerbée de la mucoviscidose. Cependant, certains 

éléments sont en faveur d’un état pro-inflammatoire intrinsèque dans les voies respiratoires des 

malades, aggravé par les infections. 

 

 

I. L’inflammation innée, un mécanisme de défense normal 

 
Le phénomène d’inflammation est un processus physiologique de réaction de l’organisme face à 

une agression, ayant pour but d’éliminer l’agent pathogène et/ou de réparer la lésion tissulaire. Ce 

processus fait intervenir de nombreux acteurs, tels que les cellules du système immunitaire, des 

molécules plasmatiques, des modifications de la matrice extracellulaire et de nombreux médiateurs 

chimiques pro- et anti-inflammatoires pouvant modifier ou entretenir la réponse inflammatoire. 

Dans le système respiratoire normal, les voies aériennes supérieures sont le siège de colonisations 

par de nombreux micro-organismes (dont la flore normale) tandis que les voies aériennes inférieures 

sont maintenues stériles par les défenses naturelles de l’hôte. Ces défenses sont constituées par des 

barrières physiques (mucus, barrière épithéliale) et des agents de l’immunité (défensines, lysozyme, 

oxyde nitrique NO, cytokines, IgA, cellules phagocytaires, polynucléaires). 

Lorsque cette barrière est franchie, les antigènes des micro-organismes peuvent activer des 

récepteurs de reconnaissance comme les TLRs (Toll Like Receptor), et initient ainsi une cascade de 

signalisation pouvant aboutir à l’activation de facteurs de transcription tels que NF-κB, AP-1, STAT3 

et la famille du facteur régulant la voie de l’interféron IRF (Interferon Regulatory transcription Factor) 

(Basu and Fenton, 2004). Ces facteurs de transcription activent alors l’expression de médiateurs pro-

inflammatoires, parmi lesquels des cytokines/chemokines et des molécules d’adhésion, qui induisent 

l’infiltration de polynucléaires neutrophiles. Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont des cellules 

phagocytaires permettant habituellement de contrôler l’infection, grâce à la libération d’un arsenal 

d’oxydases, de protéases (élastase, métalloprotéases) et de chemokines/cytokines. Ces médiateurs 

attirent sur le site lésé les monocytes/macrophages, qui libèrent à leur tour des cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-1β (Interleukine 1β), l’IL-6 (Interleukine 6) et le TNFα (Tumor Necrosis 

Factor α). Ces trois cytokines induisent l’expression de molécules d’adhésion à la surface des cellules 
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endothéliales, permettant aux neutrophiles, aux monocytes et aux lymphocytes circulants d’adhérer 

à la paroi des vaisseaux sanguins et de migrer dans les tissus. Elles contribuent à la réponse 

inflammatoire locale en favorisant le recrutement des PNN et leur dégranulation. L’IL-1β et le TNF-α 

agissent également sur les macrophages et les cellules endothéliales pour induire la production de 

chimiokines. L’une d’elles, l’interleukine 8 (IL-8) est alors largement produite par les cellules 

épithéliales et les cellules immunitaires. L’IL-8 est l’agent chimiotactique le plus puissant au niveau 

pulmonaire pour attirer les PNN. Ces différents phénomènes participent normalement à l’élimination 

des agents infectieux et à la réparation tissulaire (Balamayooran, et al., 2009).  

Néanmoins, lorsque l’inflammation est chronique, ce processus d’inflammation peut devenir 

délétère. En effet, la libération excessive par les cellules immunitaires, et notamment par les PNN, 

d’enzymes telles que les protéases (dont l’élastase), les oxydases, et d’espèces réactives de l’oxygène 

aboutissent à la lésion du tissu (Figure 16). Par ailleurs, les PNN libèrent également de l’ADN, qui 

augmente la viscosité du mucus, et participe donc à la diminution de la clairance mucociliaire et à 

l’installation des pathogènes (Chmiel and Davis, 2003; Doring, et al., 2010; Stockley, 1999). 

 

 

 

 

Figure 16. Les effets néfastes de l’élastase sur les mécanismes de défense de l’hôte et l’inflammation dans 
les voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose (Chmiel and Davis, 2003). Le taux d’élastase, 
majoritairement sécrétée par les polynucléaires neutrophiles (PNN), mais également par les bactéries, excède 
très largement la concentration en inhibiteurs d’élastase naturellement présents dans les voies respiratoires. 
Outre ses dommages tissulaires directs, l’élastase stimule la production de médiateurs pro-inflammatoires 
comme l’IL-8 qui induit elle-même le recrutement de PNN supplémentaires. L’élastase diminue aussi la 
clairance mucociliaire par un effet direct sur les fonctions ciliaires et en stimulant la sécrétion de mucus. Enfin, 
elle inhibe la phagocytose en clivant les immunoglobulines (Fc) et les récepteurs du complément (CR) 
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1. La voie NF-κB 

Depuis son identification en tant que régulateur clé des gènes d’expression inductibles du 

système immunitaire en 1986 (Singh, et al., 1986), le rôle du facteur de transcription NF-κB (Nuclear 

Factor kappa B) a été établi dans de nombreuses fonctions cellulaires essentielles, incluant 

l’immunité innée et adaptative, le développement embryonnaire et l’oncogenèse (pour revue 

(Basseres and Baldwin, 2006; Hayden and Ghosh, 2011)). Ce facteur dimérique régule la transcription 

de ses gènes cibles en se fixant sur la séquence consensus κB décamérique 5′-GGGAATTTCC-3′ dans 

leurs promoteurs. 

 

1.1. Les protéines NF-κB  

Le terme NF-κB est un terme générique désignant un homo- ou hétérodimère de protéines de la 

famille Rel, famille très conservée au cours de l’évolution. Chez les mammifères, cette famille 

comprend 5 protéines (p50, p52, p65 (ou RelA), c-Rel, et RelB) qui partagent en N-terminal le 

domaine d’homologie Rel caractéristique, d’environ 300 acides aminés (Figure 17). Ce domaine 

d’homologie ou RHD (Rel Homology Domain) est responsable de la dimérisation de ces protéines, de 

leur interaction avec leurs inhibiteurs naturels de la famille IκB, et de leur liaison à l’ADN. 

Les protéines RelA (p65, NF-κB3), Rel (c-Rel) et RelB comprennent, en plus de leur domaine RHD, 

un ou plusieurs domaines d’activation transcriptionnelle TAD (Transcription Activation Domain) en C-

terminal. Elles sont capables de former des homo- ou hétérodimères. 

Les protéines p50 (NF-κB1) et p52 (NF-κB2) sont produites sous forme de précurseurs, p105 et 

p100 respectivement, qui contiennent dans leur domaine C-terminal 5 à 7 répétitions d’un motif 

ankyrine inhibiteur. Ces protéines actives sont produites soit par arrêt de la traduction, soit par 

protéolyse limitée. Les protéines p50 et p52 ne contiennent pas de domaine TAD d’activation 

transcriptionnelle et doivent former des dimères avec p65, Rel ou Rel-B pour avoir une activité 

facteur de transcription (Li and Stark, 2002). 

L’expression des sous-unités p65 et p50 est ubiquitaire, alors que celle des autres protéines Rel 

est en général restreinte à des types cellulaires différenciés (Edwards, et al., 2009). Ainsi, la 

combinaison dimérique la plus fréquemment rencontrée, et qui est usuellement nommée NF-κB, est 

la combinaison p65/p50. Cependant, la grande variété de combinaisons possibles des protéines Rel 

détermine la cellule/stimulus spécificité et intervient dans la régulation de la voie NF-κB (pour revue 

(Chen, et al., 2000; Hayden and Ghosh, 2011; Hayden, et al., 2006)).  
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Famille NF-κB/Rel Famille IκB

 

Figure 17. Les protéines de la famille NF-κB/Rel et de ses inhibiteurs naturels IκB chez les mammifères, 
d’après (Hayden et Ghosh, 2011). La famille NF-κB/Rel : Toutes contiennent un domaine RHD permettant la 
dimérisation et la liaison à l’ADN. p65, RelB et c-Rel sont directement actives et contiennent le domaine TAD de 
transactivation de la transcription, tandis que p52 et p50 sont synthétisées sous forme de précurseurs (p100 et 
p105) et ne sont activées qu’après clivage de leur partie C-terminale, contenant des motifs « ankyrine » 
répétés. La famille IκB : Les protéines IκB sont caractérisées par la présence de répétitions de motifs ankyrine 
(« ankyrin repeats ») essentiels à l’interaction avec les protéines Rel. Avant activation de p52 et p50 par clivage, 
leurs précurseurs respectifs p100 et p105 font partie de la famille IκB. RHD : Rel Homology Domain ; TAD : 
TransActivation Domain ; LZ : Leucine Zipper ; NBD : NEMO Binding Domain ; ANK : Ankyrin Repeat Domain; 
GRR : Glycin Rich Region. 

 

1.2. Localisation constitutive des protéines NF-κB  

Dans la majorité des cellules, à l’état basal, les dimères NF-κB sont retenus dans le cytoplasme 

sous une forme inactive par interaction avec les molécules de la famille d’inhibiteurs IκB (Baeuerle 

and Baltimore, 1988) (Figure 17). La famille IκB comprend 7 membres, IκBα, IκBβ, BCL3, IκBε, IκBγ 

ainsi que les précurseurs p105 et p100, qui se lient spécifiquement aux domaines RHD des différents 

dimères de NF-κB (Hatada, et al., 1993). Par exemple, IκBα s’associe aux dimères p65/p50 and 

cRel/p50 et IκBβ au dimère p65/cRel (Kamata, et al., 2010).  

Chacune de ces protéines IκB agit comme un inhibiteur de la voie de signalisation par liaison au 

dimère NF-κB, en masquant la séquence de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Signal) de 

la sous-unité RelA (p65). Ainsi le complexe NF-κB est en majeure partie séquestré dans le cytoplasme 

(Jacobs and Harrison, 1998; Malek, et al., 1998; Yamamoto and Gaynor, 2004). Cependant, une faible 

proportion de trimères inactifs de NF-κB(p65/p50)/IκBα peut être retrouvée dans le noyau. En effet, 

les protéines IκBα ne masquent pas la séquence NLS de p50, et ce NLS couplé aux NES (Nuclear 

Export Signal) d’IκBα et de p65 entraîne une circulation constante du complexe IκBα/NF-κB entre le 

noyau et le cytoplasme. IκBβ quant à lui, sous sa forme phosphorylée basale, retient les complexes 

NF-κB dans le cytoplasme en masquant le NLS de la protéine p50 (Huang, et al., 2000). 
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Si les protéines de la famille IκB sont globalement dites inhibitrices, certaines peuvent néanmoins, 

après certaines modifications post-traductionnelles, réguler positivement les gènes cibles de leurs 

dimères : Bcl-3 et IκBβ peuvent ne pas empêcher la translocation nucléaire des dimères p50/p50 ou 

p52/p52 et p65/c-Rel respectivement, et en être des co-activateurs transcriptionnels (Bours, et al., 

1993; Fujita, et al., 1993; Kamata, et al., 2010; Suyang, et al., 1996). 

 

1.3. Activation de la voie NF-κB 

La stimulation de l’inflammation de diverses origines entraîne la dégradation de l’inhibiteur IκB en 

quelques minutes, via l’activation par phosphorylation du complexe kinase IKK (IκB Kinases) par des 

MAPKKK (Mitogen-Activated Protein 3 Kinases) (pour revue (Karin and Ben-Neriah, 2000). Ce 

complexe IKK est constitué d’au moins 3 sous-unités : les unités catalytiques IKKα et IKKβ, à activité 

sérine/thréonine kinase, et la sous unité de régulation NEMO/IKKγ (Hatada, et al., 2000) (Figure 18).  

 

Protéines du complexe IKK

 

Figure 18. Représentation schématique des protéines du complexe IKK (I Kappa B Kinase), d’après (Hayden et 
Ghosh, 2011). Dans la voie classique, le complexe IKK mis en jeu est un trimère composé des deux kinases IKKα, 
IKKβ et de NEMO. Dans la voie alterne, seule IKKα, phosphorylée par la kinase NIK, est mise en jeu. LZ : Leucine 
Zipper, HLH : Helix-Loop-Helix ; NBD : NEMO Binding Domain; CC : coil-coil domain; Z : Zinc Finger 

 

La phosphorylation de deux sérines dans le domaine kinase (IKKα : Ser176, Ser180 ; IKKβ : Ser177, 

Ser181) permet à phospho-IKK à son tour de phosphoryler les molécules IκB (IκBα : Ser32 et Ser36 ; 

IκBβ : Ser19, Ser23). Après phosphorylation par les IKKs, les protéines phospho-IκB sont reconnues et 

ubiquitinées par des E3 ubiquitine ligases membres de la famille SCF (Skp1-Culin-Roc1/Rbx1/Hrt-1-F-

box) sur deux lysines adjacentes conservées (Lys21 et Lys22 pour IκBα) et dégradées par le 

protéasome 26S (Figure 19) (Cardozo and Pagano, 2004).  

La phosphorylation d’IκB est stimulus spécifique. Ainsi, la phosphorylation d’IκBα est médiée par 

la plupart des activateurs de NF-κB, tandis qu’IκBβ est uniquement phosphorylée suite à des stimuli 
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comme le LPS et l’IL1-β Ce niveau de contrôle a probablement un impact sur la spécificité et la 

cinétique de la réponse.  

 

 

Figure 19. Modèle de dégradation de l’inhibiteur IκBα de la voie NF-κB. (d’après Hatada et al, 2000) Un 
stimulus induit l’activation cytoplasmique du complexe IKK qui phosphoryle IκBα, ce qui provoque sa 
reconnaissance par l’E3 ubiquitine ligase SCF

β-TrCP 
H, son ubiquitination et sa dégradation. L’exposition de la 

séquence NLS de p65 permet alors la translocation nucléaire du dimère NF-κB  

 

Cette phosphorylation d’IκB et l’activation des protéines Rel peuvent se faire soit par la voie 

canonique ou classique, soit par la voie alternative (Figure 20). Ces deux voies se distinguent par les 

trimères d’IKK mis en jeu, et par conséquent par les dimères de NF-κB activés. 

 

 
- La voie classique (voie canonique) :  

 
Cette voie est induite par une multitude de médiateurs de la réponse innée et adaptative comme les 

cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1β), les TLRs, les récepteurs d’antigènes (TCR, BCR), et les LPS 

(lipopolysaccharides). La phosphorylation critique de IκB est réalisée par le complexe IKK 

(IKKα/IKKβ/NEMO), ce qui conduit à sa dégradation complète (Gilmore, 2006; Karin, 1999). Le 

complexe NF-κB (majoritairement p65/p50) est alors libéré de son inhibiteur IκB puis transloqué dans 

le noyau où il active ses gènes cibles. Un des gènes cibles de NF-κB est IκBα qui permet la 

terminaison du processus : IκBα néo-synthétisé migre dans le noyau et se lie à NF-κB, et ce complexe 

IκBα /NF-κB est redirigé vers le cytoplasme grâce au signal d’export nucléaire de IκBα (Hayden and 

Ghosh, 2011). Dans la voie classique, IKKβ est nécessaire et suffisant pour phosphoryler IκBα (Ser32 

et Ser36) et IκBβ (Ser19, Ser23) (Hatada, et al., 2000). 

 

- la voie alternative (voie non canonique) 

La voie alternative, indépendante de NEMO, est importante notamment dans le développement 

et l’homéostasie des organes lymphoïdes secondaires et l’immunité adaptative. A la suite de stimuli 
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particuliers, comme le ligand de CD40, BAFF (B-cell Activating Factor), ou la lymphotoxine β, la 

protéine kinase NIK (Nck Interacting Kinase) est activée et phosphoryle l’homodimère IKKα. IKKα 

phosphoryle alors le précurseur p100 qui est ensuite ubiquitiné par le complexe SCF et partiellement 

dégradé par le protéasome libérant ainsi des complexes fonctionnels de type p52/RelB et p52/RelA. 

Enfin, ces complexes sont transloqués dans le noyau pour activer la transcription des gènes de la 

réponse κB (Weil and Israel, 2006). 

 

En dehors de ces deux voies, il peut exister d’autres systèmes activant NF-κB et indépendants des 

IKK. Ces systèmes peuvent notamment faire intervenir la p38 MAP kinase (Ben-Neriah and Schmitz, 

2004; Gilmore, 2006). 

 
 

Voie classique 
(canonique)

Voie alternative 
(non-canonique)

Ubiquitination
Dégradation

Ubiquitination
Activation

Gènes cibles Gènes cibles

 

Figure 20. Les principales voies de signalisation de NF-κB, d’après (Sakamoto and Maeda, 2010). La voie 
classique, activée par des signaux tels que le TNF-α ou l’IL-1, résulte en l’expression de nombreux gènes de 
l’inflammation, de l’immunité innée et des gènes anti-apoptotiques. Elle met principalement en jeu le 
complexe IKK (IKKα/IKKβ/NEMO), IκBα et le dimère NF-κB p65(RelA)/p50. La voie non canonique dépend des 
homodimères IKKα/IKKα et est activée par d’autres stimuli comme la lymphotoxine β. Cette voie joue un rôle 
important pour l’expression des gènes impliqués dans le développement et le maintien des organes 
lymphoïdes secondaires  

 

1.4. Les gènes cibles de NF-κB  

La voie NF-κB joue un rôle majeur et très complexe dans l’homéostasie cellulaire. Ceci peut être 

illustré par la longue liste pourtant non exhaustive de gènes régulés par le facteur de transcription, 
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donnée sur le site (http://www.NF-kB.org). Parmi eux, on peut citer des gènes codant de 

nombreuses cytokines (TNFα et β, IL-1, IL-2, IL-6…), des chemokines (IL-8, RANTES,…), des facteurs de 

croissance (VEGF, PDGF, PLGF,…), des molécules d’adhésion (ICAM-1), des enzymes impliquées dans 

la réponse au stress (NO synthase inductible, phospholipase A2, COX-2…), des facteurs de 

transcription et des modulateurs de transcription (HIF-1α, A20, JunB, NF-κB p100, NF-κB p105, IκBα, 

p53).  

Par ailleurs, certains auteurs ont montré que des signaux pro-inflammatoires entraînent une 

augmentation de la protéine CFTR, et la capacité de liaison du facteur NF-κB sur un site consensus du 

promoteur de CFTR en fait un gène cible (Brouillard, et al., 2001; Cafferata, et al., 2001). 

 

2. La voie AP-1 

Le facteur AP-1 (Activator Protein-1) est un des premiers facteurs de transcription à avoir été 

identifié chez les mammifères (Angel, et al., 1987; Lee, et al., 1987). Il est impliqué dans de nombreux 

processus cellulaires, tels que la prolifération, la différenciation, la migration, la transformation 

cellulaire lors du développement aussi bien que dans les tissus adultes, et la régulation de 

l’inflammation (Eferl and Wagner, 2003). AP-1 régule la transcription basale et/ou inductible de 

gènes contenant des sites consensus (5′-TGAG/CTCA-3′) appelés TREs (TPA (12-O-

tetradecanoylphorbol) Response Element) ou éléments répondant au PMA (phorbol 12-myristate 13-

acetate) (Angel, et al., 1987; Angel and Karin, 1991). 

 

2.1. Les protéines AP-1 

AP-1 est un facteur de transcription dimérique. Ses sous-unités sont des protéines avec un haut 

degré d’homologie, appartenant aux familles Jun (Jun ou c-Jun, JunB et JunD) et Fos (c-Fos ou Fos, 

FosB, Fra-1 et Fra-2) (Figure 21). A ces protéines, on peut ajouter quelques membres des sous- 

familles Activating Transcription Factors ATF (ATFα, ATF-2 et ATF-3), Jun-Dimerizing Partner JDP (JDP-

1 et JDP-2), qui partagent des similitudes structurales avec les protéines Fos et Jun, et qui, sous 

forme d’hétérodimères avec les protéines AP-1 (majoritairement les protéines Jun), peuvent lier les 

séquences TRE-like (Hess, et al., 2004).  

 

http://www.nf-kb.org/
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Figure 21. Représentation de l’hétérodimère AP-1 Fos/Jun, d’après (Hess, et al., 2004). Les bZIP domaines de 
Jun et Fos forment une structure capable de lier le site palindromique AP-1 (TGAGTCA). Jun et Fos possèdent 
plusieurs domaines, parmi lesquels  le domaine bZIP, le domaine de transactivation, et des sites d’interaction 
avec différentes kinases comme JNK et ERK. JNK régule spécifiquement l’activation de Jun par phosphorylation 
des sérines S63 et S73. ERK phosphoryle Fos sur les thréonines T325 et T331 et la sérine S374. De plus, Fos peut 
être phosphorylée en T232 par une Fos-related Kinase. 

 

Toutes ces protéines contiennent un domaine bZIP (fermeture éclair à Leucines et zone riche en 

résidus basiques) responsable de la dimérisation et de la liaison à l’ADN. La stabilité et la spécificité 

des homo- et hétérodimères dépend de la composition du motif « leucin zipper ». Ainsi, les protéines 

Jun peuvent former des homo ou hétérodimères, tandis que les protéines Fos ne créent que des 

hétérodimères. Les hétérodimères Fos/Jun sont beaucoup plus stables que les homodimères Jun/Jun 

(Hess, et al., 2004; van Dam and Castellazzi, 2001). Les protéines Jun et Fos ont des potentiels de 

transactivation assez différents. Alors que Jun, Fos et FosB sont considérés comme des activateurs 

forts, JunB, JunD, Fra-1 et Fra-2 ont seulement un faible potentiel de transactivation. Dans certaines 

circonstances, ces derniers peuvent même agir comme des répresseurs de l’activité AP-1 par 

compétition de la liaison à l’ADN ou en formant des hétérodimères « inactifs » avec Jun, Fos ou FosB 

(Hess, et al., 2004).  

Par ailleurs, Jun peut aussi former des dimères avec des protéines bZIP n’appartenant pas à a 

famille AP-1, dont quelques membres de la famille CREB/ATF et le facteur de transcription 

oncogénique Maf (Musculoaponeurotic Fibrosarcoma). Les dimères peuvent se lier sur l’ADN à 

d’autres séquences consensus que les éléments TREs, comme par exemple la séquence consensus 
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des éléments de réponse à l’AMP cyclique CRE des protéines CREB/ATF. (Hai and Curran, 1991; 

Kataoka, et al., 1994). 

Chacune des sous-unité AP-1 étant exprimée et régulée différentiellement, chaque type cellulaire 

contient un pool de dimères avec des fonctions différentes subtiles, permettant une régulation très 

fine de cette voie de signalisation (Angel, et al., 2001). 

 

2.2. Activation de la voie AP-1 : la cascade des MAP kinases 

Les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) composent une famille de sérines-thréonines 

kinases conservées au cours de l’évolution. Elles font partie d’un système de phosphorylation en 

cascade, composé de trois activités kinases séquentielles : dans le cytoplasme, sous certains stimuli, 

les MAPK kinase kinases (MAPKKK ou MKKK) phosphorylent et activent des MAPK kinases (MAPKK ou 

MKK) spécifiques, qui elles-mêmes phosphorylent les MAPKs. 

Les quatre sous-familles bien caractérisées de MAPKs incluent : les kinases régulées par signal 

extra-cellulaire Extracellular signal-Regulated Kinases (ERK1/2), les c-Jun N-terminal Kinases 

(JNK1/2/3), p38 (p38α/β/γ/δ) et ERK5 (Figure 22). Parmi elles, les JNK et p38 sont connues pour être 

activées par le stress cellulaire (Hess, et al., 2004; Junttila, et al., 2008). 

 

 

Figure 22. Les connections de la voie de signalisation des MAPKs, d’après (Junttila, et al., 2008) 
La cascade de signalisation des MAP kinases est organisée en modules. L’activation de kinases en amont par 
des récepteurs de surface entraine l’activation séquentielle d’un module spécifique(MAPKKK/MAPKK/MAPK). 
Ici sont présentés les composant majeurs de la voie des MAPK, avec des exemples de protéines cibles. Les 
pointillés indiquent des connections entre les modules MAPK possibles dans certains contextes. 
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Lors d’un stimulus approprié, incluant des cytokines (IL-1β, TNFα), des facteurs de croissance, des 

signaux de stress et des infections, ou des stimuli oncogéniques, les MAPKs transloquent dans le 

noyau, où elles phosphorylent les sous-unités AP-1, majoritairement c-Jun et c-Fos, dans leur 

domaine de transactivation (motifs Ser/Pro) permettant la dimérisation du facteur et l’activation 

transcriptionnelle des gènes cibles (Figure 23) (Hess, et al., 2004; Huang, et al., 2009; Junttila, et al., 

2008; Turjanski, et al., 2007). 

 

 

Figure 23. Activation de la voie AP-1, d’après (Turjanski, et al., 2007) 

 

2.3. Régulation de la voie AP-1 

La régulation de l’activité AP-1 est très complexe et peut se faire au niveau transcriptionnel, au 

niveau de la stabilité de l’ARNm, par des processus post-traductionnels, ou par des interactions 

spécifiques entre les protéines AP-1 et d’autres facteurs de transcriptions ou cofacteurs (Shaulian 

and Karin, 2002). 

Les gènes codant c-Jun et c-Fos sont tous deux des gènes d’activation précoce immédiate. c-Jun 

est exprimé dans la plupart des cellules en faible quantité en absence de stimulation, tandis que c-

Fos est très faiblement exprimé et très instable au niveau basal. Sous stimulation, c-Jun phosphorylé 

est activé, et dans une boucle d’autorégulation, stimule sa propre transcription. L’activation des 



Chapitre 2   L’Inflammation 

 

52 

 

ERKs, permet l’induction de l’expression de c-Fos qui en association avec le facteur de transcription 

MEF2 (Myocyte-Enhancer Factor 2) augmente l’expression de c-Jun, augmentant ainsi le taux d’AP-1 

dans le noyau et l’activation des gènes cibles d’AP1 (Angel, et al., 1988; Lamph, et al., 1988; Shaulian 

and Karin, 2002).  

Une régulation post-transcriptionnelle existe également. Certains stimuli tels que les UV 

permettent la stabilisation des ARNs messagers de c-Jun et de c-Fos, ce qui permet d’accroître 

l’activité AP-1 (Blattner, et al., 2000).  

Au niveau post-traductionnel, un certain nombre de kinases/phosphatases régulent le potentiel 

de transactivation et la capacité de liaison à l’ADN d’AP-1. Ainsi, les phosphorylations de c-Jun (Ser63 

et Ser73) et de c-Fos (Thr232) permettent d’augmenter leurs activités transcriptionnelles (Pulverer, 

et al., 1991; Smeal, et al., 1991) (pour revue (Hess, et al., 2004)).  

D’autres processus dépendant des JNKs pourraient intervenir : ces kinases pourraient réguler 

l’activité histone acétylase intrinsèque de ATF2 (Kawasaki, et al., 2000) et pourrait réguler la 

dégradation d’AP-1 médiée par l’ubiquitine (Fuchs, et al., 1998). 

Enfin, les interactions protéine/protéine peuvent aussi réguler l’activité AP-1. Par exemple, les 

récepteurs nucléaires NR, sont capables d’interagir directement avec les sous-unités de AP-1 et 

empêcher leur liaison aux promoteurs de leurs gènes cibles (Pascual and Glass, 2006).  

 

 

2.4. Gènes cibles d’AP-1 

Les sous-unités c-Jun et c-Fos ont été identifiées chez les mammifères par homologie avec les onco-

protéines virale v-Jun et v-Fos. Pour cette raison, ces deux sous-unités ont rapidement été reliées aux 

processus de tumorigenèse. AP-1 régule notamment de nombreux gènes de prolifération et de survie 

cellulaire (Cyclin D1, p21, p53, FasL, Bcl3,…) (Shaulian and Karin, 2002). Il est également impliqué 

dans la régulation transcriptionnelle de nombreux acteurs de l’inflammation, parmi lesquels des 

cytokines (IL-1, IL-6, TNF-α,…) et chimiokines (IL-8, RANTES,…) (Kida, et al., 2005; Sebkova, et al., 

2004; Yoshimura, et al., 2006), des métalloprotéases (Chinenov and Kerppola, 2001), des molécules 

d’adhésion (ICAM-1, intégrines,…) (Berrou and Bryckaert, 2001). 
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II. La réponse inflammatoire dans les poumons CF est anormalement régulée 

 

1. L’infection pulmonaire dans la mucoviscidose 

 

Le portage pulmonaire de germes particuliers est une des caractéristiques cliniques de la 

mucoviscidose, détectable dès quelques mois de vie (Dakin, et al., 2002; Rosenfeld, et al., 2001), et 

les exacerbations infectieuses et inflammatoires sont responsables de la destruction progressive du 

tissu pulmonaire. La colonisation est réalisée par des pathogènes spécifiques et de manière 

séquentielle selon l’âge du patient (Figure 24). Dans le courant de la première année, c’est surtout 

Staphylococcus aureus qui est observé, et en moindre proportion Pseudomonas aeruginosa et 

Haemophilus influenzae. Pseudomonas aeruginosa, présent chez 18,7 % des patients âgés de 0 à 4 ans, 

atteint sa fréquence la plus élevée (71,2 %) chez les malades de 30-34 ans. L’infection à Pseudomonas 

aeruginosa, qui est extrêment difficile, voire impossible, à éradiquer, signe un tournant dans 

l’évolution de la maladie et est associé à une diminution des fonctions respiratoires (Hauser, et al., 

2011). D’autres germes bactériens plus rares comme Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia 

cepacia, ou des mycobactéries atypiques peuvent également être observées, ainsi que des germes 

fongiques comme certaines espèces d’Aspergillus. Ces infections, qui sont bénignes chez les individus 

normaux, sont sévères chez les patients atteints de mucoviscidose, qui présentent notamment une 

moins bonne clairance des germes que les sujets non atteints (Doring, et al., 2010).  

 

 

Figure 24. Prévalence des pathogènes les plus fréquents dans les voies respiratoires des patients CF en 
fonction de leur âge, d’après le bilan 2008 du Registre français de la mucoviscidose. 
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2. Les marqueurs de l’inflammation sont augmentés dans les poumons CF 

 

Les poumons de patients CF apparaissent structurellement normaux in utero et durant les 

premiers mois de vie, à l’exception d’une dilatation modérée des glandes sous muqueuses de la 

trachée (Sturgess and Imrie, 1982). Néanmoins, en l’absence d’infection et de tout signe histologique 

d’inflammation, une augmentation de l’activité de RelA (NF-κB) peut déjà être observée dans les 

cellules épithéliales des poumons de fœtus atteints de mucoviscidose (CF) (homozygote F508del) 

(Verhaeghe, et al., 2007a), tandis que des greffons de trachée fœtale humaine CF chez les souris SCID 

accumulent plus de polynucléaires neutrophiles que les contrôles non CF (Tirouvanziam, et al., 2002). 

Différentes études portant sur l’analyse du lavage broncho-alvéolaire (LBA) montrent chez des 

enfants CF asymptomatiques identifiés par le dépistage néonatal des signes d’une inflammation 

endo-bronchique avec une augmentation du nombre de polynucléaires neutrophiles (PNN) et de leur 

principal chemo-attractant, l’interleukine 8 (IL-8), parfois dès l’âge de 4 semaines, et parfois même 

sans infection détectable (Armstrong, et al., 2005; Khan, et al., 1995; Kirchner, et al., 1996). Cet état 

inflammatoire a également été décrit dans de nombreuses études chez les patients plus âgés, qui 

présentaient dans leur LBA une augmentation des PNN et des cytokines pro-inflammatoires telles 

que le TNFα, l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-8 et du TGFβ (Dakin, et al., 2002; Harris, et al., 2009; Jacquot, et al., 

2008; Muhlebach, et al., 2004). Les études sur explants ont montré que les cellules épithéliales des 

glandes sous muqueuses du tissu bronchique humain avant transplantation présentent une 

augmentation de l’ARNm et de la protéine IL-8 et une diminution de IκB-α (Tabary, et al., 1999). Bien 

que cette inflammation puisse être en partie expliquée par l’infection chronique, l’inflammation chez 

les patients CF semble exagérée par rapport aux mécanismes de défense normaux de l’épithélium 

respiratoire. En effet, l’équipe de Muhlebach a rapporté que le LBA d’enfants CF infectés contient 

plus de PNN et d’IL-8 que les enfants infectés et non CF, par rapport au nombre de bactéries 

(Muhlebach, et al., 1999). Par ailleurs, quelques études ont mis en évidence une diminution de 

l’expression de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 dans le LBA et les cellules bronchiques d’enfants 

CF, ce qui contribue à la production excessive de ces cytokines, prévenant la résolution de 

l’inflammation respiratoire (Bonfield, et al., 1999; Osika, et al., 1999). 

L’ensemble de ces observations, c’est à dire l’augmentation de cytokines pro-inflammatoires, est 

en faveur d’une activation anormale de la voie pro-inflammatoire NF-κB et de la voie AP-1, 

conduisant à la sécrétion d’agents chimiotactiques, attirant les cellules immunitaires, principalement 

les polynucléaires neutrophiles, dans les voies respiratoires (Boncoeur, et al., 2008; Jacquot, et al., 

2008).  
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3. L’inflammation chez les modèles animaux   

 

L’origine de l’inflammation exacerbée est inconnue, et certaines équipes ont tenté d’explorer ce 

phénomène par le biais de modèles animaux, dès les années 1990. Ce paragraphe n’a pas l’ambition 

d’être exhaustif, mais vise à donner un aperçu des modèles disponibles. 

A ce jour, il existe au moins 14 modèles de souris dont le gène CFTR est délété ou muté (pour 

revue (Fisher, et al., 2011)), et dont la sévérité phénotypique varie généralement selon le taux 

d’ARNm de CFTR (Davidson and Dorin, 2001; Fisher, et al., 2011). Si l’étude phénotypique n’a pas 

toujours été exhaustive, la plupart des modèles présente des anomalies digestives, hépatiques, 

pancréatiques, un retard de croissance, des troubles de la fertilité (Durie, et al., 2004; Freedman, et 

al., 2001), une diminution de la clairance mucociliaire (Zahm, et al., 1997) et une réponse 

inflammatoire exacerbée dans les voies aériennes (Legssyer, et al., 2006). Une augmentation des 

cellules inflammatoires a été observée dans la sous-muqueuse respiratoire des souris CF élevées en 

milieu stérile, en comparaison aux souris sauvages (Zahm, et al., 1997). Cependant, ces modèles ne 

développent pas spontanément de pathologie pulmonaire, contrairement au modèle porcin. 

Les porcs CFTR-/-, CFTR-/F508del et CFTRF508del/F508del présentent un iléus méconial sévère, létal en 

absence de chirurgie, une atteinte pancréatique, et une ABCD (Ostedgaard, et al., 2011; Pierucci-

Alves, et al., 2011; Stoltz, et al., 2010) mais ne présentent pas d’anomalie majeure pulmonaire, ni 

dans les glandes sous muqueuses, ni dans l’appareil reproducteur. L’examen histopathologique des 

poumons de porcs nouveaux-nés (6-12heures de vie) ne montre pas de signe inflammatoire à la 

naissance (Rogers, et al., 2008; Stoltz, et al., 2010; Welsh, et al., 2009). En revanche, l’élimination 

pulmonaire de bactéries est moins efficace que chez les contrôles, ce qui pourrait participer au 

développement d’anomalies pulmonaires histologiques observés chez les porcs plus âgés avec 

notamment des infiltrats neutrophiliques (Ostedgaard, et al., 2011; Stoltz, et al., 2010). 

Chez le furet CFTR-/-, on retrouve comme chez le porc, un retard de croissance et un iléus 

méconial, mais dont la pénétrance est variable (Sun, et al., 2010). Les furets présentent une atteinte 

pancréatique modérée, une vésicule biliaire normale, et une absence de canaux déférents. Dans 

l’étude de Sun et al, 75% des furets étudiés sont décédés peu après la naissance des suites de l’iléus 

méconial, et les autres sont décédés dans la première semaine de vie, probablement à cause d’un 

syndrome de malabsorption. Ces furets décédés après quelques jours de vie dans un état 

nutritionnel péjoratif présentaient une pneumonie broncho-pulmonaire lors de leur mort. L’atteinte 

digestive est très sévère chez les furets, et ne permet pas d’étudier l’atteinte pulmonaire dans de 

bonnes conditions. L’étude des furets KO avec une expression de CFTR préservée au niveau digestif 
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permettra peut-être d’apporter des réponses quand à la pathologie pulmonaire dans la 

mucoviscidose (Sun, et al., 2010). 

Actuellement, aucun modèle animal ne reproduit exactement la même pathologie que celle 

observée chez l’homme. Bien que le porc ne montre pas d’inflammation pulmonaire à la naissance, il 

serait intéressant d’observer des animaux sur une longue durée. 

 
 

4. L’inflammation dans les modèles cellulaires    

 

De nombreux acteurs interviennent dans la régulation de l’inflammation, et notamment les 

cellules du système immunitaire (polynucléaires neutrophiles, monocytes-macrophages, 

lymphocytes). Nous nous intéresserons ici uniquement aux cellules épithéliales des voies aériennes, 

qui apparaissent de plus en plus comme des régulateurs de l’inflammation. En effet, elles répondent 

à de nombreux stimuli et génèrent un large panel de médiateurs contribuant au statut inflammatoire 

et à la régulation de composants structuraux des voies aériennes, incluant des peptides 

(endothélines), des lipides (prostaglandines), des espèces réactives de l’oxygène ou du nitrogène 

addition, cytokines (IL-6, IL-1β, TNF-α), chimiokines (IL-8, RANTES), facteurs de croissance (GM-CSF) 

(pour revue, (Proud and Leigh, 2011))  

Il existe de nombreux modèles de cellules épithéliales des voies aériennes pour étudier la 

physiopathologie de la mucoviscidose, incluant des modèles de culture primaire ou des cultures de 

lignées, en culture submergée ou en interface air-liquide. Les résultats des nombreuses études 

menées durant ces 12 dernières années, de par la multiplicité des modèles, des conditions de 

culture, et des stimulations de l’inflammation possibles sont donc parfois difficiles à interpréter dans 

un contexte global. Néanmoins, il en ressort que dans certaines conditions, les cellules CF ont une 

signalisation inflammatoire exagérée par rapport aux cellules non CF (Carrabino, et al., 2006; 

Eidelman, et al., 2001; Muhlebach, et al., 2004; Tabary, et al., 2001; Tabary, et al., 1998; Wiszniewski, 

et al., 2006). Cette inflammation intrinsèque est caractérisée surtout par une augmentation des 

médiateurs inflammatoires, comme l’IL-8 ou l’IL-6 en absence (Eidelman, et al., 2001; Hallows, et al., 

2006; Tabary, et al., 1998) ou en présence de stimulation (DiMango, et al., 1998; Kube, et al., 2001; 

Tabary, et al., 1999; Tabary, et al., 2003), et une diminution de l’IL-10 (Bonfield, et al., 1999). Cette 

augmentation des cytokines pro-inflammatoire serait due à une activation anormale des voies NF-κb 

(Tabary, et al., 2001; Verhaeghe, et al., 2007b) et AP-1 (Boncoeur, et al., 2008; Verhaeghe, et al., 

2007b). 
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III. Propriétés pro- ou anti-inflammatoires de CFTR  

L’origine de l’inflammation exacerbée est très débattue. Certains pensent qu’elle est due aux 

infections chroniques elles-mêmes, d’autres mettent en cause la perte d’homéostasie des sécrétions 

respiratoires. Ces dernières années, l’implication directe de la protéine CFTR-wt ou mutée a été 

proposée (Jacquot, et al., 2008). C’est ce dernier point qui sera présenté ici. 

 

1. Activité pro-inflammatoire de CFTR-F508del 

La mutation la plus fréquente dans la mucoviscidose est la délétion du codon Phénylalanine F508 

(F508del) dans le domaine de liaison à l’ATP NBD1. Différentes études ont montré que cette 

anomalie pouvait être à l’origine d’un état pro-inflammatoire. Ainsi, la surexpression de CFTR-

F508del dans les cellules CHO entraine une activation de la voie NF-κB par rapport aux cellules 

surexprimant un autre mutant CFTR-G551D, ou CFTR-wt (Weber, et al., 2001). Un stress du réticulum 

endoplasmique pourrait participer à cette inflammation exacerbée (Knorre, et al., 2002; Rottner, et 

al., 2009). 

 

1.1. Le réticulum endoplasmique, contrôleur de qualité 

Le réticulum endoplasmique (RE) est le site de synthèse et de maturation des protéines destinées 

à la sécrétion ou à l’expression membranaire (membrane plasmique, appareil de Golgi, lysosomes). 

C’est un lieu de maturation (clivages, glycosylation, formation de ponts disulfures, repliement et 

assemblage), grâce à une machinerie intraluminale composée notamment de protéines chaperonnes 

telles que BiP (famille Hsp70), Grp94 (famille Hsp90), la calréticuline, la calnexine et la protéine 

Disulfide Isomérase (PDI) impliquées dans le système de contrôle qualité ERCQ (Endoplamic 

Reticulum Quality Control) (Ellgaard and Helenius, 2003; Sitia and Braakman, 2003).  

Les perturbations environnementales telles que l’accumulation de protéines mal repliées, les 

altérations de l’homéostasie calcique, l’inflammation ou l’hypoxie, conduisent à un 

dysfonctionnement du RE appelé stress réticulaire ou stress du RE. En condition de stress du RE, trois 

différentes voies sont activées afin de diminuer la synthèse de nouvelles protéines et d’augmenter la 

dégradation des protéines anormales : 1) la réponse UPR (Unfolded Protein Response) a pour but 

d'augmenter les capacités de repliement, de maturation, en entrainant la réduction de la synthèse 

protéique et la transcription de protéines chaperonnes (Zhang, et al., 2006) 2) la dégradation ERAD 

(ER-Associated Degradation) vise à éliminer les protéines mal repliées par la voie ubiquitine-
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protéasome (Gelman, et al., 2002), et 3) si ces réponses sont insuffisantes, la réponse EOR (ER-

Overload Response) participe à l’activation de l’expression des gènes de l’inflammation et du système 

immunitaire et aboutissant à l’apoptose (Lai, et al., 2007). Parmi les voies de signalisations activées, 

on retrouve la voie NF-κB (Figure 25) (Kitamura, 2011). 

 

 

Figure 25. Activation de la voie NF-κB par le stress du RE. Sous conditions de stress du RE, la voie NF-κB est 
activée via les signalisations IKK, Akt et eIF2α qui répriment la traduction d’IκBα. D’après (Kitamura, 2011) 

 

 

1.2. CFTR-F508del et stress du réticulum endoplasmique 

La réponse UPR dans la mucoviscidose encore été peu étudiée. Quelques études montrent que 

l’UPR est stimulé dans les cellules exprimant CFTR-F508del à cause de la protéine mutée elle-même 

ou bien de facteurs exogènes (Bartoszewski, et al., 2008; Kerbiriou, et al., 2007; Knorre, et al., 2002). 

Une étude sur des lignées primaires bronchiques épithéliales de patients homozygotes pour la 

mutation F508del a montré une augmentation de l’ARNm de certains marqueurs de la réponse UPR 

(Nanua, et al., 2006). De plus, l’étude de la surexpression de CFTR-F508del dans différentes lignées 

cellulaires a montré une augmentation de la réponse UPR par rapport à la surexpression de CFTR-wt 

(Bartoszewski, et al., 2008; Kerbiriou, et al., 2007).  

Le stress du RE induit par CFTR-F508del est d’autant plus important que, en plus de s’accumuler 

dans le RE, la protéine interagit avec des protéines chaperonnes calcium-dépendantes, modifiant 

l’homéostasie calcique et générant un stress supplémentaire (Antigny, et al., 2008; Rab, et al., 2007).  
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L’activation du système UPR (Kerbiriou, et al., 2007; Rab, et al., 2007) entraîne la diminution de 

l’expression globale de CFTR, et la dégradation de CFTR anormal par la voie du protéasome (Chen, et 

al., 2004; Cyr, 2005; Gelman, et al., 2002). Cette accumulation de CFTR mal replié dans le RE 

contribue à l’activation endogène de la voie de l’inflammation NF-κB (Figure 26) (Rottner, et al., 

2009; Weber, et al., 2001)  

 

  

 

Figure 26. Implication de CFTR-F508del dans le stress du RE. La rétention de CFTR-F508del est associée à une 
augmentation de la concentration intraluminale en Ca2+ et à une interaction avec des protéines chaperonnes. 
Ceci induit l’activation de l’ERAD afin de dégrader la protéine CFTR-F508del mal repliée. De plus, la voie UPR est 
activée via ATF-6. Si l’ERAD et l’UPR sont insuffisant à restaurer des paramètres cellulaires normaux, l’EOR est 
activé et induit l’apoptose. D’après (Rottner, et al., 2009) 

 

 

2. Activité anti-inflammatoire de CFTR-wt 

 

Depuis 2009, l’hypothèse que CFTR-wt possède une activité anti-inflammatoire intrinsèque a 

émergé et a été vérifiée par deux équipes (Hunter, et al., 2010; Vij, et al., 2009). Ainsi, l’inflammation 

exacerbée serait également due à une diminution de CFTR-wt à la membrane (Bodas and Vij, 2010). 

Différentes études ont montré que le traitement par l’inhibiteur spécifique de CFTR, CFTRinh172, 

qui empêche l’ouverture du canal, oriente les cellules non CF vers un phénotype CF-like, avec une 
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activation de la voie NF-κB et une augmentation de la sécrétion d’IL-8 (Hunter, et al., 2010; Perez, et 

al., 2007; Vij, et al., 2009). Ces résultats tendaient à montrer qu’une activité fonctionnelle du canal à 

la surface cellulaire était nécessaire pour contrôler l’inflammation. D’autres études ont révélé que 

certains correcteurs (misglustat, MBP07) n’augmentaient pas seulement l’expression de CFTR à la 

membrane, mais diminuaient aussi la réponse inflammatoire des cellules à P. aeruginosa (Dechecchi, 

et al., 2008). Enfin, il avait été montré que les cellules épithéliales primaires 16HBE transfectées avec 

un plasmide d’expression de CFTR présentaient une activation de la voie NF-κB inférieure aux cellules 

transfectées avec un plasmide CFTR antisens non fonctionnel, avec une diminution du taux d’IL-8 

sécrétée (Weber, et al., 2001). 

L’équipe de P. Zeitlin a récemment montré que la surexpression de CFTR-wt dans des cellules HEK 

et CFBE entrainait une diminution d’activation de la voie NF-κB et de la sécrétion d’IL-8 (Vij, et al., 

2009). Ces résultats ont été confirmés par l’équipe de A. Mehta dans les cellules épithéliales 

pulmonaires H441 et les cellules H57 dérivées des HeLas, avec un bémol cependant : en effet, dans 

les cellules H57 qui sont des cellules exprimant stablement un gène luciférase répondant à NF-κB, 

l’inhibition de NF-κB médiée par CFTR-wt était très variable en fonction de la confluence des cultures 

cellulaires, indiquant que cet effet anti-inflammatoire impliquerait des interactions entre les cellules 

(Hunter, et al., 2010). Des données récentes suggèrent que CFTR interagit avec TNFR1 (récepteur au 

TNF-α) dans des rafts lipidiques et module la sécrétion d’IL-8 (Dudez, et al., 2008). La présence de 

CFTR dans ces rafts pourrait expliquer son activité de modulateur de la voie NF-κB. 

 

 

 

 

Bien que l’origine de l’inflammation pulmonaire caractéristique de la mucoviscidose soit toujours un 

sujet de débat, elle est unanimement reconnue comme anormalement régulée, avec notamment 

une augmentation des cytokines pro-inflammatoires et de la cellularité dans les sécrétions 

respiratoires des malades. L’inflammation, qui constitue normalement une des premières lignes de 

défense de l’organisme contre les agressions extérieures, déborde les systèmes de régulation 

physiologiques, entraînant la dégradation progressive du parenchyme pulmonaire. De nombreuses 

études mettent en cause les voies de signalisation NF-κB et, plus récemment, AP-1. Réguler cette 

inflammation fait aujourd’hui partie des objectifs thérapeutiques, et de nombreuses molécules sont 

en essais clinques (www.cff.org), la difficulté pour une administration à long terme étant d’obtenir 

une balance « effets bénéfiques/effets indésirables » favorable. 
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I. COMMD1 

 
La famille de protéines à domaine COMM ou COMMD est une famille hautement conservée au 

cours de l’évolution qui a été caractérisée en 2005 par une équipe des Pays-Bas, de par la similitude 

de ses autres membres avec la protéine déjà connue sous le nom de MURR1 (Burstein, et al., 2005). 

Considérée depuis lors comme le chef de file de la famille, MURR1, désormais nommée COMMD1, a 

fait l’objet de nombreuses études. Identifiée initialement pour son rôle dans le métabolisme du 

cuivre (van De Sluis, et al., 2002), COMMD1 est en fait impliquée dans de nombreux processus 

physiologiques, tels que la régulation du transport sodique, de la signalisation HIF1α et de la voie NF-

κB. 

La protéine COMMD1 a été identifiée en 2003 au sein de notre laboratoire comme partenaire de 

la protéine CFTR à l’issue d’un criblage double hybride utilisant la boucle intracellulaire ICL3 comme 

appât, Cette observation a motivé l’étude du rôle cytoplasmique de cette protéine dans la 

physiopathologie de la mucoviscidose, et a fait l’objet de la Thèse d’Université de L. Drévillon (mai 

2009) qui a démontré son rôle dans la régulation du trafic intracellulaire de CFTR par inhibition de 

son ubiquitination (Drevillon, et al., 2011). 

 

1. La famille COMMD, ubiquitaire et conservée. 

La famille des protéines COMMD (COpper Metabolism Murr1 Domain) comprend 10 protéines, 

numérotées de 1 à 10, caractérisées en C-terminal par le domaine COMM de 65 à 80 acides aminés, 

original et très conservé dans la famille (Figure 27 A). Ces protéines à domaine COMM sont 

retrouvées chez tous les vertébrés, avec un degré de conservation significatif chez les mammifères 

(Burstein, et al., 2005; Maine and Burstein, 2007b). Si les membres de la famille sont très 

homologues par leur domaine C-terminal, la partie N-terminale est très variable en séquence et en 

longueur, de 18 résidus pour COMMD6 à 151 résidus pour COMMD5. Ainsi, par exemple, si l’on 

considère les régions en dehors du domaine COMM, COMMD1 et COMMD10 ne partagent que 34% 

d’homologie, ce qui expliquerait la spécificité fonctionnelle de ces protéines (Maine and Burstein, 

2007b). 

Chez l’homme, les protéines COMMD sont ubiquitaires avec des variations du taux d’expression 

tissu-spécifiques (Figure 27 B, http://biogps.gnf.org/#goto=search)(Su, et al., 2004). Par exemple, 

COMMD1 est largement exprimée dans les cellules d’adulte, tandis que COMMD9 est 

préférentiellement exprimée dans les cellules myéloïdes ou le système nerveux central. La 

http://biogps.gnf.org/#goto=search


Chapitre 3    COMMD1 et CSN5 

 

63 

 

localisation subcellulaire n’est connue que pour COMMD1 et COMMD5 : COMMD5 est une protéine 

nucléaire, tandis que COMMD1 est retrouvée aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau et les 

organelles péri-nucléaires (Solban, et al., 2000) 
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Figure 27. Les différents membres de la famille COMMD, chez l’homme. Les 10 protéines de la famille 
COMMD ont en commun un domaine COMM (Copper Metabolism Murr1 Domain) caractéristique en C-
terminal et diffèrent par leur extrémité N-terminale. Excepté la protéine COMMD6, presque exclusivement 
constituée du domaine COMMD, ces protéines ont toutes une longueur d’environ 200 acides aminés. 
L’expression tissulaire des différentes protéines COMMD a été établie d’après des données de puces 
d’expression (Maine and Burstein, 2007b) 

 

 

Malgré l’identification d’un certain nombre de protéines partenaires, la fonction exacte des 

protéines COMMD reste inconnue. Un des obstacles majeurs est l’originalité de ces protéines 

COMMD qui ne sont les homologues d’aucune protéine connue, et qui ne contiennent pas de motif 

ou domaine déjà caractérisé sur le plan fonctionnel biochimique. 

 

 

2. Structure et fonctions générales de COMMD1 

Initialement désigné sous le nom de MURR1 (Mouse U2af1-rs1 region 1) de par son homologie 

avec un gène murin contenant dans un intron le gène soumis à empreinte U2af1-rs1 (Nabetani, et al., 

1997), COMMD1 (Copper Metabolism Murr1 Domain 1) a été renommée en 2005 et désignée comme 

chef de file de la famille COMMD. La structure très particulière de l’homologue murin n’est pas 

retrouvée chez les autres mammifères, et chez l’homme le gène COMMD1 est située dans une région 

distincte de l’homologue d’U2AF1-RS1.  
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2.1. Localisation 

COMMD1 est une protéine ubiquitaire. Des études par puces d’expression ont montré qu’elle est 

particulièrement exprimée dans l’appareil reproducteur masculin, les poumons, le placenta, le 

pancréas et l’intestin grêle, (Figure 27 B) (Burstein, et al., 2005), ainsi que dans de nombreuses 

lignées cellulaires (Klomp, et al., 2003). 

Au niveau subcellulaire, une fraction minoritaire de COMMD1 peut être retrouvée dans le noyau, 

mais la fraction majeure est cytoplasmique (de Bie, et al., 2006; Klomp, et al., 2003). Cependant, la 

distribution varie selon les cellules. En effet, bien qu’une fraction cytosolique soluble ne puisse être 

exclue, dans les cellules HeLa, A549, H441 et HEK293, COMMD1 montre une distribution vésiculaire 

post-Golgi, et co-localise avec des marqueurs des endosomes précoces (« early endosomes »). 

Cependant, cette localisation est probablement cellule-spécifique, puisque des études 

d’immunofluorescence dans les cellules d’hépato-carcinome HepG2, Hep3B et PLC/PRF/5, et les 

lignées de carcinome du côlon Caco2 et HT-29, ne présentent pas de marquage vésiculaire (Burstein, 

et al., 2005; Klomp, et al., 2003).  

 

2.2. Structure 

Transcrit d’un gène de 230 kb (MIM: 607238), comprenant 3 exons et localisé en 2p15, l’ARNm 

(911 pb) de COMMD1 est traduit en une petite protéine soluble de 190 acides aminés, avec un poids 

moléculaire de 21 kDa. Les études structurelles de COMMD1 sont compliquées par l’instabilité de la 

protéine et sa capacité à s’agréger. Dans sa partie N-terminale, COMMD1 présente une séquence 

originale de 105 à 118 acides aminés. Comme toutes les protéines de la famille, il présente sur sa 

moitié C-terminale le domaine COMM impliqué dans les interactions protéine – protéine (Figure 28).  

2.2.1. Le domaine N-terminal 

En l’absence du domaine COMM, la partie N-terminale de COMMD1 adopte une conformation 

compacte, monomérique, constituée de 5 hélices α et arrangée de manière complexe et unique, 

jamais observée dans d’autres structures (Sommerhalter, et al., 2007). Cette nature compacte de 

l’extrémité N-ter-COMMD1 suggère que la forme entière des protéines COMMD est un module dont 

les différents domaines ont des fonctions protéiques distinctes. Des zones chargées positivement en 

surface dans la partie N-terminale pourraient permettre des interactions protéine-protéine. 

Cependant, l’analyse structurelle en cristallographie et résonnance magnétique de COMMD1 n’a pas 

permis d’identifier des motifs offrant des clés mécanistiques à l’activité de COMMD1 (Sommerhalter, 

et al., 2007).  
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Figure 28. Représentation schématique de COMMD1. (A) Structure générale de COMMD1, avec sa séquence 
spécifique N-ter et son domaine COMM. (B) Homologie de séquence du domaine COMM, qui contient les 2 
séquences d’export nucléaire NES, entre les espèces et entre les différentes protéines COMMD. (C) 
Représentation de la partie N-terminale de la protéine COMMD1. (A) et (B) : (Muller et al., 2009) ; (C) : 
(Somerhalter et al., 2007) 

 

2.2.2. Le domaine COMM : site d’interactions protéiques  

Le domaine COMM est une séquence conservée, de 65 à 80 acides aminés selon les protéines qui 

définit la famille COMMD, et porte des fonctions identifiées d’export nucléaire et d’interactions avec 

des partenaires. Chez COMMD1, ce domaine est compris entre les acides aminés 118 et 186 (soit 68 

résidus). Ce domaine riche en leucines, avec certains résidus très conservés, contient des signaux de 

localisation subcellulaire et constitue une interface pour les interactions avec d’autres partenaires. 

Des algorithmes de structure secondaire prédisent la présence d’un feuillet β conservé et d’une 

hélice α à l’extrémité C-terminale, mais la structure tertiaire de ce domaine n’a pas encore été 

résolue (Maine and Burstein, 2007b). L’activité du domaine COMM a surtout été étudiée chez 

COMMD1 et COMMD6.  
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a) Export nucléaire 

Si la localisation subcellulaire de la majorité des protéines COMMD est encore inexplorée, 

COMMD1 est cependant connue pour sa double localisation nucléaire et cytoplasmique (Burstein, et 

al., 2005; Klomp, et al., 2003). Le mécanisme de passage de COMMD1 du cytoplasme vers le noyau 

est mal connu : étant donnée sa petite taille (21 kDa), il est possible que la protéine pénètre par 

diffusion, aucune séquence de localisation nucléaire ou Nuclear Localisation Signal (NLS) n’ayant été 

identifiée. Une étude récente a permis d’élucider en partie le passage du noyau vers le cytoplasme. 

En effet, le domaine COMM contient deux séquences d’export nucléaire ou Nuclear Export Signal 

(NES) contenant des acides aminés hydrophobes conservés au sein des espèces et dans les 

différentes protéines COMMD (Figure 28). L’exportine CRM1, qui reconnaît des séquences riches en 

leucine, en interagissant avec ces NES, permet la translocation de COMMD1 du noyau vers le 

cytoplasme (Muller, et al., 2009). Cette étude n’a été menée in vitro que sur COMMD1, mais ces 

séquences NES étant retrouvées dans les autres protéines COMMD, on peut supposer qu’elles aussi 

pourraient être des protéines navettes entre cytosol et espace nucléaire. 

 

b) Interactions protéine-protéine et protéine-lipide 

Lors de la définition de la famille COMMD, en 2005, Burstein et ses collaborateurs avaient montré 

que COMMD1 était capable de s’associer in vitro avec les neuf autres membres de la famille, bien 

que certains assemblages soient préférentiels, grâce au domaine COMM qui sert d’interface pour ces 

interactions (Burstein, et al., 2005).  

Interactions avec des protéines COMMD 

Des homodimères de COMMD1, des hétérodimères de COMMD1 avec COMMD3, COMMD4 ou 

COMMD6, voire même des homo-tétramères de COMMD1 ont été décrits à l’état naturel dans 

différentes lignées cellulaires (Burkhead, et al., 2009; Burstein, et al., 2005; de Bie, et al., 2006). Le 

mécanisme d’interaction est mal connu. La formation des dimères est favorisée par la liaison au 

cuivre (Narindrasorasak, et al., 2007). Le domaine COMM ne contient qu’une seule cystéine (Cys160) 

qui pourrait participer à la dimérisation par la création de ponts disulfures, mais qui n’est pas 

indispensable à cette interaction. L’hypothèse formulée par Narindrasorasak est que les ponts 

disulfures se forment pour consolider le dimère après le rapprochement des deux domaines COMM 

grâce à d’autres interactions. Ce modèle est valable pour les homo- et hétérodimères, mais par pour 

les tétramères (Narindrasorasak, et al., 2007).  
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Interactions avec d’autres protéines 

Le domaine COMM permet aussi l’interaction des membres de la famille COMMD avec d’autres 

partenaires protéiques, parmi lesquels la protéine Cul2 (Maine, et al., 2007), certains membres de la 

famille NF-ĸB (de Bie, et al., 2006), la kinase régulée par le sérum et les glucocorticoïdes SGK1 (Ke, et 

al.). Il est à noter cependant que si le domaine COMM apparaît comme une plate-forme 

d’interactions, la nature et la spécificité de ces interactions varient d’un membre de la famille à 

l’autre, comme cela a été montré pour la liaison avec les différentes protéines NF-ĸB (Burstein, et al., 

2005).  

D’une manière intéressante, nous avons montré au laboratoire que COMMD1 est capable de lier 

grâce à son domaine COMM la protéine CFTR sur sa boucle ICL3 (Drevillon, et al., 2011) 

Interactions avec des lipides 

Par ailleurs, une étude récente suggère une interaction possible entre les protéines COMMD et les 

lipides membranaires. En effet, l’utilisation de membranes (PIPstrips) a permis récemment de 

montrer l’interaction possible de COMMD1 avec des partenaires lipidiques, et plus particulièrement 

des phosphatidyl-inositols di ou tri-phosphorylés. Notamment, COMMD1 interagit avec le 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate PtdIns(4,5)P2 ou PIP2, une molécule d’ancrage à la membrane 

décrite dans le trafic vésiculaire, la modulation de l’activité des transporteurs, l’établissement et le 

maintien de la polarité dans les cellules épithéliales. Cette liaison requiert la présence du domaine C-

terminal de COMMD1 (Burkhead, et al., 2009).  

 

 

Bien que les mécanismes d’interaction avec ses différents partenaires ne soient pas 

complètement élucidés, COMMD1 interagit avec un grand nombre de molécules et est impliqué dans 

plusieurs voies physiopathologiques. Si de nombreux éléments montrent que le domaine COMM est 

essentiel à la fonction de la protéine, la spécificité d’action serait apportée par le domaine N-

terminal. En effet, tous les membres de la famille COMMD peuvent lier des protéines de la famille 

NF-ĸB grâce à leur domaine COMM, mais pour fixer la protéine RelA (p65), la forme totale de 

COMMD1 est requise (Burstein, et al., 2005). Un autre exemple de la collaboration étroite entre ces 

deux domaines est la fixation spécifique du cuivre (II) récemment mise en évidence qui est médiée 

par la méthionine M110 (domaine N-ter) et l’histidine H134 (domaine COMM) et favorise la 

dimérisation de COMMD1 (Narindrasorasak, et al., 2007).  
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3. COMMD1 et homéostasie du cuivre 

 

La participation à la régulation du transport du cuivre a été la première fonction physiologique 

décrite de la protéine COMMD1, dont la découverte est due à l’implication de son homologue canin 

dans l’hépatotoxicose canine, une maladie de surcharge en cuivre pour laquelle le Bedlington terrier 

est un modèle naturel (délétion homozygote de l’exon 2) (van De Sluis, et al., 2002).  

L’équivalent chez l’homme de cette maladie de surcharge en cuivre est la maladie de Wilson (OMIM 

277900), une maladie autosomique récessive caractérisée par une accumulation toxique de cuivre 

essentiellement dans le foie et le système nerveux central, et résultant pour 60 à 70% des cas de 

mutations du gène ATP7B (Petrukhin, et al., 1994). La protéine ATP7B est un transporteur de cuivre 

qui, en condition basale dans l’hépatocyte, est localisé dans le compartiment transgolgien et permet 

d’incorporer le cuivre à des cuproenzymes comme la céruléoplasmine. En cas d’excès de cuivre 

intracellulaire, ATP7B participe à la libération du métal dans les canaux biliaires par un système 

vésiculaire encore mal connu (Figure 29) (Hung, et al., 1997; Miyayama, et al., 2010)(pour revue : (de 

Bie, et al., 2005)). Bien que COMMD1 soit lui-même capable de lier spécifiquement l’ion Cu2
+ 

(Narindrasorasak, et al., 2007), c’est sa capacité d’interagir avec ATP7B qui a tout d’abord suscité 

l’intérêt (Tao, et al., 2003). En effet, COMMD1 apparait nécessaire à la relocalisation d’ATP7B des 

vésicules diffuses vers le compartiment transgolgien après excrétion du cuivre (Miyayama, et al., 

2010) et intervient dans la stabilité de ce transporteur (de Bie, et al., 2007). Notamment, dans la 

maladie de Wilson, des mutants naturels d’ATP7B sur le site d’interaction avec COMMD1 (G85V et 

G591D) sont retenus dans le réticulum endoplasmique puis dégradés par le protéasome (de Bie, et 

al., 2007). Cependant, l’étude moléculaire de COMMD1 dans des cohortes de patients présentant 

des surcharges en cuivre (Weiss, et al., 2006; Wu, et al., 2006b) n’a pas permis d’impliquer COMMD1 

dans la maladie de Wilson, ni comme gène causal, ni comme gène modificateur.  
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Figure 29. Rôle de COMMD1 dans le métabolisme du cuivre (deBie et al., 2005). Le cuivre pénètre dans 

l’hépatocyte par le transporteur CTR-1 et est délivré à ATP7B dans l’appareil de Golgi par la protéine 
chaperonne ATOX1. Dans l’appareil de Golgi, le cuivre est ensuite incorporé dans des cuproenzymes, parmi 
lesquels la céruléoplasmine. Lorsque le taux intracellulaire de cuivre augmente, ATP7B est redistribué vers un 
compartiment vésiculaire. Puis ATP7B est relocalisé vers le Golgi, et le cuivre est excrété dans la bile, via un 
mécanisme qui implique probablement COMMD1. 

 
 
 

4. COMMD1 et régulation du transport sodique 

 

En recherchant des partenaires protéiques de la sous-unité delta du canal ENaC (Epithelial Na+ 

Channel), l’équipe néo-zélandaise de McDonalds a identifié en 2004 la protéine COMMD1 comme 

pouvant se fixer à sa partie C-terminale (Biasio, et al., 2004). Le canal sodium épithélial amiloride 

sensible ENaC est un régulateur clé de l’absorption de sodium à travers la membrane épithéliale 

tapissant la partie distale du tubule rénal, du côlon distal, de certaines glandes exocrines et du 

poumon (Canessa, et al., 1994). Il s’agit d’un trimère, composé de 3 sous-unités, α/β/γ (rein, côlon, 

poumon) ou δ/β/γ (cerveau, testicule, ovaire, pancréas) (Waldmann, et al., 1995). Des études 

approfondies ont montré la fixation de COMMD1 non seulement avec la sous-unité delta de ENaC, 

mais aussi avec ses sous-unités beta et gamma, mais aucune avec la sous-unité alpha. Ces sous unités 

comprennent un motif PY conservé, responsable de la liaison d’ENaC avec l’inhibiteur Nedd4, une E3 

ubiquitine ligase qui favorise l’endocytose et la dégradation du canal (Abriel, et al., 1999). Nedd4 est 

elle-même régulée par des kinases (Figure 30) (Lee, et al., 2007). 
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http://www.centreforcancerbiology.org.au/kumar.htm
 

Figure 30. Régulation du canal ENaC par Nedd4-2. Lorsque le taux intracellulaire de Na
+
 est bas, différentes 

hormones activent Sgk1, Akt ou PKA, qui phosphorylent Nedd4-2. Ceci a pour effet d’inhiber l’interaction de 
Nedd4-2 avec ENaC, entraînant une augmentation de la quantité de canal à la membrane cellulaire. Lorsque la 
concentration intracellulaire en Na

+
 est élevée, Nedd4-2 ubiquitine ENaC, entraînant son internalisation. A 

partir des vésicules d’endocytose, ENaC peut être dirigé vers la dégradation ou bien être recyclé à la membrane 
plasmique. L’interaction Nedd4-2/ENaC serait favorisée par COMMD1. 

 

COMMD1, comme Nedd4, est un régulateur négatif d’ENaC, en augmentant son ubiquitination et 

diminuant son expression membranaire (Biasio, et al., 2004; Ke, et al., 2010). Grâce au domaine 

COMM, COMMD1 se lie au canal ENaC (sous unités β,γ,δ), à SGK1, et à Akt1, et module positivement 

l’effet inhibiteur de Nedd4 sur le canal (Ke, et al., 2010; Snyder, et al., 2001). Le modèle proposé par 

l’équipe de McDonalds est que COMMD1, sous forme de dimère, forme un complexe membranaire 

avec ENaC, SGK1 et Nedd4, favorisant ainsi l’endocytose d’ENaC et résultant en une diminution du 

transport sodique (Ke, et al., 2010). Cette association pourrait être favorisée par l’ancrage à la 

membrane grâce aux interactions de COMMD1 avec les phospholipides (Burkhead, et al., 2009). 

Différentes hypothèses mécanistiques sur le phénomène régulateur en lui-même sont à explorer. Par 

exemple, le recrutement de COMMD1 pourrait promouvoir la dégradation de SGK1/Akt1 par le 

protéasome, ou bien l’encombrement stérique provoqué par COMMD1 pourrait empêcher 

l’activation par phosphorylation de SGK1/Akt1 et/ou prévenir la phosphorylation de Nedd4 par 

SGK1/Akt1 (Ke, et al., 2010). L’étude de souris knock-out tend à montrer que COMMD1 n’est 

probablement pas un régulateur majeur de l’homéostasie sodique (Shi, et al., 2008; Wulff, et al., 

2002). Cependant, comme d’autres régulateurs de l’ENaC, comme par exemple la cavéoline, il a un 

effet modeste mais néanmoins significatif sur ce canal. 
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5. COMMD1 et signalisation HIF-1 

 
En 2007, Van de Sluis et al. ont généré une souris transgénique KO pour Commd1 (Commd1-/-). 

Ces souris n’étaient pas viables et pour comprendre les origines de cette létalité embryonnaire, des 

puces d’expression ont été réalisées pour déterminer les gènes affectés par l’extinction de COMMD1. 

Ces résultats ont montré que COMMD1 avait un rôle essentiel dans la régulation de l’hypoxie durant 

l’embryogénèse précoce chez la souris (van de Sluis, et al., 2007). La réponse transcriptionnelle à 

l’hypoxie chez les mammifères dépend de nombreux complexes régulant plusieurs facteurs de 

transcription, le plus étudié étant HIF-1 (pour revue (Kim and Kaelin, 2003)).  

Le facteur de transcription HIF-1 est composé de 2 sous unités : HIF-1β est exprimée de manière 

constitutive dans les cellules et HIF-1α est oxygène labile et stabilisée dans les cellules exposées à un 

faible taux d’oxygène (Jiang, et al., 1996a; Jiang, et al., 1996b). 

En conditions normoxiques (pO2=21%), HIF-1α n’a une demi-vie que de quelques minutes. En effet, 

HIF1α est rapidement hydroxylée sur le motif hautement conservé LXXLAP dans les domaines 

Oxygen-Dependent-Degradation domain (ODDs) en P564 (CODD) et P402 (NODD) (Ivan, et al., 2001; 

Jaakkola, et al., 2001) par une famille de proline hydroxylases à domaine PHD (Bruick and McKnight, 

2001; Epstein, et al., 2001). La forme hydroxylée de HIF-1α se lie à pVHL (protéine von Hippel Lindau) 

qui fait partie d’un complexe multiprotéique contenant une culline ubiquitine ligase activée par la 

NEDDylation (Hon, et al., 2002; Min, et al., 2002; Ohh, et al., 2002). HIF-1α est alors ubiquitinée et 

dirigée vers le protéasome (Maxwell, et al., 1999). En conditions hypoxiques (p02<5%), HIF-1α n’est 

pas hydroxylée (Chan, et al., 2002), ne se lie donc pas à pVHL et est stabilisée (Maxwell, et al., 1999). 

Elle s’associe alors à HIF1β, transloque dans le noyau et se lie à sa séquence spécifique HRE (Hypoxic 

Responsive Element) dans des gènes cibles pour activer la transcription. Un phénomène de 

régulation, faisant notamment intervenir p53, déstabilise ensuite HIF-1α (Figure 31) (Ravi, et al., 

2000).  
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Figure 31. Régulation de l’activité du facteur de transcription HIF-1. (a) En condition normoxique, HIF-1α est 
rapidement hydroxylé et dégradé dans le cytoplasme. (b) En conditions d’hypoxie, les prolylhydroxylases sont 
inhibées et HIF-1α, non dégradé, transloque dans le noyau où il se dimérise avec HIF-1β pour former le facteur 
HIF qui se lie à l’ADN et active ou réprime des gènes-cibles. (Carroll and Ashcroft, 2005) 

 

 

Normalement, l’expression de COMMD1 est ubiquitaire dans l’embryon et le placenta, l’ARN 

étant détectable dès E8.5 jusqu’à des localisations plus ciblées à E13.5, ce qui montre l’importance 

de cette protéine pour le développement embryonnaire. Alors que les hétérozygotes canins et 

murins sont en bonne santé, la perte totale d’expression de la protéine chez le modèle murin 

Commd1-/- entraîne un phénotype létal in utero avec un défaut de vascularisation du placenta et une 

augmentation du taux de HIF-α et de l’expression de certains de ses gènes cibles. Ces gènes sont 

impliqués dans différentes fonctions cellulaires incluant l’apoptose, l’angiogenèse, ou encore le 

métabolisme (glycolyse, métabolisme du fer) (van de Sluis, et al., 2007). 

La relation entre COMMD1 et HIF-1 a été étudiée in vitro. Des études d’immunoprécipitation 

montrent que COMMD1 se lie à la partie N-terminale (acides aminés 1-300) de HIF-1α et HIF-1β, sur 

des régions permettant l’hétérodimérisation de HIF et sa fixation à l’ADN (domaines bHLH/PAS). En 

situation normoxique, COMMD1 empêcherait la dimérisation de HIF-1 dans le noyau et sa liaison à 

l’ADN, et ainsi inhiberait l’activité transcriptionnelle de ce facteur (van de Sluis, et al., 2010). Cette 

interaction entre COMMD1 et HIF-1 est augmentée par l’oxygène. Sous conditions hypoxiques, 

l’export nucléaire de COMMD1 via le transporteur CRM1 augmente, ce qui permet d’augmenter 
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l’activité transcriptionnelle de HIF-1 (Muller, et al., 2009). Par ailleurs, dans le cytoplasme, COMMD1 

permet la formation d’un complexe HIF-1α/COMMD1/Hsp70 menant à la dégradation protéasomale 

de HIF-1α d’une manière indépendante de pVHL (van de Sluis, et al., 2009). 

 

 

6. COMMD1 et voie NF-kappaB (NF-ĸB) 

 

Le facteur de transcription dimérique NF-ĸB contrôle de nombreux gènes impliqués non seulement 

dans l’immunité innée et adaptative, mais aussi dans l’apoptose et la prolifération cellulaire (Li and 

Verma, 2002; Wietek and O'Neill, 2007).  

 

La régulation de cette voie de transduction dépend en partie d’enzymes ubiquitine ligases, qui 

régulent la dégradation des différents partenaires de la voie NF-κB. Les complexes SCF sont les E3 

ubiquitine-ligases les plus répandues chez les eucaryotes (Deshaies, 1999; Willems, et al., 2004) et 

sont composés notamment d’une protéine culline, d’une protéine adaptatrice (Skp1, ElonginB/C...) et 

d’une protéine F-box ou SOCS-box qui permet de reconnaître spécifiquement certains substrats. Les 

complexes ECF ont une structure assez proche (Petroski and Deshaies, 2005). 

 

L’élément majeur de régulation de l’activité NF-κB correspond à la dégradation stimulation-

dépendante des protéines IκB, permettant la translocation des dimères NF-κB du cytoplasme vers le 

noyau, une étape critique pour l’initiation de la transcription des gènes cibles (Figure 32) (Hacker and 

Karin, 2006). Différents signaux, incluant les lipopolysaccharides (LPS), l’interleukine 1 (IL-1) ou le 

Tumour Necrosis Factor α (TNF-α), peuvent déclencher la voie canonique. Ils activent une cascade de 

signalisation qui aboutit à la phosphorylation de IκB par le complexe IKK, l’ubiquitination de phospho-

IκB par un complexe ubiquitine ligase, comme le complexe multimérique SCFβ-TrCP, puis son 

élimination par le protéasome (Ghosh and Hayden, 2008). D’autres mécanismes plus spécifiques 

participent ensuite à la régulation de NF-ĸB au niveau nucléaire, incluant les modifications post-

traductionnelles par phosphorylation, acétylation et ubiquitination des sous unités fixant l’ADN. Les 

principales sous unités de NF-ĸB, RelA (p65) et p50, peuvent toutes deux être ubiquitinées et 

dégradées dans le noyau, permettant la terminaison de la réponse (Carmody and Chen, 2007; Ryo, et 

al., 2003; Saccani, et al., 2004; Tanaka, et al., 2007). 
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Figure 32. Les principaux mécanismes de régulation de la voie classique de NF-ĸB. 

 

 

Ganesh et ses collaborateurs ont été les premiers à montrer l’implication de COMMD1 dans 

l’inflammation. En effet, COMMD1 inhibe la réplication du virus HIV-1 dans les lymphocytes CD4+ via 

l’inhibition de la signalisation NF-ĸB, le promoteur du virus contenant deux sites répondant à NF-κB 

(Ganesh, et al., 2003). Depuis, il a été montré que COMMD1 a un effet global d’inhibition de la 

transcription médiée par NF-ĸB engendrée par de nombreux stimuli incluant le TNF-α, l’IL-1β, les 

esters de phorbol, et l’expression ectopique de sous unités du complexe IKK. Plus récemment, il a été 

montré que COMMD1 contrôle l’expression d’un certain nombre de gènes induits par NF-ĸB comme 

ICAM1 et CCL2 (Maine, et al., 2007). 
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 COMMD
1 

COMMD
2 

COMMD
3 

COMMD
4 

COMMD
5 

COMMD
6 

COMMD
7 

COMMD
8 

COMMD
9 

COMMD
10 

RelA (p65) ++ ++ - ++ ++ + + + - ++ 

c-Rel ++ - - - - - - - - - 

RelB ++ ++ + + ++ - - + ++ ++ 

NF-κB1/p105* ++ ++ + ++ ++ ++ - ++ + ++ 

NF-κB2/p100** ++ - - - - - - - - ++ 
Tableau 5. Interactions des protéines COMMD avec les protéines NF-κB. Adapté de (Burstein et al, 2005). 
D’après. La capacité de liaison des 10 membres de la famille COMMD avec les différentes protéines de la 
famille NF-κB a été évaluée par immunoprécipitation (cellules HEK293T). ++ : liaison importante, + : liaison 
détectable, - : absence de liaison détectable. * : précurseur de p50, ** précurseur de p52. COMMD1, 2, 4, 7, 9, 
et 10 inhibent fortement l’activation de NF-κB médiée par le TNF-α, tandis que COMMD3 et 8 ont un effet plus 
modéré. 

 

 

COMMD1 est capable de se lier à IκBα mais, comme les autres membres de la famille COMM, 

peut aussi interagir avec les sous unités NF-ĸB par leur motif amino-terminal RHD, absent dans IκB 

(Tableau 5). COMMD1 stabilise IκBα phosphorylé, et, dans une moindre mesure, IκBβ probablement 

en prévenant leur ubiquitination par interaction avec la Culline 1 (Cul1) du complexe SCFβ-TrCP 

ubiquitine ligase (β-TrCP1–Skp1-Cul1–Rbx1–E2-Ub) (Figure 33A) (Burstein, et al., 2005; Ganesh, et al., 

2003; Greene, 2004). On pouvait penser qu’en inhibant la dégradation de IκB, COMMD1 empêche la 

translocation nucléaire de NF-ĸB et diminue ainsi l’activation de cette voie. Cependant, cet 

événement ne semble pas être dominant dans la régulation de l’inflammation puisque la 

surexpression de COMMD1 n’affecte pas la translocation nucléaire de RelA induite par le TNFα 

(Burstein, et al., 2005). Cette absence apparente d’effet pourrait être due à une cascade d’interaction 

complexes induites par le TNFα, aboutissant à la dégradation de COMMD1 et de phopho-IκB, et 

faisant intervenir des protéines chaperonnes telles que sCLU (secretory Clusterin) et l’ubiquitine 

ligase SCFβ-TrCP (Zoubeidi, et al., 2010). 

 

En 2006, Maine et al ont montré que COMMD1 régule l’activité NF-ĸB principalement après la 

translocation nucléaire du dimère (pour revue (Maine and Burstein, 2007a)). Dans le noyau, la 

stimulation par le TNF-α induit l’interaction de COMMD1 (probablement sous forme de dimère) avec 

la culline Cul2 du complexe Ubiquitine ligase ESCSOCS1, et avec SOCS1 (Figure 33B) (Maine, et al., 

2007). Ceci stabilise l’interaction entre la ligase et p65, et favorise donc l’ubiquitination de p65. La 

protéine NF-ĸB ubiquitinée est ensuite dirigée vers la dégradation par le protéasome, dans les 

nucléoles (Thoms, et al., 2010). L’augmentation de l’expression de COMMD1 diminue la liaison de 
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NF-ĸB à la chromatine, et inversement en cas d’extinction de COMMD1. De plus, COMMD1 peut être 

recrutée au promoteur lui-même de manière stimulus dépendante. Ainsi, même si le mécanisme 

responsable des effets de COMMD1 sur les interactions RelA/chromatine reste encore imprécis, 

Maine et ses collaborateurs ont proposé le modèle suivant : le complexe ECSSOCS1/COMMD1 formé 

dans le noyau est recruté au niveau des régions promotrices régulées par NF-κB, facilitant 

l’ubiquitination et la dégradation de ce facteur de transcription (Figure 33C) (Maine, et al., 2007)  

Le mécanisme d’inhibition de l’activité transcriptionnelle de NF-κB pourrait faire intervenir 

d’autres membres de la famille COMMD. En effet, l’interaction de COMMD1 avec COMMD6 a été 

confirmée à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. COMMD6 n’interagit pas directement avec 

IκBα, mais est capable de se lier à RelA. Il inhibe l’activation de NF-κB induite par le TNF-α, selon un 

mécanisme dépendant du domaine COMM. COMMD6 pourrait agir indépendamment de COMMD1 

ou bien être recruté, via son domaine COMM, au sein d’un complexe COMMD1/IκB dans le 

cytoplasme ou COMMD1/ RelA dans le noyau (de Bie, et al., 2006). La formation de tels 

échafaudages complexes pourrait également être envisagée pour les autres protéines COMMD. 
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Figure 33. Mécanisme de régulation de la voie NF-ĸB par COMMD1. (A) Modèles d’interaction de COMMD1 
avec les complexe E3 ubiquitine ligases, SCF

β-TrCP
 dans le cytoplasme (Greene et al, 2004) et ECS

SOCS1
 dans le 

noyau (d’après Maine et al, 2007). (B) Modélisation de la régulation par COMMD1 d’après Maine and Burstein, 
2007. Bien que COMMD1 protège phospho-IĸB de l’ubiquitination dans le cytoplasme, l’inhibition de la voie 
NF-ĸB résulte principalement de l’action nucléaire de COMMD1 qui stabilise l’interaction de l’ubiquitine ligase 
avec le complexe NF-ĸB/chromatine. 

 

 

7. COMMD1 dans le contexte de la mucoviscidose 

COMMD1 est une protéine pléiotrope, au carrefour de nombreux processus à la fois 

inflammatoires, d’hypoxie et de trafic intracellulaire de canaux et de transporteurs (Figure 34). Pour 

mémoire, la mucoviscidose est caractérisée par une inflammation exacerbée, l’atteinte pulmonaire 

entraîne une situation d’hypoxie et le canal ENaC est dérégulé par l’absence de CFTR fonctionnel. 
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L’identification de COMMD1 comme partenaire de CFTR au sein de notre laboratoire par un criblage 

double hybride de levure a permis d’initier l’étude de CFTR dans le contexte de la mucoviscidose.  

 

 

Figure 34. COMMD1 est un régulateur multiple impliqué dans des processus cellulaires variés 

  

7.1.1. La maturation de CFTR 

CFTR est une glycoprotéine qui subit un processus de maturation depuis son entrée dans le 

réticulum endoplasmique jusqu’à l’appareil de Golgi, avant d’être adressée à la membrane 

plasmique. Dans le réticulum endoplasmique, des protéines chaperonnes favorisent le bon 

repliement de CFTR. La fraction de protéine correctement repliée mais non glycosylée (forme A, 

130kDa) transite alors vers l'appareil de Golgi où elle va subir différentes étapes de glycosylation : la 

forme « core glycosylée » (forme B, 140 kDa) contient des chaînes oligosaccharidiques sensibles à 

l'endoglycosidase H. A la fin de ce processus, plus de 75% de la forme B de la protéine CFTR sauvage 

sont rapidement dégradés. Les 20-25% restants, par une étape de maturation ATP-dépendante, sans 

glycosylation supplémentaire, acquièrent une résistance aux protéases (forme B’) (Lukacs, et al., 

1994), Enfin, la forme B’ est à nouveau glycosylée dans l’appareil de Golgi, pour donner naissance à la 

forme mature d’environ 170 kDa (forme C) qui est alors adressée à la membrane.  

La protéine mutée CFTR-F508del, elle, est mal repliée dans le réticulum endoplasmique, et 

dégradée à près de 100% par la voie ubiquitine-protéasome. Aussi, elle est détectable en grande 

partie sous sa forme B, tandis que la proportion de forme C est extrêmement minoritaire (Jensen, et 

al., 1995) 
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7.1.2. COMMD1 permet l’adressage de CFTR-wt à la membrane  

 

En 2011, L. Drévillon a montré que COMMD1 interagit avec la troisième boucle intra-

cytoplasmique (ICL-3) de CFTR, se liant à la forme mature et immature de la protéine de manière 

endogène. La surexpression de COMMD1 augmente la proportion de CFTR-wt à la membrane (+20%) 

et son extinction la diminue (-35%).  

L’expression membranaire de CFTR est partiellement régulée par l’interaction COMMD1/CFTR 

mature, probablement au niveau des endosomes précoces/de recyclage, où COMMD1 participe à 

diminuer l’ubiquitination de CFTR-wt, stabilisant ainsi le canal (Figure 35). Cette interaction dépend 

du domaine COMM de COMMD1 et des résidus Ser-945 et Lys-946 de la boucle intracellulaire 3 de 

CFTR. Si COMMD1 permet de stabiliser CFTR-wt, en revanche, il peut promouvoir l’ubiquitination de 

certains mutants comme c’est le cas pour CFTR-K946R et K951R (Drevillon, et al., 2011).  

L’ubiquitination est le mode de régulation majeur de la localisation subcellulaire des protéines 

membranaires et peut entraîner l’adressage post-endocytose des protéines au lysosome (Miranda 

and Sorkin, 2007). Récemment, l’Ubiquitine Specific Protease-10 USP10 a été montrée comme dé-

ubiquitinant CFTR dans les endosomes précoces et comme activant le recyclage endocytaire de CFTR 

(Bomberger, et al., 2009). Par ailleurs, COMMD1 peut se lier au niveau des endosomes avec une 

grande spécificité au PIP2, probablement au sein d’oligomères stabilisés par les interactions avec les 

lipides (Burkhead, et al., 2009). Le PIP2 est un lipide de signalisation et régulation important, fixant de 

nombreuses molécules de signalisation et du cytosquelette. Il joue des rôles variés dans le trafic 

membranaire, régulant notamment celui de canaux ioniques, comme ENaC  et CFTR pendant leur 

biosynthèse ou leur trafic vésiculaire (Himmel and Nagel, 2004; Yue, et al., 2002).  

COMMD1 pourrait agir comme une protéine d’échafaudage dans le compartiment endocytaire, 

favorisant l’interaction de CFTR avec des enzymes nécessaires à la régulation de l’ubiquitination de 

transporteurs membranaires. USP10 et une ubiquitine ligase encore non identifiée pourraient 

coopérer pour réguler le ré-adressage de CFTR à la membrane. 
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Figure 35. Modèle proposant le rôle de COMMD1 dans l’endocytose et le recyclage de CFTR-wt, d’après 
(Drevillon, et al., 2011) 

 

 

 

7.1.2. COMMD1 se lie à CFTR core-glycosylée wt et F508del 

 

COMMD1 interagit également avec la forme core-glycosylée de CFTR, de manière plus forte avec 

CFTR-F508del qu’avec CFTR-wt. Cette observation démontre que COMMD1 peut également interagir 

avec les protéines mal repliées au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Les conséquences 

fonctionnelles de cette interaction restent à déterminer. La liaison de COMMD1 avec la forme core-

glycosylée CFTR-wt pourrait se faire préférentiellement avec la forme mal repliée (forme B) par 

rapport à la forme correctement repliée (forme B’) au niveau du RE. Cette hypothèse permettrait 

d’expliquer pourquoi la protéine COMMD1 interagit avec la protéine mutée CFTR-F508del (forme B). 

Cela suggère également que la protéine COMMD1 pourrait intervenir non seulement dans la voie 

d’endocytose/recyclage de CFTR-wt mais aussi dans la dégradation des protéines mal repliées via 

l’ERAD. La voie d’endocytose/recyclage et l’ERAD de CFTR sont tous deux régulées par un mécanisme 

d’ubiquitination dans lequel COMMD1 pourrait être un régulateur. 

 

La fonction de COMMD1 dans la voie d’endocytose et de recyclage de CFTR-wt et son interaction  

avec CFTR-F508del localisé dans le RE suggèrent que la protéine COMMD1 intervient à plusieurs 

étapes du trafic intracellulaire de CFTR nécessitant un processus d’ubiquitination différents dans des 

compartiments cellulaires distincts. COMMD1, par régulation du trafic et de l’ubiquitination, est 
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capable d’augmenter CFTR à la membrane cellulaire et de diminuer la proportion membranaire du 

canal sodique ENaC, qui est anormalement activé dans la mucoviscidose (Amaral and Kunzelmann, 

2007) 
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II. CSN5 et COP9 signalosome 

 

1. Généralités 

La protéine CSN5 est une protéine soluble de 334 acides aminés, avec une masse moléculaire de 

38 kDa, codée par un gène localisé en 8q13.1. Cette protéine a été conservée au cours de l’évolution 

chez l’homme, la souris, et les plantes, ce qui témoigne de son importance pour la survie et la 

prolifération cellulaire (Schwechheimer, 2004; Wei and Deng, 1999; Wei, et al., 1998). Identifiée tout 

d’abord pour son rôle de co-activateur du facteur de transcription AP-1 (Activator Protein 1) (Claret, 

et al., 1996), qui lui a valu le nom de Jab1 (Jun-Activator-domain-Binding-protein 1), son identification 

en tant que 5ème sous unité du COP9 signalosome CSN (Constitutive Photomorphogenesis 

Signalosome) qui régule le système ubiquitine-protéasome, la fait désigner également sous le nom 

de CSN5 (Deng, et al., 2000; Seeger, et al., 1998). CNS5 est présente dans la cellule sous forme de 

monomère libre ou intégré dans des complexes, et ces interactions protéiques conditionnent ses 

différentes fonctions. Dans les tissus humains, CSN5 est ubiquitaire, avec notamment une expression 

importante dans les cellules immunitaires (lignées lymphoïdes, polynucléaires neutrophiles, 

monocytes, cellules épithéliales) (EMBL-EBI, atlas ; USCS microarrays expression data).  

 

CSN5 est la sous-unité du signalosome qui a été la plus étudiée. Elle contient dans sa partie N-

terminale un domaine MPN (Mpr1-Pad1-Nterminal) contenant un motif JAMM (JAB1 MPN 

Métalloenzyme domain ou motif MPN+) à activité métallo-protéase (Hofmann and Bucher, 1998) qui 

porte la fonction catalytique caractéristique déneddylase du complexe CSN, permettant la régulation 

de la dégradation protéique par la voie ubiquitine-protéasome. Le clivage par le CSN de la molécule 

ubiquitine-like Nedd8 permet de réguler l’activité de certaines E3 culline-ubiquitine-ligases 

(complexes SCF) spécifiques impliquées dans la dégradation protéique par la voie ubiquitine-

protéasome (Lyapina, et al., 2001). Ce domaine JAMM est indispensable mais insuffisant à l’activité 

déneddylase du CSN. En effet, CSN5 ne peut cliver Nedd8 que lorsqu’elle est insérée au sein du 

signalosome (Cope, et al., 2002; Lyapina, et al., 2001; Sharon, et al., 2009), et la déstabilisation du 

CSN entraîne la perte de l’activité déneddylase (Adler, et al., 2008; Wei, et al., 2008). 
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Figure 36. Régulation et cibles de CSN5/Jab1. Les flèches verte (+) indiquent les interactions positives de CSN5 
et les flèches rouges (-) les interactions négatives. Abréviations : AP-1, activator protein 1; HIF-1α, hypoxia 
inducible factor-1 α; MDM2, murine double minute 2; PR, progesterone receptor, SRC-1, steroid receptor 
coactivator 1; TRC8, translocation in renal carcinoma, d’après (Shackleford and Claret) 

 

 

CSN5 est la seule protéine du signalosome à posséder un signal d’export nucléaire NES situé entre 

ses résidus 233 et 242, dans sa partie C-terminale (Tomoda, et al., 2002; Wei and Deng, 2003). Grâce 

à ce NES, CSN5 permet la translocation du noyau vers le cytoplasme de nombreuses protéines 

comme p27Kip1 et p53 via la protéine du pore nucléaire CRM1 (Tomoda, et al., 2002). Ces protéines 

sont ensuite poly-ubiquitinées, souvent par des complexes SCF, puis dégradées par le protéasome 

(Kim, et al., 2004; Oh, et al., 2006a; Oh, et al., 2006b; Tomoda, et al., 1999). La dégradation de ces 

protéines permet de maintenir une prolifération et une homéostasie normale des cellules. 

Les motifs JAMM et NES expliquent une partie des fonctions de CSN5. Cependant, les domaines 

responsables de nombreuses interactions de CSN5 avec d’autres protéines (Figure 36) et les 

mécanismes dirigeant de nombreuses fonctions, comme l’implication dans le COP9 signalosome ou 

les petits complexes, restent à déterminer (Shackleford and Claret, 2010). 
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2. Le signalosome, les subcomplexes et la forme monomérique 

Le COP9 signalosome CSN (ou COPS9) est un complexe protéique de 450-550 kDa dont la 

principale fonction est la régulation de la dégradation de certaines protéines par la voie ubiquitine-

protéasome, et qui est conservé de la plante aux mammifères (Wei, et al., 2008). Il est localisé 

principalement dans le noyau et dans la région périnucléaire des cellules eucaryotes (Bech-Otschir, et 

al., 2002; Naumann, et al., 1999), mais a également été observé récemment au niveau du 

centrosome (Peth, et al., 2007b). 

Le modèle archétype de cet holocomplexe CSN comprend huit sous-unités, dont six possèdent un 

domaine PCI (Proteasome COP9, Initiation factor 3 ou PINT) (CSN1,2,3,4,7a,7b,8) et deux un domaine 

MPN (CSN5 et 6) (Figure 37) (Wei and Deng, 2003). Ces domaines PCI et MPN sont aussi retrouvés 

dans des composants du « couvercle » subcomplexe du protéasome 26S et dans le complexe 

d’initiation de la traduction eucaryotique eIF3. En parallèle de leur similitude structurale, le couvercle 

et le CSN présentent tous deux une activité métallo-isopeptidase, qui clive les conjugués de 

l’ubiquitine ou de l’ubiquitine-like (Nedd8) (Cope, et al., 2002). 
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Figure 37. Structure du COPS9 signalosome. (A) Les différentes sous-unités du signalosome (Wei et al, 1998). 
(B) Structure du signalosome en  microscopie électronique (Beth-Otchir et al, 2002). (C) Topologie du COP9 
signalosome. Les interactions entre les différentes sous-unités, établies par spectrométrie de masse, sont 
indiquées par des traits pleins. Les lignes pointillées indiquent des interactions avec d’autres protéines décrites 
dans la littérature (d’après Sharon et al, 2009). 

 

D’après des études de structure bioinformatiques récentes, le domaine PCI consisterait en deux 

sous domaines : un domaine TPR-like ou HEAT, habituellement impliqué dans les interactions 
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protéine-protéine, et un domaine « winged helix like », retrouvé dans des protéines liant l’ADN ou 

l’ARN (Scheel and Hofmann, 2005; Zhou, et al., 2005), ce qui permet de penser que le CSN pourrait 

lier les acides nucléiques. Ces deux sous domaines ne possèdent pas d’activité catalytique, mais ils 

sont impliqués dans les interactions avec les autres protéines contenant des PCI, et fonctionnent 

donc probablement comme des régions d’échafaudage pour la liaison au CSN d’autres partenaires 

protéiques.  

CSN5 fait figure d’exception parmi les sous unités du signalosome. En effet, elle est la seule 

contenant un motif JAMM et fonctionne donc comme le centre catalytique du signalosome CSN pour 

son activité déneddylase (Wei, et al., 2008). Par ailleurs, si les six autres sous unité du CSN sont plus 

stables in vivo au sein de l’holocomplexe par rapport à l’état de monomère, CSN5 et CSN2 existent 

stablement en dehors du CSN (Gusmaroli, et al., 2007).  

 

 

En plus de l’holocomplexe CSN de 450 kDa, il existe en faible proportion des petits complexes 

variés ou subcomplexes de 40 à 450 kDa formés par des sous unités du CSN, ou par CSN5 et d’autres 

protéines, à localisation principalement cytoplasmique (Fukumoto, et al., 2005; Tomoda, et al., 2005; 

Tomoda, et al., 2002). Ces subcomplexes, aussi appelés mini-complexes ou JACS (Jab1 Containing 

Small complex) seraient formés à partir du CSN et exportés dans le cytoplasme grâce à la séquence 

NES de CSN5, exportant également d’autres protéines partenaires (Tomoda, et al., 2002). Le plus 

étudié d’entre eux, constitué des sous-unités CSN4 à CSN8, participe à la régulation de la protéine 

p27Kip1 impliquée dans le cycle cellulaire (Fukumoto, et al., 2004; Tomoda, et al., 2005; Tomoda, et 

al., 2002; Tomoda, et al., 2004). Ces subcomplexes sont actuellement encore mal définis en termes 

de composition et de quantité. Des variations de la quantité des JACS selon les étapes du cycle 

cellulaire et en réponse à la densité ou à l’état de transformation cellulaire ont été décrites, laissant 

penser que ces petits complexes sont biologiquement actifs (Fukumoto, et al., 2005; Tomoda, et al., 

2005).  

 

 

Dans la cellule, CSN5 est également retrouvé sous forme de monomère. Ces formes libres de 

CSN5 sont cytoplasmiques et nucléaires, une fraction pouvant être localisée à la membrane 

plasmique ou à celle du réticulum endoplasmique (Tomoda, et al., 2002). C’est la fraction la plus 

sensible aux expériences de surexpression/extinction. En effet, la surexpression transitoire de CSN5 

dans les cellules en culture entraîne une augmentation des formes monomériques ou de son 

inclusion dans les petits complexes de 100 kDa avec peu d’effets sur le taux d’holocomplexe CSN 
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(450kD) (Naumann, et al., 1999; Tomoda, et al., 2002), tandis que l’extinction de CSN5 déplète en 

majorité la fraction monomérique, beaucoup plus que le CSN (Cope and Deshaies, 2006; Peth, et al., 

2007a; Tanguy, et al., 2008; Tomoda, et al., 2005).  

La fonction de ces formes monomérique reste à élucider. Si certains travaux ont pu laisser penser 

que le monomère pouvait par exemple être responsable de l’activation transcriptionnelle du facteur 

AP-1 par CSN5 (la surexpression seule de Jab1 suffit à stabiliser l’interaction d‘AP-1 (c-Jun) avec la 

chromatine) (Claret, et al., 1996), il apparaît maintenant que cette action est également médiée par 

une kinase associée à CSN1 et CSN5 (Naumann, et al., 1999). Il a également été montré que c-Jun co-

précipite avec les JACS (Tomoda, et al., 2002). 

 

 

3. Fonctions connues de CSN5 

3.1. Activité isopeptidase : déneddylase et dé-ubiquitinase  

Activité déneddylase 

L’activité d’ubiquitination de des complexes SCF - E3 ubiquitine ligases est augmentée par la 

neddylation de leur sous-unité culline, c’est-à-dire l’addition post-traductionnelle de NEDD8/RUB1 

(Neural precursor cell Expressed Devlopmentally Downregulated 8/Related to Ubiquitin 1), une petite 

protéine ubiquitine-like (Pan, et al., 2004). Afin de maintenir une activité optimale des complexes 

SCF, les cellules alternent des étapes de neddylation et de déneddylation de la culline 

(Schwechheimer, et al., 2001) (Figure 38). Le clivage de la liaison peptidique entre l’extrémité C-

terminale de Nedd8 et le groupement ε-amino d’une lysine de la culline est permise par l’activité 

métallo-peptidase du domaine JAMM de CSN5, uniquement dans le contexte du signalosome (Cope, 

et al., 2002; Lyapina, et al., 2001). En servant de point d’ancrage pour un grand nombre de protéines, 

le signalosome permet de les rapprocher des complexes SCF qui vont les cibler vers la dégradation 

par la voie Ubiquitine-Protéasome (Chamovitz and Glickman, 2002). 
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Figure 38. Modèle spéculatif pour la façon dont les activités de phosphorylation et de déneddylation 
associent le signalosome au protéasome via l'ubiquitination de substrat par le SCF. (Seeger 2001). 

 

Activité dé-ubiquitinase 

Le signalosome est responsable du clivage de l’ubiquitine et régule ainsi l’activité et la stabilité de 

certaines protéines (Wei and Deng, 2003; Wolf, et al., 2003). Les mono-ubiquitinations sont clivées 

par CSN5, comme c’est le cas pour l’enzyme de réparation de l’ADN Cul4 ou la protéine hsp70 

(Groisman, et al., 2003). La dé-ubiquitination de hsp70 et probablement d’autres protéines 

composant certains exosomes pourrait participer à la régulation de l’exocytose de protéines 

spécifiques (Liu, et al., 2009). Le clivage des poly-ubiquitinations est réalisé par des isopeptidases 

s’associant au CSN, comme les protéines Ubp12/USP15 (Hetfeld, et al., 2005; Zhou, et al., 2003). Ce 

mécanisme permet notamment de réguler l’activité des complexes SCF ubiquitine ligase par un autre 

mécanisme que la déneddylation, (i) en limitant l’auto-ubiquitination de leurs sous-unités F-

box reconnaissant les substrats et donc en prolongeant l’action des complexes SCF (Cope and 

Deshaies, 2006; Schweitzer, et al., 2007; Wee, et al., 2005), (ii) en limitant l’ubiquitination des 

substrats des SCF, empêchant ainsi leur dégradation (Petroski and Deshaies, 2005; Wu, et al., 2006a). 

 

3.2. Couplage aux kinases/phosphatases 

Une des premières fonctions identifiées du signalosome dans les cellules de mammifères était la 

régulation de la phosphorylation des substrats de la voie ubiquitine-protéasome par le biais de 

kinases associées au CSN (Naumann, et al., 1999; Seeger, et al., 1998; Wei and Deng, 2003). 

Actuellement les protéines kinases identifiées sont au nombre de 4: l’Inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 
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kinase , la Caséine Kinase 2 (CK2), la Protéine Kinase D (PKD), et le complexe régulateur IĸB kinase 2 

de la voie NF-ĸB (Tableau 6). 

Ces kinases agissent sur certains régulateurs cruciaux de la transcription, et de nombreux effets 

du CSN peuvent être associés à cette activité (pour revue (Harari-Steinberg and Chamovitz, 2004)). 

Elles sont notamment responsables de la stabilisation par phosphorylation de c-Jun (Seeger, et al., 

1998) et de la déstabilisation de p53, p27, IκBα et p105 (NF-κB) qui sont alors dirigées vers la 

dégradation par la voie Ubiquitine-Protéasome (Bech-Otschir, et al., 2001; Tomoda, et al., 1999). 

 

Protéine kinase associée au signalosome 
 

Sous-unité(s) 
associée(s) 

Références 
 

 
Inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase (ITPK1) 
 

 
CSN1 
 

 

(Sun, et al., 2002; Wilson, et al., 2001)  

Caséine Kinase 2 (CK2) 
 

CSN3, CSN7 
 

(Uhle, et al., 2003) 

Protéine Kinase D (PKD) 
 

CSN7 
 

(Uhle, et al., 2003) 

IĸB kinase 2 (IKK2) 
 

CSN5, CSN7 
 

(Orel, et al., 2009) 
 

Tableau 6. Les différentes kinases associées au signalosome. 

 

 

3.3. Régulation de la localisation subcellulaire des protéines 

Au niveau subcellulaire, CSN5 est une protéine à double distribution, cytoplasmique et nucléaire, 

dont la localisation varie selon qu’elle est sous forme libre, dans les mini-complexes ou dans le CSN 

(Tomoda, et al., 1999). 

Le signalosome CSN et les subcomplexes ont un rôle encore mal connu dans la régulation de la 

localisation subcellulaire de molécules de signalisation. Ils peuvent lier un grand nombre de 

protéines, et, en réponse à différents stimuli intra- ou extracellulaires, entraîner la translocation de 

substrats nucléaires vers le cytoplasme. Parmi ces protéines, on peut citer le régulateur du cycle 

cellulaire p27Kip1, les protéines suppresseurs de tumeur p53, Smad4 ou Smad7 ou encore RUNX3 

(Kim, et al., 2009; Oh, et al., 2006a; Schwechheimer and Deng, 2001; Tomoda, et al., 2002). Cet 

export se fait via la protéine du pore nucléaire CRM1 (export leptomycine B sensible), qui interagit 

avec la séquence NES de CSN5 (Tomoda, et al., 2002). Les protéines exportées peuvent ensuite être 

poly-ubiquitinées par les complexes SCF puis dégradées par le protéasome, ce qui permet de 

maintenir une prolifération et une homéostasie normale des cellules (Wei, et al., 2008).  
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3.4. Co-activation/co-répression transcriptionnelle 

Le CSN avait tout d’abord été décrit comme un répresseur transcriptionnel chez Arabidopsis (Wei 

and Deng, 1992), même si les mécanismes sous-jacents sont encore mal connus. Chez les 

mammifères, CSN5 a tout d’abord été identifié comme co-activateur de c-Jun, un membre de la 

famille AP-1 (Claret, et al., 1996). Jab1 interagit avec les sous-unités c-Jun et JunD, du facteur 

dimérique AP-1, et en phosphorylant c-Jun, le stabilise sur sa séquence au niveau de la chromatine et 

potentialise son activité de transactivation (Seeger, et al., 1998). L’enzyme responsable de cette 

phosphorylation, la Inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase, est liée au CSN via CSN1 (Sun, et al., 2002; 

Wilson, et al., 2001). Le CSN, par un effet indirect sur la stabilité des protéines, a également été 

décrit comme co-activateur de MYC impliqué dans l’activation transcriptionnelle de gènes impliqués 

dans la prolifération, l’angiogenèse et l’invasion cellulaire (Figure 39) (Adler, et al., 2006; Bae, et al., 

2002; Lee, et al., 2011). 

 

 

Figure 39. Les différents complexes contenant CSN5 et leurs fonctions spécifiques. L’holocomplexe CSN 
(marron) a une activité de déneddylase et collabore avec MYC pour l’activation transcriptionnelle de ses gènes 
cibles. Le monomère CSN5 (rouge) ou les petits complexes contenant CSN5 (gris) sont responsables de la 
stabilisation de HIF1-α, de l’export nucléaire et de la dégradation de p27 et de l’apoptose médiée par E2F1. La 
combinaison des fonctions spécifiques de CSN5 avec celles du signalosome rend cette protéine importante 
pour les voies de prolifération cellulaire et d’apoptose. D’après (Wei, et al., 2008) 

 

CSN5 apparaît donc comme un régulateur indirect de la transcription, en modulant la stabilité de 

facteurs trans. Cependant, même si aucune étude ne le montre clairement, un rôle plus direct ne 

peut néanmoins pas être éliminé. En effet, 3 études avaient montré que les protéines à domaine PCI 

du CSN peuvent s’associer à la chromatine (Groisman, et al., 2003; Menon, et al., 2007; Ullah, et al., 

2007). Par ailleurs, l’étude cristallographique récente de CSN7 montre dans le site MPI, partagé avec 

5 autres sous unités du CSN, un motif hélice-boucle-hélice capable de lier l’ADN (Dessau, et al., 

2008).  
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4. CSN5 et voie AP-1 

La régulation de la voie AP-1 est un des premiers systèmes dans lequel CSN5 a été impliqué chez 

les mammifères. En effet, la surexpression de Jab1/CSN5 permet la stabilisation sélective de 

l’interaction des sous-unités c-Jun et JunD du facteur transcription AP-1 (Fos/Jun) avec la chromatine 

et l’augmentation de leur pouvoir transactivateur sur leurs gènes cibles (Claret, et al., 1996). Il n’est 

pas clair si CSN5 monomérique pourrait être responsable d’une partie de cet effet, mais il est certain 

que CSN5/CSN y participe. En effet, le CSN est connu pour s’associer à des kinases telles que CK2, 

PKD et ITPK1 qui sont capables de phosphoryler c-Jun (Seeger, et al., 1998; Uhle, et al., 2003; Wilson, 

et al., 2001). En se liant aux dimères de protéines c-Jun et JunD, CSN5/CSN favorise la 

phosphorylation et donc l’activation de c-Jun, ce qui a pour effet d’augmenter et de stabiliser la 

liaison du complexe sur les sites AP-1 (Seeger, et al., 1998; Wilson, et al., 2001).  

 

5. CSN5 et voie NF-κB 

Pour mémoire, lors de différents stimuli l’inhibiteur cytoplasmique de la voie NF-ĸB IĸBα est 

phosphorylé par la sous-unité IKK2 du complexe IKK (IKK1/IKK2/NEMO). Il est ensuite ubiquitiné et 

dégradé par le protéasome, libérant le dimère NF-ĸB capable alors de transloquer dans le noyau pour 

activer la transcription de ses gènes cibles, parmi lesquels IĸBα lui-même, dans une boucle 

d’autorégulation (chapitre I.1, page43).  

CSN5 apparaît comme un régulateur de la voie NF-ĸB au travers du signalosome. Le rôle du CSN 

(via ses kinases associées) dans la phosphorylation des inhibiteurs cytoplasmiques IĸBα et p105-NF-

ĸB de la voie NF-ĸB avait déjà été rapporté. Cependant l’implication de cette phosphorylation sur 

l’activité transcriptionnelle de NF-ĸB n’avait pas été étudiée (Seeger, et al., 1998). Quelques études 

ont montré récemment que CSN5/CSN est globalement un régulateur négatif constitutif de l’activité 

transcriptionnelle de NF-ĸB, par un mécanisme dépendant du motif JAMM/MPN+ de CSN5 (Hong, et 

al., 2001; Orel, et al., 2009) selon des mécanismes d’interactions complexes avec IκBα et les IKK 

(Harari-Steinberg, et al., 2007; Orel, et al., 2009; Schweitzer, et al., 2007). 

Des études de co-immunoprécipitation montrent l’interaction transitoire entre le CSN, le 

complexe IKK et le complexe SCF ubiquitine ligase en condition basale (Orel, et al., 2009), et entre 

IĸBα et le CSN sous stimulation par le TNFα (Schweitzer, et al., 2007). D’après les données récentes 

de la littérature, le modèle suivant expliquerait pourquoi CSN5/CSN permettrait une résolution 

rapide de la cascade NF-κB (Figure 40). Au niveau basal, le CSN forme un complexe avec IKK et 

SCFβTrCP, empêchant la phosphorylation et l’ubiquitination d’IĸBα, et inhibant ainsi l’activité de NF-ĸB 

(Orel, et al., 2009). La stimulation par le TNFα entraine une activation des kinases IKK qui 
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phosphorylent CSN5 et se dissocient du complexe IKK/CSN/SCF. IĸBα est alors rapidement 

phosphorylé par IKK, ubiquitiné par SCFβTrCP et dégradé par le protéasome (Karin and Ben-Neriah, 

2000; Orel, et al., 2009). CSN5 est lui aussi phosphorylé par IKK puis ubiquitiné et dégradé, ce qui 

permet d’activer le complexe SCF (Chang and Schwechheimer, 2004; Orel, et al., 2009). Le dimère 

NF-ĸB transloque dans le noyau où il active la transcription de ses gènes cibles, parmi lesquels IĸBα. 

Le CSN est également responsable, par une kinase associée, de la phosphorylation de p105 qui va 

subir une protéolyse ménagée de son domaine C-terminal, produisant la protéine p50 active (Seeger, 

et al., 1998). Ce phénomène permet donc une activation rapide de la voie NF-κB. Lors d’une 

stimulation persistante, le CSN en réponse à des signaux qui restent encore à identifier, permet une 

terminaison rapide de la réponse inflammatoire. La formation d’un complexe phospho-IĸBα /CSN 

permet la dé-ubiquitination de IĸBα par l’isopeptidase USP15 associée au CSN, et donc la prévention 

de sa dégradation par le protéasome (Hetfeld, et al., 2005; Schweitzer, et al., 2007).  

 

 

Figure 40. Implication du signalosome dans la régulation de la voie NF-κB. Au niveau basal, le CSN forme un 
complexe avec le complexe IKK et le complexe SCF. A) Différents stimuli entraînent la dissociation du complexe. 
Le complexe IKK phosphoryle IκBα, qui est alors reconnu comme substrat par β-TRCP activé par la neddylation 
de Cul-1. B) Dégradation d’IκBα par le système ubiquitine-protéasome. C) Translocation nucléaire de NF-κB qui 
va activer certains gènes, notamment IκBα. D) Lors d’une stimulation persistante, IκBα re-synthétisé est 
phosphorylé dans le cytosol pour un nouveau cycle. Ceci peut-être limité par la déneddylation de Cul-1 par 
CSN5. De plus, IκBα est dé-ubiquitiné par USP15. E) IκBα peut se réassocier à NF-κB. Adapté de (Schweitzer, et 
al., 2007). E2 : Ubiquitine Conjugase , Ub : Ubiquitine, P : Phosphorylation. 
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Cependant, cet effet anti-inflammatoire de CSN5/CSN dépend du contexte cellulaire. En effet, les 

études mécanistiques résumées ici ont été réalisées dans des lignées HeLa transitoires (Schweitzer, 

et al., 2007), des lignées HEK transitoires et stables (Orel, et al., 2009). D’autres études sont en faveur 

d’un effet plutôt pro-inflammatoire de CSN5/CSN : en effet la perte de jab1 a été décrit comme 

diminuant l’activité NF-κB dans les thymocytes de souris csn5-/- (Panattoni, et al., 2008), dans les 

fibroblastes de patients atteints d’arthrite rhumatoïde (Wang, et al., 2006) dans les lignées d’ 

hepatocarcinome Huh7 et HepG2 (Lee, et al., 2011).  

 

6. CSN5 et HIF-1 

Le facteur de transcription HIF de réponse à l’hypoxie est un dimère HIF-α/HIF-β dont la stabilité 

est oxygène-dépendante. En situation normoxique, HIF-1α est rapidement hydroxylé, puis reconnu 

par l’inhibiteur pVHL (protéine von Hippel Lindau) couplé à une ubiquitine ligase, et enfin dégradé (cf 

chapitre I.5, page71). En conditions hypoxiques, l’activité de HIF-1 est notablement régulée par p53 

qui se lie à HIF-1α et entraine son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (Ravi, et al., 

2000). 

CSN5 interagit avec la voie HIF-1 à la fois au sein du CSN, et indépendamment du CSN, et cette 

action se traduit in fine par une augmentation de la stabilité de HIF-1α et de l’activité 

transcriptionnelle de HIF-1, et de l’expression de certains gènes cibles comme VEGF (Bemis, et al., 

2004; Mikus and Zundel, 2005). 

Le signalosome est liée de manière constitutive à la protéine pVHL, en conditions normoxique et 

hypoxique, et peut permettre, par l’alternance entre neddylation et déneddylation, d’activer 

l’ubiquitine ligase responsable de la dégradation de HIF1α (Bemis, et al., 2004; Miyauchi, et al., 

2008). En cas d’hypoxie, CSN5 interagit également avec HIF-1α de manière transitoire et le protège 

de l’hydroxylation, et donc de la dégradation (Bae, et al., 2002; Bemis, et al., 2004). Ce phénomène, 

conservé lorsque le motif JAMM est muté, n’étant pas reproduit avec CSN6 ou le paralogue Rpn11, 

cette stabilisation serait due à CSN5 indépendamment du CSN. Cette stabilisation de HIF-1α est au 

moins partiellement indépendante de p53, puisqu’elle existe à une pO2 (1-17% O2) supérieure à la 

pO2 permettant la stabilisation hypoxique de p53 (0-0,1% O2) (Bemis, et al., 2004). Cependant, en 

cas d’hypoxie sévère, on ne peut éliminer un effet stabilisateur de HIF-1α par CSN5 médié par p53 : 

en effet, p53 est une cible connue du signalosome qui provoque sa dégradation, et donc diminuerait 

son effet inhibiteur de HIF-1 (Bae, et al., 2002; Bech-Otschir, et al., 2001). 
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7. CSN5 dans le contexte de la mucoviscidose 

CSN5 a été identifié dans notre laboratoire comme un nouveau partenaire de la protéine CFTR, 

par un crible de double-hybride de levure (Tanguy, et al., 2008). CSN5 permettrait de réguler la 

dégradation des protéines CFTR anormales à un stade précoce de leur maturation. En effet, elle 

participe à la dégradation de CFTR-F508del, en faisant intervenir les kinases liées au signalosome, 

sans augmenter la dégradation de CFTR-wt. CSN5 existe sous différentes formes dans les cellules 

(signalosome, mini-complexes ou monomères) ayant chacune des localisations différentes (Tomoda, 

et al., 2002). La forme interagissant avec la forme core-glycosylée de CFTR reste encore à déterminer. 

Nous avons observé que la protéine était exprimée dans le noyau et le cytoplasme des cellules 

exprimant CFTR. Lorsque CSN5 est surexprimée en présence de CFTR-F508del et non de CFTR-wt, la 

localisation de CSN5 est plus marquée dans le noyau et la région périnucléaire. Par ailleurs, 

l’inhibition des kinases associées au signalosome permettaient la stabilisation de CFTR de maturité 

intermédiaire. Ceci semble apporter un indice de l’implication du signalosome, ce complexe 

conduisant alors la protéine CFTR mal repliée vers la voie de dégradation Ubiquitine-Protéasome. 

 

 

Figure 41. Modèle de dégradation de la forme mal repliée de CFTR via le signalosome. 
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Le signalosome et le protéasome 19S sont non seulement apparentés structurellement mais aussi 

fonctionnellement, une de leur fonction étant l’élimination de NEDD8 et de l’ubiquitine de leurs 

protéines cibles, respectivement (Chang and Schwechheimer, 2004). Le signalosome a été identifié 

comme une plate-forme d’assemblage des complexes SCF mais il a été également suggéré que le 

signalosome pouvait remplacer le couvercle du protéasome et ainsi favoriser la dégradation de 

substrats spécifiques (Huang, et al., 2005; Schwechheimer, 2004). Nous avons donc proposé une 

nouvelle voie de dégradation de la protéine via l’interaction de CFTR avec CSN5 et le signalosome. 

CSN5 peut donc soit diriger la protéine vers la voie Ubiquitine-Protéasome, soit de manière 

alternative entraîner le remplacement du couvercle du protéasome par le complexe CSN pour 

dégrader la protéine CFTR mal repliée (Figure 41).  

En plus de son action de régulation de la dégradation des formes mal repliées de la protéine CFTR, 

CSN5 est capable de réguler la voie AP-1 et la voie NF-κB qui sont anormalement activées dans la 

mucoviscidose, et de potentialiser la voie HIF-1. Toutes ces actions, pléiotropes telles celles régulées 

par COMMD1, nous conduisent à considérer que l’étude de l’une et l’autre de ces deux protéines est 

pertinente dans le contexte cellulaire de la mucoviscidose. 
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But de l’étude 

La mucoviscidose est une maladie caractérisée par une grande variabilité génotypique et 

phénotypique. La connaissance et la compréhension des évènements moléculaires à l’origine des 

anomalies de CFTR chez les patients, tant pour les formes sévères que pour les formes plus 

modérées, est un enjeu majeur à la fois pour le conseil génétique aux patients et pour orienter les 

axes de recherches d’un point de vue mécanistique puis à plus long terme thérapeutique (Figure 42). 

 

GÉNOTYPE PHÉNOTYPE

Conseil génétique Thérapeutique

Patient

 

Figure 42. La corrélation génotype-phénotype améliore la prise en charge des patients 

 

 

Ma position d’assistante hospitalo-universitaire, à l’interface entre le laboratoire de diagnostic 

moléculaire de l’AP-HP et l’unité de recherche INSERM m’a tout naturellement portée à m’investir 

dans l’amélioration des connaissances sur la relation génotype-phénotype. De manière 

indépendante, je me suis également intéressée à la caractéristique phénotypique mise en cause dans 

la survie des patients atteints de la mucoviscidose, qui est l’inflammation pulmonaire.  

 

Le diagnostic prénatal de mucoviscidose peut-être évoqué devant des anomalies digestives 

fœtales observables aux échographies de routine du 2ème ou du 3ème trimestre. L’analyse moléculaire 

du gène CFTR permet alors de confirmer ou d’infirmer le diagnostic. En fonction des études, qui 

diffèrent notamment en termes d’analyse moléculaire et d’anomalies échographiques prises en 

compte, le risque que le fœtus soit atteint de la maladie est très variable. Afin d’améliorer la prise en 
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charge de ces patients, tant au niveau de l’analyse moléculaire qu’au niveau de l’évaluation des 

risques et du conseil génétique qui en découlent, nous avons réalisé une étude rétrospective de tous 

les dossiers de patients adressés entre 1992 et 2010 pour « suspicion échographique » de 

mucoviscidose. La corrélation génotype – phénotype qui en résultait montrait dans cette cohorte de 

patients une grande fréquence de larges réarrangements du gène CFTR, et des profils d’anomalies 

digestives particuliers.  

Certains phénotypes ne sont pas expliqués par l’analyse moléculaire, soit parce que les deux 

anomalies du gène CFTR ne sont pas identifiées, soit parce que la forme clinique est atypique en 

regard des mutations retrouvées. Ces cas atypiques peuvent parfois être expliqués par des mutations 

introniques ou situées dans le promoteur, causant des anomalies d’épissage ou de régulation de 

l’expression génique. Dans un contexte de mise en place du diagnostic de l’étude de l’ARNm de CFTR, 

je me suis attachée à créer les outils nécessaires à l’exploration du promoteur de ce gène, afin 

d’identifier de manière fonctionnelle chez les patients des défauts de régulation.  

Une des caractéristiques phénotypiques de la mucoviscidose est la réponse inflammatoire 

anormale au niveau pulmonaire, qui participe au syndrome obstructif et mène progressivement à la 

destruction du tissu. Diminuer efficacement cette inflammation exacerbée fait partie des défis en 

matière de recherche thérapeutique. L’identification de COMMD1 et CSN5, deux partenaires de 

CFTR, également agents anti-inflammatoires, a conduit à l’étude de leur influence sur la régulation 

génique mise en jeu dans l’inflammation, dans des modèles de cellules épithéliales bronchiques. 

L’ensemble de ces travaux, plaçant le patient au centre de la thématique de recherche, a pour 

objectif de mieux comprendre les caractéristiques phénotypiques liées au génotype, afin d’améliorer 

la prise en charge des patients atteints de mucoviscidose. 
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A l’occasion des échographies de routine du deuxième et du troisième trimestre, des anomalies 

digestives peuvent être détectées chez le fœtus. L’hyperéchogénicité intestinale, observée dans 0,1 à 

1,8 % des grossesses selon les études est caractérisée par une densité égale ou supérieure à celle de 

l’os (Penna and Bower, 2000; Scotet, et al., 2002; Simon-Bouy, et al., 2003). Elle peut être un variant 

bénin ou bien le signe d’une pathologie sous-jacente, comme des anomalies chromosomiques, des 

infections virales, ou bien la mucoviscidose. Bien que moins documentées dans le cadre de la 

mucoviscidose, les dilations des anses de l’intestin grêle signent en général une obstruction digestive, 

dont la péritonite méconiale peut être responsable, et ont été observées à l’état isolée chez quelques 

fœtus atteints (Corteville, et al., 1996; Muller, et al., 2002). 

Environ 11% des fœtus atteints de mucoviscidose présentent des signes échographiques (Scotet, 

et al., 2010). L’hyperéchogénicité et les dilatations digestives peuvent être isolées, associées entre 

elles ou à d’autres signes comme des anomalies de la vésicule biliaire. En cas de telles anomalies 

digestives fœtales, le risque de mucoviscidose est évalué entre 0,8 et 7,6% selon les études, assez 

disparates en termes de signes échographiques considérés et d’étendue de l’étude moléculaire du 

gène CFTR (Berlin, et al., 1999; Ghose, et al., 2000; Scotet, et al., 2010; Simon-Bouy, et al., 2003). 

Dans notre laboratoire, d’après les recommandations européennes, les résultats d’analyse 

moléculaire en routine diagnostique sont rendus avec un calcul du risque résiduel que le fœtus soit 

atteint de mucoviscidose. Pour réaliser ce calcul, nous considérions jusqu’à présent le chiffre de 3% 

de risque a priori avant étude de CFTR, d’après les résultats d’une large étude collaborative française 

(Simon-Bouy, et al., 2003). Cependant, cette étude française était très hétérogène sur le plan des 

analyses moléculaires réalisées, et la sensibilité des outils diagnostics s’est améliorée depuis, 

notamment avec la mise en place de la recherche de grands réarrangements (Audrezet, et al., 2004; 

Niel, et al., 2004).  

Les demandes d’analyse moléculaire du gène CFTR chez des couples suite à l’observation 

d’anomalies digestives chez leur fœtus ont augmenté ces dernières années dans notre laboratoire 

(augmentation d’environ 30% entre 2007 et 2008) (Figure 43). Si le plus souvent, les demandes 

remplissaient les indications des recommandations françaises et européennes, quelques unes ne 

semblaient pas justifiées (faible hyperéchogénicité, ou calcifications digestives isolées par exemple). 

En tant que laboratoire de référence, nous recevons des demandes émanant de services hospitaliers 

très divers, de différentes régions de France, et de laboratoires de niveau 1, suite à des échographies 

réalisées par des praticiens n’ayant pas toujours l’expertise dans les images échographiques 

évocatrices de mucoviscidose. 
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Par une étude rétrospective sur une période de 18 ans (1992-2000), nous souhaitions ré-évaluer 

le risque de mucoviscidose sur signes d’appel échographique dans notre population, toutes origines 

géographiques confondues, et évaluer la puissance diagnostique des différentes anomalies digestives 

fœtales observées. 
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2002 45 1 2,22

2001 58 2 3,45

2000 35 3 8,57

 

Figure 43. Evolution du nombre d’analyses sur signe d’appel échographique et du nombre de cas 
diagnostiqués sur une période de 10 ans (2000-2009) dans notre laboratoire. L’évolution du nombre de 
demandes est représentée par la courbe bleue, et le nombre de fœtus atteints de mucoviscidose parmi ces 
patients par un histogramme rose. 

 

Le premier article présenté ici est un « case report », décrivant 5 patients diagnostiqués sur signes 

d’appel échographiques, chez lesquels nous avons identifié de larges réarrangements du gène CFTR. 

Il fait état de la nécessité de rechercher ce type de mutations en cas d’anomalies digestives fœtales, 

les grands remaniements ayant représenté alors en tout 11% des mutations sévères détectées dans 

la cohorte des fœtus atteints présentant des anomalies digestives. 

Le deuxième article, écrit quelques mois plus tard, décrit l’ensemble des résultats de l’étude 

rétrospective de 694 cas de suspicion échographique de mucoviscidose (1992-2009), et permet 

d’évaluer l’importance diagnostique des différents signes digestifs fœtaux. La puissance de ces signes 

a été évaluée par un score (« likelihood ratio» ou LR), qui objective l’importance de prendre en 

considération les associations de signes, notamment la « triade » hyperéchogénicité 

intestinale/dilatations digestives/non visualisation de la vésicule biliaire. 
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Article 2 
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Discussion 

 

Dans le cas de la mucoviscidose (CF), l’hyperéchogénicité intestinale ou les dilatations digestives 

fœtales justifient l’étude moléculaire du gène CFTR chez les parents et/ou le fœtus. Cette étude, sur 

la plus grande cohorte décrite d’analyse de CFTR pour anomalies digestives fœtales (694 cas sur une 

période de 18 ans), a permis de documenter plus précisément et de manière formelle les signes 

échographiques évocateurs de mucoviscidose ainsi que de ré-actualiser les risques dans notre 

population principalement recrutée en Ile de France mais d’origine géographique hétérogène.  

Contrairement à une étude publiée quelques mois avant la nôtre (alors en « rewieving ») par une 

équipe brestoise (Scotet, et al., 2010), l’issue de la grossesse n’était pas documentée dans les 

dossiers, et nous n’avons pu l’obtenir que pour les fœtus atteints de mucoviscidose, ceux avec un 

génotype compatible avec une CFTR-opathie, et les fœtus simples hétérozygotes. Mais on peut 

supposer que, en cas de mucoviscidose dont le diagnostic nous aurait échappé en période prénatale, 

nous aurions été informés. Cela a d’ailleurs été le cas pour un enfant hétérozygote composite pour 2 

mutations rares, [2347delG]+[CFTRdele14b_15] (c.[2215delG]+[2619+1355_2908+243del7613bp]), 

chez lequel, conformément aux recommandations européennes, nous n’avions recherché que les 

mutations fréquentes, et pour un nouveau-né chez lequel une étude extensive n’a permis de 

retrouver que la mutation F508del (c.1521_1523delCTT) à l’état hétérozygote. 

 

 

1. Fréquence de la mucoviscidose dans notre population 

 

Lors du recueil des données, nous avons choisi de répartir les patients en 2 groupes. Le groupe de 

« 1ère main » comprenait les patients qui nous ont été directement adressés (n=229), sans sélection 

autre que celle réalisée à cause des signes d’appel, et reflète donc la population générale. Le groupe 

de « 2nde main » rassemblait les patients dont la recherche de mutations fréquentes avait déjà été 

réalisée dans un autre laboratoire, et qui nous étaient adressés pour complément d’étude (n=465). 

Ils nous étaient adressés le plus souvent pour recherche de mutation ciblée selon les origines 

géographiques, ou lorsqu’une mutation fréquente avait été identifiée chez un parent et/ou le fœtus, 

ou encore suite à une inquiétude particulière des cliniciens devant des signes très évocateurs. Ce 

groupe de « 2nde main » présentait donc un biais de sélection, et la fréquence de la mucoviscidose y 

était assez élevée (20/229 soit 8,7% en 2nde main vs 10/465 soit 2,15% en 1ère main). 
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La fréquence de la mucoviscidose, de 2,15% sur l’ensemble de notre groupe de 1ère main, est 

statistiquement non différente du chiffre donné par l’étude de F. Muller de  3,1% (1997-1998) 

(Muller, et al., 2002). Ce chiffre, relativement stable sur ces 10 dernières années dans notre 

laboratoire (Tableau 7), est applicable à notre population en Ile-de France. Il s’agit d’une population 

hétérogène, dans laquelle les origines mixtes étaient fréquentes (8,9% des cas documentés). Pour les 

origines apparemment uniques, les plus représentées étaient la France métropolitaine (34%), 

l’Afrique du Nord (17%) et l’Afrique noire (12%). Ce risque a priori de 2,15% est nettement plus bas 

que celui chez les patients d’origine bretonne qui est de 7,6% (Scotet, et al., 2010). Deux raisons 

peuvent expliquer un tel écart : la différence de population et le caractère discriminant des examens 

échographiques. En effet, la population bretonne est très homogène, avec une incidence de la 

mucoviscidose particulièrement élevée (1/2913 en Bretagne vs 1/4136 dans la population française 

générale, avec des fréquences d’hétérozygotes évaluées à 1/28 et 1/33 respectivement). Par ailleurs, 

il existe une grande variabilité inter-opérateurs pour la détection des hyperéchogénicités intestinales 

fœtales (Caspi, et al., 1992; Ferriman, et al., 1999; Vincoff, et al., 1999). Enfin, dans notre étude, nous 

avons inclus tous les cas adressés pour « signes d’appel échographiques de mucoviscidose » : une 

minorité ne présentaient pas d’hyperéchogénicité intestinale ni de dilatation, mais d’autres signes 

(« ascite et images de calcifications faisant évoquer une péritonite méconiale », calcifications 

digestives, ascite, non visualisation isolée de la vésicule biliaire par exemple). Pour être au mieux 

représentatif de la pratique diagnostique de routine, nous avons choisi de garder dans notre étude 

ces cas où l’indication semblait « limite ».  

 

 

Tableau 7. Evolution du nombre de cas de mucoviscidose diagnostiquée sur signes d’appel 
échographiques à Créteil, sur le groupe de 1

ère
 main. 

 

Dans notre étude, à partir des données des 2 groupes (1ère et 2nde main) le risque de 

mucoviscidose a été évalué à 21,2% lorsqu’une mutation fréquente était identifiée chez le fœtus, un 

chiffre plus élevé que celui de 15% (3/20) retrouvés par V. Scotet en 2010 et davantage encore de 

celui de 11% décrit par F. Muller en 2002. Ceci pourrait être expliqué par le fait que l’étude réalisée à 

Brest et la nôtre ont une sensibilité plus grande. 
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2. Taux élevé de larges réarrangements du gène CFTR 

 

Nous avons observé dans notre cohorte un grand nombre de larges réarrangements du gène 

CFTR, soit 6/60 allèles CF au total, présents chez 5 fœtus. Trois de ces grandes délétions ont été 

identifiées dans le groupe de 1ère main (15% des allèles) et 3 dans le groupe de 2nde main (7,5%). La 

fréquence globale de 10% obtenue est beaucoup plus élevée que celle de 1,3% observée chez des 

patients CF (Niel,2004). Nous n’avons pas d’explication claire à cette observation qui peut être due 

au hasard. L’expression spatio-temporelle de CFTR est très finement régulée, particulièrement au 

cours du développement (McCarthy and Harris 2005). Une hypothèse serait que ces larges 

réarrangements pourraient être à l’origine d’une absence d’ARN messager (dégradation accrue par 

mécanisme de NMD) ou d’un repliement de la protéine anormale, qui interfèreraient avec cette 

régulation d’expression spécifique de CFTR et provoqueraient des anomalies plus sévères au niveau 

digestif que des mutations CF ponctuelles. Quoi qu’il en soit, ces résultats montrent la nécessité 

d’intégrer la recherche de grands réarrangements à la stratégie d’analyse du gène CFTR, lorsque cela 

est justifié. Ce type d’analyse, qui fut pendant longtemps réservée à des laboratoires très spécialisés 

devient techniquement abordable grâce à la commercialisation de trousses (MLPA-MRC Holland). A 

noter que sur 5 réarrangements différents, 1 seul avait déjà été décrit auparavant (Audrezet, et al., 

2004). 

 

 

3. Les signes évocateurs de mucoviscidose 

 

La force de notre étude réside dans les descriptions détaillées des anomalies échographiques 

rapportées dans les comptes-rendus grâce auxquelles nous avons pu formaliser par un score LR 

(Likelihood Ratio), ou rapport de vraisemblance, la valeur diagnostique des signes digestifs (Figure 

44). Ce LR, lorsqu’il est supérieur à 1, indique qu’un fœtus CF a plus de risque de présenter un type 

de profil qu’un fœtus sain. Une cohorte plus importante de fœtus atteints aurait été nécessaire pour 

pouvoir attribuer aux différents profils de signes un risque facilement utilisable pour les calculs de 

risque résiduel, mais le likelihood ratio permet néanmoins d’apprécier le caractère plus ou moins 

péjoratif de certaines anomalies digestives  

Ainsi, nous avons montré que les associations de signes « hyperéchogénicité 

intestinale/dilatation» et surtout la triade « hyperéchogénicité intestinale/dilatation/non 

visualisation de la vésicule biliaire» sont plus souvent retrouvées chez les fœtus CF que les fœtus non 
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CF. L’association de la triade est rare (8 fœtus au total, parmi lesquels 4 avaient un génotype CF et 1 

un génotype CFTR-RD), et une étude complète, même en l’absence de mutation fréquente, dans de 

tels cas, pourrait être proposée. 
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Figure 44. Valeur diagnostique des anomalies digestives fœtales évaluée par le « likelihood ratio ». 
LR=Sensibilité/(1-Spécificité). Un  LR>1 indique qu’un fœtus CF a un risque augmenté de présenter un profil de 
signes par rapport à un fœtus non CF. 

 

Parmi les enfants nés et atteints de mucoviscidose dans notre cohorte (n= 15), plus de la moitié 

présentaient un iléus méconial, une proportion bien supérieure au chiffre de 15% rapporté dans la 

littérature scientifique. Cependant, sur d’aussi petits effectifs, il est difficile de déterminer si un profil 

particulier de signes est associé à l’iléus méconial à la naissance. Un fœtus porteur d’un génotype 

CFTR-RD présentait une péritonite méconiale à la naissance, qui est restée inexpliquée. Cet enfant 

issu d’une union consanguine et porteur à l’état homozygote de l’allèle complexe 

*R74W;V201M;D1270N+ n’a apparemment pas développé de signe de mucoviscidose avant l’âge de 4 

ans puis a été perdu de vue. Bien que la péritonite méconiale ou l’iléus méconial soient le plus 

souvent causés par la mucoviscidose, de tels symptômes ont déjà été décrit chez de rares cas non CF 

(Fakhoury et al.1992). 

Par ailleurs, nous avons observé que les anomalies digestives fœtales peuvent mener à 

l’identification de génotypes CFTR-RD, qui ne justifient pas de diagnostic prénatal. Dans de tels cas, 

les parents étaient rassurés. Les résultats sont donc toujours à rendre avec prudence, sur un faisceau 

d’arguments, et l’expertise moléculaire est d’une importance primordiale pour la discrimination 

entre CF et CFTR-RD. 

 

 

Au total, l’apport de ces études au diagnostic moléculaire prénatal de la mucoviscidose sur signes 

d’appel échographiques est triple. (i) Par la mise en évidence de la fréquence élevée de larges 
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remaniements du gène CFTR, nous avons montré l’importance de l’intégration de ce type d’analyse 

dans la stratégie d’étude du gène, en cas d’anomalies digestive fœtales à l’échographie. (ii) Nous 

avons ré-évalué le risque de mucoviscidose dans notre population, et défini quels sont les profils de 

signes d’appel les plus évocateurs, apportant ainsi des informations supplémentaires aux cliniciens. 

(iii).  Enfin, ces études nous ont permis de proposer un changement dans la stratégie moléculaire du 

gène CFTR : dans les cas de la relativement rare « triade » de signes qui présente un likelihood ratio 

pour la mucoviscidose très élevé, nous réalisons maintenant une étude complète du gène, même si 

aucune mutation fréquente n’est identifiée chez les parents (Figure 45. Proposition de stratégie 

d’analyse moléculaire du gène CFTR en cas de signe d’appel échographique chez un fœtus..  
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Figure 45. Proposition de stratégie d’analyse moléculaire du gène CFTR en cas de signe d’appel 
échographique chez un fœtus. En plus des circonstances préconisées par les recommandations nationales et 
européennes, nous proposons de réaliser une recherche de mutations rares et de larges remaniements dans 
certains cas particuliers. En effet, devant la triade de signes « hyperéchogénicité intestinale/dilatation 
digestive/ non visualisation de la vésicule biliaire », même en l’absence de mutation fréquente chez les 2 
parents, la valeur élevée du rapport de vraisemblance (LR=31,4) justifie une analyse exhaustive du gène CFTR. 
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Mise en place des outils d’étude du promoteur CFTR 
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Malgré le développement continuel et la sensibilité croissante des outils d’analyse du gène CFTR, 

notamment avec la mise en place de la recherche de grands réarrangements géniques, et plus 

récemment, de l’analyse de ses transcrits, l’origine moléculaire de la pathologie reste dans quelques 

cas inconnue. De même que les anomalies partielles d’épissage, comme celles dues par exemple au 

variant T5 de l’intron 8, peuvent être responsables de formes très modérées, des anomalies de 

régulation transcriptionnelle causées par des mutations dans le promoteur de CFTR pourraient 

expliquer le caractère modéré, voire atypique, de la pathologie chez certains patients. Le gène CFTR 

est soumis à une régulation spatio-temporelle très spécifique, qui est encore mal comprise d’après 

les données connues sur son promoteur. Dans le but d’améliorer la corrélation génotype-phénotype, 

nous avons mis en place au laboratoire les outils nécessaires pour mener des études « mutation-

fonction » concernant le promoteur de CFTR par un système gène rapporteur luciférase. Ce type 

d’outil permet de tester rapidement au niveau fonctionnel les variants du promoteur identifiés chez 

des patients.  

 

1. Mesure de l’activité du promoteur dans différentes lignées 

Afin de rechercher des régions d’intérêt contenant des séquences régulatrices dans la région 5’ du 

gène CFTR, une des premières étapes à réaliser était la mise en place des outils nécessaires à l’étude 

de ce promoteur. Nous avons réalisé des constructions contenant des tailles croissantes du 

promoteur CFTR, d’un pas d’environ 300 pb, en amont du gène luciférase, dans le vecteur pXP1. La 

construction la plus courte contient le promoteur minimal connu de CFTR, la construction la plus 

longue s’étend jusqu’en position -3918 pb en amont de l’adénine du codon ATG initiateur de 

traduction (Figure 46). Ce pas de 300 pb nous semblait un bon compromis pour définir des régions 

d’intérêt suffisamment longues pour couvrir la région de 3,9 kb en 5’ sans multiplier les 

constructions, et suffisamment courtes pour que l’on puisse espérer isoler des évènements 

régulateurs. L’intérêt des formes tronquées du promoteur était de conserver le promoteur minimal 

de CFTR, et d’observer potentiellement des effets additifs de régulation transcriptionnelle dans les 

constructions plus longues. Ces constructions sont nommées selon leur taille, de P-3918 à P-313. 
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Figure 46. Représentation des constructions tronquées du promoteur CFTR en amont du gène luciférase. 
Chaque construction débute à la position indiquée sur la figure (en pb par rapport au +1, A du codon 
d’initiation de la traduction) jusqu’à la position c.-47pb. 

 

L’activité transcriptionnelle de nos différentes constructions du promoteur a été évaluée dans les 

cellules HEK (lignée de rein embryonnaire humaine), et dans 2 lignées d’origine épithéliale 

bronchique, les cellules IB3-1 (génotype CF) et les cellules BEAS-2B (non CF). En effet, l’utilisation de 

plusieurs lignées cellulaires peut permettre d’identifier des différences tissu/cellule spécifiques de 

l’activité transcriptionnelle du promoteur, due à des variations de niveau d’expression des facteurs 

de transcription. 
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Figure 47. Activité transcriptionnelle du promoteur CFTR. Les différentes constructions de promoteur CFTR 
clonées dans le vecteur pXP1 (Firefly) ont été transfectées dans 3 lignées cellulaires en même temps qu’un 
plasmide contrôle (Renilla). L’activité luciférase a été mesurée après 24h de transfection (kit Dual Luciferase 
Assay, Promega), et les résultats sont exprimés en Relative Luciferase Units (RLU). Les résultats ont été 
normalisés dans chaque lignée par rapport au promoteur -640 pb. n=3 expériences indépendantes, sauf pour P-
313 et P-3918 dans les BESA2B : n=1. 
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L’activité transcriptionnelle de CFTR dans les 3 lignées augmente significativement grâce à une 

séquence comprise entre les positions -904 et -641 pb (HEK et BEAS-2B : p<0,05 ; IB3-1 : p<0,001) 

(Figure 47). Cette région contient de nombreux sites potentiels de fixation pour des facteurs de 

transcription, dont une sélection, selon le seuil prédictif (threshold), le profil d’expression et la 

pertinence basée sur des données bibliographiques, sera présentée dans le chapitre suivant  dans le 

Tableau 8 (page 127).  

Au-delà de -904 pb, l’activité transcriptionnelle du promoteur est stable dans les HEK, tandis que 

des variations sont observées dans les lignées bronchiques. Bien que ces variations soient plus 

facilement détectables dans les BEAS-2B, il semble que le même profil, avec des amplitudes de 

variations néanmoins très faibles, soit retrouvé dans les cellules IB3-1. Ces variations pourraient être 

tissu-spécifique. La région située entre -3065 et -3625 pb est responsable d’une activation 

conséquente du promoteur (augmentation de 50% en moyenne dans les IB3-1 et de plus de 100% 

dans les BEAS-2B), nous avons donc affiné l’étude avec la construction intermédiaire P-3332 dans les 

BEAS-2B (Figure 48). 
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Figure 48. Activité transcriptionnelle du promoteur CFTR ciblée sur la région -2748 à -3918 pb dans les 
cellules BEAS-2B. L’analyse complémentaire du promoteur P-3332 montre une activation transcriptionnelle 
significative par rapport à P-3065. N=3 expériences indépendantes sauf pour P-2748 et P-3918 (n=2). 

 

 

 

L’augmentation de l’activité transcriptionnelle entre P-3065 et P-3625 précédemment observée 

n’est pas due qu’à un seul élément cis-régulateur. En effet, le promoteur de longueur intermédiaire 

P-3332 montre une activité intermédiaire entre P-3065 et P-3625. L’activité transcriptionnelle du 

promoteur P-3332 double presque par rapport à celle de P-3065 (p<0,05) et l’activité de P-3625 en 

moyenne double aussi par rapport à P-3332. Cette dernière différence n’était cependant pas 
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significative (p=0,053), sans doute à cause de la dispersion des mesures, avec des augmentations 

comprises entre +70 et +300% selon les expériences. Par ailleurs, entre les positions -3918 et -3625 

se trouve probablement un élément inhibiteur induisant ici une diminution de 50% de l’activité 

transcriptionnlle de P-3625 dans les cellules BEAS-2B. 

 

Nous avons donc ici identifié 4 régions d’intérêt pour la régulation transcriptionnelle de CFTR : 

-  3 régions activatrices : de c.-3625 à c.-3333 pb (soit 293 pb), de c.-3332 à c.-3066 pb (soit 

267 pb) et de c.-904 à c.-641pb (soit 264 pb)  

-  1 région inhibitrice : de c.-3918 à c.-3626pb (soit 293 pb).  

Afin d’appréhender quels pouvaient être les facteurs de transcription responsables de ces 

variations d’expression, une analyse bio-informatique de ces régions a été réalisée.  

 

 

2. Analyse in silico des régions d’intérêt 

 

Les facteurs de transcription reconnaissent en général des séquences consensus de moins de 

10 pb. De tels motifs sont extrêmement fréquents dans le génome. Les outils bioinformatiques 

reconnaissent ces séquences consensus, mais ne peuvent tenir compte d’autres éléments essentiels 

pour la fixation des facteurs de transcription, comme l’environnement chromatinien. Une analyse in 

silico réalisée en 2007 par le logiciel MatInspector de la suite Genomatix montre donc de nombreux 

sites de fixation potentiels pour des facteurs de transcription. La région 5’ entière, d’environ 4 kb, a 

été analysée par cet outil, et nous avons choisi de présenter ici ceux présents dans les 4 régions 

activatrices et inhibitrice, qui paraissaient les plus pertinents de par leur seuil statistique, leur 

expression tissulaire ou leur fonction connue.  
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Analyse de la région activatrice de c.-904pb à c.-641pb 

Cette région semblait contenir des sites cis-activateurs dans les trois lignées cellulaires testées 

(Tableau 8). 

 

Symbole Nom du facteur trans-regulateur Seuil Sens Séquence cible Position

GATA/GATA1.02 GATA-binding factor 1 0.99 - aggaGATAatgct -890

IRFF/IRF4.01 Interferon regulatory factor (IRF)-related protein (NF-EM5, PIP, LSIRF, ICSAT) 0.94 - ctgaaagaGAAAaaaaaat -860

HIFF/HIF1.01 Hypoxia induced factor-1 (HIF-1) 0.87 + ttcagtACGTgtcct -847

EBOR/XBP1.01 X-box-binding protein 1 0.86 + cagtACGTgtcctaa -847

EBOX/ATF6.01

Member of b-zip family, induced by ER damage/stress, binds to the ERSE in association 

with NF-Y 0.93 + gtgCCACccttggag -826

SF1F/FTF.01 Alpha (1)-fetoprotein transcription factor (FTF), liver receptor homologue-1 (LRH-1) 0.94 - actcCAAGggtgg -821

CREB/CREBP1.01 cAMP-responsive element binding protein 1 0.80 + gttcactcACCTaaacctgaa -807

IRFF/ISRE.01 Interferon-stimulated response element 0.81 + ctaaacctGAAActaataa -797

PDX1/ISL1.01 Pancreatic and intestinal lim-homeodomain factor 0.82 + acctgaaacTAATaaagcttg -792

CREB/CREBP1.01 cAMP-responsive element binding protein 1 0.80 - atgcatttACCTtagcgcttc -758

IRFF/IRF2.01 Interferon regulatory factor 2 0.80 - tgaaaaggGAAGgaaaatg -666

CEBP/CEBPB.01 CCAAT/enhancer binding protein beta 0.94 - tgcattttGAAAagg -658

SF1F/FTF.01 Alpha (1)-fetoprotein transcription factor (FTF), liver receptor homologue-1 (LRH-1) 0.94 - tttgCAAGgtgca -646  

Tableau 8. Liste des sites potentiels de fixation pour des facteurs de transcription entre les positions c.-641 et 
c.-904 du promoteur CFTR. D’après une analyse de la suite Genomatix (2007). Les sites présentés ici ont été 
sélectionnés en fonction de leur seuil de probabilité (threshold >0,80) et de leur fonction ou expression 
tissulaire.  

 

 

Un des sites qui avait tout d’abord retenu notre attention est le site putatif HRE pour le facteur de 

transcription lié à l’hypoxie HIF-1. Cependant, au moment où nous envisagions d’étudier ce site plus 

particulièrement, les travaux de l’équipe de J. Karhausen étaient publiés, montrant que dans les 

cellules intestinales et chez des modèles murins, la surexpression de HIF était associée à une 

diminution de la transcription de CFTR médiée par ce site HRE (Zheng, et al., 2009). Plus récemment 

encore, une augmentation d’activation sous stimulus proinflammatoire de la voie HIF a été montrée 

entre les cellules IB3-1 vs S9 (Legendre, et al., 2011). Bien que l’on ne puisse s’affranchir d’une 

différence de régulation due à la tissu-spécificité de l’action de HIF, ces données font de ce site HRE 

un mauvais candidat en tant qu’activateur transcriptionnel.  

 

Parmi les autre sites d’intérêt de la région, on retrouve deux sites CREB (cAMP Response Element 

Binding protein). Ce type de site permet la régulation génique dans les cascades moléculaires 

impliquant l’AMPc. Or il a été montré que l’inhibition de la protéine kinase A (PKA) dépendant de 

l’AMPc entraîne une suppression totale de l’expression de CFTR. Un site CRE a été décrit au niveau 

fonctionnel dans le promoteur CFTR, en position c.-119pb (McDonald, et al., 1995). D’autres sites 

CREB pourraient avoir un effet additionnel à celui déjà décrit. Un site C/EBP inversé ou Ybox 

activateur de transcription a également déjà été décrit dans le promoteur CFTR, en position c.-132 
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pb, (Pittman, et al., 1995). L’étude du site C/EBP de notre région d’intérêt pourrait donc aussi être 

intéressante. 

 

Enfin, cette région contient 3 sites de liaison potentiels pour des facteurs liés à la voie de 

l’interféron (IFN), en positions c.-860, c.-797 et c.-666pb. On pourrait plutôt s’attendre à une 

régulation négative du promoteur par l’interféron. En effet, il a déjà été montré que l’interféron 

gamma (IFNγ) diminue la quantité d’ARNm de CFTR et le courant de chlorures dans les cellules 

épithéliales de colon HT-29 et T-84, sans effet sur la transcription mais par déstabilisation des 

transcrits (Besancon, et al., 1994). Cependant, il a été montré plus récemment que l’IFNγ régulait 

l’expression de CFTR par des voies différentes entre les cellules épithéliales T-84 (voie JAK/STAT) et 

les mastocytes d’origine endothéliale (voie des MAPK). Dans les mastocytes, le traitement par IFNγ 

entrainait une augmentation de l’ARNm de CFTR, le mécanisme sous-jacent (effet transcriptionnel ou 

stabilisation de l’ARNm) n’ayant pas été exploré (Kulka, et al., 2005). Dans les cellules épithéliales 

bronchiques, bien que le traitement par IFNγ entraine une diminution de la fonctionnalité de CFTR 

(Galietta, et al., 2000), il pourrait être intéressant de tester l’influence de l’IFNγ sur la transcription 

du gène. Récemment, une étude de cohortes a permis d’identifier le gène IFRD1 (Interferon Related 

Development Regulator 1) comme gène modificateur de l’inflammation neutrophilique dans la 

mucoviscidose (Gu, et al., 2009). Des différences d’expression de ce facteur IFRD1 ont été montrées 

dans des modèles épithéliaux de cellules CF par rapport à des modèles non CF (Blanchard, et al., 

2011). Ces données de la littérature montrent que la voie de l’IFNγ, et des protéines qu’il module, 

sont d’un intérêt particulier pour essayer de mieux comprendre la régulation de CFTR et les 

dérégulations de l’inflammation observées dans la mucoviscidose. 



Résultats 

 

129 

 

Analyse de la région activatrice comprise entre c.-3625pb et c.-3066pb 

D’après les résultats de test luciférase réalisés dans le modèle BEAS-2B, le promoteur CFTR serait 

modulé dans les cellules bronchiques par deux sites cis-régulateurs, l’un entre les positions c.-3625 et 

c.-3333 pb, et l’autre entre c.-3332 et c.-3066 pb (Tableau 9).  

 

Symbole Nom du facteur trans-regulateur Seuil Sens Séquence cible Position

GATA/GATA.01 GATA binding factor 0.93 + cttaGATAaactt -3600

SMAD/SMAD3.01 Smad3 transcription factor involved in TGF-beta signaling 0.99 - GTCTggttg -3577

GATA/GATA1.01 GATA-binding factor 1 0.96 + tcccGATAggag -3522

FKHD/HNF3B.01 Hepatocyte Nuclear Factor 3beta (FOXA2) 0.95 - aagaAATAgtca -3507

NKXH/NKX32.01
Homeodomain protein NKX3.2 (BAPX1, NKX3B, Bagpipe 

homolog)
0.96 - tgataAGTGggta -3454

GATA/GATA1.02 GATA-binding factor 1 0.99 - tagtGATAagtg -3453

HOXF/HOXC13.01 Homeodomain transcription factor HOXC13 0.91 + actatTAAAgtct -3441

HOXF/GSH2.01 Homeodomain transcription factor Gsh-2 0.95 - tcaactTAATttgagag -3402

CLOX/CDP.02 Transcriptional repressor CDP 0.81 - ttacttATCCatcatgt -3388

GATA/GATA.01 GATA binding factor 0.93 + gatgGATAagtaa -3386

CEBP/CEBPB.01 CCAAT/enhancer binding protein beta 0.94 + agtattgtGAAAgtt -3369

COUP/COUP.01
COUP antagonizes HNF-4 by binding site competition or 

synergizes by direct protein - protein interaction with HNF-4
0.81 - tGAACtttcacaata -3365

PXRF/PXRCAR.01
Halfsite of PXR (pregnane X receptor)/RXR resp. CAR 

(androstane receptor)/RXR heterodimer binding site
0.98 - agTGAActttc -3364

HOXF/BARX2.01
Barx2, homeobox transcription factor that preferentially binds to 

paired TAAT motifs
0.95 + gatttcTAATggtgaaa -3346

AARF/AARE.01 Amino acid response element, ATF4 binding site 0.95 - gTTTCacca -3338

AP1F/AP1.03 Activator protein 1 0.94 + ggTGACtaatc -3324

CREB/ATF.01 Activating transcription factor 0.90 + aatcttTGACgagaaggtt -3309

CEBP/CEBPB.01 CCAAT/enhancer binding protein beta 0.94 - tgtgttcaGCAAtgt -3244

IRFF/IRF7.01 Interferon regulatory factor 7 (IRF-7) 0.86 - gaGAAAaggaagccaac -3218

EVI1/MEL1.02 MEL1 (MDS1/EVI1-like gene 1) DNA-binding domain 2 0.99 - agagcgagGATGagta -3194

CDXF/CDX1.01 Intestine specific homeodomain factor CDX-1 0.94 + tcttcttTTTAatatacct -3180

OCTP/OCT1P.01 Octamer-binding factor 1, POU-specific domain 0.86 + tttaatATACctt -3172

EREF/ERR.01 Estrogen related receptor 0.87 + tatatttAAGGtcagttct -3123

OCT1/OCT1.02 Octamer-binding factor 1         0.84 - ctaATGCaagaactg -3110

CEBP/CEBPB.01 CCAAT/enhancer binding protein beta 0.94 + tgcattagGAAAttc -3102

ETSF/ELK1.01 Elk-1 0.82 + tataggGGAAgtatgtg -3093

OCT1/OCT1.04 Octamer-binding factor 1 0.80 + agTATGtgaagtatg -3085

AP1F/AP1.02 Activator protein 1 0.96 - acTGACtacac -3071

AP1F/AP1.02 Activator protein 1 0.96 - aaTGACtgact -3063p
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Tableau 9. Sites potentiels de fixation de facteurs trans-régulateurs dans la région activatrice du promoteur 
CFTR de c.-3625 pb à c.-3066 pb. D’après la suite de logiciels Genomatix (2007) 

 

Dans la portion la plus distale, l’analyse in silico montre des séquences de fixation GATA, et plus 

particulièrement des sites GATA-1. GATA-1 est un facteur impliqué dans la croissance cellulaire et la 

cancérogénèse, et est principalement exprimé dans les cellules érythroïdes. Cependant, le seuil élevé 

de ce type de sites dans cette portion du promoteur peut susciter l’intérêt. On peut noter également 

la présence d’un site C/EBP. Notons aussi la présence d’un site CDP, qui pourrait potentiellement 

recruter un modulateur capable de mobiliser des histones désacétylases (Li, et al., 2000). Ce 

fragment du promoteur contient un site potentiel de réponse aux hormones sexuelles PXRF/PXRCAR 

en c.-3364pb, qu’il serait intéressant d’explorer : en effet, malgré les éléments en faveur d’une 
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régulation hormonale du gène CFTR, aucun site particulier n’a à ce jour été identifié. Enfin, notons la 

présence d’un élément de réponse à un facteur FOXA2 qui est très fortement exprimé dans le foie, le 

pancréas, le poumon adulte et fœtal, et les bronches (UCSC Genome Browser, update de 2009).  

 

La portion plus proximale du promoteur (c.-3331 à c.-3065 pb) contient trois sites potentiels de 

liaison pour AP-1 qui n’ont encore jamais été décrits. Parmi les nombreux sites AP-1 décrits in silico 

dans des régions plus proximales du promoteur (entre c.-354 et c.-1129pb), aucun n’a pu être 

impliqué par des études fonctionnelles dans la régulation du gène CFTR. Une stimulation de ce 

fragment du promoteur par le PMA (Poly-phorbol-myristate) serait un essai simple pour tester 

l’importance de ces sites AP-1. Un autre site d’intérêt est le site de liaison de Elk-1, un facteur ETS-

like. Une autre étude en cours dans notre laboratoire montre que certains facteurs de cette famille 

ESE activent le promoteur CFTR grâce à d’autres sites plus proximaux (travaux du Dr A. Hinzpeter). 

On retrouve également deux sites C/EBP et un site CREB. 

 

 

Analyse de la région inhibitrice comprise entre c.-3918pb et c.-3626pb 

 

Symbole Nom du facteur trans-regulateur Treshold Sens Séquence cible Position

CEBP/CEBPB.01 CCAAT/enhancer binding protein beta 0.94 - cttattttGTAAtac -3907

STAT/STAT6.01 STAT6: signal transducer and activator of transcription 6 0.84 + gtgaaTTCAaaggaaa -3893

LEFF/LEF1.02 TCF/LEF-1, involved in the Wnt signal transduction pathway 0.94 + gtgaattCAAAggaaaa -3889

STAT/STAT6.01 STAT6: signal transducer and activator of transcription 6 0.84 - atgttTTCCtttgaattca -3885

GKLF/GKLF.02 Gut-enriched Krueppel-like factor 0.96 + attcAAAGgaaaaca -3888

IRFF/IRF4.01
Interferon regulatory factor (IRF)-related protein (NF-EM5, PIP, 

LSIRF, ICSAT) 0.94 + attcaaagGAAAacataag -3884

FKHD/ILF1.01
Winged-helix transcription factor IL-2 enhancer binding factor 

(ILF), forkhead box K2 (FOXK2) 0.98 + aaggaaAACAtaaga -3881

OCT1/OCT1.02 Octamer-binding factor 1         0.84 + aagATGCaattcgtg -3872

CHOP/CHOP.01 Heterodimers of CHOP and C/EBPalpha 0.90 + agaTGCAattcgt -3871

PDX1/PDX1.01 Pdx1 (IDX1/IPF1) pancreatic and intestinal homeodomain TF 0.74 - atacatTCATaaccc -3831

CREB/E4BP4.01 E4BP4, bZIP domain, transcriptional repressor 0.80 + gaatgtatGTAAataga -3821

MEF2/MEF2.05 MEF2 0.96 - tgtttaTAAAcacacac -3794

MEF2/MEF2.05 MEF2 0.96 + gtgtttaTAAAcagaatt -3789

TALE/TGIF.01
TG-interacting factor belonging to TALE class of homeodomain 

factors 1.00 + aattGTCAgac -3778

PRDF/PRDM1.01 PRDI binding factor 1 0.81 + cagtAAAAgtaaactag -3749

P53F/P53.02 Tumor suppressor p53 (5' half site) 0.91 + tggcctagtCATGtccc -3727

AREB/AREB6.04 AREB6 (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 0.98 - aagatGTTTcagg -3694

PDX1/ISL1.01 Pancreatic and intestinal lim-homeodomain factor 0.82 + aagactgTAATgtgtgtt -3676

GREF/PRE.01 Progesterone receptor binding site 0.84 + gctgtggcTGTTctta -3622  

Tableau 10. Sites potentiels de fixation de facteurs trans-régulateurs dans la région inhibitrice du promoteur 
CFTR de c.-3918 pb à c.-3626 pb. D’après la suite de logiciels Genomatix (2007) 
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L’analyse in silico de cette région inhibitrice retrouve plus de sites pour des candidats répresseurs 

que les précédentes régions présentées (Tableau 10).  

 

Un score statistique maximal de 1 était obtenu pour le facteur TGIF (TGFβ Induced Factor), qui fait 

partie de la superclasse des protéines homéodomaine atypique TALE (Three-Amino-acid-Loop-

Extension). Cette protéine est un co-répresseur de Smad2 et serait impliquée dans des voies de 

transduction de signal lors du développement et chez l’adulte. Il agit comme répresseur 

transcriptionnel de la voie TGF-β (Melhuish, et al., 2010). Le TGF-β, codé par un gène qui a été 

identifié comme gène modificateur dans la mucoviscidose (Bremer, et al., 2008; Collaco and Cutting, 

2008), diminue l’expression de CFTR (Howe, et al., 2004; Pruliere-Escabasse, et al., 2005). Le 

mécanisme de cette diminution d’expression pourrait être dû en partie à l’action de TGIF. 

 

Parmi les autres sites cis-régulateurs potentiels, on peut relever les séquences de liaison pour les 

facteurs suivants : AREB6/ZEB1 est un facteur de transcription qui peut, selon les sites de fixation et 

les signaux intracellulaires, se présenter comme un activateur ou un répresseur transcriptionnel. 

Notamment, il diminue l’activité du promoteur de l’IL-2 (Ikeda and Kawakami, 1995) ; E4BP4/NFIL3 

est un facteur de transcription à domaine bZip qui a été impliqué comme répresseur transcriptionnel 

dans le cycle circadien, la survie cellulaire et l’inflammation (Cowell, 2002) ; FOXK2 est un répresseur 

de transcription intervenant dans le contrôle du cycle cellulaire qui a été décrit comme modulant 

l’expression de p21 (Marais, et al., 2010) et MEF2 (Myocyte Enhanced Factor 2) est un facteur de 

transcription impliqué dans de nombreuses voies de signalisation, parmi lesquelles la voie des MAP 

kinases (Potthoff and Olson, 2007). Il n’a pas été décrit comme particulièrement exprimé dans les 

cellules épithéliales, mais son seuil élevé et la présence de deux sites assez proches (possibilité de 

dimérisation) en font un facteur de choix. On retrouve également deux sites de liaison pour STAT6 : 

le rôle de ce type de sites au niveau transcriptionnel est encore mal connu dans les cellules BEAS-2B 

(Kanai, et al., 2011) 

 

Les tests fonctionnels pour tester les différents facteurs trans candidats n’ont pas été réalisé, car il 

faudrait encore limiter leur nombre. Néanmoins, toutes les constructions réalisées peuvent servir 

après mutagénèse dirigée à étudier de manière fonctionnelle les variations du promoteur observées 

chez des patients. L’exemple de la mutation c.-148A>G est présenté dans les pages suivantes. 
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3. Etude du mutant naturel c.-148A>G 

 

Nous avons identifié au laboratoire chez une patiente présentant une forme CFTR-RD et 

hétérozygote pour la mutation F508del, le variant encore jamais décrit c.-148A>G. La patiente 

présentait depuis l’âge de 43 ans une pathologie bronchique chronique caractérisée par des 

dystrophies bronchiques diffuses au scanner, avec des poussées infectieuses nécessitant une 

antibiothérapie. Le VEMS (Volume Expiratoire Maximum par Seconde) était variable, compris entre 

17% lors des épisodes d’exacerbation et 86% en temps normal. Les tests de la sueur étaient dits 

« intermédiaires » avec des valeurs de 47,8 et 65,3 mmol/L pour une normale < 70 mmol/L. 

 

Afin d’étudier le potentiel pathogène de ce variant et son influence sur la transcription de CFTR, 

nous avons réalisé par mutagénèse dirigée à partir des constructions du promoteur précédemment 

obtenues, des plasmides contenant le gène rapporteur luciférase dirigé par le promoteur muté. 

Comme certains repliements chromatiniens sont parfois nécessaires à la fixation de facteurs trans-

régulateurs (Ott, et al., 2009), nous avons choisi d’utiliser deux longueurs de promoteur différentes, 

une relativement courte (P-604pb) et une plus longue (P-1986 pb). L’activité transcriptionnelle de ces 

constructions a été évaluée dans différentes lignées cellulaires (Figure 49). 
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Figure 49. Etude de fonction des promoteurs wt et muté de CFTR. (A) Séquence des promoteurs wt et muté 
en position c.-148. (B) Mesure de l’activité transcriptionnelle du promoteur CFTR wt ou muté (c.-148A>G). 
Les constructions de gène rapporteur luciférase sous le contrôle des promoteurs P-640 et P-1986 wt ou mutés 
(c.-148A>G) ont été transfectées dans les cellules HeLa, HEK, IB3-1 et S9. Les résultats sont exprimés en RLU, 
normalisés par la Renilla (contrôle d’efficacité de transfection). Le nombre d’expériences indépendantes 
réalisées est indiqué en dessous de chaque lignée cellulaire. Le calcul statistique n’a pu être réalisé que pour les 
cellules HEK (n=4), par un test de Student unilatéral pairé : * p<0,05 ; ** p<0,01. 
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A cause du faible nombre d’expériences, le calcul de significativité statistique n’a pu être réalisé 

que dans les cellules HEK (p<0,05), mais le même type de résultat a été retrouvé dans toutes les 

lignées testées : de manière inattendue, on observe une activité plus forte du promoteur muté P-640 

ou P-1986 par rapport au promoteur normal, variant entre +20% et +100% selon les cellules et les 

constructions (Figure 49 B).  

 

L’analyse in silico du variant montre qu’il induit des changements dans le potentiel de fixation 

d’un certain nombre de facteurs de transcription (Figure 50). Une analyse antérieure de la séquence 

entière du promoteur CFTR normal par la suite Genomatix avait prédit à proximité immédiate de la 

mutation la fixation du facteur TIEG/EGRα (TGF-β Inducible Early Gene/Early Growth Response α), le 

TGFβ étant connu pour diminuer la quantité d’ARNm CFTR dans les polypes de patients CF (Pruliere-

Escabasse, et al., 2005). Le site de consensus rapporté de TIEG est (5’-GGTGTG-3’) (Chrisman and 

Tindall, 2003). On peut penser que la substitution A>G induit des changements de l’environnement 

chromatinien immédiat de ce facteur, modifiant partiellement sa liaison. Par ailleurs, les logiciels 

TRANSFAC et AliBaba prédisent des changements de sites Sp1, type de sites sur lesquels la liaison de 

TIEG a déjà été rapportée, et des variations du site EGR1 (Early Growth Response gene 1) induit par le 

TGFβ.  
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Figure 50. Représentation des variations dans les sites potentiels de liaison de facteurs de transcription, 
d’après les bases de données bioinformatiques AliBaba, Transfac et Jaspar. 
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Afin d’étudier si un facteur induit par le TGFβ pouvait être impliqué dans la régulation de CFTR, 

nous avons activé cette voie dans nos cellules, après transfection du système promoteur CFTR/gène 

luciférase (TGF-β Millipore, à la dose de 20 ng/mL pendant 24h).  
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Figure 51. Influence du TGFβ sur l’activité transcriptionnelle du promoteur wt ou muté (c.-148A>G). 24h 
après transfection des constructions wt et mutée du promoteur P-640, les cellules ont été traitée ou non par le 
TGFβ (20 ng/mL) pour 24 heures. Résultats de 2 expériences indépendantes. 

 

 

 

Le traitement de 24h par TGFβ n’entraîne pas de variation de l’activité transcriptionnelle du 

promoteur wt, tandis qu’une augmentation d’environ 30% de l’activité est observée pour le 

promoteur muté (Figure 51).  

 

Quelques temps après avoir réalisé ces expériences, nous avons pu obtenir un échantillon d’ARN 

de la patiente, issu d’un brossage de cellules épithéliales nasales. L’analyse des transcrits de CFTR ne 

montre aucune anomalie, tant sur le plan qualitatif (non présenté ici) que quantitatif (Patiente P, 

Figure 52), par comparaison à des témoins sains (témoins ne portant aucune mutation dans les 

régions codantes de CFTR). Ainsi, dans son échantillon de cellules nasales, la quantité d’ARNm CFTR 

de la patiente était semblable à celle de nos témoins lors du prélèvement. 
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Figure 52. Quantification de l'ARNm issu de cellules épithéliales nasales par PCR en temps réel. L’ARNm de 
patients et de témoins a été extrait à partir de brossages de cellules épithéliales nasales, rétro-transcrit en 
ADNc et amplifié par Q-PCR en technologie TaqMan. Les résultats sont rapportés au gène de ménage KRT18, en 
prenant comme référence un témoin sain (R). L’échantillon correspondant à la patiente P est indiqué par une 
flèche et représenté en rouge.  

 

Le TGFβ est une des cytokines pro-fibrotiques les plus importantes, impliquée notamment dans la 

réparation tissulaire et l’inflammation (Lee, et al., 2004). Une étude a montré l’augmentation du 

TGFβ dans le surnageant de culture de cellules épithéliales bronchiques de type CF par rapport aux 

cellules non CF (Perkett, et al., 2006). Par ailleurs, le TGFβ diminue l’expression de CFTR dans les 

cellules de polypes de patients CF et dans les cellules de colon T-84 et HT-29 (Howe, et al., 2004; 

Pruliere-Escabasse, et al., 2005).  

Nos expériences de gène rapporteur sur le promoteur muté (c.-148A>G) de la patiente montrent 

une activation par le TGFβ, tandis que le promoteur wt ne varie pas, dans les cultures de cellules 

bronchiques CF IB3-1. Cette action pourrait être médiée par les protéines TIEG ou EGR1, dont 

l’expression est induite par le TGFβ. Des expériences de surexpression ou d’extinction de ces facteurs 

pourraient apporter des éléments de réponse à cette interrogation. Bien que nous nous soyons 

plutôt attendus à observer une diminution de la transcription, compte-tenu du phénotype de la 

patiente, les résultats montrent une différence de régulation entre le promoteur muté et le 

promoteur wt, avec une augmentation de l’activité transcriptionnelle associée au mutant. La 

quantification des transcrits issus de cellules épithéliales nasales montre un taux d’ARNm 

comparable aux témoins sains. La quantification des transcrits allèle spécifique (allèle portant la 

mutation F508del vs c.-148A>G) n’a pas été réalisée, mais la mutation F508del n’est pas connue pour 

causer des variations de stabilité de l’ARNm. Le mutant du promoteur ne semblait donc pas entraîner 

de variation de la quantité d’ARNm. Cependant, ceci n’est pas en contradiction avec nos résultats : 

cette quantification d’ARNm reflète le taux présent dans les cellules nasales, et non pas dans les 

cellules bronchiques, à un moment donné. On peut penser que c’est seulement dans certaines 
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conditions de stimulation que le promoteur se comporte de façon anormale chez la patiente, ce qui 

expliquerait son phénotype très modéré, avec un test de la sueur intermédiaire témoignant de la 

fonction résiduelle de CFTR. Par ailleurs, il serait intéressant de séquencer chez cette patiente le gène 

codant le TGFβ, qui a été décrit comme gène modificateur de la pathologie pulmonaire, afin d’établir 

si elle porte des polymorphismes particuliers (Bremer, et al., 2008). 

 

Bien que des études complémentaires soient nécessaires pour comprendre le mécanisme à 

l’origine de la pathologie modérée de la patiente présentée ici, l’ensemble des outils mis en place 

permet une première approche fonctionnelle rapide pour l’analyse des nouveaux variants du 

promoteur CFTR chez les patients. Ces essais fonctionnels s’inscrivent dans un contexte 

d’implantation de l’étude qualitative et quantitative des ARNm issus de cellules épithéliales nasales 

dans le laboratoire de diagnostic moléculaire. La description fonctionnelle de nouveaux mutants 

permettra de mieux comprendre la relation génotype-phénotype, particulièrement pour les formes 

modérées. 
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3ème partie 

 

 

Contributions à l’étude de COMMD1 et de CSN5  

en tant que régulateurs de l’inflammation dans le contexte 

de la mucoviscidose 
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L’atteinte pulmonaire est le principal facteur de morbidité et de mortalité dans la mucoviscidose. 

Elle est caractérisée par le cercle vicieux « inflammation – syndrome obstructif – infection », chacun 

de ces trois éléments aggravant les deux autres. L’inflammation est anormalement activée 

relativement aux pathogènes présents dans les voies aériennes des patients, et cette réaction 

inappropriée chronique évolue vers une détérioration progressive du parenchyme pulmonaire 

(Muhlebach, et al., 2004; Verhaeghe, et al., 2007a). L’augmentation de la production de cytokines 

pro-inflammatoires dans des modèles cellulaires de phénotype CF, en dehors de toute inflammation 

détectable ou sous stimulation a été décrite dans plusieurs études (Venkatakrishnan, et al., 2000; 

Weber, et al., 2001). Ceci serait notamment dû à une activation anormale de la voie NF-κB dans les 

cellules CF (DiMango, et al., 1998; Jacquot, et al., 2008; Venkatakrishnan, et al., 2000). A l’heure 

actuelle, la réduction de cette inflammation anormale fait partie du défi thérapeutique. 

 

COMMD1 et CSN5 sont deux protéines pléiotropiques de localisation à la fois nucléaire et 

cytoplasmique. Elles  avaient toutes deux été identifiées dans notre laboratoire, à l’occasion d’un 

criblage double hybride de levure, comme partenaires de la protéine CFTR, dont elles régulent l’une 

de l’autre le trafic intracellulaire, depuis ses premières étapes de maturation jusqu’à son expression à 

la membrane plasmique. 

COMMD1 est une protéine d’échafaudage principalement reconnue pour sa capacité à stabiliser 

ou déstabiliser l’interaction entre des E3 ubiquitine ligases et leurs substrats spécifiques. C’est 

notamment par ce type d’interaction qu’elle régule la voie de l’inflammation NF-κB.  

CSN5 existe dans la cellule sous forme de monomère, de mini-complexes protéiques ou encore en 

tant que sous-unité du signalosome. Cette protéine est connue pour réguler deux voies pro-

inflammatoires : la voie AP-1 et depuis peu la voie NF-κB. 
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1. La voie NF-κB est anormalement activée dans les cellules CF 

 

Les résultats des études des diverses équipes concernant l’inflammation sont assez disparates, et 

une vision synthétique est compliquée par la diversité des modèles et des stimuli pro-inflammatoires 

utilisés.  

La voie NF-κB est impliquée dans de nombreux processus cellulaires autres que l’inflammation, et 

peut être activée par de nombreux stimuli intracellulaires variant selon les cellules utilisées. Nous 

avons donc voulu nous affranchir de l’influence du fond génétique en utilisant des modèles 

isogéniques. 

Les cellules IB3-1 sont des cellules épithéliales bronchiques, immortalisées, issues d’un patient 

atteint de mucoviscidose et porteur du génotype CF [F508del]+[W1282X] (Zeitlin, et al., 1991). Deux 

lignées cellulaires de phénotype sauvage ont été générées à partir des IB3-1. Les cellules C38 sont 

des cellules IB3-1 transfectées stablement avec de l’ADNc CFTR-wt délété d’une partie de sa boucle 

extracellulaire 1 (ECL1), la protéine CFTR résultante étant toutefois fonctionnelle. Les cellules S9 sont 

des IB3-1 corrigées avec l’ADNc CFTR-wt complet. Toutefois, ces lignées bronchiques expriment très 

faiblement CFTR (Egan, et al., 1992; Eidelman, et al., 2001; Flotte, et al., 1993).  

Nous disposons également au laboratoire de cellules HeLa stablement transfectées avec l’ADNc 

de CFTR (vecteur pTracer), wild-type ou porteur de diverses mutations, parmi lesquelles la mutation 

F508del (Clain, et al., 2001; Jungas, et al., 2002). Bien que ces cellules ne possèdent pas la même 

machinerie cellulaire que les cellules d’origine bronchique, elles expriment un taux très élevé de 

protéine CFTR, et sont donc appropriées pour étudier les mécanismes cellulaires propres à ce canal.  

Afin d’évaluer le niveau d’activation relatif de la voie NF-κB dans nos lignées cellulaires, nous 

avons mesuré l’activité luciférase d’un vecteur rapporteur dont la transcription dépend de NF-κB via 

5 éléments de liaison dans le promoteur (pNF-κBLuc, Stratagene) (Figure 53).  
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Figure 53. Evaluation de l’activité NF-κB dans différentes lignées bronchiques. Un vecteur luciférase 
répondant à NF-κB (pNF-κBLuc, Stratagene) et un plasmide de contrôle Renilla ont été co-transfectés dans les 
différentes lignées, en l’absence (niveau basal) ou en présence de TNFα (30ng/mL, 4h). Les résultats normalisés 
par l’activité Renilla sont exprimés en RLU (Relative Luciferase Unit). Les folds d’induction sous TNF-α ont été 
calculés (RLU sous induction/basal) pour les cellules BEAS-2B, IB3-1 et S9. Ce fold ratio n’est pas représenté 
pour les cellules C38 : en effet, sa valeur très élevé de 9,6 fold est due à l’activité extrêmement faible de 
luciférase en condition basale, l’activité sous stimulation restant, malgré ce fold ratio, très faible. Résultats 
d’une seule expérience représentative en triplicat. 

 

 

Les cellules BEAS-2B sont des cellules bronchiques avec un génotype CFTR normal. L’activité NF-

κB semble beaucoup plus élevée dans ces cellules par rapport aux modèles plus souvent utilisés dans 

la mucoviscidose IB3-1, C38 et S9. Ceci peut notamment être attribué à un fond génétique différent. 

Ces cellules présentent d’ailleurs des différences morphologiques par rapports aux 3 autres lignées, 

se traduisant notamment in vitro par un étalement plus large en boîtes de culture. Comme rapporté 

dans de nombreuses études, les cellules non CF C38 présentent un taux d’inflammation basal (<0,1 

RLU) et sous stimulation par le TNF-α (<1 RLU) très inférieur aux cellules IB3-1 (1 et 4,6 RLU 

respectivement). Cependant, ce taux est également très inférieur à celui des autres cellules non CF 

S9. Les cellules S9 présentent dans nos conditions une activité basale de NF-κB similaire à celle des 

cellules CF IB3-1. Néanmoins, une différence entre ces deux lignées est observable sous stimulation : 

la stimulation de l’activité NF-κB est plus importante dans les cellules IB3-1 (fold ratio d’environ 4,6) 

que dans les S9 (fold ratio proche de 3,5). Cette différence, qui peut sembler faible, est néanmoins 

reproductible, et d’autres expériences montrent qu’elle est statistiquement significative (p<0,005). 

Les cellules S9 et C38 diffèrent par la présence ou non de la boucle extracellulaire 1 de CFTR-wt, qui 

pourrait jouer un rôle dans les signaux de transduction de l’inflammation. Nous avons choisi pour 

notre étude d’utiliser les cellules S9, qui sont plus proches des cellules IB3-1 que les C38. 

La même expérience au niveau basal a été menée dans nos modèles de cellules HeLa exprimant 

stablement CFTR (Figure 54). L’activité transcriptionnelle de NF-κB dans les cellules exprimant CFTR-
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wt est nettement plus basse que dans les cellules exprimant CFTR-F508del. Ceci est en accord avec 

l’hypothèse que la mutation F508del génère un état pro-inflammatoire par rapport à l’état sauvage. 

La comparaison des cellules exprimant le vecteur vide (PTracer) et CFTR-wt ne permettait pas de 

confirmer l’hypothèse que la protéine CFTR-wt aurait elle-même un potentiel anti-inflammatoire 

dans l’expérience présentée ici, choisie à cause de l’efficacité de transfection similaire dans les 3 

types cellulaires. Des mises au point supplémentaires seraient nécessaires, nos cellules HeLa CFTR-wt 

présentant, dans nos conditions, un taux de mortalité augmenté par rapport aux cellules PTracer et 

CFTR-F508del.  
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Figure 54. Evaluation de l’activité basale NF-κB dans les cellules HeLa exprimant stablement CFTR-wt ou 
CFTR-F508del. Les cellules exprimant PTracer vide servent de contrôle. Résultats d’une expérience 
représentative réalisée en triplicat. 

 

L’ensemble de ces résultats montre bien une augmentation de l’activité NF-κB dans les cellules CF 

par rapport aux cellules non CF. Cette différence est très subtile entre les cellules IB3-1 et S9, ce qui 

s’explique probablement par le très faible taux d’expression de CFTR dans ces cellules par rapport à 

nos cellules HeLa stablement transfectées. 

 

 

 

2. Etude de l’effet de COMMD1 sur l’inflammation pulmonaire dans la mucoviscidose. 

  

Lors de l’étude du rôle cytoplasmique de COMMD1 dans le trafic de la protéine CFTR de l’appareil 

de Golgi vers le cytoplasme, une différence de répartition nucléo-cytoplasmique de cette protéine 

avait été observée, entre les modèles cellulaires CF et non CF. Les cellules utilisées alors étaient les 

cellules IB3-1 vs C38 obtenues directement de Pamela Zeitlin en 1998, et HeLa-CFTR-wt vs HeLa-
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CFTR-F508del. La principale activité nucléaire de COMMD1 rapportée à ce jour étant l’inhibition de la 

transcription NF-κB dépendante, nous  nous sommes interrogés sur son activité anti-inflammatoire 

dans le contexte de la mucoviscidose. 

L’activité inhibitrice de COMMD1 sur la transcription médiée par le facteur pro-inflammatoire NF-

κB a été montrée dans différentes lignées cellulaires, et principalement les cellules HEK, les cellules 

d’ostéosarcome U2OS de morphologie semblable aux cellules épithéliales, et les cellules HeLa.  

Dans la mesure où un tel effet sur l’inflammation pourrait présenter une certaine tissu-spécificité, 

nous avons voulu confirmer l’effet anti-NF-κB de COMMD1 dans les cellules épithéliales bronchiques, 

et évaluer l’intérêt de cette protéine dans le contrôle de l’inflammation exacerbée observée dans la 

mucoviscidose.  

Une partie des résultats obtenus est présentée ici sous la forme d’un article qui sera bientôt 

soumis. Il fait état de l’activité anti-NF-κB de COMMD1 dans les cellules IB3-1 et S9 au niveau basal 

ou sous stimulation par le TNF-α. La surexpression de COMMD1 dans ces cellules s’accompagne 

d’une très faible diminution de la production d’interleukine 8 (IL-8), la principale chemokine 

recrutant les polynucléaires neutrophiles et sécrétée par l’épithélium bronchique. Des résultats 

similaires obtenus sous stimulation par l’IL-1β n’ont pas été inclus dans l’article en préparation mais 

sont présentés ici à sa suite. 
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2. 1. Article en préparation 
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Abstract  

 

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by mutations in the CFTR 

gene, which encodes an epithelial anion channel. Morbidity is mainly due to the lung disease, 

characterized by a chronic neutrophilic inflammation. Deregulation of inflammatory pathways 

is observed in the airways of CF patients, as evidenced by an exaggerated AP-1 activity and 

NF-κB response, causing an increase in the local release of pro-inflammatory cytokines such 

as IL-8. COMMD1 is a pleiotropic protein involved in the trafficking of CFTR but also in 

inflammatory processes. We studied the influence of COMMD1 overexpression on NF-κB 

pathway in CF and non-CF bronchial epithelial cells (IB3-1 and S9 respectively). We show 

that COMMD1 inhibits NF-κB dependant transcription and participate to decrease IL-8 

secretion. Our results show for the first time the anti-inflammatory properties of COMMD1 in 

bronchial cells, which open new avenues for therapeutic approach  
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Introduction 

Cystic fibrosis (CF) (MIM#219700) is one of the most common autosomal recessive 

diseases in Caucasians (Welsh, et al., 2001) caused by mutations in the Cystic Fibrosis 

Transmembrane conductance Regulator (CFTR) gene (OMIM*602421) encoding an epithelial 

c-AMP dependent chloride channel (Anderson, et al., 1991; Riordan, et al., 1989). The most 

life-threatening complication of CF is the chronic lung disease, characterized by recurrent 

bacterial infections and an excessive neutrophilic inflammation (Tirouvanziam, et al., 2002). 

The origin of this exaggerated inflammation is still discussed, and might be due to multiple 

factors such as the folding defect of the most frequent mutation, F508del, and the subsequent 

endogeneous cell stress (Thibodeau, et al., 2010), the defect of functional wt-CFTR channel 

which has been recently shown to have anti-inflammatory properties (Hunter, et al., 2010; Vij, 

et al., 2009) and chronic infection. Nevertheless, whatever the primary cause, it is a consensus 

that the inflammatory response to infection is dysregulated and excessive in CF, which could 

be attributed to an inappropriate activation of NF-κB and AP-1 pathways (Jacquot, et al., 

2008).  

Airways epithelial cells participate to innate immune response and express chemokines and 

cytokines, resulting in recruitment and activation of polymorphonuclear neutrophils (PMN) 

(Elizur, et al., 2008). Benefit action of PMN in acute inflammation can turn pejorative in 

chronic situations. Indeed, these cells release cytokines, chemokines, reactive oxygen species 

(ROS) and proteases such as elastase, which amplify inflammation and lead to progressive 

irreversible parenchyma destruction (Downey, et al., 2009; Sampson, 2000). The most PMN 

chemoattractant secreted by airways epithelial cells is interleukin 8 (IL-8), of which the 

amount has been reported in numerous studies to be increased in CF airways fluids (Bonfield, 

et al., 1999; Muhlebach, et al., 2004). 
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NF-κB is a dimeric transcription factor involved in the regulation of various biological 

processes including immune and inflammatory responses, as well as cellular differentiation, 

survival and proliferation (Gilmore, 2006; Hayden and Ghosh, 2011). In most cells, NF-κB 

(mainly the RelA/p50 dimer) is present as an inactive complex, bound to its inhibitor IκB in 

the cytoplasm. In response to various signals, IκB is phosphorylated, ubiquitinated, and 

subsequently undergoes proteasomal degradation. This allows the translocation of NF-κB to 

the nucleus where it binds cis-acting elements on the promoters of a subset of genes and 

regulates their transcription. IL-8 (CXCL8) belongs to such NF-κB responsive genes, and is 

tightly regulated at the transcriptional level in reaction to inflammatory stimuli, through a NF-

κB binding element proximal to the TATA box within its promoter (Edwards, et al., 2005; 

Mukaida, et al., 1990). 

COMM domain–containing 1 (COMMD1) is a pleiotropic factor involved in multiple 

pathways, as copper metabolism (Burstein, et al., 2004; de Bie, et al., 2007), sodium excretion 

(Biasio, et al., 2004), inflammatory responses (de Bie, et al., 2006; Ganesh, et al., 2003), and 

adaptation to hypoxia (van de Sluis, et al., 2010; van de Sluis, et al., 2007b). It mainly acts as 

a scaffold protein and stabilizes protein-protein interactions. Hence, it regulates the 

proteasomal degradation of various proteins in promoting their association with their specific 

E3 ubiquitin ligases (Ke, et al., 2010; Maine, et al., 2007; Mao, et al., 2011). We recently 

showed that COMMD1 promotes CFTR cell surface expression through regulation of its 

ubiquitination (Drevillon, et al., 2011). Though COMMD1 predominantly localizes in the 

cytoplasm, as a soluble protein or associated to intra-cellular membranes, a minor fraction of 

the protein has also been reported in the nucleus (Muller, et al., 2009). These two fractions of 

COMMD1 have been shown to inhibit NF-κB pathway in various cell lines (Geng, et al., 

2009; Maine, et al., 2007). In the cytoplasm, COMMD1 protects the NF-κB inhibitor IκBα 

from ubiquitination by the SCF
β-TrCP

 complex, and from its subsequent degradation (Ganesh, 
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et al., 2003), and in the nucleus it recruits the ESC
SOCS1

 ubiquitin ligase to the NF-

κB/chromatin complex, leading to ubiquitination and degradation of the RelA NF-κB subunit 

in various cell lines (Thoms, et al., 2010; van de Sluis, et al., 2007a).  

In this study we investigated the ability of COMMD1 to restrain the abnormal 

inflammation observed in CF airways, and focused on the expression of the pro-inflammatory 

chemokine IL-8 in bronchial epithelial cells and showed that COMMD1 participates to the 

modulation of the exacerbated inflammation in cystic fibrosis. 
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Results 

IL-8 transcription is NF-κB and AP-1 dependent in bronchial epithelial cells 

To study the role of COMMD1 in the pulmonary CF inflammation, we chose two 

bronchial epithelial cell lines. IB3-1 are compound heterozygous [F508del]+[W1282X] and 

are usually used as a cystic fibrosis model cell line (CF cells). S9 are IB3-1 cells corrected 

with a wild –type CFTR cDNA and are considered as non CF cells (Zeitlin, et al., 1991). We 

first assessed IL-8 promoter activity in response to two different inflammatory signals TNFα 

and RelA. Luciferase activity driven by IL-8 promoter was measured 24 hours after 

transfection in basal condition and under stimulation by TNFα (10 ng/ml, 4 hours) or RelA 

(co-transfection, 24h) (n=3) (Figure 1A). TNFα is known to induce a signalling cascade 

leading in part to IκB degradation and nuclear translocation of the NF-κB dimer, RelA (p65) 

and p50 being the main NF-κB subunits. Co-tranfection of the wild-type IL-8 promoter 

reporter vector with a RelA expression vector induced the production of luciferase as TNFα, 

indicating that at least a part of the observed TNFα stimulation could be mediated by NF-κB. 

IL-8 promoter contains several binding sites for transcription factor related to inflammatory 

pathways (Figure 1B), a NF-κB responsive element, a NF-IL6 site (C/EBP like factor) and an 

AP-1 site (Mukaida, et al., 1990). To investigate their respective role in the regulation of IL-8 

promoter transcriptional activation in our inflammatory conditions and cell lines, we used a 

set of luciferase reporter vectors under the control of different IL-8 promoters, wild-type or 

mutated on one of each cis-acting site. Following transfection of the IL-8 promoter plasmids, 

IB3-1 and S9 cells were incubated for 4 hours with TNFα (10ng/ml). As expected, the wild-

type IL-8 promoter transcriptional activity was increased by the pro-inflammatory peptide 

TNFα (Figure 1C). These results indicate that maximal activation of the IL-8 promoter 

required the integrity of the NF-κB and the AP-1 binding sites. Indeed, mutation of the NF-

IL6 site did not change the promoter transcriptional activity nor at the basal neither at the 
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stimulated level. By contrast, mutation of the NF-κB binding site resulted in a dramatic 

decrease of the promoter activity and abolished the TNFα-mediated activation, underlining 

the major role of NF-κB in IL-8 transcription in our conditions. Mutation of the AP-1 site also 

reduced IL-8 transcription, but TNFα-induced activation was maintained, probably due to the 

intact NF-κB responsive element in this vector. 

COMMD1 inhibits NF-κB transcriptional activity in bronchial epithelial cells. 

As the IL-8 transcription is NF-κB dependent, and due to the previously described anti-NF-

κB activity of COMMD1, we sought to address whether COMMD1 could impact on IL-8 

regulation. However, COMMD1 anti-inflammatory activity had never been assessed in 

pulmonary cells. Due to possible cell specificity, we evaluated as a first step the inhibition of 

NF-κB transcriptional activity by COMMD1 in our model. We first performed 

immunoblotting of cellular extracts with an anti-COMMD1 antibody to confirm over-

expression of COMMD1 and compared its level to endogeneous rate (Figure 2A). We then 

used a luciferase reporter plasmid containing five sequential NF-κB binding sites upstream of 

a minimum promoter element, pNF-κBLuc. Basal NF-κB activity was similar in CF and non 

CF cells, and had a significant 40% inhibition when COMMD1 was over-expressed (Figure 

2B). As expected, induction of inflammation by TNFα caused a higher NF-κB activation in 

IB3-1 than in S9 cells, which reflected the hyper-inflammatory natural state of the CF cells. In 

both cell lines, induction of NF-κB transcription activity was partially inhibited by over-

expression of COMMD1, leading to a luciferase signal 20% lower. Interestingly, NF-κB 

activity in stimulated IB3-1 over-expressing COMMD1 was not significantly different from 

NF-κB activity in stimulated S9, suggesting that COMMD1 acts as a buffer to restrain the 

magnitude of rise of inflammation following a pro-inflammatory stimulus, whatever the CF or 

non CF status is.  
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IL-8 transcription is not affected by COMMD1-mediated NF-κB transcriptional 

activity inhibition 

After assessment of the anti-NF-κB properties of COMMD1 in bronchial epithelial cell 

lines, we evaluated as a second step its effect on IL-8 modulation. Considering the importance 

of the NF-κB binding site to conserve basal and stimulated activity of the IL-8 promoter, we 

addressed whether the observed COMMD1-mediated inhibition of NF-κB transcriptional 

activity was associated with a decrease of IL-8 production. We first tested the influence of 

COMMD1 over-expression on IL-8 promoter activity by a luciferase assay. Despite its anti-

NF-κB activity, COMMD1 had no detectable effect on wild-type IL-8 promoter at the basal as 

well as the stimulated level (Figure 3A). COMMD1 has been reported to be involved in a 

variety of signalling pathways, including stabilization of other transcription factors (HIF), and 

we wanted to test the hypothesis that COMMD1 effect on NF-κB binding site was masked by 

its influence on another promoter element. Therefore, we tested over-expression of COMMD1 

on the promoter mutated on the κB site, but as for the wt-promoter, no effect was observed 

(data not shown). Despite the evidence that COMMD1 did not modulate the -133 pb IL-8 

promoter construct, we controlled this result by quantification of total IL-8 mRNA (Q-PCR) 

(Figure 3B). Although the results were not statistically significant, there seemed to be slight 

decline in IL-8 mRNA expression in COMMD1-over-expressing cells under TNFα 

stimulation. As a subtle change in mRNA can affect in a large manner variations in the 

protein traduction, we measured IL-8 secretion in the culture medium, in the same conditions 

(Figure 3C). The 4 hours long TNFα stimulation was efficient, as IL-8 secretion rose from 

less than 1 pg/ml/µg (10
3
 cells) to over 15 pg/ml/µg (10

3
 cells). While no effect was observed 

at the basal level (data not shown), secreted IL-8 amount had a 15 to 20% decrease when 

COMMD1 was overexpressed in IB3-1 and S9 in inflammatory conditions. 
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Discussion 

Bronchoalveolar liquid of CF patients contains high levels of neutrophils and 

proinflammatory cytokines such as IL-8, IL-6, IL1-β (Jacquot, et al., 2008; Muhlebach, et al., 

2004), and decreased level of the anti-inflammatory IL-10 cytokine (Saadane, et al., 2005; 

Soltys, et al., 2002), which have been attributed to deregulations of the NF-κB and AP-1 

pathways. Besides the chronic infection, the exaggerated noxious persistent NF-κB activation 

has been directly related to the absence of functional CFTR and/or the production of a 

mutated channel (DiMango, et al., 1998; Hunter, et al., 2010; Thibodeau, et al., 2010; Vij, et 

al., 2009).  

However, comparisons of pro-inflammatory genes expression can be complicated by the 

cells whole genetic backgrounds between CF and non CF cells, especially in primary cell 

lines. Therefore, we choose to use two immortalized cell lines derived from the same patient: 

the IB3-1 (F508del/W1282X) cells and the corrected S9 cells. We didn’t employ the C38 line 

which are IB3-1 cells stably transfected by a wt-CFTR cDNA lacking the 1
st
 extracellular 

loop and used S9 which are corrected by the entire wt-CFTR cDNA. In our experience and 

consistent with other data, C38 cells display very low levels and different patterns in secreted 

inflammatory markers and thus are more discriminant than S9 cells compared to the CF 

model IB3-1 (Fink, et al., 2003). In our model, although basal NF-κB transcriptional activity 

was similar in IB3-1 and S9 cells, the amplitude of TNFα mediated NF-κB activation was 

more important in IB3-1 cells, consistent with higher activation of NF-κB in CF versus non-

CF cells previously described (Eidelman, et al., 2001; Jacquot, et al., 2008; Kube, et al., 2001; 

Tabary, et al., 2006; Venkatakrishnan, et al., 2000). Recently, Bhattacharyva et al. found in 

IB3 cells an elevated ratio of the inflammatory kinase phopho-Akt/Akt suggesting a high NF-

κB pathway activation in CF bronchial epithelial cells (Bhattacharyya, et al., 2011). However, 

in our model, the increase in NF-κB global transcriptional activity was not followed by a rise 
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in IL-8 expression in CFTR-defective IB3-1 cells as compared to S9. IL-8 expression 

responds to many stimuli, which activate various pathways, and its secretion in CF cells vs 

non CF varies according to the studies. For example, Boncoeur et al found an earlier mRNA 

increase in S9 cells which reached the same level as IB3-1 cells after 48h of hyperoxidative 

stress exposure (Boncoeur, et al., 2008).  

After 4 hours of TNFα induction (10 ng/mL), IL-8 secretion stimulation was in part due to 

transcriptional activation of its encoding gene (CXCL8), as illustrated by mRNA 

quantification and promoter luciferase assays. The IL-8 promoter contains three major cis-

regulating elements which can bind respectively AP-1, NF/IL6 and NF-κB. The relative 

importance and the cooperation of these transcription factors on IL-8 expression seem to be 

cell and stimulus specific. In normal bronchial epithelial cells BEAS-2B, IL-1β induced IL-8 

promoter activation has been shown to be governed by NF-κB and NF-IL6 (Edwards, et al., 

2005), whereas all the three factors are necessary in case of hypersaline stimulus (Chan, et al., 

2006), and the AP-1 pathway plays a central role in response to pneumococcal infection 

(Schmeck, et al., 2006). Our IL-8 transcriptional pattern in IB3-1 and S9 epithelial cells was 

similar to that described by Cigana et al in the other bronchial epithelial cell line 16HBE 

without any stimulation (Cigana, et al., 2006). In our conditions, NF-κB appeared as a 

constitutive trans-activator, since mutation of its binding sequence abolished the basal 

luciferase expression as well as the TNFα stimulated expression. AP-1 pathway participated 

to this constitutive regulation, but was not essential to the stimulated expression in our 

reporter system. However, IL-8 may be also regulated by other NF-κB target genes. Actually, 

decoy by oligodeoxynucleotide (ODN) specific of IL-8 NF-κB binding element was less 

efficient to decrease mRNA of pro-inflammatory genes including IL-8 itself, than less specific 

NF-κB ODNs in airway epithelial cells (Bezzerri, et al., 2008), suggesting that other cis-

elements may be involved in IL-8 NF-κB mediated expression.   
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COMMD1 is a widely expressed pleiotropic protein, which can bind a growing number of 

protein or lipid partners, including the other members of the COMMD family and the NF-κB 

family, and PIP2 involved in membrane complexes (Burkhead, et al., 2009; Burstein, et al., 

2005; de Bie, et al., 2006). Given the huge variety of possible interactions, tissue-specific 

modulations could be expected. The anti-inflammatory activity of COMMD1 has been 

reported by others in various cell lines, mostly HEK and HeLa cells but also T lymphocytes, 

HT-29 intestinal cells and U2OS osteosarcoma cells with an epithelial morphology (Ganesh, 

et al., 2003; Maine and Burstein, 2007; Muller, et al., 2009), and to our knowledge we are the 

first to show a comparable effect in bronchial epithelial cells. Over-expression of COMMD1 

inhibits the NF-κB mediated transcription by stabilizing phospho-IκBα in the cytoplasm 

(Ganesh, et al., 2003) and destabilizing the NF-κB/chromatin complex in the nucleus (Maine, 

et al., 2007). Others underlying mechanisms should participate to this pathway, since the 

mRNA levels of NF-κB target genes continue to accumulate after nuclear levels of RelA 

(p65) are back to baseline (Maine, et al., 2007). As visualized by immunofluorescence, RelA 

nuclear translocation in our conditions was transient, with a maximal amount after 30 minutes 

of TNFα stimulation (data not shown). After 4 hours, the time we chose to measure the 

luciferase reporters activities and IL-8 mRNA, RelA was down to baseline in the nucleus. In 

our conditions, NF-κB inhibition was obtained without any significant variation in nuclear 

translocation of its main subunit RelA, concordant with a major nuclear mechanism. 

Unfortunately, we didn’t notice a nuclear translocation of COMMD1 nor after 4h neither after 

30 minutes of TNF stimulation. However, COMMD1 nuclear expression was low in our cell 

lines and nuclear fraction difficult to evaluate. Transient transfection was sufficient to obtain 

the anti-NF-κB effect, although the total cellular amount was only increased by a two- to 

threefold. This accounts for an effect of the protein depending on very subtle quantity 

variations. Maine et al. have reported on the difficulty to transiently over-express COMMD1, 
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due to endogenous regulation (Maine, et al., 2009; Rowe, et al., 2005). Nevertheless, 

mutations in the two Nuclear Export Signals (NES) of COMMD1 are responsible of nuclear 

confinement of the protein and increase in the NF-κB transcriptional activity (Muller, et al., 

2009). Such a construction could be helpful in our case to further study the anti-inflammatory 

role of COMMD1.  

In our model, COMMD1 mediated NF-κB transcriptional inhibition did not impact on the 

IL-8 promoter activity of the reporter system. However, over-expression of COMMD1 was 

associated to a slight decreased in IL-8 endogenous mRNA amount and in IL-8 secreted 

protein under TNFα stimulation. In accordance with our results, COMMD1 has been shown 

to inhibit NF-κB mediated transcription in a selective manner, as illustrated by the 

pronounced effect on the ICAM1, BIRC3 (encoding c-IAP2) and CXCL1 genes contrasting 

with the merely noticeable reduction of IL-8 expression in HEK cells (Maine, et al., 2007). In 

our model, although slight, the diminution of IL-8 protein was significant after 4 hours of 

TNFα stimulation. IL-8 is a potent PMN chemo-attractant, which participates to amplify the 

inflammatory reaction. Buffering its secretion in response to various stimuli could participate 

to limit in a significant manner the exacerbated inflammation, which characterizes CF and 

other chronic pulmonary diseases. 

A main feature of CF is the abnormal balance between fluid and electrolyte transport, with 

a reduced chloride secretion and an increased sodium absorption in the pulmonary epithelium 

(Rowe, et al., 2005). The amiloride sensitive sodium channel ENaC (Epithelial sodium 

channel) is a key regulator of Na
+
 reabsorption at the apical membrane of the respiratory 

epithelium cells and participates to maintain isosmotic airway liquid in normal respiratory 

tract. ENaC is physiologically controlled by CFTR, and its increased activity worsened the 

airways liquid dehydration and the mucus thickening in CF. COMMD1 has been recognized 

as an inhibitor of ENaC, through regulation of ubiquitination and removing from the cell 
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membrane by endocytosis of the channel (Biasio, et al., 2004; Ke, et al., 2010). Moreover, we 

have recently shown that COMMD1 promotes cell surface expression of wt-CFTR through 

regulation of ubiquitination (Drevillon, et al., 2011). These two beneficial features add up to 

the inflammation buffering observed in the present study. 

Reduced expression of COMMD1 has been described in the cancer field, including 

seminoma, pancreatic, ovarian and breast cancer. It is associated to increased tumor invasion 

and worse survival (van de Sluis, et al., 2010). Zoubeidi et al recently published about 

secretory Clusterin (sCLU), a stress activated chaperone protein which promotes endogenous 

COMMD1 degradation under inflammatory conditions and which is over-expressed in some 

cancers. A pharmacological sCLU inhibitor (OGX-011) is currently in phase II and phase III 

clinical trials in prostate, breast and lung cancer (Saad, et al., 2011). Considering the benefit 

potential of COMMD1 in CF airways, the therapeutic use of a COMMD1 modulator in 

another health field appears encouraging, however progress in the knowledge of COMMD1 in 

cystic fibrosis remains necessary.  
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Materials and methods 

Cell lines and reagents. CF lung epithelial IB3-1 and CFTR-corrected lung S9 cell lines 

were purchased from ATCC. The IB3-1 cell line (CF cells) is an adeno-12-SV40-

immortalized human bronchial epithelial cell line, CFTR-deficient, derived from a CF patient 

with the heterozygous F508del/W1282X mutations. The S9 cell line (corrected cells) was 

IB3-1 derived, stably expressing a transfected functional CFTR channel. Both cell types were 

maintained in LHC-8 medium (Invitrogen, France), supplemented by 10% foetal bovine 

serum in a humidified CO2 incubator (37 °C, 5% CO2) without any antibiotic.  

Plasmid constructs and transient transfection. To over-express COMMD1 in IB3-1 and S9 

cells, we used the entire coding sequence of the human COMMD1 cDNA subcloned into the 

plasmid pcDNA3.1/V5-His TOPO® (Invitrogen). The mock pcDNA3.1/V5-His vector was 

transfected as a negative control in the COMMD1 over-expression assays. To assay the 

transcriptional activity of NF-κB, we used pNF-κBLuc, a luciferase reporter plasmid 

containing five sequential NF-κB binding sites upstream of a minimum promoter element, 

NF-κB-Luc
 
(Stratagene). The transcriptional activity of IL-8 promoter was evaluated with 

reporter constructs consisting of the IL-8 promoter (-133 bp relative to the transcription start 

site) wild type or mutated on cis –acting sites (NF-κB, AP1, NF-IL6 (C/EBP)) and fused to 

the Luciferase gene, kindly provided by Naofumi MUKAIDA. Cells were seeded in 12 well-

dishes (1,2.10
5
 cells/well) and transfected with lipofectamine 2000 ® reagent (Invitrogen Life 

technologies) according to the manufacturer’s protocol. To normalize transfection efficiency, 

a Renilla luciferase reporter vector (pRL-TK) was co-transfected with each of the firefly 

luciferase constructs. After 24h of transfection, cells were treated with TNFα (10ng/mL) 

(Sigma) for 4 hours. 

Luciferase assay. Cells were lysed with the Passive Lysis Buffer (Promega) and luciferase 

activity in the cellular extracts was determined by the Dual Luciferase Assay System 
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(Promega) using a luminometer (Tristar; Berthold). The results were normalized in terms of 

those obtained for the Renilla luciferase reference plasmid used as transfection efficiency 

control, and the values were expressed as the relative luminometric intensity 

(Luciferase/Renilla). In each experiment, the results were compared to a control condition, to 

which the value of 1 RLU (RLU: Relative Luminetric unit) was attributed. Data shown are the 

means (SEM) of three independent experiments. 

SDS-PAGE and immunoblotting. Equal amounts of total cell protein extracts were loaded on 

SDS-PAGE gels (12% acrylamide) and subjected to electrophoresis. Following transfer, 

PVDF membranes (GE Healthcare) were blocked in Tris-buffered saline with Tween (TBST) 

with 5% milk and probed with the appropriate antibodies. The primary antibodies used were 

rabbit anti-COMMD1 (Proteintech Group) 1:1500; mouse anti-αtubulin (12G10) 1:10000, 

rabbit anti-laminB1(Abcam) 1:2000, mouse anti-p65 (Santa-Cruz) 1:1500. The secondary 

antibody was a horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse (1:50000) or anti-rabbit 

(1:10000) IgG (Sigma). The signal was detected by the enhanced chemiluminesence with the 

ECL Advance kit (GE Healthcare).  

RNA extraction and real-time qRT-PCR. Total mRNA from IB3-1 and S9 cells was 

extracted using the GeneJET™ RNA Purification Kit (Fermentas, France), as directed in the 

manufacturer’s instructions. The eluted RNA was diluted in sterile RNase-free water. 

Quantity was evaluated by absorbance at 260 nm and quality by gel electrophoresis on a 1% 

agarose gel. First strand cDNA was synthesized in RT samples, using 1µg of total RNA 

isolated from cells, Quantitative PCR of CXCL8 (IL-8) was performed with a SYBR Green I 

chemistry (Fast SYBR Master Mix from Applied Biosystems). Normalization was achieved 

by quantification of the expression of MBD4 mRNA chosen as control housekeeping gene 

(HKG) among four HKG tested because of their stable expression in the different conditions 

of the experiment, and/or its adequate expression level as compared with the IL-8 mRNA. All 
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PCR conditions were adjusted in order to obtain equivalent optimal amplification efficiency 

between the different assays. All PCR experiments were done in duplicate. 

IL-8 immunoassay. IL-8 secretion into the supernatant of IB3-1 and S9 cells was evaluated 

employing IMMULITE 1000 Automated Analyser (Diagnostic Products Corp., Los Angeles, 

CA, USA), using the commercially available Immulite chemiluminescent enzyme 

immunometric assays (Immulite
®
, DPC, Los Angeles, CA, USA) according to the 

manufacturer's instructions. Analytical sensitivity and intra-assay and between assay 

coefficients of variation were respectively 2 pg/ml, 3.8% and 7.4% for IL-8. 

Statistical analysis. Data are presented as the means +/- SEM of at least three experiments. 

IL-8 concentrations, fold changes versus control cells, or values normalized for dual 

luciferase assay are given as indicated. Data were compared using the paired unilateral 

Student’s t test. A value of p < 0,05 was considered statistically significant (* p <0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,005). 
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Figures and legends to figures 
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Figure 1. Transcriptional activity of interleukin 8 promoter in IB3-1 and S9 cells. A : IL-8 

promoter activity in response to inflammatory signals. Luciferase activity driven by IL-8 

promoter was measured 24h after transfection in basal condition and under stimulation by 

TNFα (10 ng/ml, 4 hours) or RelA (co-transfection, 24h) (n=3). B : IL-8 promoter contains 

binding sites for inflammatory related transcription factors. Positions are relative to the 

adenine of the translation codon at +1. C : Evaluation of the importance of three transcription 

factors binding sites (AP-1, NF-IL-6 and NF-κB) in IL-8 promoter, in basal condition or after 

stimulation by TNFα (10ng/ml, 4 hours). Wild-type promoter (n=6), mutation in NF-IL6 

binding site (n=2), mutation in κB binding site (n=4) and mutation in AP1 binding site (n=1).  
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Figure 2. COMMD1 inhibits the NF-κB transcriptional activity in bronchial epithelial 

cells. 

IB3-1 and S9 cells were transfected with empty vector or expression vector encoding 

COMMD1 along with a 5 κB-luciferase plasmid. 20 hours after transfection, cells were 

incubated with or without TNF-α (10ng/ml) for 4 hours. A. Immunoblotting of cellular 

extracts with an anti-COMMD1 antibody confirmed over-expression of COMMD1 as 

compared to endogenous rate. B. Luciferase activities in the lysates of unstimulated cells were 

measured and expressed as fold induction relative to empty-vector-transfected cells. C. 

Luciferase activities in the lysates of cells after 4h of TNFα exposure were measured and 

expressed as fold induction relative to IB3-1 transfected with the empty vector (100%). 

Results are means +/− S.D. for 6 independent experiments performed in triplicate. **p<0,01, 

***p<0,005  
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Figure 3. Evaluation of IL-8 promoter activity when COMMD1 is over-expressed. A. 

Over-expression of COMMD1 had no effect on IL-8 promoter activity in basal or 

inflammatory conditions. B: IL-8 mRNA quantification after stimulation by TNFα (10ng/ml, 

4hours). Q-RT PCR (IL8/MBD4) were realized in three independent experiments. A slight 

decrease in IL-8 induction was observed when COMMD1 was over-expressed, but this effect 

was not statistically significant (unilateral paired t test : IB3 : p=0,09, S9 : p=0,07). C. 

Secreted IL-8 quantification in the cultured cells’ supernatant after 4 hours of TNFα 

(10ng/mL) exposure. Results of 3 independent experiments, in means +SD; * p<0,05 

(unilateral paired t test). 
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Les travaux exposés dans l’article en préparation ne représentent qu’une partie de nos 

explorations sur l’effet anti-inflammatoire de COMMD1 dans la mucoviscidose. Le même type de 

travail a notamment été mené sous stimulation par l’IL-1β, mais pour des raisons matérielles les 

résultats moins complets ne permettaient pas de faire de tests statistiques.  

 

 

2. 2. Etude de l’effet anti-inflammatoire de COMMD1 sous stimulation par l’IL-1β 

Le TNFα et l’IL-1β sont tous deux des agents pro-inflammatoires activant notamment la voie NF-

ĸB, mais sont reconnus à la surface cellulaire par des récepteurs différents, entrainant des cascades 

de signalisation complexes et diverses. Concernant la sécrétion d’IL-8, par exemple, il a été montré 

que l’inhibition de NF-ĸB par oligodecoy dans les cellules IB3-1 a moins d’effet en présence de TNFα 

qu’en présence d’IL-1β (Bezzerri, et al., 2008).  

 

2.2.1. COMMD1 inhibe l’activité transcriptionnelle de NF-ĸB sous IL-1β 

Comme dans les conditions décrites précédemment, l’activité transcriptionnelle de NF-κB a été 

évaluée dans les cellules IB3-1 et S9 à l’aide de notre gène rapporteur luciférase pNF-κBLuc. 24h 

après transfection, les cellules ont été soumises à un stress de 4h d’IL-1β (0,5ng/mL). Sous 

stimulation IL-1β, comme sous TNFα, l’activité NF-κB est stimulée de manière légèrement plus 

importante dans les IB3-1 par rapport aux S9 (p <0,005). En revanche, alors que sous TNFα COMMD1 

montrait une activité anti-NF-κB équivalente dans les cellules CF et non CF d’environ 20% (p <0,005) 

(Figure 2, p.162), cet effet inhibiteur sous IL-1β semble moins important dans les cellules IB3-1 

(diminution d’environ 20%, mais statistiquement non significative, p=0,095) que dans les S9 

(diminution d’environ 40%, significative (p <0,01)) (Figure 55). 
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Figure 55. Mesure de l’activité anti-NF-κB de COMMD1 sous IL-1β (0,5ng/mL, 4 heures). La co-transfection de 
COMMD1 avec un plasmide rapporteur luciférase comportant un promoteur répondant à NF-κB (pNF-κBLuc, 
Stratagene) montre que COMMD1 diminue l’activité transcriptionnelle de NF-κB dans les cellules IB3-1 et S9 en 
condition basale et dans les S9 sous stimulation par l’IL-1β de manière significative. La diminution de l’activité 
NF-κB dans les IB3-1 sous stimulation n’était pas significative (p=0,095). Résultats de quatre expériences 
indépendantes, test unilatéral pairé de Student : ** p <0,01, *** p <0,005. 

 

2.2.2. Effet de COMMD1 sur la production d’IL-8 

Nous avons voulu étudier si l’inhibition de NF-κB médiée par COMMD1 sous IL-1β avait des 

répercussions sur la production d’IL8. Nous n’avons pas exploré l’activation transcriptionnelle du 

promoteur IL-8 sous IL-1β, mais avons directement mesuré la quantité d’ARNm d’IL-8 présente dans 

les cellules après 4h de stimulation (Figure 56). Bien que la quantité d’ARNm codant l’IL-8 semble 

plus importante dans les cellules CF sous IL-1β, la différence entre les IB3 et les S9 n’est pas 

significative (p=0,07) (Figure 56 A). Les trois expériences indépendantes de RT-PCR quantitative 

montrent une diminution de la quantité d’ARNm IL-8 lorsque COMMD1 est surexprimée. Cependant, 

cet effet n’est significatif que dans les cellules IB3-1 (p=0,04). La quantité d’IL-8 sécrétée dans le 

surnageant de culture est équivalente pour les IB3-1 et les S9, et il n’y a pas de différence 

significative entre les cellules sur-exprimant COMMD1 et les cellules contrôle (Figure 56 B). 

Cependant, sous IL-1β, la diminution moyenne est de 27% pour les IB3-1, et d’environ 15% pour les 

S9 avec une différence de réaction entre les deux lignées proche de la significativité statistique 

(p=0,051, test de Student pairé bilatéral). Nous allons donc répéter ces expériences pour voir si elles 

atteignent un seuil significatif. 
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Figure 56. Effet de COMMD1 sur la production d’IL-8 dans les cellules IB3-1 et S9. (A) Evaluation par Q-PCR de 
la quantité de transcrits de l’IL-8 après 4h d’exposition à l’IL-1β (0,5ng/mL). Présentation des mesures de 3 
expériences indépendantes, amplifications en SYBR Green, expression rapportée au gène de ménage MBD4. La 
diminution de l’ARNm observée dans les cellules sur-exprimant  COMMD1 est significative pour les cellules IB3-
1. (B) Mesure par Immunoréaction de la quantité de protéine IL-8 présente dans les surnageant de culture, 
après stimulation par IL-1β. Représentation de 3 expériences indépendantes, avec mesures par le kit Immulite 
1000 IL-8. (C) Vérification de l’efficacité de la surexpression de COMMD1 en western-blot. 

 

 

2.3. Mise en place des outils permettant d’étudier le mécanisme de l’activité anti-NF-κB de 

COMMD1 sous stimulation 

 

Nous voulions savoir, si, comme rapporté dans la littérature, le mécanisme principal d’inhibition 

de la transcription NF-κB dépendante passait par la diminution de la stabilité du complexe NF-

κB/chromatine. L’observation de la cinétique de translocation nucléaire de RelA, principale sous 

unité de NF-κB sous stimulation nous a permis d’observer que dans nos conditions, la translocation 

était maximale après environ 30 minutes de stimulation (Figure 57).  
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Figure 57. Cinétique d’activation de la voie NF-κB sous TNFα (10ng/mL). Sous TNFα, la translocation nucléaire 
de RelA n’est pas visible avant 5 min. Un maximum de translocation est observé vers 30 min, puis la localisation 
de RelA redevient majoritairement cytoplasmique après 1h. Des résultats similaires ont été obtenus sous IL-1β 
(0,5ng/mL) avec cependant une translocation apparemment moins uniforme à 30 minutes. L’effet 
transcriptionnel de NF-κB se répercute sur l’activité luciférase à partir d’1h environ. 
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Nous avons donc choisi le temps de 30 minutes de stimulation TNFα pour étudier la liaison de NF-

κB à la chromatine par le système No-shift Transcription Factor Binding Assay qui permet l’évaluation 

par réaction colorimétrique de la quantité de facteur de transcription se liant à des sondes d’ADN 

dans un système en plaques 96 puits avec révélation par un anticorps secondaire marqué à l’HRP 

(Horse Radish Peroxydase). Actuellement, les outils ont été mis au point au laboratoire (Figure 58), 

mais les analyses en condition de surexpression de COMMD1 n’ont pas encore pu être réalisées, du 

fait de problèmes techniques. 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

Basal TNF-α

IB3-1

S9

A
b

so
rb

a
n

ce
 à

 4
5

0
 n

m

D.O.

Tubulin (57 kDa)

RelA (p65) (65 kDa)

Cytoplasme Noyau

Lamine B (62 kDa)

TNF-α
(10 ng/mL, 30 min)

- +           - +  

A B

 

Figure 58. Mise au point des conditions d’étude de l’effet de COMMD1 sur la transcription médiée par RelA. 
(A) Observation de la translocation nucléaire de RelA. L’étude par western-blot d’enrichissements nucléaires 
et cytoplasmiques (ici de cellules IB3-1) montre après 30 minutes de stress par le TNFα la translocation 
nucléaire de RelA. (B) Mesure de la capacité de liaison de RelA à la chromatine après par le kit NoShift NF-κB 
Assay. La capacité de liaison à des sondes spécifiques de RelA des extraits nucléaires obtenus avec ou sans 
stress TNF-α (n=2 expériences indépendantes). Des résultats similaires ont été obtenus sous stress par IL-1β 
(0,5 ng/mL, 30 minutes). 

 

Nous avons aussi voulu établir si, comme dans d’autres lignées cellulaires, COMMD1 transloque 

du cytoplasme vers le noyau en cas de stress inflammatoire. Pour cela, nous voulions tout d’abord 

observer le comportement de COMMD1 endogène. Des premières observations ne montrent pas de 

co-localisation apparente de COMMD1 avec RelA (Figure 59). Mais sur ces photos, la faible intensité 

du marquage de RelA peut rendre une co-localisation difficile à objectiver. D’une manière générale, 

COMMD1 apparaît dans les cellules IB3-1 et S9 majoritairement sous forme d’agrégats 

périnucléaires, alors que dans d’autres types cellulaires comme par exemple les HeLa, la répartition 

est plus diffuse, avec une localisation nucléaire plus marquée. D’après l’expérience du personnel de 

notre plate-forme d’imagerie microscopique, une fraction de COMMD1 est probablement localisée 
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dans le noyau, mais l’intensité de fluorescence émise par les agrégats périnucléaires dans nos cellules 

peut gêner l’observation d’un éventuel marquage nucléaire plus faible. Cependant, ces résultats 

semblent en accord avec nos analyses d’extraits nucléaires après traitement par le TNFα, qui 

montrent une proportion de COMMD1 nucléaire avant traitement extrêmement faible, sans 

translocation détectable de COMMD1 sous stimulus inflammatoire. La surexpression et l’observation 

du comportement d’une construction de COMMD1 étiquetée pourrait permettre de mieux résoudre 

la question. 
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Figure 59. Observation de la localisation cellulaire de COMMD1 dans un contexte pro-inflammatoire, sous IL-
1β.  Après 30 minutes de stress par IL-1β, on observe une translocation nucléaire de RelA (p65) dans les cellules 
IB3-1. Aucune translocation de COMMD1 n’est observable. Des images similaires ont été obtenues pour les 
cellules S9. Images obtenues en microscopie confocale. 

 

 

 

2.4. COMMD1, inflammation et promoteur CFTR 

 

Il est admis que l’inflammation médiée par le TNFα ou l’IL-1β augmente l’expression de CFTR, 

notamment par l’augmentation du taux d’ARNm de ce gène (Brouillard, et al., 2001; Cafferata, et al., 

2001). Un site de fixation pour le dimère NF-κB (RelA(p65)/p50) a été identifié il y a quelques années, 
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entre -1173 et -1163 pb (Brouillard, et al., 2001). COMMD1 est maintenant connu pour inhiber la 

transcription NF-κB dépendante de certains gènes (Maine, et al., 2007), et nous avons retrouvé cet 

effet dans nos lignées cellulaires. D’un point de vue mécanistique, il apparaissait donc légitime 

d’étudier si COMMD1 était un régulateur indirect de la transcription de CFTR.  

 

Promoteur CFTR et inflammation 

Nous avons choisi pour cette étude les cellules HEK, dans lesquelles des variations d’activité du 

promoteur CFTR, d’activité assez faible, sont plus aisées à observer, car dans nos conditions le taux 

de transfection est meilleur que dans les cellules bronchiques. Par ailleurs, l’effet anti- NF-κB de 

COMMD1 a été particulièrement documenté dans ces cellules.  

Le TNFα et l’IL-1β permettent d’activer la voie NF-κB mais aussi d’autres voies de signalisation 

comme la voie AP-1. Pour nous affranchir de ces effets additionnels, nous avons choisi de stimuler 

nos cellules par co-transfection des principales sous-unités de NF-κB (p65 et/ou p50+p65), afin 

d’observer l’effet direct de ce facteur de transcription sur le promoteur CFTR. Par mutagénèse 

dirigée, nous avons introduit dans notre construction du promoteur CFTR-Luciférase P-1260 (voir 

résultats, 1ère partie, page 124) la mutation décrite précédemment par F. Brouillard (Brouillard, et al., 

2001). 
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Figure 60. Comparaison de l’activation par NF-κB du promoteur normal et du promoteur muté sur le site NF-
κB.les cellules ont été co-transfectées par le promoteur wt ou muté CFTR-Luciférase, RelA(p65) ou le mélange 
(p65/p50) et le plasmide contrôle Renilla. L’activité luciférase était mesurée après 24h. Cellules HEK n=6, IB3-1 
n=3 expériences indépendantes. 
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Nous avons confirmons que le promoteur CFTR est activé par NF-κB, avec, à quantité totale égale 

une stimulation équivalente par p65 seul ou par le mélange équimolaire p50/p65 (Figure 60). Même 

si le promoteur a été décrit comme répondant au dimère p50/p65, d’après des études in silico 

confirmées par EMSA (Brouillard, et al., 2001), la stimulation par p65 n’était pas inattendue dans la 

mesure où RelA(p65) est capable de s’homo-dimériser pour activer certains gènes cibles. En 

revanche, aucune différence dans l’intensité de la stimulation n’a été observée entre le promoteur 

wt et le promoteur muté sur son site κB. Nous avons éliminé la présence d’un éventuel autre site 

répondant directement à NF-κB par une nouvelle étude in silico du promoteur CFTR, et introduit sur 

ce site une autre mutation dont nous savions qu’elle abolit la transcription NF-κB dépendante 

(séquence utilisée sur le mutant du promoteur IL-8, Figure 1, page 161). Les résultats obtenus étaient 

identiques à ceux observés avec le premier mutant du promoteur. 

Si les profils transcriptionnels sont strictement identiques entre le promoteur muté et le 

promoteur wt dans les cellules HEK, une différence entre ces deux constructions est observable dans 

les cellules IB3-1. En effet, dans notre modèle bronchique, malgré la mutation du site κB, la 

stimulation par (p65/p50) est conservée, mais l’activité basale du promoteur muté en dehors de 

toute stimulation est plus basse que celle du promoteur wt (p<0,05). Deux hypothèses peuvent être 

émises : (i) dans notre modèle, NF-κB endogène permet de moduler l’activité basale de CFTR grâce à 

son site de liaison. Sous stimulation, NF-κB active des gènes dont l’expression précoce va permettre 

d’augmenter la transcription de CFTR via d’autres éléments cis-régulateurs, (ii) la mutagénèse du site 

entraîne la perte/le gain de liaison d’un autre facteur de transcription dans les cellules IB3-1. La 

stimulation par NF-κB passe par d’autres sites inconnus. 

Des expériences de stimulation par le mélange (p65/p50) montrent que dans les HEK, notre 

construction du promoteur la plus courte (P-340) est stimulable de manière équivalente à P-1260, 

laissant clairement penser que NF-κB active des activateurs transcriptionnels agissant sur le 

promoteur minimal de CFTR. L’ensemble des résultats montrent une différence de régulation 

d’expression et du promoteur CFTR cellule-spécifique, entre les cellules HEK et IB3-1. Les cellules IB3-

1 expriment peu de protéine CFTR, il serait donc intéressant d’étudier le comportement de ce 

promoteur dans des cellules l’exprimant plus fortement, comme les cellules Caco-2, HT-29 ou Calu-3. 

 

COMMD1 et promoteur CFTR 

Afin d’évaluer l’influence de l’effet anti-NF-κB de COMMD1 sur l’activité transcriptionnelle de 

CFTR, nous avons co-transfecté une construction du promoteur CFTR-Luciférase avec un vecteur 

d’expression de COMMD1 wt ou délété de son domaine COMM indispensable à l’activité anti-NF-κB 
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(Burstein, et al., 2005). La surexpression de la forme totale de COMMD1 entraîne une augmentation 

de plus de 40% de l’activité transcriptionnelle du promoteur contenant le site sensible à NF-κB P-

1260 pb wt (Figure 61 A) et d’environ 23% de l’activité du promoteur P-904 ne contenant pas ce site 

(non montré). Cet effet activateur sur P-1260 est également observé avec la surexpression de 

COMMD1 délétée de son domaine COMM, qui est théoriquement dépourvue d’activité anti-NF-κB. 

La stimulation du promoteur par (p65/p50) entraîne une augmentation de l’activité 

transcriptionnelle du promoteur P-904, qui n’est pas abolie par COMMD1 (Figure 61 B). L’ensemble 

de ces résultats est en faveur d’un effet activateur de COMMD1 sur la transcription de CFTR, 

indépendamment du facteur NF-κB. 
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Figure 61. Effet de COMMD1 sur la régulation transcriptionnelle de CFTR. (A) La surexpression de COMMD1 
augmente l’activité transcriptionnelle de CFTR, indépendamment du domaine COMM. La construction P-
1260, contenant le site consensus de liaison de NF-κB a été co-transfecté avec un vecteur d’expression de 
COMMD1 wt, ou de COMMD1ΔCOMM délété du domaine COMM, dans des cellules HEK (n=3 expériences 
indépendantes). (B) La surexpression de COMMD1 n’a pas d’effet sur la stimulation du promoteur CFTR par 
NF-κB. Les cellules HEK ont été co-transfectées par le promoteur CFTR P-904 dépourvu du site consensus de 
liaison de NF-κB, COMMD1 ou son contrôle pcDNA3 et le mélange (p65/p50).  Une seule expérience réalisée en 
quadruplicat. 

 

 

2.5. Discussion 

 

Propriétés anti-inflammatoires de COMMD1 

Notre étude a permis d’observer l’activité anti-inflammatoire de COMMD1, effet qui pourrait être 

appliqué dans le contexte d’inflammation exacerbée classiquement décrit chez les patients atteints 

de mucoviscidose. Cet effet anti-inflammatoire se traduit par une inhibition de l’activité 

transcriptionnelle du facteur pro-inflammatoire NF-κB. D’autres études ont montré que COMMD1 
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inhibait de manière plus spécifique la transcription de certains, mais pas de tous les gènes cibles de 

NF-κB. Ainsi, sous TNFα, dans les cellules U2OS, l’extinction stable de COMMD1 par ARN interférence 

était associée à une augmentation de la quantité d’ARNm ICAM, BIRC3, CXCL1 et CCL2, alors que 

l’effet sur la quantité d’ARNm codant l’IL-8 et le TNFα était mineur (Maine, et al., 2007). Dans nos 

modèles de cellules épithéliales bronchiques IB3-1 (modèle CF) et S9 (modèle non CF), la 

surexpression de COMMD1 n’induit pas de variation basale de l’IL-8, mais elle est associée à une 

faible diminution de la transcription après 4h de stimulation par TNFα ou IL-1β. En sus de la 

régulation transcriptionnelle, les régulations traductionnelle et post-traductionnelle ont un impact 

sur la quantité finale du produit d’un gène, et la quantité d’ARNm n’est pas forcément corrélée à 

l’expression protéique. C’est pourquoi nous avons dosé la protéine IL-8 sécrétée dans le surnageant 

de culture, et nous avons observé, en condition pro-inflammatoire, une légère diminution de la 

cytokine associée à la surexpression de COMMD1. Cette diminution était significative sous TNFα, 

mais pas sous IL-1β. 

 

Mécanisme de l’activité anti-inflammatoire de COMMD1 

Nous n’avons pas encore élucidé le mécanisme par lequel COMMD1 diminue l’activité pro-

inflammatoire de NF-κB et la quantité d’ARNm d’IL-8. D’après les données de la littérature, nous 

pensions à un effet d’inhibition de la transcription des gènes cibles de NF-κB. En effet, COMMD1 a 

été décrit comme agissant principalement au niveau nucléaire, en favorisant l’interaction de 

l’ubiquitine ligase ECSSOCS1 avec le complexe RelA(p65)/chromatine, entrainant ainsi la dégradation de 

RelA(p65) (Figure 62) (pour revue : (Ghosh and Hayden, 2008)). Ceci était d’autant plus vraisemblable 

que nous n’avons pas mis en évidence de variations du taux de RelA transloqué dans le noyau en 

réponse au TNFα, entre les cellules surexprimant COMMD1 et les cellules contrôle. 

 

Gosh and Hayden, Nature Rev Immunol ,2008  

Figure 62. Principal mécanisme d'inhibition de la transcription NF-κB dépendante par COMMD1. Le principal 
mécanisme d’inhibition de l’activité transcriptionnelle de NF-κB par COMMD1 réside dans le noyau : COMMD1 
favorise l’interaction entre l’E3 ubiquitine ligase ECS

SOCS1
et favorise ainsi l’ubiquitination de p65 (RelA) et sa 

dégradation au sein du nucléole. 
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Cependant, les analyses d’activité transcriptionnelle du promoteur IL-8 avec gène rapporteur 

luciférase n’ont pas permis de confirmer cette hypothèse. Les expériences montrées ici ont été 

réalisées avec de constructions remontant 133 pb en amont de l’ATG initiateur de traduction. Étant 

donnée l’absence de modulation détectable, nous avons réalisé le même type d’analyse avec des 

constructions plus longues du promoteur (-1481 pb). Là non plus, la surexpression de COMMD1 

n’entrainait pas de variation de la luciférase. Une des limites de ce modèle gène rapporteur 

luciférase est qu’il ne contient qu’une courte séquence de promoteur et ne reflète pas l’ensemble 

des interactions observées dans les cellules. L’activité des facteurs de transcription nécessite le plus 

souvent plusieurs sites cis-régulateurs rapprochés dans l’espace par des repliements chromatiniens 

(Ott, et al., 2009). Or tous les gènes cibles de NF-κB ne sont pas réprimés de la même manière par 

COMMD1 (Maine, et al., 2007), laissant supposer l’existence d’autres sites cis-régulateurs 

permettant le recrutement de protéines spécifiques stabilisant l’échafaudage Ubiquitine-

ligase/COMMD1/NF-κB/chromatine. C’est pourquoi nous avons poursuivi l’étude par la 

quantification de l’ARNm IL-8 endogène. Les analyses réalisées ne nous permettent pas de savoir si la 

diminution observée est due à une augmentation de la transcription ou bien à une stabilisation de 

l’ARNm IL-8. Une mesure de la demi-vie par quantification de l’ARNm IL-8 en présence 

d’actinomycine D, qui bloque la transcription, pourrait participer à résoudre cette question.   

 

 

Difficultés rencontrées liées au modèle cellulaire 

Notre étude était basée à l’origine sur l’observation d’une différence de répartition nucléo-

cytoplasmique de COMMD1 entre les cellules CF et non CF, avec une plus grande proportion 

nucléaire dans les modèles CF. Les modèles utilisés alors étaient les cellules HeLa exprimant 

stablement CFTR-wt ou CFTR-F508del, et des cellules IB3-1 et C38 qui nous avaient gracieusement 

été cédées par P. Zeitlin en 1998. Dans une volonté d’avoir les modèles les plus standardisés 

possibles, nous avons acheté de nouveaux clones de ces cellules IB3-1 et S9 (ATCC) en 2008. Sur ces 

nouvelles cellules IB3-1 et S9, je n’ai jamais retrouvé cette répartition nucléo-cytoplasmique 

différentielle de COMMD1 entre les 2 lignées, celle-ci paraissant aléatoire ou soumise à des 

évènements non maîtrisés lors des différentes expériences d’enrichissement nucléo-cytoplasmique 

avec semi-quantification en western-blot. En immunofluorescence, la différence n’était pas non plus 

objectivable. Dans ces nouvelles cellules, l’expression nucléaire de COMMD1 apparaissait très faible, 
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et s’il y avait translocation nucléaire de COMMD1 en condition pro-inflammatoire, comme décrit par 

certains auteurs dans d’autres modèles cellulaires (Burstein, et al., 2005), celle-ci n’était pas 

observable dans nos conditions de culture et d’enrichissements nucléo-cytoplasmiques. 

Comparaison des profils inflammatoires entre IB3-1 et S9 

Les profils d’IL-8 semblaient comparables sous stimulation TNFα ou IL-1β, avec cependant 

quelques différences dans la significativité statistique. En effet, dans les échantillons surexprimant 

COMMD1 par rapport aux échantillons contrôles, la faible diminution d’IL-8 sécrétée sous TNFα (en 

moyenne 11% pour les IB3-1 et 17% pour les S9) était significative, alors qu’elle ne l’était pas sous IL-

1β, probablement à cause de la dispersion des points de mesure. Sous IL-1β, la diminution moyenne 

d’IL-8 induite par COMMD1 de 27% pour les IB3-1 paraissait plus importante que celle d’environ 15% 

observée pour les cellules S9 avec une différence de réaction entre les deux lignées proche de la 

significativité statistique (p=0,051, test de Student pairé bilatéral). Par ailleurs, alors que sous TNFα, 

la quantité d’ARNm IL-8 était corrélée à la quantité protéique, nous observions sous IL-1β une 

dissociation de profil : l’ARNm IL-8 semblait en quantité moindre dans les cellules S9, mais la protéine 

en quantité supérieure, par rapport aux IB3-1. Des mesures supplémentaires permettraient peut-être 

d’obtenir une significativité statistique. Ces résultats préliminaires sont en faveur d’une différence de 

réaction selon le stimulus entre les IB3-1 et les S9, avec probablement sous IL-1β une régulation post-

transcriptionnelle différente entre les lignées CF et non CF. La régulation de l’IL-8 dans les cellules 

épithéliales bronchiques dépend à la fois de la voie NF-κB et de la voie des MAPkinases (Li, et al., 

2002; Roger, et al., 1998). Il a été montré par exemple que la voie p38 permet de diminuer la 

quantité de protéine IL-8, sans faire varier la quantité d’ARNm (Li, et al., 2002). Or, sous certains 

stimuli, des différences d’activation dans les voies de l’inflammation NF-κB et AP-1, ont été montrées 

dans diverses études entre les cellules CF et non CF (Boncoeur, et al., 2008; Tabary, et al., 2001; 

Venkatakrishnan, et al., 2000; Verhaeghe, et al., 2007b). La différence apparente entre les IB3-1 et S9 

dans notre étude sous IL-1β pourrait être due à la différence d’équilibre entre ces eux voies selon le 

phénotype CF. 

 

Effet transcriptionnel de COMMD1 sur le promoteur CFTR 

Nos études préliminaires montrent que COMMD1, en plus de son activité anti-inflammatoire, 

pourrait activer la transcription de CFTR par un mécanisme indépendant de NF-κB. Les expériences 

présentées ici ont cependant été réalisées dans les cellules HEK, un modèle cellulaire dans lequel le 

promoteur CFTR se comporte différemment par rapport aux cellules bronchiques. Notamment, nous 
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avons pu observer au laboratoire que la surexpression de HIF-1α a un effet différent selon le type 

cellulaire sur la production de luciférase dépendant de la construction P-904 du promoteur CFTR: 

diminution de l’activité transcriptionnelle du promoteur dans les cellules bronchiques et 

augmentation dans les cellules HEK. Il est donc difficile de prédire l’impact que pourrait avoir une 

variation de COMMD1 sur la transcription globale du gène CFTR et in fine sur la quantité de protéine 

produite. Afin de mieux appréhender l’impact de COMMD1 sur la régulation de CFTR au niveau de 

l’ARNm, il serait appréciable de quantifier l’ARNm de CFTR endogène après surexpression de 

COMMD1. Une telle analyse a été tentée dans les cellules Calu-3, qui expriment naturellement CFTR, 

mais n’a pas été concluante, l’efficacité de transfection n’étant pas satisfaisante. Les conditions de 

transfection sont donc à mettre au point dans ce type cellulaire. Il serait également intéressant de 

réaliser de telles expériences dans des cellules bronchiques 16HBE (CFTR-wt) ou CFBE (CFTR-F508del) 

ou dans des cellules originaires d’autres tissus. Néanmoins, pour ce type d’analyse, se pose le 

problème du modèle cellulaire à utiliser : en effet, les cellules Calu-3 expriment CFTR à un taux très 

élevé, tandis que l’expression endogène de cette protéine est très faible dans les cellules 16HBE, 

cette différence illustrant l’utilisation de voies ou de seuils de régulation différents entre les lignées. 

L’emploi de cellules primaires bronchiques commes les cellules hAECB (Société Epithelix), en 

immersion ou bien en interface air-liquide pourrait être un bon compromis. Dans ce cas, pour des 

raisons pratiques, nous favoriserons l’extinction de COMMD1 afin d’étudier l’impact des variations 

quantitatives de cette protéine sur le taux de transcrits de CFTR. 

 

 

 

3. Etude de l’effet anti-inflammatoire de CSN5 dans le contexte de la mucoviscidose  

 

CSN5 est historiquement considéré dans le contexte de l’inflammation comme un potentiateur de 

la voie AP-1, notamment par stabilisation du complexe c-Jun/chromatine (Claret, et al., 1996), puis a 

été impliqué dans la réponse au TGFβ (Kim, et al., 2004; Wan, et al., 2002). L’implication de cette 

protéine à travers le signalosome dans la régulation de la voie NF-κB est beaucoup plus récente. En 

effet, il a fallu attendre les travaux des équipes de Schweitzer en 2007 puis d’Orel en 2009 qui ont 

montré que le signalosome permet de limiter l’activité NF-κB en protégeant IκBα de sa dégradation 

par la voie ubiquitine protéasome (Orel, et al., 2009; Schweitzer, et al., 2007). Des travaux 

préliminaires dans le laboratoire avaient montré dès 2007 une diminution de la quantité d’IL-8 
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sécrétée dans les cellules IB3-1 en cas de surexpression de CSN5, ce qui nous a conduits à explorer 

cette piste.  

 

 

3. 1. CSN5 diminue l’activité transcriptionnelle de NF-κB 

 

L’activité anti-inflammatoire de la protéine CSN5 a été évaluée dans les cellules bronchiques IB3-

1/S9 et les cellules HeLa exprimant stablement CFTR. 

Dans les cellules épithéliales bronchiques, CSN5 inhibait la transcription médiée par NF-κB d’un 

vecteur pNF-κBLuc en condition basale. Bien que le nombre d’expériences (n=2) soit trop faible pour 

établir un risque statistique, cette activité anti-NF-κB semblait conservée sous stimulus 

proinflammatoire (TNFα) (Figure 63). 
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Figure 63. CSN5 inhibe l’activité transcriptionnelle de NF-κB dans les cellules épithéliales bronchiques. (A) 
Mesure de l’activité NF-κB sous stimulation par le TNFα entre 0 et 2h. Un plasmide pNF-κBLuc a été co-
transfecté avec un plasmide Renilla et un vecteur d’expression de CSN5 ou son contrôle pCDNA3. 24h après 
transfection, les cellules ont été soumises à un stress par le TNFα pendant des périodes croissantes, avant 
d’être lysées pour mesure de l’activité luciférase. Résultats d’une expérience réalisée en quadruplicat. (B) 
Mesure de l’effet de CSN5 sur l’activité transcriptionnelle de NF-κB dans les cellules IB3-1 et S9, en condition 
basale (n=5) ou après 4h de stimulation par le TNFα (10ng/mL) (n=2). Le faible nombre d’expériences ne 
permet pas de faire de calcul statistique sous TNFα. *** p<0,005 (test unilatéral pairé de Student). 

 

 

Le même type d’expérience a été réalisé sur les cellules HeLa (Figure 64). Les résultats tout à fait 

préliminaires présentés ici n’ont pas encore pu être reproduits dans des conditions de validation 

technique acceptable (notamment Renilla stable dans toutes les conditions), et nécessitent encore 

des mises au point. Cependant, les résultats comparés de la surexpression et de l’extinction de CSN5, 
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ainsi que la diminution de l’inflammation dose dépendante de l’inflammation observée dans les 

cellules CFTR-F508del en conditions basales permettent de penser que CSN5 a bien un effet anti-NF-

κB dans nos cellules HeLa stables. En effet, dans les 3 lignées (pTracer, CFTR-wt et CFTR-F508del), la 

surexpression transitoire de CSN5 est associée à une légère diminution de l’activité NF-κB. Cet effet, 

peu marqué dans la première expérience, semble dose dépendant dans les cellules HeLa CFTR-

F508del en l’absence de stimulation. Les résultats sont plus difficilement interprétables sous TNFα, la 

stimulation dans les différents puits de culture générant de grands écarts d’activité NF-κB. Au-delà de 

la dose de 0,6 µg de plasmide CSN5/puits (plaque de 24 puits), on observait de la mortalité cellulaire. 

La dose dépendance n’a pas été testée dans les autres lignées. Les expériences d’extinction par 

siRNA montrent une augmentation de l’activité NF-κB dans les HeLa stables, quelque soit la 

construction. 
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Figure 64. CSN5 inhibe l’activité transcriptionnelle de NF-κB dans les cellules HeLa exprimant stablement 
CFTR. (A) Mesure de l’activité basale du plasmide pNF-κBLuc dans les cellules HeLa exprimant stablement CFTR-
wt, CFTR-F508del ou pTracer (contrôle) en condition de surexpression de CSN5. (B) Mesure de l’effet dose-
dépendant de CSN5 sur l’activité transcriptionnelle de NF-κB (pNF-κBLuc) dans les cellules HeLa exprimant 
stablement CFTR-F508del, en condition basale ou après 4h de stimulation par le TNFα (10ng/mL). (C) Mesure 
de l’activité de pNF-κBLuc en condition d’extinction de CSN5. (D) Focus sur la mesure d’activité de pNF-κBLuc  
de l’expérience (C) réalisée dans les cellules HeLa CFTR-wt. 
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L’inhibition de la voie NF-κB par CSN5 est connue pour être médiée par le signalosome et ses 

kinases associées, qui régulent la phosphorylation d’IκBα. Or les expériences de surexpression par 

transfection de CSN5 montrent essentiellement une augmentation de CSN5 monomérique ou des 

petits complexes, mais pas du signalosome. L’extinction par siRNA de CSN5 touche aussi en premier 

lieu les formes libres, mais si l’extinction est suffisante, une diminution de la quantité de signalosome 

est observée. C’est pourquoi nous avons choisi de poursuivre l’étude du potentiel anti-inflammatoire 

de CSN5 avec des expériences d’extinction. 

3. 2. CSN5 et IL-8 

Nous avons voulu savoir si cette inhibition de l’inflammation pouvait influer sur la sécrétion 

d’interleukine 8 par les HeLa, et si une différence était observée entre les cellules CF et non CF. 48h 

après extinction de CSN5 par RNA interférence, les cellules ont été soumises ou non à un stress TNFα 

(10 ng/mL), puis l’IL-8 sécrétée dans le milieu de culture a été dosée. Étonnamment, en condition 

basale, l’IL-8 sécrétée était plus basse dans les cellules contenant moins de CSN5 (sur deux 

expériences indépendantes) (Figures 65).  
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Figure 65. Etude de l’effet de l’extinction de CSN5 sur la sécrétion de l’interleukine 8 par les cellules HeLa en 
condition basale. 48h après transfection de siRNAs dirigés contre CSN5 (ON-TARGETplus SMARTpool (COPS5), 
Dharmacon), à raison de 50 pmol/1,5.10

5
 cellules, le surnageant de culture a été prélevé et immédiatement 

congelé à -20°C. Les cellules ont été lysées et les lysats (20µg) ont été analysées en western-blot L’IL-8 dans les 
surnageant a été dosée par immuno-réaction par le système Immulite1000, et rapportée à la concentration de 
protéines dans chaque puits de culture. 
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Le dosage d’IL-8 sécrétée sous stimulation n’a été réalisé que lors d’une expérience, qui doit donc 

être reproduite (Figure 66). J’ai néanmoins choisi de les montrer ici : ils sont en faveur d’une 

augmentation de l’IL-8 médiée par la sous-expression de CSN5, après 24h et 48h de stimulation par le 

TNFα. L’absence d’augmentation d’IL-8 dans les cellules CFTR-wt est difficile à interpréter avant 

d’avoir reproduit ces résultats : il peut s’agir d’un « incident de manipulation », ou bien d’un effet 

masqué par un autre évènement, comme par exemple la modulation de l’inflammation par CFTR-wt 

qui a été récemment décrit par l’équipe d’Anil Mehta (Hunter, et al., 2010). 
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Figure 66. Etude de l’effet de l’extinction de CSN5 sur la sécrétion de l’interleukine 8 sous stimulation par le 
TNFα. 48h après transfection du siRNA, les cellules ont été soumises à un stress par TNFα (10ng/mL) pour une 
durée de 24 ou 48h. L’IL-8 sécrétée a été dosée par le système Immulite1000. 

 

 

3.3. Discussion 

Toutes ces expériences préliminaires concordent cependant à démontrer le rôle anti-

inflammatoire de CSN5. CSN5 est un co-activateur connu du facteur pro-inflammatoire AP-1, et nous 

avons pu vérifier cette action par co-transfection de CSN5 avec un vecteur luciférase dont le 

promoteur contient des éléments de réponse à AP-1 (AP1-Luc). D’après les données de la littérature, 

nous pensions à l’origine que l’effet anti-IL-8 médiée par CSN5 était dépendant d’AP-1, sans bien en 

comprendre le mécanisme. C’est un peu par hasard, en utilisant le vecteur d’expression de CSN5 

comme contrôle dans une expérience avec pNF-ĸB-Luc que nous avons observé au laboratoire 

l’inhibition de la transcription NF-ĸB dépendante par CSN5. Ces résultats d’inhibition de la voie NF-ĸB 

sont en accord avec des données récentes de la littérature (Orel, et al., 2009; Schweitzer, et al., 

2007). L’action anti-NF-ĸB, comme l’action pro-AP-1, seraient dépendantes du signalosome ou de 

petits complexes contenant CSN5 plutôt que de CSN5 à l’état monomérique. 
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Un certain nombre d’études rapportent des différences dans l’activation des voies NF-ĸB et AP-1 

dans les cellules CF par rapport aux cellules non CF. Ces différences peuvent donc concourir à la 

régulation de la sécrétion de l’IL-8 par différentes molécules telles COMMD1 mais également CSN5 

qui agit sur les deux voies. Le mode d’action de ces régulations reste à explorer car les effets de CSN5 

sont complexes, à la fois transcriptionnels, comme le suggèrent les résultats ci-dessus, mais aussi 

post-traductionnels, comme le démontre notre étude sur CFTR et d’autres molécules telles HIF-1α 

(Wei TIBS 2010).   
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L’ensemble de cette thèse a été réalisé pendant une période de 4 ans d’assistanat-hospitalo-

universitaire. A l’image de mes fonctions durant cette période, ce travail se place à l’interface entre 

recherche clinique et fondamentale. 

Le spectre clinique de la mucoviscidose est extrêmement large, allant des formes sévères 

multisystémiques aux pathologies CFTR monosymptomatiques. Il est très important de faire la 

distinction entre ces formes cliniques, ainsi que la distinction entre la sévérité des mutations qui en 

sont responsables, afin que le meilleur conseil génétique possible puisse être dispensé aux patients 

et à leurs familles. C’est dans ce contexte que nous avons décidé d’étudier les relations génotype-

phénotype chez les fœtus présentant des anomalies digestives à l’échographie, et que nous avons 

mis en place de nouveaux outils pour évaluer la pathogénicité des mutations de régulation.  

D’une manière tout à fait indépendante, je me suis intéressée à deux protéines, COMMD1 et 

CSN5, qui avaient été identifiées dans le laboratoire comme partenaires cytoplasmiques de CFTR et 

dont l’activité anti-inflammatoire a été documentée récemment. L’inflammation pulmonaire est le 

facteur de morbidité majeur chez les patients atteints de mucoviscidose, et la régulation de cette 

inflammation anormale fait actuellement partie des cibles thérapeutiques (Nichols, et al., 2008). Nos 

travaux montrent l’intérêt de ces deux partenaires de CFTR dans la régulation de l’inflammation et de 

la sécrétion d’interleukine 8. Néanmoins, les études de CSN5 sont très préliminaires, et seule la 

discussion concernant COMMD1 sera développée ici. 

 

1. Apport aux corrélations génotype-phénotype 

Concernant le diagnostic prénatal de mucoviscidose, notre étude rétrospective des cas de 

suspicion de la maladie sur signes d’appel échographique a permis d’objectiver l’importance des 

différentes anomalies digestives fœtales dans la stratégie diagnostique. L’apport de cette étude est 

son uniformisation pour les corrélations génotypes-phénotype. En effet, du point de vue du 

génotypage, tous les échantillons d’ADN ont été analysés dans notre laboratoire, et la recherche de 

larges remaniements pour les plus anciens qui n’en avaient pas bénéficié, a été réalisée de manière 

rétrospective lorsque cela nous paraissait justifié. Du point de vue du phénotype, toutes les 

anomalies échographiques décrites dans les dossiers ont été prises en considération. Même si ces 

informations étaient parfois incomplètes, cela nous a permis de déterminer des profils de signes 

d’appels plus évocateurs que d’autres. La prise en compte de ces signes, dont la force diagnostique a 

pour la première fois été caractérisée par un score statistique, devrait permettre d’améliorer les 

prescriptions en évitant les analyses non pertinentes (hyperéchogénicité faible, calcifications 

isolées…), de mieux cibler les analyses à réaliser (recherche de remaniement, surtout si les signes 



Discussion 

 

186 

 

sont très évocateurs), et en cas de résultats négatifs de mieux rassurer les couples. Cependant, le 

petit nombre de fœtus atteints ne nous a pas permis d’établir un risque résiduel a priori en fonction 

des anomalies digestives. Pour établir de telles statistiques, une étude de plus grande envergure, ou 

la mise en commun de données de plusieurs cohortes, serait nécessaire. Néanmoins, la mise en 

évidence de profils d’anomalies plus particulièrement retrouvés chez les fœtus CF nous pousse à 

proposer une révision des recommandations françaises et européennes pour le diagnostic 

moléculaire de la mucoviscidose sur signes d’appel échographiques. 

Parmi les cas atteints de mucoviscidose dans cette étude, les réarrangements du gène CFTR 

représentait une grande proportion des mutations identifiées (au moins 10%, selon les groupes de 

patients considérés), beaucoup plus importante que dans la population générale des patients CF (1,5-

2%). De tels remaniements peuvent créer des décalages du cadre de lecture et la création de codons 

stop prématurés. Les mécanismes sous-jacents liant ces larges remaniements aux anomalies 

digestives observables à l’échographie ne sont pas clairs, mais il pourrait être intéressant d’étudier si 

des mutations entrainant une diminution de l’ARNm par NMD (Non-sens Mediated Decay) sont 

particulièrement associées aux anomalies digestives fœtales. En effet, la présence de certains 

transcrits semble intervenir dans la maturation pulmonaire fœtale, et on pourrait imaginer un 

phénomène similaire lors du développement de l’appareil digestif (Mouchel, et al., 2003). 

 

Ces dernières années, l’analyse moléculaire de l’ARNm CFTR a été mise en place au laboratoire de 

diagnostic. Ce type d’analyses, à partir d’ARNm issu de cellules épithéliales nasales est réalisé chez 

les patients pour lesquels une seule ou aucune mutation causale n’est identifiée, et présentant un 

phénotype compatible avec une insuffisance fonctionnelle de CFTR. L’analyse qualitative permet de 

mettre en évidence des anomalie d’épissage (Costa, et al., 2011). Le plus souvent, les analyses 

quantitatives de CFTR sont plutôt basées sur des quantifications relatives d’un allèle par rapport à 

l’autre. L’analyse quantitative absolue de CFTR est peut documentée, sans doute du fait de la 

difficulté d’obtenir ces prélèvements d’ARNm chez des témoins normaux. Des premières analyses de 

quantification chez des patients et des témoins nous ont permis d’observer des variations du taux de 

CFTR. En cas d’anomalie, le séquençage du promoteur et, le cas échéant, l’analyse fonctionnelle de la 

mutation identifiée par gène rapporteur pourra nous permettre (i) de proposer la recherche de cette 

mutation aux apparentés si la pathologie associée est sévère, (ii) de mieux comprendre les 

mécanismes de régulation d’expression de ce gène. Les variations fines d’expression du taux de CFTR 

paraissent particulièrement intéressantes dans les cas de formes frustes de la maladie ou des CFTR-

RD. 
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2. Effets bénéfiques de COMMD1 dans le contexte de la mucoviscidose 

Parmi les effets recherchés en thérapeutique dans  la mucoviscidose, on peut citer : 

l’augmentation de CFTR à la membrane apicale (par des « correcteurs »), la diminution de 

l’absorption sodique excessive au niveau de l’épithélium respiratoire par inhibition du canal ENaC, et 

la diminution de l’inflammation dérégulée au niveau pulmonaire (Figure 67).  

La protéine COMMD1 est une protéine pléiotrope impliquée dans de nombreux processus 

cellulaires, principalement par un mécanisme de stabilisation d’interactions protéiques. Elle est 

impliquée dans trois voies thérapeutiques : modulation de CFTR, restauration du liquide de surface 

des voies aériennes et inhibition de l’inflammation. En effet, nous l’avons identifié dans le laboratoire 

comme partenaire de CFTR, et avons montré qu’elle augmente l’expression de CFTR mature à la 

membrane plasmique (Drevillon, et al., 2011). Elle a été décrite par une autre équipe comme un 

modulateur négatif du canal amilorido-sensible ENaC qui est anormalement activé dans la 

mucoviscidose (Biasio, et al., 2004; Ke, et al., 2010) et nous avons montré ici son activité anti-

inflammatoire dans ce contexte (Figure 68).  
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Figure 67. Liste des traitements de la mucoviscidose en cours de développement au 1
er

 Juillet 2011, d’après 
www.cff.org. COMMD1 interagit avec les voies entourées en rouge. 
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Figure 68. Schéma récapitulatif du rôle de COMMD1 dans le contexte de la mucoviscidose. Dans le 
cytoplasme, COMMD1 inhibe l’activation de la voie NF-κB en diminuant l’ubiquitination d’IκBα, il favorise la 
dégradation de HIF-1α, il augmente le routage de la protéine CFTR vers la membrane plasmique et diminue 
l’expression membranaire d’ENaC. Dans le noyau, COMMD1 inhibe l’activité transcriptionnelle de NF-κB sur 
certains de ses gènes cibles, parmi lesquels le gène CXCL8 codant l’IL-8. En dissociant le complexe HIF-
1/chromatine, COMMD1 inhibe la répression de la transcription de CFTR. Par ailleurs, le promoteur du gène 
CFTR contient également des éléments de réponse à l’inflammation, qui pourraient être inhibés par COMMD1. 
L’effet global de COMMD1 sur la transcription de CFTR n’est pas encore connu. 

 

Dans cette étude, nous nous sommes particulièrement intéressés à la production d’interleukine 8, 

qui est un marqueur caractéristique de l’inflammation et est très augmentée dans les voies 

respiratoires des patients atteints de la mucoviscidose. Cette chemokine, sécrétée en partie par les 

cellules épithéliales bronchiques, participe au recrutement en masse dans le tissu de polynucléaires 

neutrophiles qui libèrent sur le site un arsenal de molécules de défense, parmi lesquelles des 

protéases. Lorsque ces molécules présentent un taux trop élevé, elles provoquent la dégradation du 

parenchyme pulmonaire.  

Selon les connaissances actuelles, l’action régulatrice de COMMD1 dans l’inflammation se situe 

essentiellement au niveau de l’activité transcriptionnelle du facteur pro-inflammatoire majeur NF-κB 

(Ghosh and Hayden, 2008). Nous avons montré dans des modèles de cellules IB3-1 (CF) et S9 (CF 

corrigées) l’inhibition partielle de l’activité NF-κB médiée par COMMD1, indiquant le rôle tampon 
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dans l’inflammation de cette protéine. Bien que d’après d’autres études, l’interleukine 8 ne soit pas 

une cible privilégiée de la modulation transcriptionnelle par COMMD1, nous avons montré dans les 

cellules bronchiques une diminution modérée de l’ARNm codant l’IL-8, associée à une diminution de 

la sécrétion de cette chemokine. Parmi les autres molécules à étudier pour mieux documenter 

l’activité anti-inflammatoire de COMMD1, il serait intéressant de tester l’expression de l’Interleukine-

6, dont le gène est une cible transcriptionnelle de NF-κB. La cytokine anti-inflammatoire IL-10 qui 

inhibe la voie NF-κB et la sécrétion d’IL-8 (Tabary, et al., 2003) est anormalement  diminuée dans les 

sécrétions respiratoires des patients CF (Bonfield, et al., 1999). Certaines études montrent une 

libération d’IL-10 par les cellules épithéliales bronchiques in vitro (Bonfield, et al., 1999; Fueki, et al., 

2007), mais comme d’autres auteurs (Lim, et al., 2004), nous n’avons pas réussi à détecter cette 

cytokine dans nos surnageant de culture, en condition basale ou sous TNFα, et aucune expression de 

l’ARNm codant l’IL-10 n’était détectable par Q-RT-PCR. 

Les effets de la surexpression de COMMD1 sur l’expression génique des cellules bronchiques sont 

étudiés actuellement dans notre laboratoire par Abdel Aissat, étudiant en thèse. L’ARN de cellules 

IB3-1 et S9 surexprimant de manière transitoire COMMD1 en dehors de tout stimulus inflammatoire 

a été extrait en vue d’une analyse par puce d’expression 4x44 Whole Human Genome (Agilent, 

société Miltenyi Biotec). Son travail d’analyse bioinformatique a déjà permis d’observer une 

modulation différentielle entre les cellules CF et non CF de certains réseaux d’interactions, touchant 

notamment l’inflammation. Lorsque tous ces résultats auront été validés par Q-RT-PCR, leurs 

répercussions au niveau protéique pourront être testées, notamment par des méthodes 

immunologiques.  

Nous avons également voulu tester l’hypothèse que COMMD1 soit un gène modificateur de la 

mucoviscidose. En effet, le gène COMMD1 a déjà été étudié dans le contexte de la maladie de 

Wilson, mais aucune liaison ou modification du phénotype avec les différents polymorphismes du 

gène n’a pu être clairement établie (Weiss, et al., 2006; Wu, et al., 2006b). Dans le contexte de la 

mucoviscidose, des gènes intervenant dans les processus inflammatoires, comme ceux codant le 

TGFβ et IFRD1 ont été désignés comme gènes modificateurs de la sévérité de l’atteinte pulmonaire. A 

notre connaissance, aucune étude de cohorte n’a montré actuellement de liaison entre la région 

contenant COMMD1 et la variabilité phénotypique de cette maladie. Cependant, il pourrait être 

intéressant de rechercher si certains variants de ce gène sont associés à des traits phénotypiques 

particuliers, par séquençage du gène dans une grande cohorte de patients. Comme nous le montre la 

Figure 69, la structure simple de ce gène rendra cette étude relativement aisée, et une stagiaire L3 

(3ème année de Licence) a d’ores et déjà mis les outils nécessaires en place.  
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Figure 69. Principales variations de séquence rapportées dans le gène COMMD1 

 

COMMD1 est une protéine étudiée actuellement dans le contexte du cancer, notamment les 

cancers du pancréas, de l’ovaire et du sein. Une diminution de son expression est associée à un 

mauvais pronostic avec une augmentation de l’invasion tumorale (van de Sluis, et al., 2010). Il a été 

montré récemment que sous un stimulus proinflammatoire comme le TNFα, la clusterine sécrétoire, 

une protéine chaperonne activée par le stress, favorise la dégradation de COMMD1 (Zoubeidi, et al., 

2010). Le custirsen (OGX011, OncoGenex), un inhibiteur pharmacologique de la clusterine, est 

actuellement en essais de phase II et III dans différents cancers (prostate, sein, poumon) (Saad, et al., 

2011), avec des résultats encourageants. Des premiers essais au laboratoire par A. Aissat montrent 

que l’extinction de la clusterine entraîne une augmentation de COMMD1. Compte-tenu des actions 

bénéfiques de COMMD1 dans le contexte de la mucoviscidose, et bien que des études 

complémentaires soient nécessaires pour mieux comprendre son mode d’action et sa toxicité 

éventuelle dans cette pathologie, l’utilisation en thérapeutique humaine d’une molécule modulant 

COMMD1 est très encourageante, et renforce l’intérêt clinique de nos travaux. 
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