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Introduction La mucoviscidose

I/ La mucoviscidose

La mucoviscidose, ou cystic fibrosis (CF) selotelaninologie anglo-saxonne, est une
maladie génétique, autosomale et récessive. EHidteede l'altération des transports ioniques
au sein des tissus épithéliaux exocrines. Il s'dgitta maladie génétique la plus fréquente
dans les populations européenne et nord-américanee environ une personne sur 30
porteuse d’un géne muté et un age moyen de decd$ ales pour les personnes atteintes. En
2005, un enfant sur 4600 est atteint de cette neafath naissance avec une espérance de vie

de 42 ans.

La mucoviscidose est une maladie polyviscéraleatfgint essentiellement les tissus
épithéliaux exocrines (rein, pancréas, intestinurgogase déférent, foie, glandes sudoripares
et voies respiratoires)Figure H1). Ceci conduit majoritairement a des insuffisances
respiratoires et pancréatiques, a une infertilitésealine, et parfois féminine, et a une

modification de la concentration saline de la sueur

Peau S

CI- > 60mmol/litre

Voies respiratoires
. Pneumonie,bronchites
Foie
hépatomégalie . Pancreas .
Insuffisance pancréatique
Petit intestin

meconium ileus N
Systéme reproducteur

Stérilité

Figure H1: Les dysfonctionnements observés dans faucoviscidose.

Modifié d’aprés Ackerman et Clapham, 1997



Introduction La mucoviscidose

1- Manifestations respiratoires

Les épithélia CF ne sécrétent pas d’'ions chlortqgrésentent une absorption accrue
d’'ions sodium. Ce déreglement dans le transporedi®lytes a pour conséquence une
augmentation de la viscosité du mucus recouvramtvides aériennes qui entraine une
occlusion progressive des voies respiratoires,ntrémsi un environnement propice aux
infections bactériennes opportunistes. Les affastjpulmonaires dues a une colonisation par
des bactéries, commetaphylococcus aureys Haemophilus influenzae et surtout
Pseudomonas aeruginosdans les stades tardifs de la maladie, sont fipale cause de
mortalité chez les patients (Ratjen et Déring, 20QBe fois l'infection bactérienne installée
il est tres difficile, voir impossible, de I'éradigr. Cette résistance bactérienne aux différents

antibiotiques reste de nos jours inexpliquée.

2- Manifestations digestives

L’insuffisance pancréatique exocrine (défaut dedpobion des enzymes), observée
chez 90% des patients, est I'atteinte digestiveenraj Elle est la conséquence d’un volume
réduit de sucs pancréatiques associé a une failmheentration en bicarbonate. Ces
manifestations entrainent l'obstruction des canexoréteurs empéchant la sécrétion des
enzymes pancréatigues ce qui a pour effet une gesltion lipidoprotidique et une
malabsorption (Ratjen et Déring, 2003).

3- Manifestations hépatiques

L'atteinte hépatique (hépatomégalie dans 30% de®ftcasuffisance hépatique dans
9% des cas) est liée a l'obstruction des voiesitah intra-hépatiques ou extra-hépatiques par
compression au niveau du pancréas. Dans 2 a 5%adesces Iésions conduisent a une

cirrhose biliaire dans des délais variables.

4- Autres manifestations

L’anomalie des glandes sudoripares conduit & uasge chlorure de sodium (NaCl)
dans la sueur, cette perte de sels pouvant étpensable de déshydratation aigué en cas
d'exposition a la chaleur.
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D’autres organes peuvent étre touchés, en padiclifippareil génital : 98% des
hommes atteints sont stériles en raison d'une peomse obstructive (agénésie des canaux

déférents), et 20% des femmes atteintes sont stdsses.

5- Dépistage de la maladie

Les circonstances de dépistage de la maladie soiaibles avec I'age. Elle est parfois
révélée des la naissance par un ileus méconialugon intestinale due a un méconium
anormalement épais) rencontré chez 10% des nouvegsnatteints. Chez le nourrisson, le
prolapsus rectal est toujours évocateur et judifilest de dépistage du NaCl dans la sueur.
Plus tard, la symptomatologie, peut étre plus ridbeche les deux péles, respiratoire et
digestif, et associe des infections respiratoiresp@tition avec des signes en rapport avec une

malabsorption.

La description de la mucoviscidose en tant qu'aifiecautonome, date de la fin des
années 30. En effet, c'est en 1936 que Fanconitifdeiassociation "fibrose kystique
congénitale du pancréas et bronchectasies" et 988, ju’Andersen donne la description
anatomo-pathologique compléte de la mucovisciddsaldrsen, 1938). En 1945, Farber
propose le termenucoviscidosigpour mucus visqueux) et affirme que la maladieles
résultat d’'un état anormalement épais du mucusbé@farl945). Les travaux d’Andersen
apporterent la premiére évidence que la maladid’esgine génétique et autosomale.

En 1953, Di Sant'agnese met en évidence un excBsa@edans la sueur des enfants
atteints de mucoviscidose (Di Sant'agnesal, 1953). Cette découverte conduira, peu apres,
a la mise au point du "test de la sueur". Dansueges 80, I'anomalie du transport de sels fut
précisée par Quinton (Quinton, 1983) qui décreitéfaut de perméabilité aux ions chlorure
(CI affectant les cellules épithéliales des glandesospares. La méme observation a été
réalisée au niveau de I'épithélium respiratoirelpraowles (Knowlest al.,1981a,b).

Mais le mécanisme du défaut a l'origine de la maladt resté longtemps inconnu. En
1985, le locusCFTR fut localisé sur le bras long du chromosome 7 gyrédda découverte
d'une liaison avec un site polymorphe exploré pae wonde anonyme située sur ce

chromosome
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(Knowlton et al, 1985). En 1989, le ger@TR,impliqué dans la mucoviscidose, a été isolé
par clonage positionnel (Kereet al, 1989 ; Riordaret al, 1989; Rommenst al, 1989).

[I/ Le canal CFTR

Le gene CFTR, dont les mutations sont responsables de la malaéiela
mucoviscidose, est localisé sur le chromosome Ib@us 31 (Tsuet al., 1985). Il fait 190
kb et contient 27 exons. LARNmM de 6.5 kb est tia@m une protéine transmembranaire
composée de 1480 acides aminés appelée CFTR pOystie Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator » (Kerezhal, 1989 ; Riordaret al, 1989; Rommensgt al, 1989)
(Figure H2).

[ 0 50 100 150 200 250 (i0)
F : } ! 4

Chromosome 7

& 9 13 181617 23
— 223 H

3 ¥

1 23 46278 10 1112 1421517218 19 o 2 222 Gone

¥
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—7pi12 Exons 122 4 56s6>7 8 9101M2 13 1421401516 17AB19 2021222 24
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Figure H2: CFTR : de la localisation chromosomique la localisation membranaire.

CFTR est une glycoprotéine appartenant a la supéidades transporteurs ABC
(ATP Binding Cassette). Au sein de la superfamdits ABC humains, CFTR appartient a la
sous famille des ABCC, ou elle porte le nom de ABGErelet et Klein, 2006). A ce jour il
n'existe pas de structure haute résolution de déépre CFTR, mais seulement une structure
2D (Rosenbergt al, 2004).
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1- La famille des transporteurs ABC

Les transporteurs ABC sont des protéines ubigedaprésentes aussi bien chez
'Homme que chez les procaryotes. lls ont pour fiemc de transporter a travers la
membrane, grace a la fixation et I'hydrolyse deTIA diverses molécules telles que des
protéines, des lipides, des sucres, des ions, mt@scdiques ou des drogues... (Higgins et
Linton, 2004 ; Gadsbgt al, 2006)

Malgré de tres nombreuses différences existane dasr membres des transporteurs
ABC, plusieurs traits communs, surtout architeaidrgaont observéskF{gure H3). Nous
retrouvons, d’'une part la présence de domainesat®n et d’hydrolyse de I'ATP, appelés
NBDs (Nucleotide Binding Domain), et d’autre patdéquence signature LSGGQ (motif C)
caractéristique de cette famille. Ces domainesi@omeént aussi les séquences consensus de
liaison des nucléotides Walker A et Walker B, aipse la séquence linker ou motif C dans

laquelle se trouve la séquence signature ABC.

90-110 AA v
A

I 7z _ 1
d i N

Walker A Région linker Walker B
GNSGCGKST LSGGQKQRIAIA ILLLDE

Figure H3: Organisation structurale des transporteus ABC classiques.

Structure schématique d'une cassette de liais6AT®|(NBD). Les domaines hautement conservés

Walker A et B sont séparés par 90-110 acides ani®&s La séquence signature (motif C) est juste

en avant du Walker B. les séquences consensusegasentées par la nomenclature mono lettrique
des AA.

D’aprés Gottesman et Ambudkar, 2001

De plus chaque transporteur ABC possede quatre idematructuraux correspondant
aux deux NDBs et aux deux TMDs (TransMembrane Dojnedmposés de six segments

transmembranaires (TM).
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2- Topologie prédite de CFTR

L’analyse de la séquence primaire (Rior@aml.,1989) permet de prédire la présence
de deux fois six TMs et trois domaines intracelhels correspondant a deux NBDs, notés
NBD1 et NBD2 et a un domaine régulateur (R) (Pexter2005) qui relie les deux domaines
TMD-NBD. Le domaine R possede de nombreux siteplaesphorylation par les protéines
kinases (PKA et PKC) (Devidas et Guggino, 1997)eXiste également deux sites de N-
glycosylation au niveau des asparagines (N) 89906t de la 4" boucle extracellulaire
reliant les segments transmembranaires TM7 et TM&8prés les profils d'hydrophobicité,
80% des acides aminés se trouvent dans le cytoplasif% dans les segments
transmembranaires et 4% dans les boucles extrieedil Les domaines N- et C-terminaux
de la protéine sont cytoplasmiqué&sglure H4) (Akabaset al, 1997).

A
TMD1 TMD2
L o0 o PN
J 2
COOH
\ -
ATP ADP + Pi PKA/  ATP ADP + Pi

PKC

1 100 zoo 300 400 500 €00 OO A00 800 1000 1100 1200 1300 1400
alasaslosealyass | P TR Y PETE ETRTI ETETE PR FERT] RTRTE S

Figure H4: Structure prédite de la protéine CFTR (A établie d’aprés son profil
d’hydrophobicité (B).
TMD1 et TMD2 : «Transmembrane Domainsl(hélicesa 1 a 6) et dransmembrane Domains2
(hélicesa 7 a 12).
NBD1 et NBD2 : «Nucleotide Binding Doain », domaine de fixation et d’hydrolyse de I'ATP.
R : «Regulatory Domaim, domaine régulateur
P : acides aminés phosphorylés
PKA/PKC : protéines kinases A et C
D’apres Klein et al., 1999
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Comme toutes les protéines ABC, CFTR est composéguatre domaines (deux
TMDs et deux NBDs), auxquels s’'ajoute un domairgulateur R. D’une maniére générale,
I'importance des différents domaines pour la fantile CFTR a été établie. La connaissance
des interactions entre les différents domaines [HERCest essentielle pour la compréhension
de la maturation, de la régulation et de la fomctia canal CFTR. Bien qu'il existe, a I’heure
actuelle, peu de données sur la structure quaterdai CFTR, les différents domaines de ce

canal, ainsi que leur fonction, ont été étudiés.

1- Le domaine régulateur R

Ce domaine correspond aux résidus 590 a 831 caud®yon 13. Il est spécifique du
canal CFTR. Le domaine R contient huit des dixssdlassiques de phosphorylation par la
PKA, phénomeéne nécessaire a l'ouverture du camdeddgATP (Bergeret al, 1991). La
phosphorylation du domaine R par la PKA augmentéQfefois I'activité du canal alors que
la phosphorylation par la PKC n'augmente que maaesht cette activation. Cette derniére
pourrait potentialiser ou étre un pré-requis aHhagphorylation par la PKA (Tabcharani et
Riordan, 1991). L'état déphosphorylé du domaine &ntrent le canal fermé, alors que des
modifications de conformation interviennent danpdssage a I'état ouvert (Cotten et Welsh,
1997) Figure H5).

S660 S670 S700 S712 S737 S753 S768 S3953

PE P ® ®® ®@E Sitesde phosphorylation de la
PKA

Sites de phosphorylation de la
PKC

S686 S790

Figure H5: Représentation schématique des sites dehosphorylation de la protéine
CFTR par les PKA et les PKC.
NBD1 : Nucleotide Binding Domain 1
PKA : Protéine Kinase A ; PKC : Protéine Kinase C
P : sites de phosphorylation
S : Sérine
D’aprés Gadsby et al., 1999
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Le domaine R est composé de deux sous-domaines :

@ RD1 (résidus 590 a 672) est tres conservé dans liEsatifes especes, et est impliqué
dans la maturation de la protéine ainsi que daasdrture du canal en modulant des
interactions dynamiques entre le domaine NBD1 etsiees de phosphorylation du
domaine R (Pasy&t al, 1998).

RD2 (résidus 672 a 831), a l'inverse, est trés vagiaitre les espéces (Dulhanty et

=

Riordan, 1994). Il contient les résidus serinessphorylables qui lui conferent un

réle important dans le fonctionnement du canal CFTR

2- Les domaines transmembranaires et le pore

Récemment une structure 2D basse résolution de GFét obtenue (Rosenbery
al., 2004), mais elle ne permet pas d’identifier legnsents bordant le canal. Cependant, par
analogie avec les autres canaux ioniques, il ggfjue que les domaines transmembranaires
TMD1 et TMD2 interviennent dans la formation du @@¢Andersoret al, 1991). C'est a ce
niveau que les ions passent a travers la membxaateuae sélectivité qui suit la séquence Br
>ClI>I>F.

Anderson, en 1991, a muté quatre des six acidaséanshargés positivement présents
au niveau des segments transmembranaires : K@@ @tns TM1), K334 (situé dans TM6),
R347 (situé dans TM6) et R1030 (situé dans TME@Ure H6). Il ressort de cette étude que
TMD1 joue un rdle important dans la conductancedats la sélectivité des ions. Plus
particulierement, TM1 et TM6 possedent une strectsecondaire essentiellement formée
d’'une hélicea dont une des faces est exposée a la lumiére cal (akabaset al, 1994 ;
Cheunget al,, 1996).

De plus, des changements de conformation du seghéh{passage d’'une hélicea
un feuillet B) influent sur la sélectivité et I'ouverture du abfWigley et al., 1998). Des
études récentes ont mis en avant le réle des chiitggales chargées positivement des acides
aminés R334 et K95 dans le transport rapide des arorure a travers le canal. Par
mutagenese dirigée, il a été possible de corréercharges positives de ces deux acides
aminés avec le transport des ions chlorure. Le R834TM6 attire le Cl du milieu
extracellulaire vers le pore alors que la K95 dulTpbusse le Cdu coété intracellulaire de la
membrane (Smittet al, 2001 ; Linsdell, 2005). La liaison des ions estclé entre la
sélectivité ionique et la rapidité du transportravers le pore (Zhou et MacKinnon, 2003).
L'utilisation d’anion pseudohalilé tels que Au(GNa permis d’identifier K95, R334 et T338

-8-
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comme des sites de fixation du Gkonget al, 2002). La liaison concomitante de plusieurs
ions dans le pore est un phénomene important pocorsductance (Gong et Linsdell, 2004).
De nombreuses mutations liees a des formes moyetmda mucoviscidose sont
situées au niveau du TMD1. Ces observations ondluigo’ I'utilisation de protéines CFTR
chiméres tronquées (TMD1/NBD1/R) exprimées dangobyte de Xénope aboutissant a la
formation de canaux Clonctionnels. Une telle protéine tronquée sembMoit s’associer en
homomultimere pour fonctionner (Sheppatal, 1995). Un réle fonctionnel pour un tel
mutant a été proposé dans le rein (Morateal, 1996). Ces données tendent a proposer le
TMD2 comme un élément stabilisateur du TMD1. Cependles travaux de I'équipe de
Guggino ont montré que la partie C-terminale de RFR/NBD2/TMD?2) formait également

un canal, toutefois avec une conductance réduite €¥al.,2000).
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Figure H6: Alignement des douze segments transmendmaires de CFTR avec la
localisation des acides aminés basiques, acidegpetaires, ainsi que certaines mutations
identifiées chez les malades atteints de la mucosidose.

D’apres Dawson et al., 1999
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3- Les domaines de liaison aux nucléotides (NBD)

Dans la séquence des NBDs se trouvent les siteesuns de liaison a I'ATP, Walker
A et B (Walkeret al, 1982), ainsi que le motif C, séquence commurmais les transporteurs
ABC. Ce dernier est situé a la surface des domaditss, proche des sites de liaison de
I'ATP (Clancyet al, 1997) Figure H3 et Tableau HI). La lysine du Walker A interagit avec
le phosphatex ouy de I'ATP et est essentielle a I'hydrolyse. L'aciagpartique du Walker B
est sensible aux ions magnésium gt est nécessaire a la liaison de I'ATP. La gigailu
motif C jouerait, quant a elle, un réle importaahd I'’hydrolyse du GTP (Sheppard et Welsh,
1999).

Tableau HI: Motifs conservés a l'intérieur des domanes de liaison aux nucléotides.

Motif Séquence Position
Walker A GXXGXGKS/T

NBD1 GSTGAGKT 465

NBD2 GRTGSGKS 1251

Motif C LSGGQ

NBD1 LSGGQ 552

NBD2 LSHGH 1350
Walker B RXhhhhD

NBD1 RXLYLLD 572

NBD2 RXILLLD 1370

Les séquences consensus Walker A, motif C et Walkagpartiennent au CFTR humain.
X se rapporte a n'importe quel acide aminé et h aaide aminé hydrophobe.

La structure secondaire des NBDSgure H7 A) consiste essentiellement en un
feuillet B (60-70%) central entouré par des héliaed0%). Selon les auteurs, les limites des
domaines NBD1 et NBD2 varient beaucoup. Pour NBB1imite inférieure varie du résidu
D373 (codé par I'exon 9) a F433, et la limite siguée est comprise entre 1586 (codé par
I'exon 12) et G673. Le domaine NBD2 est formé déssdus L1127 a Q1382 (Riordanal.,
1989 ; Charet al, 2000 ; Wanget al, 2002 ; Lewiset al.,2004 ; Biancheet al, 1997). Les
deux domaines NBDs coopérent dans la régulation rdésanismes d'ouverture et de
fermeture ATP-dépendants du canal CFTR. Il a a@pgseé que I'ATP et le GTP se lient sur le
méme site (Randadt al, 1996). NBD2 pourrait se comporter comme une s liant le

GTP et a été compareé aux sous-uritées protéines G hétérotrimériques.

-10 -
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Figure H7: Structure secondaire des NBDs de CFTR.
A: Représentation de I'hétérodimére formé par le®8lBe CFTR, montrant les sites de fixation des
nucléotides (site A et site B), ainsi que la logation de mutations impliquées dans la mucoviseidos
B: Alignement de séquences des deux NBDs humain€FleR. Les structures secondaires sont
indiquées sous l'alignement.

D’apres Eudes et al., 2005

L’'organisation des NBDs en core catalytique estldaeble a 'ATPase F1. Les
feuillets B recouvrent le site de liaison aux nucléotides @ttient des acides aminés
aromatiques permettant la liaison a 'ATHgure H7 A). Le sous-domaine composé par les
hélicesa, incluant le motif C, joue un réle dans la trardhn intramoléculaire du signal tout
en meédiant l'interaction avec les TMDs. L’hétérodnm formé par les NBDs, arrangés téte-
béche, permet ainsi le maintien de 'ATP entredesx sous unités. Chaque site de liaison est
composé du Walker A, du Walker B, de la boucle Qratiif switch (signature des NTPase a

bloucle P) d'une sous-unité et du motif C de I'auspus-unitéRigure H7 B) (Eudeset al.,

-11 -
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2005). Un tel arrangement est en accord avec leehaatk liaison a 'ATP des transporteurs
ABC dans lequel la liaison et I'hydrolyse de I'ATiluisent la formation et la dissociation de
I'hétérodimere formé par les NBDs, provoquant aimsi changement conformationnel du
TMDL1 via son interaction avec le NBD1 (Lewas al.,2004).

Toutefois, il existe une asymétrie entre les deil&ss nécessaire a une activité
catalytique optimale. Ce fonctionnement asymétridee sites de liaison a I'ATP permet de
différencier les deux NBDs (Kiddt al, 2004). Le site A, constitué en grande partielpar
NBD1, est un site non canonique puisqu’il n'est passtitué de tous les acides aminés
nécessaires a I'hydrolyse de I'ATP, et le site Barf a lui, constitué en partie par le NBD2,
correspond au site canonique de I'hydrolyse de PAFigure H7 A, B). Cette observation a
permis d’avancer I'hypothése que 'ATP serait hygké rapidement au niveau du NBD2,
alors que I'ATP non hydrolysé resterait lié au awedu NBD1 pour un temps plus long,

permettant ainsi 'ouverture du canal (Aleksandebal, 2002 ; Basset al.,2003).

A I'heure actuelle, 1546 mutations ont été ide@&f sur le géen€FTR (Cystic
Fibrosis Genetic Analysis Consortium http://www.genet.sickkids.on.ca./cftr/gpp La

majorité des défauts moléculaires du g&feTR sont des mutations ponctuelles réparties
comme suit: 42% de mutations faux-sens, 16% de om®ertions et microdélétions
entrainant un décalage de la phase de lecture,e9ftutitions non-sens, 13% de mutations
d'épissage et 2% de délétions d'un acide amireé été également observé quelques grands
réarrangements (2%). La fréequence de certainestiongavarie énormément d'un groupe
géographique a l'autre. Ces mutations induisehidesi dysfonctionnements soit un défaut de
localisation de la protéine CFTR. Elles affectemiist les domaines de la protéine, avec
toutefois une forte concentration de mutations gsaau niveau du domaine NBD1.

Aujourd’hui, I'ensemble des mutations identifiéas rdveau du gen€FTR peuvent
étre réparties en six classes, basées sur le sémnésponsable de I'activité réduite du canal
CFTR. Lafigure H8 représente ces différentes classes de mutatidesretconséquences sur

la synthese, le trafic, la régulation et I'activité la protéine CFTR.

-12 -
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Figure H8: Classification des mutations en fonctiordes altérations moléculaires.

1- Classe |
Les mutants de classe | sont caractérisés parhsemee de la protéine au niveau de la
membrane apicale. Un épissage anormal ou I'ingepiématurée d’'un codon stop entraine la
synthése d’'un ARNm tronqué instable, qui de cerfaipeut pas étre traduit en protéine. Les
mutations non-sens réduisent les niveaux d’expresdes ARNm de 95% par rapport au
niveau d’expression normal (Hamosh al, 1992). Ces mutations génerent un phénotype
sévere tel que l'insuffisance pancréatique, et soavent associées a une dégénérescence des

poumons.

2- Classe Il

Les mutants de classe Il ont une traduction nornmadés produisent une protéine dont

le repliement (ou folding) est anormal. Cette demnine passe pas le systeme de contréle
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qualité localisé au niveau du réticulum endoplasmi(RE), et de ce fait est séquestrée puis
dégradée (Chengt al., 1990 ; Ward et Kopito, 1994). La délétion d’'unedphlalanine en
position 508, notée F508del, représente 70% desitiong observées dans la population
mucoviscidosique. Cette mutation sera amplementritdédans la sectionlV/B de

I'introduction.

3- Classe Il

Les mutants de classe Ill sont caractérisés pagrrédgence du canal CFTR a la
membrane mais ce dernier possede une régulati@ctdétise. Ces mutants sont associés a
des insuffisances pancréatiques et des phénoty@veses. Cette classe inclut les mutations
faux-sens, telles que les mutations G551D et G12pApeuvent interférer avec la liaison et
I’hydrolyse de I'ATP ainsi qu’avec la phosphorytatidu domaine R (Seret al.,1993).

4- Classe IV

Les mutations de classe IV (par exemple R117H,463t R334W), contrairement a
celles de classe lll, n'alterent en rien la phosplation ou la fixation de I'ATP, mais
montrent un défaut de conductance des ionsai@ki que des caractéristiques cinétiques
anormales (Sheppadt al.,1993).

5- Classe V

Les mutations de classe V peuvent étre des musat@pissage, non-sens ou faux-
sens, produisant un ARNm instable. Le canal prégdatmembrane est fonctionnel mais en
nombre restreint. Ces mutants sont associés le guugent a un phénotype pancréatique
normal et ne sont pas toujours responsables d’@nqikipe mucoviscidosique classique.

6- Classe VI

Les mutations de classe VI provoquent, a la mengbpasmique, I'instabilité de la
protéine CFTR alors que sa biosynthése, son teafsa fonction ne semblent pas étre altérés.
Cette mutation correspond a la délétion d’acidesné@mn(AA) au niveau de la partie C-
terminale de CFTR (Haardt al, 1999).

-14 -
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lll/ Fonctions de la protéine CFTR

1- Les canaux chlorure

Le tissu épithélial forme une barriere continugeieux compartiments. Ce tissu est
composé de cellules épithéliales polarisées (faomad’'une couche de cellules) avec un
domaine apical en vis-a-vis du compartiment muqu@umxiere) et un domaine basolatéral
qui repose sur une lame basale. Compte tenu dn€iéité des épithélia, assurée par la
présence d’abondantes jonctions serrées, les éehdrans-épithéliaux sont réalisés par les
canaux ioniques, les transporteurs et les échasg#ues aux membranes basolatérales et
apicales. Les épithélia peuvent étre classés saldimection du flux ionique qui les traverse.
Dans un épithélium sécréteur, I'absorption dé &tala sécrétion de Chkont les éléments
majeurs de la fonction épithéliale. Dans ce typépdhélium, le flux se fait du pdle
basolatéral vers la lumiérka pompe N&K*-ATPase produit la force motrice nécessaire au
transport secondaire actif d’ions’dles ions Clentrent dans la cellule a travers la membrane
basolatérale, par des co-transporteurs de typ@KNAaCl et sortent du coté apical par

diffusion passive a travers les canaux chlor&igyre H9).

Canaux chlorure
Cl-
Pole apical

= Na*/K*-ATPase
RE
. Co-transporteur Na */K*/CI-
B Novau Canaux K *
. K+ 2Cl-Na* . ;
K \] - Jonctions serrées
3Na* K+

Péle basal

Figure H9: Représentation schématique du transportdes ions CIl dans une cellule
épithéliale d’'un épithélium sécréteur.

Modifié d’apres McCann et Welsh, 1990
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Les canaux chlorure sont présents dans la membatan&a plupart des cellules
eucaryotes et jouent un réle important dans I'ekdiité membranaire, la régulation du
volume cellulaire, le transport transépithélial l@trégulation du pH intracellulaire. Leur
structure moléculaire est encore assez mal conrimeportance des conductances chlorure
dans la physiologie cellulaire s’est révélée avétudle des mécanismes de couplage
stimulation-sécrétion des cellules exocrines (Reteret Philpott, 1980). Cet intérét a été
confirmé par I'observation de pathologies associgedes dysfonctionnements de canaux
chlorure dans des maladies telles la mucovisci@®seth et Welsh, 1993) et la myotonie de
Becker (Rudel et Lehmann-Horn, 1985).

Sur un plan structural, nous pouvons distinguer tras principales classes de canaux
chlorure (Figure H1Q :

@ Le canal chlorure CFTR est localisé au niveau dméanbrane apicale de plusieurs
épithélia tels que l'intestin, les glandes saliggjrles canaux du pancréas, les voies
respiratoires (Crawfordt al.,1991 ; Denninget al, 1992).

@ Les récepteurs canaux, activés par des ligands. i@elus les récepteurs GARAet
glycine, clonés en 1987. Ces canaux s’assemblenhé&@ropentameres, chaque
monomere possédant quatre segments transmembsaf&stofieldet al, 1987).

@ La famille des canaux CLC : la topologie exactec#s canaux n’est pas encore
connue, ils possédent environ douze segments teanbranaires, fonctionnent sous

forme multimérique et sont exprimés de maniére witagqe dans I'organisme.

Les canaux chlorure peuvent également étre clagsésnction de leur conductance
unitaire. Nous distinguons ainsi les canaux chde conductance élevée : entre 200 et 500
pS (canaux Clmaxi), les canaux rectifiants sortants et les gande faible conductance,
généralement inférieure a 20 pS (Beta@l, 1992). Ces canaux sont localisés au niveau de la

membrane apicale des cellules épithéliales otailBgipent a la sécrétion des ions.Cl

2- CFTR
Dans les cellules épithéliales, le transport dess i€l réegulé par TAMPc est lié
principalement au canal CFTR (Morris et Frizzed92).
CFTR forme un canal anionique permettant la diffnspassive des ions ClLa

portion extracellulaire du canal ne présente pasetictivité anionique (Dawsaat al., 1999)
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et le site précis ainsi que le mécanisme de seilgctile charge semblent liées aux acides
aminés chargés positivement situés dans les segtnensmembranaires TM1 et TM6 (Smith
et al, 2001 ; Linsdell, 2005, Cheung et Akabas, 199Gl#ds, 2000).

o

COOH

COOH

Figure H10: Représentation schématique des famillegructurales de canaux chlorure :
A: Canal CFTR.

B: Canaux CLC.

C:. Canaux Clactivés par des ligands (récepteurs GABA et GBJcin

Modifié d’aprés Nilius et Droogmans, 2003

CFTR est hautement sélectif pour les anions, ptét pour les cations monovalents,
bien que cette sélectivité soit imparfaite : &€ &t 10 a 20 fois plus perméant que I€ Na
(Andersonet al.,1991b ; Beaet al, 1991). Les ions qui sont facilement déshydrag@dent
a étre plus perméants que les ions qui retiendestfprtement I'eau. La conductance du canal
varie entre 7 et 10pS en fonction du type cellelaite la température et de la concentration

des ions Tableau HIl).
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Tableau HIl: Caractéristiques du canal CFTR.

Conductance Sélectivité Relation . Sélectivité
o ) . Activateurs .

unitaire (g) anion/cation AY ionique
7-10pS 10 :1 canal chlorure linéaire PKAF’,Q'\:APC’ Br>ClI>I>F.

D’apres Edelman et Fanen, 2000

Les boucles intracytoplasmiques qui relient lesrsags transmembranaires impliqués
dans la formation du pore, ne participent pas thraent aux mouvements des ions. A
l'inverse, les résidus de la premiere boucle ertralaire, influencent la sélectivité du canal
(Seibertet al.,1997). La séquence de perméabilité du canal CBTREY >CI >I" >F. Cette
séquence distingue CFTR des autres canaux chlogépithéliaux, dans lesquels la
perméabilité de l'ion iodure est plus importante qelle de l'ion chlorure (Sheppard et
Welsh, 1999). Cependant, dans les domaines tranBraegires, la mutation de résidus
basiques en résidus acides, modifie la séquengeedréabilité, transformant CFTR d'un
canal de faible, en un canal de forte perméaliliteode, avec une nouvelle séquence>BIr
> CI > F. Les recherches menées par Linsdell, montrent que des ions différents peuvent
passer simultanément a travers le pore (Linsstedil, 1997a). Le résidu R347, situé dans le
TM5, sert vraisemblablement de filtre de séleatiahionique. Il intervient dans le transport
multi-anionique en formant des interactions de gbdiTabcharangt al, 1993; Wigleyet al,
1998).

3- CFTR : transporteur d’ATP

Certaines équipes pensent que CFTR peut transp@d? (Reisinet al, 1994). Or
la partie du pore la plus resserrée a un diamé&residon 5,3 A (Hanrahaet al., 1998), et la
molécule d’ATP a une taille de 10,5A ; il est ddmpossible que CFTR soit elle-méme le
transporteur d’ATP a travers la membrane. C’egjicent démontré les travaux de plusieurs
equipes (Liet al, 1996 b ; Reddgt al, 1996 ; Sugitat al, 1998). En effet, lls ont montré, en
utilisant la technique du patch-clamp, que les aoig ATP et Clétaient conduits par des
canaux distincts, la régulation du transport d’Add@® CFTR étant alors indirecte. La protéine
CFTR stimulée par la PKA active l'externalisatiore dATP, ce qui augmente sa
concentration extracellulaire et conduit a l'activa de 'ORCC (Outwardly Rectifying
Chloride Channelyia un récepteur purinergigue P2R (Schwiele¢rl, 1995). Ceci se passe
de facon directe ouia I'association d’une protéine G ADP-ribosylée a GRC'ATP, en se
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fixant sur le récepteld-adrénergique, déclenche une cacade de signatisagides protéines

G et active ORCC (Ismailoet al, 1996). L'ATP extracellulaire permet également la
régulation des canaux chlorure-calcium dépendaCits)( Cependant, pour d’autres auteurs,
CFTR n’est pas impliquée dans ce mécanisme detdctBATP. Par différentes techniques,
ils montrent que ce sont des stimulations mécasiqiles surfaces cellulaires qui sont
responsables de la sortie d’ATP puisque aucunérdiite n’est observée entre les cellules
mucoviscidosiques et normales (Wettal, 1998). De plus, le canal CFTR activé ne génére
pas de sécrétion d’ATP suffisante pour activerrlepteurs purinergiques (Maragdt al,
2003).

Pour des températures physiologiques (37°C), laeddiouverture du canal CFTR est
comprise entre 100 et 250 ms. Les mécanismes gtitdent I'ouverture et la fermeture sont
des événements séquentiels, impliquant des étappbasphorylation suivies de la liaison et
de I'hydrolyse du MgATP Rigure H11). L'un des modeles le plus apprécié, sur lequel le
études structure-fonction s’appuient, propose qaes changements de conformation du
domaine R, aprés phosphorylation, permettent lesgoes des ions chlorure. La levée de
I'inhibition imposée par I'état déphosphorylé dmmdme R stimule l'interaction entre I'ATP et
les domaines NBDs (Gadsby et al., 2006).

La premiere étape de l'activation du canal passeaipa phosphorylation par les PKA
stimulée par 'AMPc. Le niveau d'AMPc est contrp& la balance entre sa synthese par les
adénylate-cyclases et son hydrolyse par les phosggtérases (Kellegt al, 1995). Le degré
de phosphorylation du domaine R détermine la prtibal’ouverture. Bien que les résidus
phosphorylables du domaine Rigure H5) soient connus, les résidus impliqués dans les
mécanismes d’ouverture et de fermeture du canaliscertains (Hwangt al, 1993; Hwang
et al, 1994).In vitro (canal isol€), neuf résidus serines sont phospé®par la PKA, situés
dans le domaine R : 660, 670, 700, 712, 737, 768, 795, et 813. Les cinétiques de
phosphorylation sont influencées par la structacale de la protéine CFTR, ainsi que par la
proximité et l'activité sélective des phosphatasetogenes de la cellule. La phosphorylation
du canal CFTR par les PKC semble stimuler une giagfation ultérieure par la PKA
(Yurko-mauroet al, 1998). Ces données suggérent qu'une phosphoryldé base par les
PKA et les PKC est nécessaire pour entrainervatioin du canal, en agissant sur des sites de

phosphorylation essentiels. Apres phosphorylatanlgs PKA, la déphosphorylation par des
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protéines phosphatases inactive le canal (Bzicgl, 1993). A linverse, I'inhibition des
protéines phosphatases endogénes augmente I'efficke stimulation du canal CFTR et

ralentit son retour a I'état désactivé.

A

uado sjauuRy? 10 Jagquiny

PEA
ATP |

Figure H11: Ouverture et fermeture du canal CFTR.

A: Le domaine R de CFTR doit étre phosphorylé p&HKa& avant que I'ATP puisse ouvrir le canal.
L’enregistrement montre une conductance aux iotmute a travers un canal individuel au moment
de I'ouverture. Des phosphatases endogenes déphghgtt partiellement le domaine R, réduisant la
probabilité d’ouverture ; mais des canaux resteneds tant que I'ATP est présent comme l'indique
la droite de la trace.

B: Réle de 'ATP dans l'ouverture du canal CFTR pitazylé. Le domaine R est omis. L'ATP
(jaune) reste étroitement lié aux motifs WalkerNigD1 (vert) pendant plusieurs minutes, pendant
lesquelles de nombreux cycles d’ouverture-fermedureanal ont lieu. La liaison de 'ATP au NBD2
(bleu) est suivie par une courte ouverture du céBal & open) qui se produit suite a un état de
transition, pendant lequel I'hétérodimére intraraléire NBD1-NBD2 est formé mais le pore
transmembranaire (rectangles gris) n'est pas enoorert. L'état ouvert devient instable par
I'hydrolyse de I'ATP lié au NBD2 et la perte du drét d’hydrolyse Pi, ce qui provoque la rupture du
dimére puis la fermeture du canal CFTR.

D’apres Gadsby et al., 2006

La deuxiéme étape consiste en la liaison et 'hydeode 'ATP sur les sites NBDs.
Elle entraine une modification conformationnelles demaines transmembranaires du canal.
L'hydrolyse de I'ATP représente I'étape limitanta dois pour I'ouverture et la fermeture du
canal (Gadsby et Nairin, 1999; Foskett, 1998). Ddats expériences de protéine de fusion,
les activités ATPasiques ont été localisées surégisius 433-589 pour le domaine NBD1, et
1208-1399 pour le domaine NBD2 (Seibetral, 1997; Mathewset al, 1998).
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Le nom « régulateur transmembranaire de conduetamionné a la protéine codée par
le geneCFTR était basé sur le classement de nombreuses arsnali sein des épithélia
mucoviscidosiques, incluant une régulation alté&f@atres canaux chlorure tel que 'ORCC
(Hawnget al, 1998 ; Egaret al, 1992 ; Gabriekt al, 1993) ou encore une hyperabsorption
des ions sodium par le canal Nsensible a I'amiloride (Knowlest al., 1981 ; Quintoret al.,
1983 ; Boucheet al., 1986 ; Stuttet al.,1995). La perte de I'activité chlorure qui pourrait
étre impliqguée dans le transport transépithélidietu et des ions (Quinton, 1983, Anderson
et al, 1991, Beaet al, 1991) n’étant pas suffisante pour expliquer lgsfahctionnements
observés, I'hypotheése d’une fonction régulatrictoac été émise. Ces modéles de régulation
par CFTR sont surtout basés sur I'appartenanceF¥eRG la superfamille des ABC et sa
capacité a fixer des protéines contenant des daes&DZ (voir paragraphd/D ) (Shortet
al., 1998). Lafigure H12 montre les différentes régulations présumées deRCGiur d’autres

transporteurs ioniques.

Pole apical

Poéle basal

Figure H12: Schéma représentant les différents tragporteurs ioniques régulés par la
protéine CFTR.

Modifié d’apres Schwiebert et al., 1999

1- Les canaux ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Chamel)

Etant donné que dans les cellules mucoviscidosiqQ&CC est inactif et insensible
aux protéines kinases A et C (Gabretl at 1993), nous pouvons penser que CFTR est

impliqguée dans sa régulation.
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La régulation d’ORCC par la protéine CFT\Ra les kinases, se fait par un mécanisme
autocrine/paracrine impliquant le transport d’ATé&hsd le milieu extracellulaire. L’ATP ainsi
relaché se lie aux récepteurs purinergiques P2R simuler ORCC (Schwiebest al,
1995). La prévention de la formation d’AMPc inhileecouplage réactionnel entre CFTR et
ORCC (Schwieberet al, 1998). CFTR faciliterait le relarguage d’AM& un canal ou des
vésicules relachant I'ATP dans le milieu extradelihe (Figure H13).

L’activité canal de CFTR et la régulation des auttanaux ne sont pas exclusives.
Cependant des expériences de troncation de CFTIReontis de montrer que les domaines
nécessaires aux deux fonctions de CFTR ne sontlgzagnémes. La moitié de CFTR
composée de TMD1-NBD1-R (TNR-CFTR) a une permégbdux ions chlorure et régule
ORCCvia lI'export d’ATP directement ou indirectement. Alagsie le TMD1 seul possede
une activité canal chlorure mais n'a pas dactiviggulatrice d’ORCC. Ces résultats
confirment que ce sont les TM5 et TM6 du TMD1 qumtsliés a la fonction canal de CFTR ;
alors que le NBD1 et le domaine R de CFTR sontigogks dans la régulation dORCC
(Schwiebertet al, 1998).

ATP
ATP 4
+ ’
A[CI] 1 )
ATP ATP \i ¢
Phosphotases D
P2R Protéases
— / o
cytoplasme ATP Canal transporteur
ATP ) d’ATP ou Vésicules
- Cl .
cl * \ pleines d’ATP
Autres
PKA/PKC stimuli ?

Figure H13: Représentation des protéines et molélas qui pourrait jouer un role dans

la régulation d’ORCC via CFTR.

Ce schéma montre les différentes hypothéses carteles éventuels cofacteurs, protéines et autres
stimuli pouvant étre nécessaires d'une part a galation dORCC par CFTR, et d’autre part aux
différentes possibilités d’export de 'ATP dansidieu extracellulaire.

PKA : protéine kinase dépendant de 'AMPc — PK@ot@ine kinase C — P2R : récepteur purinergique
P2

Modifié d’aprés Schwiebert et al., 1999

Pour aller plus en avant dans I'identification descanismes impliqués, Schwiebett
al. ont utilisé des mutations moyennes situées daNB8[@1 comme G551D. Dans ce cas ils
n'observent plus aucune des deux fonctions de CFE® qui permet d’interconnecter la
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régulation d’ORCC a I'export d’ATP dépendant deMRc et donc a un canal CFTR actif.
(Schwiebertet al, 1998). L'équipe de F. Becq (Juliegt al, 1999) a montré que le
glibenclamide inhibe I'activité d’ORCC dans desgbat excisés seulement quand CFTR est
aussi exprimée. Cette sensibilité est préservés tmcellules exprimant CFTR-F508del.
Une hypothéese intéressante est que le glibenclaemdee liant a CFTR affecte I'activité des
transporteurs localisés autour de CFTR. SheppdRalginson suggérent que le glibenclamide
et les ions chlorure rentrent en compétition paguméme site (Sheppard et Robinson, 1997).

2- Les canaux ENaC (Epithelial Sodium Channel)

Les épithélia CF sont caractérisés par une augt@mtdu courant Naen paralléle
d’'une absence de sécrétions d’'ionsdépendante de TAMPc (Hummlet al, 1996).

En effet, en I'absence de CFTR, 'AMPc stimule Balption apicale de Ngpar le
canal ENaC sensible a I'amiloride (Stuttsal. 1995). Quand le canal ENaC est exprimé dans
les cellules MDCK (Xie eBchafer 2004) et dans les fibroblastes de souris, ilaetvé par
'AMPc ainsi que par la PKA, mais exprimé dans bayte de xénope, il est insensible,
suggérant que la régulation par 'TAMPc nécessite pi®téines régulatrices additionnelles.
Mais quand ENaC est co-exprimé avec le canal CHERet de 'AMPc sur ENac est
inversé, ce qui se traduit par I'activation de CRA&I'’AMPc tout en maintenant l'inhibition
d’ENaC (Mall et al, 1996 ; Chaboet al, 1999). Comme ENaC et CFTR sont co-exprimés
naturellement dans la méme cellule, la conductanchid peut étre inhibée par I'activation
de CFTR avec comme conséquence d’une part la dilminde I'absorption en électrolyte et
d’autre part la permutation vers la sécrétion e€IN&’inhibition d’ENaC par CFTR, dans
les épithélia des voies respiratoires (Matllal, 1998) et le colon (Malkt al, 1999), reflete

'importance du mécanisme par lequel les voies ppuipasser de I'absorption a la sécrétion.

Les bases moléculaires de la régulation négatiENalC par CFTR sont tres
controversées. A ce jour trois hypotheses exigtgégure H14) :

@ Comme dans le cas de la régulation dORCC, le ca@ralR serait impliqué dans
I'export de I'ATP intracellulaire. Ce dernier inkgtait le transport transépithélial de
Na' par I'activation de la phospholipase C et de |&CRiée au récepteur purinergique

P2R (Schreibeet al, 1999).
@ CFTR serait en interaction directe avec une ouiglus sous-unités d’ENaC. Des
analyses de double hybride menées par I'équipe Weddmann ont montré que les

domaines NBD1 et R de CFTR étaient capables dagtedirectement avec le C-
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terminal d’ENaC (Kunzelmanat al, 1997). lls ont également mené des expériences
de troncation de CFTR et ont mis en évidence quBN8st essentiel a la régulation
négative d’ENaC (Schreibet al, 1999). De plus la mutation G551D située dans le
NBD1 détruit cette interaction (Stuts al, 1995).

@ CFTR et ENaC interagiraientia des éléments associés a la membrane et au
cytosquelette. Ce serait cette interaction inderepti permettrait a CFTR d’interférer
avec la régulation d’ENa@a la PKA. Le mécanisme est encore inconnu. Toutéfois
a été montré que les canaux CFTR (Cantiello, 189@NaC (Berdiewt al, 1996)
sont affectés par les interactions avec les presedu cytosquelette comme I'actine.
Ainsi, I'expression variable d’'une protéine régrtiz ou d’'une protéine liant CFTR
ou ENaC au cytosquelette permettrait d’expliquerrdgulation tissus spécifique
d’ENaC par CFTR. L’actine pourrait étre une de pestéines (Schwiebert al,
1999).

Renforcant cette hypothése, une étude récentetwdfe sur des cellules MDCKI
stablement transfectées par ENaC et CFTR a permisantrer que CFTR régule non

seulement I'activité I’ENaC mais aussi sa stabdita membrane plasmique (eual, 2007).

ENaC

Signalisation
autocrine/paracrine

a
ATP Liaison directe
ou indirecte

T
I_
Insertion /

. . T > 60% récupération de
Stimulation de la PKA via  d'inhibition via vésicules contenant
I'actine atténuée par CFTR I'actine ENaC

Figure H14: Régulation hypothétique du canal ENaC ar CFTR.

Ce modéle montre l'interaction entre CFTR et ENahgllaquelle la signalisation autocirne ou
paracrine facilite I'interaction directe ou inditecentre les deux protéings I’ATP. La modulation
par CFTR de I'insertion et de la récupération desicules contenant ENaC est aussi illustrée.

Gqpy : protéine G héetérotrimerique inconnue.

Modifié d’aprés Schwiebert et al., 1999
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Dans les épithélia respiratoires et intestinawagtivité d’ENac est inhibée par CFTR.
Cependant, des études ont montré que dans leseglaudioripares, épithélium purement
absorbant, I'activité d’ENaC est dépendante et aumenavec l'activité de CFTR (Reddy et
Quinton, 2003). Les études menées suggerent glee phiosphorylation ni 'ATP ne sont
nécessaires a l'activation d’'ENaC par CFTR. Tousetette activation requiere la fonction
canal Cl. De plus les auteurs ont montré que l'activatitENAC n’est pas due a I’AMPc ou
aux protéines G mais plutét a la fonction canad€ICFTR (Reddy et Quinton, 2006).

Il semblerait donc que la direction du courantiffluence le mécanisme d’interaction
entre CFTR et ENaC puisque ENaC est activé lorsg@d est absorbé, alors qu’ENaC est

inhibé lorsque le Clest sécrété.

3- Les canaux ROMK (Renal Outer Medullary Potassium chnnel)

La sécrétion d’ions potassium, Kest assurée par une famille de canaux appelés Kir
(K™ Inward Rectifier channel) qui comprend les cankuxe, les canaux Kiy et les canaux
rénaux ROMK (Renal Outer Medullary Potassium chn@es derniers sont impliqués dans
le recyclage du Kau niveau de la membrane apicale des cellulesestna’autres canaux
similaires sont trouvés au niveau des voies regmiess (Loussouarnet al, 1996).
L’expression et la fonction de ROMK sont réguléas pn grand nombre de facteurs comme
le pH intracellulaire et 'ATP intra et extracekile et sont inhibées par le glibenclamide
(Ruknudinet al, 1998).

Des étudesn vitro suggerent que CFTR est nécessaire a l'inhibiterROMK par
I'ATP cytosolique et le glibenclamide (Ruknudghal, 1998). Les études réalisées sur I'effet
de CFTR sur la fonction de ROMK laissent pensemd’ypart, que l'interaction de ces
protéines se fait par une protéine a domaine PD@nm® NHERF (N&H® Exchanger
Regulatory Factor) (Yot al, 2004), et d’'autre part que cet effet requierd D1, le
NBDL1 et le domaine R de CFTR (McNichoktsal, 1997 ; Cahilket al, 2000) Figure H15).
L’équipe de Hebert a montré que la protéine CFTiResia la membrane plasmique confére la
sensibilité de ROMK a I'ATP et au glibenclamide da& rein de souris (Let al, 2006).

Toutes ces observations permettent de supposer’igtexaction entre CFTR et
ROMK est similaire a ce qui a déja été observé gesrcanaux Krp. Le récepteur au
sulfonylurée, SUR1/2, un transporteur ABC, confarsensibilité au glibenclamide awie
et augmente l'interaction ATP dépendante entrestes-unités Kiyy (Inagakiet al, 1995).

Ces résultats suggérent un modéle général poukglalation des canaux Kpar les ABC.
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Dans le cas de CFTR/ROMK, l'interaction n’est pagate mais fait intervenir la protéine
NHERF (Luet al, 2006).

milieu
extracellulaire 4

cytoplasme

K+

Figure H15: Modele hypothétique de l'interaction etre CFTR et ROMK.
L’interaction se fait grace a une protéine a dom&DZ, probablement NHERF.

Modifié d’aprés Schwiebert et al., 1999 et Yool et2904

4- Les aquaporines

Les aquaporines (AQPs) sont des canaux d’envie&D& constitués de six hélicas
transmembranaires facilitant le transport bidieutiel de I'eau a travers la membrane. Les
AQPs sont impliqguées dans un nombre croissant detifms de I'épithélium (Verkman,
2005). Il a été observé qu'il existait une difféserde permeéabilité a I'eau aprés l'activation
de CFTR par 'AMPc dans les ovocytes de Xénope r@béret al, 1997) suggérant que
CFTR régulerait un canal transportant de I'eaul&99, I'equipe de Schreiber a montré qu’il
s’agissait de 'AQP3 dans ce systeme cellulairesrdgalement dans d’autres cellules (CHO,
HEK193) (Schreibeket al, 1999). Cependant, dans les cellules des voiésnaés, il n'y a
pas d’activation de perméabilité a I'eau dépenddpt€FTR. L’AQP9 d’épididyme de rat a
été co-introduite avec CFTR dans des ovocytes aope (Cheungt al, 2003). Les auteurs
observent alors une augmentation de la perméablilitéau et il semble que le domaine
NBD1 soit essentiel pour cette activité. D’autrgsiaporines comme AQP1 et AQP5 ont été
co-localisées avec CFTR dans les cellules panguésgtihumaines (Burgharelt al,, 2003) et
dans les cholangiocytes ou AQP1 co-localise ave@RCEt I'échangeur d’anions AE2
(Banaleset al, 2006). Ce sont des cellules épithéliales hépesidpcalisées dans les conduits
biliaires, ou elles permettent la dilution et l'alioisation de la bile. CFTR jouerait donc un
réle important dans ces processus son activation AMPc-dépendante permettant ainsi la
sécrétion de Clet de HCQ@. En effet, 'AMPc induit un trafic coordonné de si€ules
contenant CFTR, AQP1 et AE2 vers la membrane luimidas cholangiocytes, et résultant
ainsi en un mouvement passif d’eau et de bicaregiignale®t al, 2006).
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Un autre exemple de l'interaction entre CFTR &t AQPs est I'épithélium de la
cornée. Le transport de fluide implique généralénentransport secondairement actif de Cl
qui crée le gradient osmotique nécessaire au toansmansépithélial de I'eau (Hamann,
2002). Les profils d’expression des AQPs et de CEH&aRs I'épithélium de la cornée et de la
rétine suggerent leurs implications dans la régratu volume des larmes, des fluides
aqueux et de la pression intramoléculaire (Da etrkvan, 2004). Les patients
mucoviscidosiques souffrent quelque fois d’'oedewmméen, de décollement de la rétine ou
d'une altération de I'hydratation de la surfacel'deil, confirmant I'importance de CFTR
dans le transport de I'eatia les AQPs. Reigada et Mitchell (Reigada et Mitch2l05) ont
montré que le canal CFTR est exprimé de manieretifimelle dans I'épithélium de la
cornée et des pigments rétiniens. La régulatiolad&crétion active de Gt de I'absorption
du N& détermine la sécrétion d’eau et des larmes. Leentbidteraction entre CFTR et les
AQPs n’est pas encore bien défini. En plus de I'AMRii permet d’activer CFTR et les
AQPs, Saxena a montré que les Rab GTPases modaltntction de CFTR, des AQPs et
d’ENac (Saxenat al, 2006).

D’autres travaux ont montré que CFTR pouvait trangp de I'eau. Mais ces derniers

sont restés aux stades d’observations (Haseghala 1992).

5- Les échanges CHCOg3

Les ions bicarbonate (HGQ sont importants pour le maintien du pH intradalhe.
La sécrétion de HCOpeut étre assurée de deux facons : par le coupladeFTR et d’'un
eéchangeur QHCO;" (ou d’'un canal HC@) ou bien par CFTR lui-méme (Seidlet al,
1997). Il a été montré que CFTR régulait un écha@jyié HCO; dans des cellules
surexprimant CFTR comme les NIH3T3 ou HEK 293 mégmlement dans les tissus
exprimant de facon endogene CFTR comme les conpaitsréatiques (Leet al, 1999a et
b) ou le duodénum de rat et de lapin (Cébal, 2001). Le canal CFTR a une conductance
aux ions HC@ et celle-ci est abolie lorsque CFTR est inactifoeen lorsqu’il n’est pas a la
membrane plasmique apicale (Redstyal, 2001). Ces résultats suggérent un role des ions
HCQO; dans la mucoviscidose et explique les insuffisarm@ncréatiqgues séveres rencontrées
chez certains malades dues a l'alcalinisation recbe du suc pancréatique qui conduit a une
activation d’enzymes digestives qui détruisentdaqréas.

Le bicarbonate joue également un role primordaasd’alcalinisation de la bileia la

sécrétion active d’'ions HGOpar les cholangiocytes en réponse a la sécrétinehangement
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dans le pH intracellulaire induit par I'excrétioa HCQ dans la bile nécessite une régulation
de ce pHuvia les transporteurs ioniques comme CFTR. La fixatlonglucagon sur son
récepteur induit une augmentation du niveau d’AMMRcacellulaire qui active la PKA et
stimule ainsi I'’échangeur anionique AE2 (GICO;3), permettant ainsi la diffusion d’eaia
'AQP. Le CI ainsi importé dans la cellule va étre excrété G&TR au niveau de la
membrane apicale permettant ainsi le maintien ddignt de Clet le maintien de I'activation
de AE2 (Banalest al, 2006).

1- Interaction avec la partie C-terminale de CFTR

Les domaines PDZ (PSD-95/Dlg/Z0O-1) sont des mati&nviron 90 acides aminés
permettant des interactions protéiques principattragec le domaine carboxy-terminal des
protéines cibles et sont trouvés chez toutes lg®ces. Le domaine PDZ régule les
interactions protéines-protéines, les clustersrdgmes et la co-localisation de transporteurs,
de canaux et de protéines de signalisation au mivEa sous-domaines cellulaires. Les
protéines contenant des domaines PDZ contiennantesb d’autres motifs d’interaction
protéine-protéine tels que le motif de fixation '@zitine, a la radixine et a la moesine
(domaine ERM).

Le canal CFTR interagit avec de nombreux canautagisporteurs qui régulent le
canal soit au niveau de son expression soit atanide sa fonction. Le domaine C-terminal
de CFTR posséde une séquence consensus (1477-DI@RI.-feconnue par des domaines
PDZ (Hegedust al, 2003). Cette extrémité est trés conservée chitzrehtes especes et
n'est pas indispensable a l'activité canal chlordeeCFTR mais I'est pour sa localisation
apicale (Moyeet al, 2000) et sa stabilité (Haarmttal, 1999).

La premiere protéine a domaine PDZ a avoir étévreunteragir avec CFTR est
lisoforme 1 du NHERF dont 'homologue humain esBAS0 (Ezrin Binding Protein
50KDa). D’autres protéines, par la suite, ont éentifiées : NHERF2 et 4, CAP70 (CFTR
Associated Protein 70KDa) et CAL (CFTR Associateéghhd) (Li et Naren, 2005 ; Thelet
al., 2005). NHERF1 et 2 possedent dans leur partien@nale, un domaine ERM qui se lie a
'ezrine ; ce qui permet aux protéines liées au IRIAE'interagir avec I'actine dans la partie
apicale de la cellule. Haggie a montré par desrexpees de FRAP gue les domaines PDZ de
NHERF interagissent avec CFTR au niveau de la mamnebrplasmique de maniere

extrémement dynamique (Hagget al, 2004). Cette interaction inhibe I'activité et la
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perméabilité aux ions chlorure de CFTR (Benharoagal, 2003). La présence de ce
domaine PDZ laisse suggérer une possible dimérsate CFTRvia ce domaine. Il a été
suggéré que NHERF1 et CAP70 induit cette diménsafCe phénomeéne est supposeé faciliter
les interactions intermoléculaires de CFM®a le domaine R (Riordaret al, 2005).
Cependant I'expression de deux canaux CFTR avec cdeactéristiques fonctionnelles
distinctes ne donne pas de canal hybride (Gadshl, 2006).

L’interaction de CFTR avec les domaines PDZ de NHERt CAL régule le niveau
de CFTR a la membrane plasmique. Le trafic de Ck#@iR la membrane requiere la liaison
du NHERF1 a la fois au C-terminal de CFTR et atitecvia I'ezrine (Swiatecka-Urbaet
al., 2002). CAL régule le trafic de CFTRigure H16).

CFTR CFTR
0 o O L) o O\ o

o o
2 @

PDZ PDZ ERM
NHERF1 Ezrine

Figure H16: Interactions régulant I'activité de CFTR a la membrane plasmique
Plusieurs protéines interagissent directement alirdotement avec CFTR, comme la protéine
phosphatase-2A (PP2A) et 'TAMP Kinase (AMPK). Ca®tgines inhibent I'activité du canal et
diminuent la sécrétion de Ch travers la membrane plasmique apicale des esllépithéliales.
D’autres protéines interagissant avec CFTR augmesten activité, comme l'isoforme 1 du "
exchanger regulatory factor (NHERF1), le récepfmur I'activation de la Kinase C-1 (RACK1), la
protéine kinase C (PKC), la protéine kinase A (PiKAEzrine.
ERM : ezrin, radixin, moesin binding domain - NBDwcleotide binding domain - PIP2:
phosphatidylinositol biphosphate - R: regulatorynain

PKC Actine

D’apres Guggino et Stanton, 2006.

En effet, la surexpression de CAL provoque une ¢tdn du nombre de canaux
CFTR ala membrane et facilite le trafic de CFTIRsJes lysosomes (Chergal, 2004). Cet
effet peut étre inversé par la surexpression de RIHE Par conséquent, la régulation de la
phosphorylation de CFTR dépend de son interactiec ks protéines telles que PKA, PP2A
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et PKC au sein d’un complexe macromoléculaire fopagles interactiongia les domaines
PDZ.

2- Interaction avec la partie N-terminale de CFTR

Il existe également une régulation de I'adressag€HBTR impliquant des protéines
SNARE (SNAp REceptor) liees au trafic intracelltdaiParmi ces protéines, la syntaxine 1A
est connue pour former un complexe avec les pregeBNAP-25 et VAMP-2 régulant le
trafic vers la membrane plasmique (Sutétral, 1998). La syntaxine Al interagit également
avec la partie N-terminale de CFTR, inhibant leraoti CI médié par CFTR. En effet, la
syntaxine Al en se liant au N-terminal de CFTR ezthpéson interaction avec le domaine R
et/ou NBD1 (Nareret al, 1999). Une étude récente a permis d’identifrerésidu essentiel a
I'interaction spécifique entre CFTR et la syntaxik Il s’agit d’'un acide aminé hydrophile
localisé dans le domaine H3 (Ganeskaal, 2003). La syntaxine 8, impliquée dans le trafic
des endosomes précoces aux endosomes tardifsg irdghvité canal Clde CFTR ainsi que
son export vers la membrane plasmique. Cette riéggilast due a une interaction directe ou
via un complexe de protéines (Bilahal, 2003).

La protéine Csp (Cystein string protein) est conmar intéragir et réguler
'association en complexe des protéines SNARE coransyntaxine 1A, syntaxine 4 ou le
VAMP. Les protéines Csp, syntaxine Al et CFTR iafgssent physiquement et
fonctionnellement (Nareat al, 1997 ; Chamberlaiat al, 2001 ; Zhangt al, 2002). Ainsi,
Csp pourrait, par sa faculté a s'associer avemtettines SNARE et CFTR, fournir un
nouveau meécanisme de régulation en couplant l'attim du canal CFTR avec son transport

par une machinerie incluant les protéines SNARIEwtfonction dans le trafic intracellulaire.
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I/ Biologie cellulaire de la protéine CFTR

1- Geénéralités sur la biosynthese de la protéine CFTR

La biosynthese de CFTR se fait en trois étapesialescription du gén€FTR en
ARNmM, I'épissage du messager, puis la traductiofAlRNmM en protéine. La traduction a
lieu au niveau du ribosome qui recoit les ARNt 'ARNm. La séquence N-terminale de
CFTR est une séguence linéaire hydrophobe, nomemtalp signal, qui permet I'ancrage du
complexe ARNm/ribosome au REa le SRP (Signal Recognition particule), formantsaie
complexe ribosome-translocon (RTC). Le canal dastoxation, constitué de plusieurs
protéines, dont le Sec61, fixe ensuite le peptigeas. L'entrée de la chaine polypeptidique
dans le RE ne se fait que lorsqu'elle compte angnadd acides aminégigure H17). La
translocation de CFTR est alors initiée dans laidéwendu RE, suivi par I'orientation des
boucles cytoplasmiques et par I'insertion des segsngansmembranaires dans la bicouche
lipidique du RE (Sadlish et Skach, 2004).

liaison de la SRP canal de
au peptide signal > franslocation §
et au ribosome e
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Figure H17: Le peptide signal, son récepteur SRP et la translation vers le RE

D’aprés http://www.ulysse.u-bordeaux.fr

Le repliement de CFTR se fait de maniére co-tradootlle puisque le domaine N-
terminal acquiere une activité fonctionnelle alque le domaine C-terminal est en cours de
synthese au niveau du ribosome (Cletnal, 2000). Cependant, d’autres études sont en
faveur d’'un repliement post-traductionnel (Chetnal, 2004 ; Duet al, 2005). Une fois le

repliement de la protéine CFTR terminé, elle aocgui@ conformation de protéine canal par
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des modifications post-traductionnelles qui lui rpettent de quitter le RE, ou en cas de
mauvais repliement, d’étre dirigée vers la voieddgradation protéolytique. En effet, le RE
contient de nombreuses protéines chaperonnes,fesous de complexes multiprotéiques,
comme BIiP, Grp94, la calréticuline et la calnexigej sont capables de reconnaitre les
domaines de protéines naissantes dans leur étatsqre et d'assurer leur repliement
approprié. Parmi les chaperonnes du RE, seulddaxiae, se liant spécifiquement a certains

résidus glucidiques, est connue pour interagir dagurotéine CFTR naissante (Piatlal,
1994) Figure H18).
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Figure H18: Fixation de chaperonnes et glycosylation des proté&s naissantes

D’apreshttp://www.ulysse.u-bordeaux.fr

2- Maturation de la protéine CFTR

Dans le RE, a lieu l'addition co-traductionnellandoligosaccharide sur la protéine
CFTR en cours de synthese. Cette addition, appRlegycosylation, se fait sur les
asparagines (N) 894 et 900 de F'4boucle extracellulaire de CFTR. L'oligosaccharide
précurseur, une unité de 14 résidus glucidiques poamant : 2 N-acétylglucosamines
(GIcNAc), 9 mannoses et 3 glucoses, est grefféa éhhine polypeptidique naissante par
l'oligosaccharyltransférase. Puis, les deux gluedseminaux sont immédiatement enlevés

par I'al,3-glucosidase Il etdi1,2-glucosidase I. La protéine monoglucosylée, @gpeore-
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glycosylée, est reconnue par la calnexine qui faemon repliement. Apres un laps de temps,
durant lequel la protéine a atteint un certain éefg repliement, le glucose restant est éliminé
par I' al,3-glucosidase Il. La protéine CFTR se séparesalerla calnexine, et est apte a étre
transportée vers I'appareil de Golgidure H18).

La maturation de la protéine CFTR, qui a lieu dEsscompartiments du Golgi, se
traduit par une augmentation de son poids moléeuldeé 20kDa, due aux modifications
enzymatiques réalisées dans I'appareil de Golgoesistant en la maturation des glycannes
N-liés, lui donnant ainsi sa forme hautement glytds La protéine CFTR mature, appelée
complexe-glycosylée, est ensuite dirigée vers lemmbrane plasmique par des vésicules. Une
fois délivrée a la membrane, la protéine canalrgsidement internalisée en une réserve
subapicale de protéines qui pourra étre recycléerowoyée vers la voie de dégradation
lysosomale.

Durant sa biosynthése, la protéine CFTR existe ainsnsous quatre formes de
glycosylation différentes (Chergg al, 1990 ; Lukac®t al, 1994 ; Ward et Kopito, 1994), qui

sont nommees : forme A, forme B, forme B’ et for@@igure H19).
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Figure H19: Les différentes formes glycosylées da protéine CFTR au cours de sa voie
de biosynthéese.

Modifié d’aprés Chengt al 1990 ; Lukacet al, 1994 ; Ward et Kopito, 1994
La forme A correspond au précurseur non glycosg@éC&#TR sortant du ribosome
dont le poids moléculaire avoisine les 130 kDa.p@&curseur est rapidement glycosylé au

niveau des N894 et N90O, par I'oligosaccharyltrarefe associée au RTC (Kowaeikal,
2002), pour donner la forme B de 140 kDa (aussielmp forme immature ou core-
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glycosylée) (Lukacset al, 1994) Figure H17). Cette molécule contient une chaine
d’'oligosaccharides trés riche en mannose, ce gurdhd sensible a I'endoglycosidase H
(endo H) (Ward et Koptito, 1994).

A la fin du processus, 70% de la forme B de la @n&t CFTR sauvage sont
rapidement dégradés par une voie de dégradatiomderifiée avec une demi-vie de 20 a 40
minutes (Lukacet al, 1994). Les 30% restant, dénommés forme B’, pdgse une étape de
maturation ATP-dépendante qui leur confére unestaste aux protéases. Au niveau du
Golgi, la forme B’ subit une maturation donnantsainaissance a la forme C, protéine
hautement glycosylée (forme mature ou complexeeglyieée) de 170 kDa résistante a I'endo

H (Kopito, 1999), qui s'insérera dans la membralasmique Figure H20).

Figure H20: Localisation de la protéine CFTR sauvag dans I'épithélium bronchique
humain sain

La protéine CFTR, identifiée a l'aide d'un anticeranti-CFTR est localisée au niveau de la
membrane apicale des cellules bordant la muquespgaatoire

D’aprés : www.canal-u.education.fr

Le blocage des protéines immatures au niveau due®REin phénomeéne souvent
observé suite a des mutations dans le domaine NEbanget al., 1998). Ce blocage est
sensible a la température (Sharataal., 2004). Le faible taux dmaturation de la protéine
CFTR n’est pas une caractéristique propre aux patesurs ABC puisque certains atteignent
100% de maturation dans des modéles cellulairesnreinants. Cependant, il existe une
controverse au sujet de I'efficacité de maturatienla protéine CFTR sauvage. L'équipe de
Cheng a émis I'hypothése qu’une surexpression geolizine CFTR pouvait étre la cause de
cette déficience de maturation dans les systemespssion hétérologue (Cherg al,
1990) ; en effet, le nombre de copies élevé de Cpibiduit serait trop important par rapport
a la quantité de facteurs d’assemblage présent. &inee hypothése serait que cette
défaillance soit due a 'immortalisation et la stormation des cellules primaires en lignée

stable. Une étude a montré que seules 20 a 35%rdé&&nes nouvellement synthétisées
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étaient converties en forme mature dans les systatiexpression hétérologue COS-7 et
Hela, mais qu’au contraire, la maturation de lagine avoisinait les 100% dans deux types
cellulaires (Calu-3 et T84) exprimant de facon eya® la protéine CFTR (Vargat al,
2004).

3- ROle de I'ATP dans la voie de biosynthése de la gine CFTR

L’ATP joue un rble important dans le repliementaetaturation de la protéine CFTR
au niveau du RE. Des expériences utilisant la ltieie A (BFA), un inhibiteur de la
formation vésiculaire depuis le RE, démontrent ¢ddP intervient dans le processus
permettant le passage de la forme B a la formaa&j(isition de la résistance aux protéases)
(Braakmanet al, 1992 ; Lukacst al, 1994). Cependant, le role de I'ATP reste a @eénh
différentes possibilités peuvent étre envisagées :

@ Le bon repliement de CFTR serait lié a la liaisenl’dTP sur I'un des NBDs
de la protéine. Cette hypothese pourrait explidlepossibilité de CFTR-
F508del a poursuivre sa maturation du fait dedraliion locale du repliement
au niveau du domaine NBDL1 lié & la mutation F508del

@ La fixation de chaperonnes, ATP-dépendantes, aoi@ipe CFTR sauvage en
présence d’ATP peut étre nécessaire au bon repilierde la protéine.
Inversement, il est envisagé que les protéinesegig®mme incorrectement
repliées soient séquestrées par les chaperonnisspnentées vers la voie de
dégradation.

@ L’ATP pourrait jouer un réle dans la phosphorylatdiun ou de plusieurs sites
consensus de phosphorylation sur la protéine CHBRorisant ainsi la

maturation.

4- Le transport intracellulaire de CFTR

La protéine CFTR est transportée jusqu’a la menmeeguicale des cellules épithéliales
ou elle assurera sa fonction de canal chlorurezdi@empruntée par CFTR de la sortie du RE
jusqu’a la membrane plasmique reste encore treeetige. La localisation intracellulaire de
CFTR est intéressante, puisque, CFTR est présantedk nombreux compartiments comme

le RE, le Golgi, les endosomes et les lysosomedriel et Frizzell, 2003).
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® Le ERGIC ou compartiment intermédiaire entre le REet I'appareil de Golgi

La protéine CFTR ayant atteint sa conformationveaéist exportée hors du RE dans
des vésicules COPII qui bourgeonnent depuis certstes du RE (Schekman et Orci, 1996 ;
Wang et al, 2004). Les vésicules COPII sont composées deéipest recouvrantes
Sec23p/Sec24p, Secl3p/Sec3lp et de la GTPaseksmiin(et Schekman, 1997). Quand les
vésicules se sont débarrassées de leur manteaigpmtelles fusionnent avec un complexe
tubulo-vésiculaire appelé ERGIC (ER/golgi Interna@ai Compartment) ou VTC (Vesicular
Tubular Cluster), situé du cotéds du Golgi (Aridoret al, 1995). Il est caractérisé par la
présence d'une protéine transmembranaire non ghgmsle 53kDa : ERGIC53 (p53/p58),
de p63 et de la t-SNARE syntaxine 5 (Pelham, 198¢hweizert al, 1993). ERGIC53 joue
le réle de protéine de liaison aux vésicules dantrdnsport ER-Golgi de la majorité des
protéines transmembranaires. Cependant, aucurradtite entre la protéine CFTR sauvage
et ERGIC53 n’a été décrite, méme si une co-lodabisaa pu étre observée entre la protéine
CFTR-F508del et ERGIC53 (Gilbest al., 1998).

Pour pouvoir emprunter cette voie de transporprtaéine posseéde un code de sortie
consistant en deux acides aminés (D565 et D567)s&spa la surface du NBD1. Ce signal
d’export du RE aide au recrutement du canal CFkiBRe complexe COPII. La mutation de ce
code di-acidique (563YKDAK567) résulte en une réende la protéine CFTR dans le RE,
sGrement par interférence de I'interaction entr@ Rt le complexe Sec23/Sec24 (Waatg
al., 2004). D’autres motifs peptidiqgues (RXR, ou Xregente n'importe quel acide aming)
ont été identifiés sur la protéine CFTR. lls cdnignt au retour des protéines CFTR de
conformation incorrecte vers le RE. Si la protéseéreconnue comme mal repliée au niveau
du Golgi, elle subira un transport rétrogradie les vésicules COPI deis-Golgi vers le RE.

Toutefois ce mécanisme reste mal connu (Hegetla 2006).

® Le rble de I'appareil de Golgi dans le trafic de CFR

Deux voies d'adressage alternatives ont été décpiteir la voie de sécrétion de la
protéine CFTR suivant son expweria les vésicules COPII (Yoet al, 2002).

La voie classique d’acheminement de CFTR, a traderBappareil de Golgi consiste
en un transfert progressif des compartimangs vers letrans-Golgi via le Golgi médian,
concomitant avec la maturation des oligosacchari@tte voie a été montrée dans les
lignées cellulaires HeLa et HEK293 (Waetgal, 2004).

La seconde voie, non conventionnelle, impliquerandfert vésiculaire direct entre le

RE et le compartimertans-golgien (Yooet al, 2002). Okiyonedat al indiquent que, dans
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les cellules BHK et CHO, la protéine CFTR est tpmee du RE vers leisGolgi et les
endosomes précoces. Cette voie serait suivie dsterme de recyclage dépendant de la
syntaxine 13 (marqueur des endosomes tardifspdisent que le transport de CFTR aux
endosomes précoces est nécessaire pour que laatiatuwtes arbres oligosaccharidiques de
CFTR s’accomplisse dans le compartimestgolgien (Okiyonedat al, 2004). Cette seconde
voie est en accord avec I'accumulation négligeatdela protéine CFTR observée dans
'appareil de Golgi.

® Le transport de I'appareil de Golgi vers la membrare plasmique

Le transport de la protéine CFTR jusqu’a la membrplasmique des cellules reste
relativement mal connu. Cependant, il est étaldilgs interactions protéines-protéines jouent
un réle primordial dans le trafic cellulaire de geotéine CFTR. Parmi elles, I'association
entre le C-terminal de CFTR (1476DTRL) et des pnet® possédant un domaine PDZ a été
plus particulierement étudiée (Chesigal, 2002). La premiére protéine a avoir été ideddifi
comme interagissant avec I'extremité C-terminaleC# R est la protéine NHERF (Hadt
al., 1998 ; Shoret al, 1998), contenant deux domaines PDZ et un don@iteeminal ERM.
Les domaines PDZ se fixent au motif 1476DTRL de RFeI le domaine ERM se fixe aux
éléments du cytosquelette comme l'actine (Skorl, 1998). Il a été montré que NHERF
peut non seulement activer le canal CFTR par plwgfdtion (Raghuranet al, 2003) mais
aussi contribuer a I'expression apicale de CFTRsdas cellules épithéliales (Moyet al,
1999, 2000 ; Swiatecka-Urba al, 2002). En effet, la délétion d’au moins 26 acidesnés
(A26), incluant le motif DTRL de CFTR, provoque l'acculation du canal a la membrane
latérale des cellules MDCKII ou des cellules bragubs (Moyeret al, 1999, 2000) et
entraine la perte quasi-totale (>97%) de l'actid&CFTR (Moyeeet al.,2000). Cependant,
d’autres études sont en contradiction avec cesltaésull semblerait, en effet, que la
dissimulation du DTRL ou la perturbation du comgleXHERF/CFTR ne semble pas avoir
d’incidence significative sur la localisation apeda stabilité et I'activation du canal CFTR
(Ostedgaaret al, 2003 ; Benharouget al, 2003).

En résumé, ces résultats suggerent fortement gupréssion apicale de la protéine
CFTR, dans les cellules polarisées, implique dgeasix supplémentaires, en plus du C-

terminal et du motif de liaison au domaine PDZ dgR.

-37-



Introduction Biologie cellulaire de la protéine CFTR,

5- L’endocytose et le recyclage de CFTR

Apres avoir atteint la membrane plasmique, CFTRragidement internalisée. Ce
phénomene a été décrit dans les systemes d’exgndssiérologue et endogene (Prieteal,
1994 ; Bertranckt al, 2003). L'équipe de Lukacs a montré que, dansddlsles CHO, cette
internalisation est médiée par des vésicules a emantle clathrine vers les endosomes
(Lukacset al, 1997). Les motifs tyrosine et di-leucine au aweale la partie C-terminale sont
responsables du signal d’endocytose (Prieteal,1999; Huet al, 2001 ; Weixel et
Bradbury, 2000). Le recrutement de CFTR au seinegevésicules est aidé par le complexe
gu’elle forme avec la myosine VI et la protéine @dé&ice Disabled 2 (Dab2) (Swiatecka-
Urbanet al, 2002). Ceci permet, a la cellule, de réguler denbre de canaux CFTR a la
surface apicale des cellules épithéliales.

L'internalisation de CFTR se faitia des motifs spécifiques et avec des protéines
adaptatrices spécifiques de la membrane plasméiles fjue les complexes AP-1 et AP-2 (la
sous-unité32 d’AP-2 se lie a la clathrine) (Bradbuey al, 1994). AP-1 participe au transport
du TGN vers d’autres compartiments tels que lesslygmes, alors qu’AP-2 intervient au
niveau de la membrane plasmique. Aprés bourgeonmeatene vésicule de clathrine depuis
la membrane plasmique et perte de son manteawatteice, AP-2 et la clathrine sont alors
recyclées a la membrane plasmique comme protéioleblaes. Weixel et Bradbury ont
montré, par des expériences de pull-down, que C$& Rait par son C-terminal a la protéine
AP-2 mais pas a la protéine AP-1 (Weixel et Bragh@000). L’'internalisation du canal est
perturbée par I'inhibition de l'interaction entré&-TR et le complexe AP-2, ou encore, par le
fait de masquer le site de fixation de CFTR sumigsine VI (Weixelet al, 2000, 2001 ;
Chenget al, 2004 ; Gentzscht al, 2004). Les protéines internalisées dans deswlésisont
soient recyclées a la membrane plasmique soiergss€les a la voie de dégradation
lysosomale. Les protéines qui sont recyclées samsportées vers le compartiment des
endosomes de recyclage (ERC Endosomal Recyclingp@ament) (Mukherjeet al., 1997).
Picciano et al. ont montré que CFTR entre dans ce compartimergsetrecyclée a la
membrane plasmique (Picciamb al, 2003). Ce phénomene de recyclage est absolument
nécessaire afin de pallier a I'internalisation d¢itngsve et d'augmenter le séjour de CFTR a la
membrane (7,=14 a 18h) (Swiatecka-Urbaet al, 2002 ; Sharma et al., 2004). Gentzsth
al. ont montré que la surexpression de Rme-1 et Raiisait 'accumulation de CFTR
dans les endosomes, suggérant leur réle dans ldatép de la sortie de CFTR des ERC
(Gentzsctlet al, 2004).
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La délétion d’'une phénylalanine en position 5080&#el) du domaine NBD1 de
CFTR (codé par I'exon 10) représente ~70% des iounttobservées chez les malades
(Keremet al.,1989). La mutation F508del, appartenant a la eldssme modifie pas le cadre
de lecture et n'a pas d’effet sur la fixation daTIP (Quet al, 1997). Cependant, il a été
démontré aujourd’hui que cette mutation perturbeefdiement post-traductionnel de CFTR
et provoque son élimination rapide. En effet, 8C37cette mutation est responsable de la
rétention de CFTR dans le RE. Ce défaut d'adressmgjea l'origine de l'absence de
perméabilité aux ions Clet de [linstauration, dans la membrane plasmigdiegne

perméabilité excessive et non régulée aux ions(Blarger et Welsh, 1991).

1- Modifications de la protéine CFTR induites par la nutation F508del.

® Modifications topologiques

Les premieres études ont montré que la mutatiorBd&Ocausait une mauvaise
conformation structurale du domaine NBD1, exposansi certains motifs, analogues au
motif de rétention du RE (KDEL) aux protéines chrapaes et entrainant la reconnaissance
de la protéine CFTR mutée par le ERQC (Endopladr@ticulum Quality Control), son
blocage au niveau du RE et sa dégradation rapigan@et al., 2002). Mais, de récentes
études ont suggéré que la délétion du résidu FE0&ih qu’un effet local sur le repliement
du NBD1. En effet, cette mutation n’engendre pasnddification de la structure globale du
NBD1, obtenue par rayoyp sur des NBD1 purifies (Lewist al, 2005), et n’altere pas le
profil protéolytique (Duet al, 2005). Duet al ont montré que la mutation F508del altere la
stabilité du NBD2, probablement par un défaut @iattion avec NBD1 (Dat al, 2005).

L’acide aminé manquant F508 est probablement imapliglans des interactions
hydrophobes qui sont critiques pour le repliemdabae de la protéine (Stricklaret al.,
1997), pour la mise en place des hélices transmemabes (Chemet al, 2004), et sert ainsi
de signal de reconnaissance pour le systeme ERAR &8Ssociated Degradation).
L’exposition du motif réticulaire RXR (Chargt al, 1999), ainsi que le fait de masquer le
signal d’export di-acidique (Wangt al., 2004), pourrait contribuer a la rétention de la
protéine mutée au sein du RE puis a sa dégraddtiamt dans ce sens, la mutation de quatre
résidus arginine : R29, R516, R555 et R766 provdtpgressage d’'un tiers des protéines
CFTR-F508del a la membrane plasmique ou ellesfeantionnelles (Changt al.,1999).
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® Modifications fonctionnelles

Les études menées dans des cellules de mammifé¢pesant la protéine CFTR-
F508del de maniere endogéne montrent des modifiafonctionnelles comme le temps de
fermeture du canal plus long.

Dans les cellules mucoviscidosiques, lorsque CFbHB8Hel est restaurée a la
membrane plasmique a l'aide de chaperonnes chimigue été montré que la protéine
présentait un défaut d’ouverture du canal (Satal., 1996). Des mesures de patch clamp
réalisées en configuration cellule attachée, onntrdoune réduction de la probabilité
d’ouverture et une augmentation du temps de femagtdawset al, 1996 ; Hwanget al,
1997). Plus récemment, des expériences de patsipa@a configuration membrane excisée
ont montré que le canal CFTR-F508del présente wdactivation, apres phosphorylation,

sept fois plus faible que celui de CFTR sauvageny¢a al.,2000).

2- Localisation de la protéine CFTR-F508del

Les premiéeres expériences menées sur la locahsdgola protéine CFTR-F508del,
par imunofluorescence, ont montré qu’elle n'est fm=lisée a la membrane plasmique
comme la protéine sauvage, mais dans un compattipéinucléaire (Chengt al, 1990).
De plus en utilisant des cellules COS transitoirgneansfectées soit par CFTR-F508del soit
par CFTR sauvage, ils observent que CFTR-F508a#iemt pas la membrane plasmique, ce
qui suggere qu’elle ne transite pas par I'appateilGolgi. Par microscopie électronique,
Yanget al, (1993) montrent que le compartiment ou CFTR-E&08este bloquée est le RE
(Figure H21). Cette observation a été confirmée par d’autcespés (Lukacst al., 1994 :
Ward et Kopito, 1994). La protéine CFTR-F508dell@stjuée sous sa forme immature, dans
une mauvaise conformation au niveau du RE, puisadég rapidement a 99% (Ward et
Kopito, 1994).
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Figure H21: Localisation des protéines CFTR sauvagfA et C) et CFTR-F508del (B et

D)

A-B: images en microscopie confocale de cellules bessaésales humaines issus de patients sains
(A) et atteints de mucoviscidose (B). La protéiri€TR est visualisée en blanc.

C-D: Images en microscopie électronique des cellules ACEPNu: noyau, er: RE, mt:
mitochondrie, Gc: appareil de Golgi, mvb: moleculvesicular bodies, ERGIC: ER/golgi
Intermediaire Compartment et pm : membrane plasmigia protéine CFTR est visualisée en noir.
Echelles : 1um (C) et 0,5um (D).

Modifiées d’apres Dormer et al., 2001 et Yang etE393.

Plus récemment, une étude a montré que la prot@ER-F508del était capable
d’interagir avec la protéine ERGIC53, protéine nuauwy du compartiment ERGIC se situant
entre le RE et leis-Golgi (Gilbertet al, 1998), laissant penser qu’une infime partie des
protéines CFTR-F508del pourrait échapper au ERQ@nAdans le méme sens, la protéine
CFTR-F508del a été localisée au niveau de la mamhpasmique des épithélia respiratoire
et intestinal de patients homozygotes pour la nartasuggérant que le défaut de localisation
de la protéine serait tissus spécifique (Katnal, 1999). Les mémes observations ont été

réalisées dans les épithelia de souris homozygnte Fb0®eA (Steagall et Drumm, 1999).

3- Voie de biosynthése de la protéine CFTR-F508del

L’absence de la protéine CFTR-F508del a la membpéammique peut provenir soit
d’'un défaut d’adressage de la protéine, soit dinsgbilité de la protéine CFTR-F508del a la
membrane plasmique. Les différentes expériencehasse métabolique réalisées ont permis
de discriminer entre les deux hypotheses. La sprdsence de la forme immature de la
protéine CFTR-F508del indique qu’elle ne mature gtasle ce fait, ne sort pas du RE. Il est
donc raisonnable de penser gu'il s’agit d'un défiiatressage de la protéine CFTR-F508del
(Weiet al.,1996 ; Zhangpt al, 2003).

De la méme facon que la protéine CFTR sauvage, cF8del est synthétisée au

niveau du RE sous forme d’un précurseur de 140 (f@rane immature de glycosylation ou

-41 -



Introduction

La protéine CFIR-DF508

core-glycosylée) (Lukaost al, 1994). Cette molécule contient une chaine ddslagcharides

trés riche en mannose, ce qui I'a rend sensibler@ld H, mais contrairement a la protéine

sauvage, elle ne parvient pas a acquérir une aésista I'endo H (Chengt al., 1990),

suggérant qu’elle ne sort pas du RHg(re H22). Ces résultats démontrent que la mutation

F508del interfere avec une étape de maturatioa f@rine immature au niveau du RE.

membrane apicale

€<

endosome précoce /
de recyclage

lysosome

proteasome

endosome tardif ~

CFTR-F508del
o5

@

‘vésicule\

trans Golgi

cis Golgi
RE

ribosome
T ARNmM

membrane basale

Figure H22: Voie de biosynthése de la protéine CFTHR508del
Modifié d’aprés Lukacs et al., 1994 et Cheng etZ890
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V/ Systemes de dégradation des protéines

Les cellules possedent a la fois des voies de datjom des protéines extracellulaires
et intracellulaires. La principale voie extracddiné est un systéme de protéases digestives
(endoprotéases, exopeptidases et peptidases) giriedt les protéines en oligopepides, qui
sont par la suite transportés a travers la barépithéliale intestinale dans le sang. La cellule
possede également plusieurs voies protéolytiquescillulaires pour dégrader les protéines
incorrectement repliées ou non assemblées, ledipestnormales dont la concentration doit
étre contrblée ou qui sont a la fin de leur videst protéines étrangéres endocytées par la
cellule. Ces voies protéolytiques peuvent étre sélas en deux grands systemes: les

lysosomes et les voies cytosoliques dont la praleipst la voie ubiquitine/protéasome.

Les protéines solubles intracellulaires sont enonitéj dégradées par des protéases
solubles classées en quatre types, basés surrésidsis catalytiques et leurs mécanismes
d’action (Botionet al, 2001 ; Wolf et Kopan, 2004 ; Schmégtal, 2004 ; Queet al, 2004):

@ Les sérine/thréonine protéases dont la trypsinechigmotrypsine, la tripeptidyl
peptidase Il (TPP Il) qui sont inhibées par le PM$ke MG132.

@ Les thiol protéases dont les cystéine protéasasmeples calpaines | et Il (voie
calcium dépendantefhe Ice Familyimpliguée dans I'apoptose, la ER-60 qui est a la
fois une chaperonne du RE et une cystéine protégskquée dans la dégradation
post-traductionnelle de I' apoB100.

@ Les aspartyl protéases comme la préseéniline

@ Les métalloprotéases comme les zinc métallopraséase
Les protéines solubles intracellulaires peuverg également dégradées par la voie

ubiquitine/protéasome si elles sont reconnues conmmeerrectement repliées ou non

assemblées par le systeme de contréle de qualité.

1- Dégradation depuis le RE

La voie ubiquitine/protéasome est responsable dédmadation de la grande majorité
des protéines transmembranaires, en particuliempietéines anormales, résultant de défauts
de synthése ou de modifications perturbant leurenmgnt tridimensionnel et par conséquent
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leur fonctionnement. Elle utilise l'ubiquitine pourarquer les protéines a dégrader et le
protéasome, présent a la fois dans le cytoplasnhe mbyau, comme enzyme protéolytique
(Hershko et Ciechanover, 1998).

Le ciblage des protéines incorrectement repliées laevoie ubiquitine/protéasome
depuis le RE se fait par deux systemes succedsifsysteme de contrdle de qualité du RE
(ERQC) et la dégradation associée au ER (ERAD). @ésanismes font intervenir de
nombreuses chaperonnes et enzymes.

La chainex du récepteur T (TC& a besoin de s’associer aux six autres chainas pou
quitter le RE (Stafford et Bonifacino, 1991). Cattetéine transmembranaire, si elle n’est pas
assemblée avec les six autres sous-unités du eéceptau niveau du RE, est reconnue
comme non assemblée par le ERQC, puis retranslod@aé® le cytosol, par le translocon
Sec61, avant d’étre dégradée par la voie ubigutineéasome (Yet al, 1997).

® Le systeme contrble qualité du réticulum endoplasmue

Le RE joue un rble essentiel dans le repliementaetnaturation des protéines
nouvellement synthétisées. Il fournit un environeem optimal pour le repliement,
I'oxydation et I'assemblage des oligoméres desémes transloquées dans la lumiére du RE
ou insérées dans la membrane. Le repliement daR&Ise fait par I'action combinée de
nombreuses enzymes de repliement, de chaperonné&cutaires et de senseurs de
repliement (Gething et Sambrook, 1992). Ces dezmjepour la plupart, s’associent a la
chaine polypeptidiqgue naissante et aide au repfieta@t que la protéine n’a pas acquis son
état natif. Afin d’assurer un processus de matomnatorrect, la sortie du RE est régulée par le
systeme de contréle qualité du RE (Ellgaard et et 2001) qui prévient la sécrétion des
protéines mal repliées.

Pour la majorité des protéines, le repliement obrréa maturation et I'export
dépendent des modifications co- et post-traducéthes par I'action d’une machinerie
moléculaire complexeHgure H23).

Le repliement des protéines est catalysé par d@eséimses induisant I'isomérisation
cis-transdes ponts peptidiques proline (PPlases), des ism®® catalysant la formation des
ponts disulfures (PDI, ERp72...), ainsi que par lenplexe oligosaccharyltransférase, les
glycosidases et les ER mannosidases. Ce systemglydesylation, par addition co-
traductionnelle de I'oligosaccharide précurseurs@bengGlcNag, influence la solubilité, la
voie de repliement et l'interaction avec certaimbaperonnes du RE classiques (GRP78,
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GRP94) et les chaperonnes appartenant a la fadelelectines (calnexine et calreticuline)

(Chevetet al,

2001) Tableau HIIl).
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Figure H23: représentation de I'action de la machierie moléculaire du RE en réponse a
un défaut de repliement des protéines.

D’apres Chevet et al., 2001

Tableau HIIl: Chaperonnes et lectines impliquées das le ERQC

Famille Membres Fonctions
H BiP/GRP78, Hsp72, Hsc73, Chaperonne liant les protéines mal repliées empéctiasi leur
sp70 o . ) L
mHsp70 agregation et aidant au repliement protéique.
Hsp90 GRP94 Chaperonne prévenant I'agrégation
Hsp40 ERdj1-Erdj5, Sec63, Hdj1 Co-chaperonne réguikactivité ATPase des Hsp70s
Lectines Calnexine et calreticuline ERQC
EDEM ERAD
Enzymes de UGGT Ajout de glucose sur les protéines mal repliéesamént la

glycosylation

dissociation de la calnexine

ER glucosidases | et Il

Cycle de la calnexine

ER mannosidases | et ||

ERAD ? et export versdlgiG

Peptidyl-prolyl
isomerases

FK506 binding

Isomérisations des liatis-transpeptidyl-prolyl

oxydoreductases

PDI, ERp72, ERp57

Formation dets plisulfures, isomérisation et réduction

Modifié d’aprés Hartl, 1996 ; Chevet et al., 20G1Edgaard et Helenius, 2003
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Ces protéines chaperonnes, en interagissant asesetgnents hydrophobes exposeés
de la protéine et les résidus cystéines non li€&yjignnent les mauvais repliements en évitant
le phénoméne d’agrégation et en optimisant aingpgéement de la protéine.

Malgré cet environnement idéal, des protéines defocmation incorrecte sont
produites dans le RE. Elles ne sont pas transpolééng de la voie sécrétrice, mais sont
retenues dans le RE ou elles sont, soient priseha@&me par les chaperonnes pour acquérir
une conformation correcte, soit dirigées vers I'ER&EIIgaard et Helenius, 2001).

® Le ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradabin)

Les protéines mal repliées ou non assemblées sonhmues par les chaperonnes.
Elles sont ensuite retransloguées dans le cytoplagmle canal Sec61, déglycosylées et
polyubiquitinylées avant d’étre dégradées par gasome. Ce mécanisme, appelé ERAD,
n’est pas un nouveau processus de dégradatioretitiaire puisqu’il utilise, d’'une part les
chaperonnes, et d’autre part les composants deidade dégradation des protéines classiques
incluant l'ubiquitine, les enzymes conjuguant I'gbitine (Ubc6 et Ubc7), les ubiquitines
ligases (Ufd1lp) et le protéasome 26S (Plenapexl, 1997), mais aussi d’autres protéines. La
protéine multimerique p97 (ou Cdc48p) forme avedlypf et Np14P un complexe protéique
se liant a la chaine polypeptidique en retransiogatt ensuite permet sa polyubiquitination
par I'action d’enzymes de conjugaison (E2) et @gsdin (E3) de l'ubiquitine. L’hydrolyse
complete de I'ATP sur les sites de liaison de 'AT® p97 est nécessaire pour permettre la

retranslocation totale de la protéine a dégraderef¥al, 2003).

® La voie ubiquitine/protéasome

La voie protéolytique utilisant l'ubiquitine et lerotéasome fonctionne en deux
grandes étapes: (1) dans un premier temps, leratldstdégrader est marqué par addition
d'une chaine de polyubiquitine ; (2) dans un deugiéemps, le substrat poly-ubiquitinylé est
reconnu et dégradé par le protéasome Eafi(e H24).

(1) Cette voie de dégradation utilise l'ubiquiting, polypeptide de 76 amino-acides,
pour marquer les protéines a dégrader (Hershkdesth@nover, 1998). Ce marquage se fait
par l'attachement covalent de l'ubiquitine a undrédysine du substrat, par une cascade
enzymatique nécessitant l'action de trois enzyrappelées E1, E2t E3. E1 (ubiquitin-
activating enzyme) active l'ubiquitine et la tram$rd E2 (ubiquitin-carrier protein). Ensuite
E2, soit par l'intermédiaire de E3 (ubiquitin-piategase), soit avec E3, transfére l'ubiquitine

sur le substrat. Cette réaction de conjugaisoriutdeqlitine a lieu plusieurs fois, l'ubiquitine
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étant conjuguée a elle-méme, ce qui se traduit'aadition sur le substrat d'une véritable
chaine d'ubiquitines qui sert de signal de dégiadatAlors qu'il existe une forme
prédominante de E1 dans les cellules, il existsiplus E2s et E3s. La spécificité de cette
réaction semble donc venir des E3s, ou bien dersgbmaison E2/E3 (Papa et Hochstrasse,
1993 ; Steiret al, 1995).

CORJUGAISON DE L°UBIQUITIHE DEGRADATION DES PROTEIHES
e
L e Thiguitine (Tb)
3 =1 o AHTRO—
. M ACTDES
o o o
o N i _)Q&% \
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Figure 24: Les deux grandes étapes de la voie degdgdation ubiquitine/protéasome.

(2) Une fois ubiquitinylées, les protéines, recaspar le protéasome 26S, sont
dégradées. Ce complexe, vital pour les cellules,f@mé par le protéasome 20S, qui
constitue son cceur protéolytique, et deux moléaddeBA700 (ou complexe régulateur 19S)
qui s'associent, en présence d'ATP, aux extrémdieprotéasome 20S (Peters, 1994). Le
protéasome 26S dégrade les protéines ubiquitingléas aussiin vitro, certaines protéines
non-ubiquitinylées), de maniere ATP-dépendantesiAitATP est nécessaire a la fois pour la
formation et pour le fonctionnement du protéasor8&.2PA700 contient un groupe d'au
moins six ATPases qui confére au protéasome 26 $sationnement ATP-dépendant.

Le protéasome 20S (700 kDa) est un complexe matémue, présent dans toutes les
cellules eucaryotes et également chez certaindsedactéries (Dahlmaret al, 1989). Ce
cylindre creux, de 4 anneaux heptamériques, estita® de sous-unités de petite tadlet3
(20 a 35kDa). L'analyse par microscopie électromigti par diffraction aux rayons X du
complexe de l'archeebactériehermoplasma acidophiluna permis d'établir de maniére
détaillée son organisation moléculaire (Pulderal, 1992 ; Loweet al, 1995) : chaque
complexe est composé de 28 sous-unités, chacudedgsanneaux externes étant constitués
par sept sous-unités, et chacun des deux anneaux internes par sepiusdesf3 (Figure

H25). Le protéasome 20S possede au moins cing actpé@psdasiques, que nous pouvons
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identifier a l'aide de substrats peptidiques (Odkwet al, 1993 ; Loweet al, 1995 ;
Seemulleet al, 1995).

o sous-unité o
o SOUS-Unité fi

Figure H25: Disposition en cylindre des sous-unités/p3 pour former le protéasome 20S
D’aprés Pulher et al., 1992

2- Dégradation depuis la membrane plasmique

Les protéines situées a la membrane plasmiqueesomtajorité dégradées par la voie
lysosomale. |l s’agit d'une voie ATP-dépendante rddgnt des protéines ciblées
spécifiqguement (séquence KFERK). Les enzymes Iysakss (cathepsines...) sont
dépendantes de l'acidité du milieu car elles satives a pH 5 (lysosome), mais inactives a

pH 7,2 (cytosol). L'acidité des lysosomes est dué gprésence d’'une pompe a proton

(H*/ATPase), sensible a la bafilomycine, qui crée tadignt de proton entre les lysosomes
et le cytosol Figure H26).

0,05 -0,5 um

Hydrolases acides:
Protéases
Nucléases
Glycosidases
Lipases
pH~5 Phosphatase
Sulfatases
phospholipases
Cytosol H*

pH~7,2

ATP ADP + Pi

Figure H26: Schéma d’un lysosome, avec sa pompe @{on et ses enzymes dépendantes
de l'acidité

Il existe quatre différents types d’acheminemestsves lysosomes, des molécules a
dégrader : (i) I'endocytose mediée par des réceptéRM), (i) la pinocytose, (iii) la
phagocytose et (iv) l'autophagiées protéines membranaires sont acheminées, vsrs le
lysosomes, par le phénoméne d’endocytose médiédéeparecepteurs au niveau des puits
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recouverts. Les récepteurs se lient a la clathvirge 'adaptine (AP) pour former des
macromolécules spécifiques. Par la suite les viesiainsi formées vont se dénuder, c'est a
dire perdre le manteau de clathrine, puis fusiorawerc les endosomes. Le pH Iégérement
acide de ces derniers favorise la dissociationrélespteurs et des protéines a dégrader. Les
récepteurs sont ensuite recyclés a la membranes glee les protéines sont ciblées aux

lysosomesKigure H27).

lysosome
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Figure H27: Voies d’acheminement aux lysosomes priares des molécules a dégrader.
CR : corps résiduel - CV : corps vésiculaire - Enydose MR : endocytose médiée par les récepteurs

Nous avons vu précédemment que les protéines eutement repliées étaient
dégradées par la voie ubiquitine/protéasome ddplRE. Cependant de nombreux exemples
montrent que le ERQC est loin d’étre sans faillert@ines protéines peuvent échapper a la
rétention du RE causant des maladies comme la rasidese et la déficience en inhibiteur
de l'alpha 1-protéase (Thomasal, 1995 ; Zielenski et tsui, 1995 ; Aridor et Bald®99 ;
Schwartz et Ciechanover, 1999). La protéine mut€eRET70 est, par exemple, dégradée par

la voie ubiquitine/protéasome depuis la membraasmique (Benharoug# al, 2001).

3- Dégradation depuis I'appareil de Golgi
Dans les cellules des mammiféres, la protéine duragrégée, le mutant de la
connexine 32, la protéine du coronavirus E1 sosties a la dégradation lysosomale depuis
I'appareil de Golgi sans avoir atteint la membrptesmique (Armstrongt al, 1990 ; Wolins
et al, 1997 ; VanSlykeet al, 2000). Il semblerait qu'un contrdle de qualitespRE soit

responsable du ciblage et de la dégradation dedipes mutantes ayant échappé au ERQC.
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VI/ Dégradation des protéines CFTR

La machinerie du ERQC se compose de deux groupesotisnes : les chaperonnes
moléculaires et les enzymes de modifications dgsaghes. Malgré tout le mécanisme de
discrimination entre une protéine incorrectememiée et une protéine de conformation
correcte reste peu précis. La protéine CFTR enscder synthése se fixe a difféerentes
chaperonnes moléculaires cytosoliques et résidehtdRE aussi bien qu’'a des enzymes du
systeme ERAD durant son repliement co- et posttiéohnel (Pindet al, 1994 ; Loocet al,
1998 ; Zhanget al, 2001 ; Ahner et Brodsky., 2004).

Des complexes formés de chaperonnes primairescendaires aussi appelées co-
chaperonnes protégent non seulement la protéindRGRIT phénoméne d’agrégation mais
facilitent aussi le repliement et la dégradatiols geotéines non natives (Meachahal,
2001).

1- Rodle des chaperonnes moléculaires

Il a été montré que la forme immature de CFTR s@ssd’'une facon réversible avec
les chaperonnes Hsp70 et Hsp90 mais également laveomplexe Hsc70 (Heat Shock
Cognate, la forme constitutive de Hsp70), alorsaqgaune interaction n'a été détectée avec la
forme mature de CFTR. Ce mode d’interaction estifigge des protéines nouvellement
synthétisées (Yanet al.,1993 ; Loo et al., 1998, Youker et al., 2004). Rde® chaperonnes
résidentes du RE, seule la calnexine est connueiptanagir avec CFTR (Pinet al.,1994).
Comme pour Hsp70, la calnexine n’interagit queditairement et uniqguement avec la forme
immature de CFTR (Figure H28).

La famille des protéines Hsp70, qui comprend notantrta chaperonne BiP (Binding
Ilg Protein ou GRP78 pour Glucose Regulated Prqtest)constituée de protéines d’environ
70kDa inductibles par un stress thermique. Ces erbapes se retrouvent dans tous les
organismes, de la bactérie au mammifere en papaata levure. Elles sont impliquées dans
de nombreux processus cellulaires et en particdées la mise en conformation des protéines
incorrectement repliées ou agrégées. Ces protéinEgagissent avec les segments
hydrophobes et utilisent des mécanismes ATP-dépendaour stabiliser et favoriser le
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repliement des protéines en cours de synthesdaisan et I'hydrolyse de 'ATP au niveau
des chaperonnes sont contrdlées par des co-chapsrale la famille Hsp40, protéines a
domaine J comme DnaJ Ekcherichia coli Ydj1 de Saccharomyces cerevisiagt les
homologues humains Hdj-1 et Hdj-2 (Hartl, 1996).

f o Protéasome;
Vésicules de
endosomeso O @D sécrétion £ )
J \ z 3 TGN « Aggresome»

lysosome Lgal 1o CHIP
“ Golgi E
I \ Hsc70/ ! @

Hsp70

Hdj-1/
Ribosome Hsp40
! @

Figure H28: Principales chaperonnes impliquées darns ERQC.

Hsp : «Heat shock protein, protéine inductible par un stress thermique,

Hsc : «Heat shock cognate, forme constitutive des Hsp,

OST : oligosaccharyl-transferase

Ub : ubiquitine - Ubc : Ubiquitine conjugating emag (E2)

CHIP : «C-terminus of Hsc70 Interacting Proteiy protéine se fixant au C-terminal de Hsc70.

uonebhaiby

Translocon

Modifié d’apres Farinha et al., 2002

Les Hsp70 sont structuralement divisées en un oheel Pase N-terminal de 45kDa,
suivi d’une portion de 18kDa permettant de sediesegment hydrophobe et d’'un segment de
10kDa plus variable. Les Hsp40 sont des protéirieaviton 40kDa. Toutes les Hsp40
contiennent un domaine J de 70 acides aminés emnNFal, qui leur permet d’interagir avec
les Hsp70Qvia un tripeptide HPN. De subtiles différences strradtes entre les domaines J des
diverses Hsp40 sont critiques pour I'interactioe@les Hsp70. La région centrale des Hsp40
ainsi qu’'une partie du C-terminal participe a &don du polypeptide en cours de synthese

prévenant ainsi 'agrégation des protéirfegre H29).
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Hsp70
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Figure H29: Domaines structuraux de la chaperonne Bp70 et de sa co-chaperonne
bactérienne, DnaJ partageant un fort pourcentage diomologie avec son homologue
humain, Hdj-1.

D’aprés Hartl, 1996

Les premieres expériences menées par Yen@l, in vivo, ont mis en avant
l'interaction de la forme immature a la fois de GFfauvage et de CFTR-F508del, avec
Hsp70, mais pas avec BiP. Ces observations sudggguenHsp70 serait impliquée dans la
discrimination des deux formes. Le complexe seodissquand CFTR est exportée vers le
Golgi (Yanget al, 1993).

Les expériences qui ont suivi ont été réalisgestro afin de déterminer la portion de
CFTR interagissant avec Hsp70. L'interaction emérelomaine NBD1 de CFTR et Hsc70
augmente l'efficacité de repliement du domainenbilie la formation d’agrégat (Stricklaet!
al., 1997). Hsc70 agit avec sa co-chaperonne HdjeRteGQlerniere, localisée au niveau de la
face cytosolique du RE, recrute Hsc70 pour sedieribsosome et ainsi interagir avec la
chaine polypeptidique naissante (Meacheimal, 1999). Le complexe Hsc70/Hdj-2, tres
présent au moment ou NBD1 est exprimé dans le alytnais trés réduit aprés I'expression
du domaine R, interagirait avec CFTR au niveau dmalne NBD1 afin d’empécher son
agrégation et de faciliter la voie de repliementenant a la formation d’'un complexe
intramoléculaire entre les domaines NBDs et R dG@RCFCes expériences ont permis de
déterminer que le couple Hsc70/Hdj-2 facilite ladyinthese et le repliement des protéines
membranaires possédant de larges domaines cytaglessrcomme CFTR (Stricklarat al.,
1997 ; Meachamet al., 1999).

In vivo, la co-transfection de Hsp70 et de Hdj-1 stabilsdorme immature de la
protéine CFTR sauvage mais pas de CFTR-F508deksagigque ce complexe joue un rble

dans la mise en conformation de CFTR sauvage (faeinal, 2002). De méme, I'expression
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exogene de Hdj-2 stabilise le repliement et la naditon de la protéine CFTR (Zhamyg al.,
2006). Cependant la surexpressimnyivo, de Hsp70 en comparaison avec un homologue de
Hsp40 (Ydj-1p et Hjlp) augmente l'activité du sys& ERAD chez la levure en facilitant
I'hydrolyse de I'ATP fixé sur Hsp70 (Youket al, 2004).

La chaperonne Hsp70 forme avec d’autres chaperoeheso-chaperonnes, dont
Hsp40, un complexe multimérique qui joue donc uke entral dans la détermination du
devenir de la protéine CFTR vers la voie de sé@métiu la voie de dégradation. Les co-
chaperonnes identifiees a ce jour sont les HspMdgl et Hdj-2, la protéine CHIP (C-
terminus of Hsc70 Interacting Protein), la protéBaG-1(Bcl-2-associated Anti-death Gene
1) et la protiéne HspBP1 (Heat shock protein Bigdirotein 1). Le role de ces trois co-
chaperonnes sera explicité dans le paragrepi@#2 (Figure H30).

CHIP o
RE - 43'% CFTR
S
Hsp70 " CFTR #

7S ARNm

de CFTR a

Figure H30: Influence des co-chaperonnes du complexdsp70/Hsp40 sur le devenir de

la protéine CFTR sauvage.

Hsp : «Heat shock protein, protéine inductible par un stress thermique,

Hdj2 : «Human DnaJ2, homogue humain de la protéine DnaJ2,

CHIP : «C-terminus of Hsc70 Interacting Proteiy protéine se fixant au C-terminal de Hsc70.

Une autre co-chaperonne, Csp (Cystein string prptaiété décrite pour interagir avec
CFTRvia Hsc70. Elle participe a la régulation du transgartle la maturation de CFTR. En
effet, il a été montré que la protéine Csp estoocalisée avec la protéine CFTR au niveau de
la membrane cellulaire et réticulaire des cellyetarisées, et leur co-expression bloque
d’'une maniére dose-dépendante la maturation de Cfdihe C) tout en augmentant la
guantité de la forme B. L'interaction physique dspCavec CFTR immature suggere que
l'altération de I'activité de Csp peut représentemouveau niveau de régulation de la voie de
biosynthese de la protéine CFTR dans le RE (Zledad;, 2002). Récemment, il a été montré,

in vitro, que Csp a l'effet inverse de Hdj-2 sur la stahiiion de la forme B de CFTR. Toutes
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deux entrent en compétition pour se lier aux doesgiR de maniere indépendante de Hsp70.

Elles agiraient donc comme des chaperonnes am#te(Zhanget al, 2006).

Les membres de la famille Hsp90 jouent un role regdedans la prévention de
'agrégation des protéines et la dégradation dexéjpres (Buchneret al, 1996). Ces
chaperonnes dont le poids moléculaire avoisin@®da sont des agents stabilisateurs des
protéines de conformation instable (Schneiegieal, 1996). Il est donc logique que CFTR
interagisse avec Hsp90. L@ al ont montré d’'une part, que seule Hsp90 lie lesingds
naissantes de CFTR sauvage et CFTR-F508del etreljaart, que I'inhibition de I'activité de
la Hsp90 par la geldanamycine bloque la maturateta protéine CFTR et accélére la vitesse
de dégradation de la forme immature par la protéas(Looet al, 1998). Hsp90 posséde
aussi des co-chaperonnes comme la P23 et Aha-1seuont présentées dans le
paragraph&/l/C/2. De méme, l'inactivation dans la levure des homo&s de Hsp90
perturbe la stabilité de CFTR, ce qui appuie |¢ daie Hsp90 préserve CFTR dans un état
replié en maintenant le domaine NBD1, sujet a ggtion, soluble.

2- ROle de la calnexine dans la biosynthese de CFTR

Le couplage entre le repliement et le ERQC a Ienédiatement apres le transport de
la protéine en cours de synthése dans la lumiefeKivia le translocon. La modification la
plus commune est le transfert de l'oligosacchapdécurseur (GIcNAfManyGlcs) sur la
chaine polypeptidique croissante. Pour les glydépres, le ERQC implique deux lectines
homologues résidentes du RE : une protéine trandmagraire, la calnexine (CNX), et une
protéine soluble, la calréticuline (CRT). Ces deres interagissent avec les glycannes N-liés
monoglucosylés (GIcNAdlansGlc) apres élagage du cceur oligosaccharidiquel gztion
de I'al,2-glucosidase Higure H31, 2 (Hammondet al, 1994 ; Warest al, 1995 ; Heberét
al ., 1995 ; Bergerost al, 1998).

La CNX posséde un domaine lectine pour lier le atye et une boucle distincte
impliquée dans l'interaction directe protéine-pno¢e(Schraget al, 2001). Cette chaperonne
fixe également de I'ATP, du &3 du Zrf* et interagit avec la co-chaperone ERp57. Cette
derniére est une thiol oxydoréductase de la fardée disulfide isomérases (PDI) (Ellgaard et
Helenius, 2001), en charge de la formation des spalsulfures (Oliveret al, 1997).
L’association entre le substrat glycoprotéigue,léesines et la co-chaperonne se termine par

'action de l'al,3-glucosidase IIRigure H31, 3, qui enléve le dernier résidu glucose du
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glycanne. Si, a ce moment, la glycoprotéine arattea conformation native, elle n’est pas
retenue dans le RE et est transportée vers I'appirésolgi pour achever sa maturation. Si
ce n'est pas le cas, un résidu glucose est ajautéesN-glycanne par I'action de 'UDP-
glucose glucosyltransférase (UGGT) (Parodi, 2008)jui permet, a nouveau, la liaison de la
calnexine et I'entrée de la glycoprotéine dans wwie de repliement appelée le cycle de la
CNX (Wadaet al, 1997 ; Zapuret al.,1998).

Motif ollgomann05|d|que
Réticulum
endoplasmique
: oligosaccharidyltransférase
: 0-1,2 glucosidase |
1,8 2> = 4 : a-1,3 glucosidase I
Dol-P-P : 0-1,2 mannosidase |
O vers lecis-Golgi

Figure H31: La biosynthése des N-glycannes au sain RE.

La glycosylation est une modification co- et peattictionnelle qui se déroule dans le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi, ou de nomégslenzymes de la glycosylation interviennent.
Les carrés noirs représentent les résidus N-adétglgamine, les ronds bleus les résidus mannase, le
losanges jaunes les résidus de glucose.

-booml—\

Ce contr6le qualité continue jusqu’a ce que lesapyotéines acquierent leur structure
native pour étre transportées vers le Golgi ou lisgu’a ce qu’elles soient « étiquetées »
pour étre ensuite dégradé&sglure H32).

La CNX, la glucosidase II, 'TUGGT, Erp57 et EDEMREDegradation Enhancinay
Mannosidase-like protein) forment un complexe auga@ I'efficacité de repliement et
prévenant I'export d’'une protéine mal repliée et vligomeérisation prématureée.

Le mode d’interaction de la CNX avec les protéinesivellement synthétisées, de
méme que l'interaction de la CNX avec une protélfd R sauvage ayant une conformation
intermédiaire, restent encore mal définis. Des egudnt montré que la CNX était
transitoirement associée a la forme immature deRC&§duvage, alors gu’elle restait associée
avec CFTR-F508del jusqu’a la dégradation par ltesys ERAD (Pincet al, 1994 ; Ward et
Kopito, 1994). D’autres travaux révelent que la ation des asparagines de CFTR, ou que
I'ajout de castanospermine, un inhibiteur de gligases, qui prévient I'association entre la
CNX et les glycoprotéines, n'ont pas d’effet sumaturation de CFTR sauvage (Lebal,
1998). Ces résultats contradictoires pourraient leir origine dans le choix du modele

cellulaire En effet une étude menée sur les callimanortalisées d’'un épithélium respiratoire
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a montré que, en présence de castanospermindetseride dégradation de CFTR-F508del
augmente ainsi que celle de CFTR sauvage mais de&raanoins importante (Weit al.,
1996) alors que dans les cellules CF15, le miglysta inhibiteur de k-1,2-glucosidase)
restaure un CFTR-F508del mature et fonctionnel ankmbrane apicale en empéchant
l'interaction entre CFTR-F508del et la CNX (Noretzal., 2006).

Figure H32: Cycle de la calnexine et de la calrétidgine au sein du ERQC

D’aprés Ellgaard et helenius, 2003

1- Signal de sortie du cycle de la calnexine

Différentes chaperonnes du RE semblent impliquées ¢te systeme ERAD incluant
la CNX et la protéine BiP (McCracken et Brodsky,02D Les glycoprotéines de
conformation incorrecte sont retenues par la CNXi@eau du RE, et en cas de repliement
incorrect sont dirigées vers le systeme ERAD. Lesymes clés du cycle de la CNX qui
agissent comme des senseurs de repliement soh®{ylucosidase Il et TUGGT, deux
enzymes de modifications des glycannes. L'UGGT meait spécifiguement les glycannes
des protéines mal repliées (Ritter et Helenius,02@h se liant aux éléments peptidiques
hydrophobes proches des glycannes alors que laomly@ine est sous forme Molten
Globule, c'est-a-dire possédant une structure sli@nmais pas tertiaire (Sousa et Parodi,
1995 ; Caramelo, 2003). Les protéines incorrectémennon complétement repliées sont
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reglucosylées par 'UGGT (Sudt al, 1992 ; Parodi, 2000) et de ce fait de nouveblées a

la CNX. Ce cycle continue jusqu’a ce que la praéiit atteint sa conformation native ou soit
ciblée a la dégradation. Ce ciblage peut avoir §eulement si la protéine sort du cycle de
reglucosylation. Le retrait du mannose de la brarmdntrale de I'oligosaccharide au cours de
linteraction avec la CNX par lail,2-mannosidase du RE méne a l'association de la
glycoprotéine a 'lEDEM Kigure H31, 4 et correspond au signal de sortie de la protdine
cycle Figure H32). Le motif Man8GIcNac2 semble donc étre le sigteabégradation (Jakob
et al, 2001). Des travaux ont reporté que la lectine MDEgulait la rétention dans le RE des
glycoprotéines ayant une conformation incorrectel{ivri et al., 2003). La surexpression de
EDEM, dans les cellules de mammiféres, entraineaatigité croissante du systeme ERAD
tandis que l'inhibition de & mannosidase | par la kifunensine ralentit la dégtian
(Hosokawaet al, 2001). L'EDEM semble donc étre a I'interface dicle de la CNX et de
'ERAD.

2- Autres protéines chaperonnes impliqguées dans le $gme ERAD

Les Hsp sont aussi impliquées dans I'envoi desépres de conformation incorrecte
vers le systeme ERAD. En effet les Hsp ne sonispatement impliquées dans le repliement
des protéines comme CFTR mais interviennent aass kb ciblage vers la dégradation.

En effet, les chaperonnes Hsp70 et Hsp90 facilieemécrutement d’un complexe de
chaperonnes qui entraine la dégradation des pestéim le protéasome, apres leur
ubiquitination. Ce complexe comprend, entre auteeprotéine CHIP E3 ubiquitine ligase de
35kDa qui confere aux chaperonnes moléculairedlende facteur de dégradation protéique,
altérant ainsi la balance entre le repliement eddgradation pendant la voie de régulation
meédiée par Hsp70 et Hsp90 (Nikolay al, 2004 ; Meachanet al, 2001 ; Youngekt al,
2004). CHIP posséde un domaine U-box (ou domain¢GRIreconnue par la E2 UbcH5
formant un complexe de polyubiquitination qui pape a I'attachement de la polyubiquitine
sur la protéine complexée a Hsp70, ciblant ainstdmplexe au protéasome. La protéine
CHIP co-localise partiellement avec Hsp70 et CFBRsde RE et sa surexpression augmente
la dégradation des protéines CFTR ubiquitinyléesgéhanet al, 2001). L’équipe de Lenk a
démontré que les orthologues humains de Ubc5/UbnBymes combinées a I'ubiquitine
ligase (E3), ainsi que le facteur Derlin-1, possédquatre hélices transmembranaires,

formeraient un pore d’export, (Lilley et Ploegh,02Q Yeet al, 2004) et semblent coopérer
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avec CHIP. Cette interaction serait un pré-requisrge ciblage de la protéine CFTR non
native a la dégradation par le protéasome (Meadtah 2001 ; Lenket al, 2002).

Afin de cibler CFTR au protéasome, CHIP coopérecawee autre co-chaperonne de
Hsc70 : BAG-1. Elles interagissent simultanémengécatisc70, BAG-1 avec le domaine
ATPase en N-terminal et CHIP avec le C-terminabghtiet al, 2002). BAG-1 est impliquée
dans la régulation de la liaison ATP-dépendanteee@FTR et Hsc70 et déclenche le départ
de Hsc70 par échange nucléotidique (Sonderneraed, 2001). BAG-1 peut s’associer au
protéasomevia un domaine Ub-like ce qui lui permet de recrutede cibler au protéasome
les protéines liées a Hsp70.

Une co-chaperonne de la fonction Hsc70/CHIP estBR4p Cette derniere, en
interagissant avec le domaine ATPase N-terminalsd/?® agit comme un facteur de
relarguage nucléotidique ce qui a pour effet dineniCHIP liée a Hsc70. HspBP1 interfere
avec la dégradation de CFTR immature et stimulemsduration (Albertiet al, 2004 ;
Youngeret al, 2004).

HspBP1 n'est pas le seul co-facteur ayant un dffabiteur de I'activité ubiquitine-
ligase de CHIP, un second co-facteur, BAG-2 a &eéridcomme inhibant cette activité
ligase, empéchant I'interaction entre CHIP et EZHb (Arndtet al, 2005).

L’existence de toutes ces co-chaperonnes permetpldjeer le fait que de
nombreuses équipent trouvent que Hsp70 puisse pnoirosoit la dégradation soit la
maturation de CFTR.

Le retranslocation de la protéine CFTR ubiquitieyléers le cytoplasmeia le
translocon est elle aussi assistée par différegteperonnes. Le complexe protéique
cytosolique AAA-ATPase (ATPase Associated with @as cellular Activities) est impliqué
dans la dégradation des protéines incorrectemphées par le systeme ERAD. Il comprend
deux ATPases : RC (Regulatory Complex) qui est am@pd’un anneau de six sous unités
localisé a la base de la sous-unité régulatrice di®protéasome (Glickmaet al, 1998) et
p97 (VCP/cdc48), un homohexamere, qui fonctionnedtaboration avec deux co-facteurs
Ufdl et Npl4 (Bays et Hampton, 2002). Ces deux ASEBaassociées au protéasome 20S,
lient directement les protéines polyubiquitinylé@dacilitent la dégradation des substrats du
RE et du cytoplasme (Dat al, 1998 ; Bays et Hampton, 2002 ; Pickart et Coé04). La
base RC de la sous-unité 19S interagit directermest la machinerie de translocation Sec61
(Kalieset al, 2005), alors que p97 se lie au RR un large complexe comprenant plusieurs
ubiquitine ligase (gp78, DoalO et Hdrl), VIMP1 (\\GReracting Membrane Protein 1),
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Derlin-1 et Ubx2 (Lilley et Ploegh, 2004 ; ¥ al, 2004 ; Zhonget al, 2004 ; Neubeet al.,
2005 ; Schuberth et Buchberger, 2005). p97 fadéitprésentation de la protéine a dégrader
au protéasome et augmente le taux et [lefficacigé digradation des segments
transmembranaires. En effet, l'inhibition de ce ptere retarde siginificativement la
dégradation de la protéine CFTR immature (Gnetrad.,2004 ; Carlsort al, 2006) Figure
H33).

n
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Ribos@ 40 Repliement

@ correct

ransloco

w—

Repliement incorrect :

\ dégradation Qe

EZlcHip

Figure H33: Chaperonnes et repliement de CFTR

Ce modele montre la voie de repliement associéechaperonnes de la protéine CFTR. Durant la
synthése de CFTR, les segments transmembranamesnségrés dans la membrane du RE& le
translocon Sec61, et les différentes chaperonnsaliques ou luminales s’associent a la chaine
polypeptidique naissante. Le cycle de liaison dd®#dses Hsp70/40 permet le recrutement de la
protéine p23 qui va favoriser la liaison entre Hs@® la protéine, facilitant ainsi le repliement de
CFTR. L’activité ATPase de Hsp90 est stimulée paaRet le complexe est relaché afin de permettre
a la protéine CFTR d'étre empaquetée dans les wlésicCOPII. L'échec de CFTR a se replier
correctement provoque le recrutement de co-factguiréavorisent la dégradation. Ce qui se traduit
par la polyubiquitinylation de CFTR, son extractide la membrane et sa dégradation par p97, le
protéasome et d’autres composants liés a la memloacytosoliques.

Modifié d’aprés Skach, 2006
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Le réle de la machinerie de transport entre le RIE &olgi dans la dégradation de la
protéine CFTR est soumis a controverse. En effeptetéines constitutives des vésicules de
type COPII (constituées de la GTPase Sarl ainsidggecomplexes Sec23/24 et Sec13/31)
impliquées dans le transport ER-ERGIC apparaissenmtme impliquées dans un point de
contrble de la maturation de CFTR. Des études nsectéez la levure montrent que CFTR est
transportée par ce type de vésicules a la sortiRElwers la voie de dégradation. Cependant
la mutation du genesecl8 codant pour la protéine Secl8p, nécessaire aidmrf des
vésicules COPII avec le Golgi a un effet contegtallr la dégradation de CFTR (Fu et Sztul,
2003). D’autres auteurs contestent ces conclusamsnontrant que dans les cellules de
mammiféres, les protéines CFTR sont effectivemgpbeées du RE par ce type de vésicule
mais pas vers la voie de dégradation (Weingl, 2004).

Les systemes UPR (Unfolded Protein Response) etCER#résentent deux voies
d’élimination de protéine de conformation incoreede la voie de sécrétion. lls se recouvrent
partiellement et sont capables de se compensabgance d’'une réponse UPR fonctionnelle,
la capacité du systeme ERAD est normalement soffisa&Ces observations suggérent que
'ERQC, 'ERAD et 'UPR sont trois systémes tregdientre eux (Chevet al, 2001).

1- Laréponse UPR et la protéine CFTR-F508del

La machinerie du systeme UPR est nécessaire poaretficacité maximale de
dégradation en cas de stress réticulaire. La ré&biR pourrait jouer un role de balance
dans le trafic des protéines au niveau du RE pdrdarpériodes de stress, lorsque I'import
des protéines en cours de synthese et I'exporpadegines ciblées a la dégradation sont en
concurrence pour la machinerie de translocation.

La réponse UPR chez la levure est bien caractémséeil n’en est pas de méme dans
les cellules de mammiféres. Trois composants doutétn ont été identifiés : la protéine
kinase transmembranaire PERK (double-strand RNAwedd Protein kinase-like ER
Kinase), la glycoprotéine transmembranaire IREhp4itol-Requiring Enzyme) et le facteur
de transcription transmembranaire ATF6 (Activafimgnscription Factor)Higure H23).

En se basant sur les similitudes de la signalisatie la réponse induite par
linhibition de la N-glycosylation, de la réductiothes ponts disulfure et la déplétion en

calcium du RE, les genes codant pour la protéimaame Irelp (hirelp) et la protéine
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murine Irelp (mlrelp) ont été caractérisés ; igs’d’'une glycoprotéine transmembranaire a
activité kinase et endoribonucléase. Mais il senaltigue la réponse UPR requiére des voies
d’activation additionnelles qui produisent des mégEs pro- ou anti-apoptotiques (Tirasophon
et al., 1998 ; Wanget al, 1998). Ces auteurs ont observé que la surexpneds la protéine
sauvage hlrelp activait de maniére constitutivémnse UPR, alors que la surexpression de
la protéine hlrelp défective pour son activité kmainhibait la réponse UPR. De plus la
surexpression de la protéine mirelp transfectégtitidpoptose (Wangt al, 1998).

Une deuxiéme protéine impliguée dans la signatisaéin réponse au stress est la
protéine réticulaire transmembraniare ATF6. Cettetgine subit une protéolyse sous les
conditions de stress du RE générant un fragmenbsglique d’ATF6 qui est retransloqué
dans le noyau et agit comme un facteur de trartgmmigHazeet al, 1999 ; Wanget al,
2000).

Une troisieme protéine est une protéine kinasestn@mbranaire résidente du RE
appelée PERK qui est activée par un stress du RE{iryet al, 1999 ; Soockt al, 2000).
PERK, ainsi activée, phosphoryle la sérine 51 dtefa d’initiation de la traduction elB2
(Eukaryotic Initiation Factor) (Hardingt al, 1999) provoquant la diminution de la synthése
protéique.

Difféerentes études ont montré que l'activation de trois protéines est régulée par la
chaperonne BiP (Moriet al, 1992 ; Bertolottiet al, 2000 ; Okamura&t al, 2000, Urancet
al., 2000 ; Sheet al, 2002). Ces études ont montré que BIP interagiasac Irelp, ATF6 et
PERK pour les maintenir a I'état de monomeres ifeadtors d’accumulation de protéines de
conformation instable dans le RE, BiP relache BePERK, entrainant leur oligomérisation
puis leur activation (Bertolotgt al.,2000 ; Liuet al, 2003). PERK phosphoryle el&3ur la
S51. La synthese protéique est alors diminuée.idsodation de BiP et de ATF6 permet aux
sous-unités ATF6a et ATF6b de transiter vers I'apipale Golgi, ou elles sont clivées par
des protéases. Les fragments cytosoliques aprésatinig dans le noyau activent la
transcription (Zhanget al, 2006). Beaucoup de protéines induites par langp UPR sont
impliquées dans le repliement, la glycosylatiomimseque au RE et le transport vésiculaire
(Traverset al, 2000) Cette réponse implique la voie de dégradatbiquitine-protéasome
puisqu’elle implique, chez la levure, I'enzyme denjugaison de l'ubiquitine : Ubc7 ou
UbE2G2 chez I'homme (Net al, 2000).

La mutation F508del dans la protéine CFTR se cériaet par une rétention dans le
RE. L'hypothése que cette rétention puisse déckmlzh processus de stress réticulaire et
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induire une réponse UPR est donc plausible. L’aagon de BiP avec la protéine CFTR n'a
pas été démontrée (Yaegal., 1993 ; Pincet al, 1994 ; Locet al, 1998), ce qui laisse penser
gu’il 'y a pas de réponse UPR dans les cellulesawigcidosiques. De plus, une étude
réalisée sur les cellules primaires a permis digtgly’il n’existait pas de réponse UPR dans
les cellules des voies aériennes des patients nasidesiques (Nanuat al, 2006). Ces
auteurs montrent qu’il n'y a pas de différencesxgfession protéique du facteur pro-
apoptotigue CHOP (C/EBP Homologous Protein) ou al@rbtéine BiP entre les cellules
mucoviscidosiques et non mucoviscidosiques. Aucdif&rence significative n'a été
observée au niveau de la phosphorylation de PERKfadteur elF@, I'épissage de la
protéine XBP-1, le substrat de IRE1 (Naraal, 2006).

2- Influence des chaperonnes du ERQC sur la rétentioet la dégradation de la
protéine CFTR-F508del

La reconnaissance des protéines CFTR-F508del comtaet des protéines de
conformation incorrecte et leur ciblage a la vatedégradation, se fait par le systéme ERQC
(voir paragraphe/I/A). Cependant, si nous retrouvons les principalepetonnes décrites
pour la protéine CFTR sauvage, leurs roles peus&vérer difféerents en présence de la
mutation F508del.

La protéine Hsp90 a été décrite comme interagisaaet les chaines naissantes de
CFTR sauvage et CFTR-F508del. Elle assiste audggiement ainsi qu’a la maturation de la
protéine nouvellement synthétisée, participant iaiagx derniéres étapes du ERQC.
L'utilisation de drogues perturbant I'interactioe th protéine avec la chaperonne, comme la
geldanamycine stabilise la protéine CFTR-F508deb(&t al, 1998). En effet, en prévenant
l'interaction de la protéine avec Hsp90, le relaggr de la protéine Hsp70 est favorisé (Fuller
et Cuthbert, 2000).

Récemment de nouvelles co-chaperonnes de Hsp90etpRBal, ont été identifiées
placant Hsp90 comme un point de décision pour \enie de CFTR (Wangt al, 2006). La
co-chaperonne p23 inhibe l'activité ATPasique d@3s stimule la formation du complexe
de repliement comprenant Hsp90 et stabilise Iadimide Hsp90 a la protéine en cours de
repliement (Wegelet al, 2004). Les études de Wang (Wastgal, 2006) montrent que la
réduction de la quantité de p28,vivo, augmente la dégradation de CFTR-F508del, alogs qu
sa surexpression prévient sa dégradation, maisaonaturation. Une explication simple est

gue la réduction de la quantité de p23 empéchamsfert vers Hsp90 et favorise la liaison de
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la protéine CFTR immature au complexe Hsp70/Hspé@omc sa dégradation. La co-
chaperonne Ahal est un stimulateur de I'activitéPA3ique de Hsp90 qui agit comme un co-
facteur tardif dans le complexe Hsp90-CFTR-F508téégeleet al, 2004). Wanget al
(2006) ont montré que la surexpression de Ahalkabdise CFTR-F508del, alors que sa sous-
expression améliore la stabilité, la maturatiorpetmet la restauration d’'un canal CFTR-
F508del fonctionnel a la membrane plasmique. Lairdition du taux de la protéine Ahal
réduit I'interaction entre la protéine CFTR-F508é€lHsp90. Ces résultats, tres surprenant,
suggerent que la protéine Ahal bloque I'interac@dTR-F508del-Hsp90 d’'une maniere tres
différente de celle de p23 et que son action démindnoment ou le co-facteur Ahal

intervient dans la voie de repliement médiée pap9adqgWanget al, 2006).

La chaperonne Hsp70 semble, quant a elle, impligqigdes le contréle qualité de
CFTR-F508del et sa rapide dégradation. En 1998uif¥ de Yang a montré que la forme
immature des protéines CFTR sauvage et mutée gigseent avec la chaperonne Hsp70. Le
taux de protéines CFTR-F508del associées a Hspaidwk en paralléle de la dégradation de
CFTR-F508del, laissant penser que Hsp70 est imidiglans le ciblage de CFTR-F508del au
systeme ERAD (Yanget al, 1993). La chaperonne Hsc70 est connue pour foumer
complexe avec Hdj-2 ; ce complexe interagit aved R#508del de maniere deux fois plus
abondantes qu'avec CFTR sauvage (Meackaial, 1999). Par conséquent CFTR-F508del
semble avoir plus de difficulté que CFTR sauvageagvenir a se replier correctement au
cours de sa liaison avec le complexe Hsc70/Hdjea. @bservations, allant dans le méme sens
que celles de Lukacs (Lukaet al, 1994), laissent penser que CFTR sauvage et CFTR-
F508del existent sous une méme conformation immatians les premieres étapes de la
biosynthese mais seulement la protéine CFTR sauypage se replier correctement et
atteindre sa conformation native, ce qui est ctersisavec I'existence de deux formes de
CFTR sauvage dans le RE : bande B et B’ (Zhetngl, 1998). Cette incapacité a se replier,
et donc a sortir du ERQC, proviendrait d'un défiriteraction entre le NBD1 et le domaine
R ou d’autres parties du C-terminal (Meacheiral, 1999). De plus, la sous expression de
Hsp70 entraine le repliement de CFTR-F508del (Rudbeinet al., 2000 ; Choo-Kangt al,
2001), alors que sa surexpression n'a pas d’aveifetl notable sur la stabilité de CFTR
sauvage ou de CFTR-F508del (Farimhal.,2002). De maniére intéressante la surexpression
de la co-chaperonne de Hsp70, Hsp40/Hdj-1, quiwériactivité de repliement de Hsp70,
stabilise la protéine CFTR sauvage mais n'a paffed’sur la stabilit¢ de CFTR-F508del
(Farinhaet al.,2002).
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La protéine CFTR-F508del dans son état de replienmstable forme un complexe
avec la protéine CHIRia son interaction avec le complexe Hsc70/Hsp40.téfaction entre
Hsc70 et CHIP forme une E3 ubiquitine ligase. CM#Palors interagir avec I'E2 UbcH5a
afin de faciliter I'ubiquitination et la dégradatiale CFTR-F508del (Younget al, 2004).
Récemment, Youngeat al ont montré que la protéine E3 RMAL du complexeRBBAL/E2
Ubc6e/Derlin-1, localisée dans la membrane du RE)bde reconnaitre la protéine CFTR-
F508del. En effet, la délétion de la phénylalangéme position 508 provoque l'arrét de la
maturation de CFTR dans une conformation incorrageonnue par RAM1. Il semblerait
gue E3 RAML1 détecte les défauts de repliement deéreaco-traductionnelle alors que E3
CHIP les détecte de maniére post-traductionnelle.cB fait RMAL1 et CHIP agirait de
maniére séquentielle au niveau de la membrane detRIEns le cytosol de fagcon a contréler
parfaitement le niveau de repliement de la protédfdR Figure H33) (Youngeret al,
2006). Une autre étude, appuyant le role de la wbigquitine/protéasome dans la dégradation
de CFTR-F508del est I'étude de Johnston qui manieela surexpression de CFTR-F508del
ou l'inhibition du protéasome permet I'accumulatida la protéine sous une forme stable de
haut poids moléculaire et multi-ubiquitinylée ageek aggresome » (Johnsinal, 1998).
Cependant, ces observations ont été réaliséesdgansonditions artificielles qui ne sont pas
présentes dans une cellule ou la protéine mutéxpsmée de fagon endogene.

Une étude a démontré que la protéine CFTR-F508delagissait avec la lectine
CNX. Cette interaction semble prolongée pour leanuCFTR-F508del par rapport a CFTR
sauvage (Pinet al, 1994). Cependant, il a été recemment décritlgsairexpression de la
CNX permettrait la déstabilisation de CFTR-F508dwiis pas celle de CFTR sauvage
(Farinhaet al, 2002). Cette méme équipe propose qu'il exidtel@ix points de contrdle au
niveau du RE, dont I'un serait indépendant de |&XGRigure H34) et que ce dernier niveau
de contréle prendrait en charge la protéine CFTB8HEBI (Farinha et Amaral, 2005
Cependant, ces travaux ne sont pas en adéquatiunles différentes études montrant une
interaction directe entre la protéine CFTR-F50&8ddh CNX (Pindet al, 1994 ; Egaret al.,
2002). Une étude d’'Okiyoneda a également montré une surexpression de la CNX
augmente la quantité de CFTR-F508del au niveaukl(kiyonedeet al, 2004).
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Figure H34: Modele pour les voies de dégradation neure des protéines CFTR sauvage
et CFTR-F508del
D’aprés Farinha et Amaral, 2005

A ce jour, il reste a comprendre comment les intégzas avec les chaperonnes
décident du devenir des protéines CFTR de conféomatcorrecte.

Différentes études ont montré que la voie ubigaitimotéasome est responsable, au
moins en partie, de la dégradation co- et posuttohnelle de la protéine CFTR
ubiquitinylée et de conformation incorrecte. Notaemt) les équipes de Jensen et Ward ont
utilisé des drogues inhibant plus ou moins spée#figent le protéasome tels que le MG132
ou la lactacystine. lls ont remarqué que la pret&ifr TR, suite a ces traitements se retrouvait
sous forme polyubiquitinylée (Jensen al, 1995 ; Wardet al, 1995 ; Satcet al, 1998 ;
Xiong et al, 1999). De plus, ces mémes auteurs ont démoun&dupiquitination n’était pas
simplement une conséquence de l'accumulation destéipes lors de [I'utilisation
d’inhibiteurs du protéasome, mais bien un pré-reguia reconnaissance des protéines par le
protéasome. La protéine CFTR est ciblée au systERAD par les chaperonnes (Leb al.,
1998 ; Meacharet al, 1999 ; Meachamt al, 2001) puis sa rapide élimination dépend de sa
retranslocatiorvia le canal Sec61 (Bebat al, 1998) et du protéasome cytosolique qui peut
étre ou non associé au RE, ou les deux (Oberdaif,2001).

Cependant, ces auteurs montrent que malgré [imbibi du protéasome, la

dégradation des protéines CFTR sauvage ou mutégngen Ce ralentissement de la
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dégradation de la protéine CFTR, causé par l'itioibidu protéasome, n’entraine en aucun
cas la maturation de la forme immature de CFTR agenou mutée (Jensen al, 1995 ;
Wardet al, 1995 ). De plus, la déplétion en ATP de la ¢elhla pas d’effet significatif sur la
dégradation de la protéine CFTR suggérant I'impilicad’'un systeme protéolytique ATP-
indépendant en plus de la voie ubiquitine protéasamP-dépendant (Lukaet al, 1994).
Tous ces éléments laissent penser gu'il existetidayprotéases au sein du systeme ERAD ou
une voie paralléle, impliquées dans la dégradat®la protéine CFTR.

Différents points de vue se confrontent sur cetteei Certains auteurs pensent qu'il
n'existe pas d’autres protéases et que linhibitiboompléte de la dégradation de CFTR
provient d’'une inhibition partielle du protéasontis.ont donc utilisé des inhibiteurs ciblant
d’autres voies de dégradation et arrivent a la losian que le systéeme ERAD serait I'unique
systeme de dégradation de CFTR (Gelratal, 2002). Au contraire, une étude menée par
'équipe de Dorner tend a démontrer que des cysd@motéases pourraient étre impliquées
dans la voie de dégradation de la protéine CFTRitfStdet al, 2003).

Il est important de noter que I'existence d’'uneevdie dégradation alternative du
systeme ERAD a déja été proposée pour d’autregipest (Waxmaret al, 1987 ; Uradest
al., 1993 ; Heinemann et Ozols, 1998 ; Loo et Ckatk88 ; Amshoffet al., 1999 ; Cabraét
al., 2000 ; Manciniet al, 2003). En effet I'équipe de Sifers a montré daeprotéine
incorrectement repliée humaind-antitrypsine pouvait étre dégradée par des wissictes
suivant le type de mutant : le mutant nul de Homgdest dégradé par le protéasome €tiu
al., 1999) alors que le mutant Pl Z est dégradé parmuotéase encore inconnue, sensible aux
inhibiteurs des tyrosines-phopshatases (Cadiral, 2000). Récemment, il a été montré que
la forme incorrectement repliée de la chaperonfeddit dégradée par une voie indépendante

du protéasome (Donos al,, 2005).
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A I'échelle de la cellule, 'ATP a un réle primordial. Cependant, a coté de I'ATP,
il existe d’autres nucléotides comme le GTP. Ce daer joue un rbéle également trés
important dans de nombreux processus cellulaires e que la croissance, la traduction,
la transduction des signaux extracellulaires, le &fic vésiculaire....(Wittinghofer et al,
1997 ; Millman et Andrews, 1997). Ainsi, hous avondonc pensé que le changement de
la concentration intracellulaire du GTP pourrait étre un facteur contribuant,
directement ou indirectement, a la dégradation degrotéines incorrectement repliées

impliquant des GTPases.

VII/ Les protéines G ou GTPases

Par définition, les GTPases lient et hydrolysen&TeP, un co-enzyme de transfert de
groupement phosphate, et existent ainsi sous fooises : liée au GTP, liée au GDP et vide
(échange entre le GDP et la GTP). L'activationa@rotéine G se fait par échange du GDP
par le GTP, provoquant un changement conformatigralers que le passage a I'état inactif
se fait par hydrolyse du GTP. Ces deux étapes lemtes et nécessitent des protéines
régulatrices (Bournet al, 1991).

Il existe deux grandes familles de protéine G :pestes protéines G monomériques
comme Ras, Rho, Rac, Sar, SRP...et les protéinesté€eotrénériques composées de trois

sous-unités o, B ety).

La famille des petites protéines G monomériquednagliquée dans la prolifération
cellulaire (voie des MAP Kinases), dans la polymsaitibn de I'actine et surtout dans le trafic
vésiculaire (Clabecet al, 2000). Les membres de cette famille possedeatséguence
consensus (commune aussi a la sous-unit§ 8sponsable de I'échange GTP-GDP et de
lactivité GTPasique intrinséque. L'échange du GBR GTP, en présence de la GEF
(Guanine Exchange Factor), a lieu au niveau dudgitixation des nucléotides. L'interaction
entre le phosphatget les résidus amino-acyls, Lys16 et GIn 61, @ata@ns le domaine Ras-
like jouent un role primordial dans la stabilisatide I'état de transition (Liang, 2003). Le
passage a I'état inactif de la petite protéinel@wapar I'hydrolyse du phosphayedu GTP en
présence d’'eau et de sa GAP (GTPase ActivatingeiRoqui interagit avec un oxygene du

phosphate en positighpar I'intermédiaire de I’Arg 789 (Alliret al, 2001).
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Cette famille de protéines G joue un role importdans la régulation de la réponse
cellulaire & son environnement et est impliquéesdantransduction des signaux entre les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) de lahmara plasmique et les effecteurs
enzymatiques intracellulaires. La fixation du ligasu premier messager (Hormone?Ca)
sur le RCPG active I'échange du GDP par le GTPiaean de la sous-unit@ ce qui a pour
conséquence la dissociation des sous-unitéscert@By. Ga-GTP peut alors interagir avec
divers effecteurs enzymatiques (adénylate cylasanyate cyclase...) pour donner naissance
aux seconds messagers (AMPc, GMPc...) qui transmeligesignal dans le cytosol par
l'intermédiaire de protéines-igure H35). Ga est donc la sous-unité activatrice ou inhibitrice
qui agit sur I'effecteur. L’hydrolyse du GTP paadtivité intrinseque GTPasique del @t les
protéines régulatrices des RCPG, appelées RGS I@eguof G protein Signaling), permet
le retour a la forme &GDP puis la formation du triméreo®y inactif (Wanget al, 2002)
(Figure H35).

1: Etat au repos

e

GDP

5: Activité v, .@@
GTPase
intrinséque

2: Activation du récepteur

GTP
4 : Régulation de l'effecteur

\ R /e

Effet
biologique
T

3: Activation de la protéine G

Figure H35: Transduction du signal par les protéine G hétérotrimériques.

Un récepteur au repos (1) est activé par la liadson agoniste spécifique (2). Le changement
de conformation du complexe agoniste-récepteumitnmhr cette liaison, permet l'activation
de I'échange du GDP par du GTP et donc l'activateta protéine-G hétérotrimérique (sous-
unitées Qx et GBy) (3) qui régulent l'activité de divers effecteud) membranaires ou
cytosoliques. Le déclenchement de l'activité phatgde, intrinseque a la sous-unité G
entraine la réassociation des sous-untit@®33/y (5) et le retour a I'état initial (1).
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Les protéines @ sont réparties en plusieurs classes, en fonctienhdmologies de
séquence et de leur capacité a activer ou inhdneaios effecteurdHgure H36)

@ Gos (stimulateur) active I'adénylate cyclase afimgiaenter la synthése de 'AMPc.

@ Gai (inhibiteur) inhibe I'adénylate cyclase.

@ Golf (olfacteur) est associé aux récepteurs ofacti

@ Gt (transducine) transducte les signaux visuels tinétine en conjonction avec la
rhodopsine.

@ Gq stimule la phospholipase C.

@ La famille G12/13 est importante pour réguler leosguelette, les jonctions

cellulaires, et les autres processus liés au moerem

Adénylyl-cyclase (+) cGMP- Adénylyl-cyclase (-) PhospholipaseEchangeur Na/H +
Canaux Ca* (+) p-hOSPhO- Canaux Ca+ (_) C (+) (+)
diestérase

Phospholipase A
+)

) Canaux K+ (+)
Figure H36: Les différents types de @ et leurs effecteurs enzymatiques respectifs

Les sous-unitép ety sont solidement liées l'une a l'autre. Le complége est libéré
de la sous-unité @aprés un échange GDP-GTP. Le compleRe libre peut agir comme une
molécule signal elle-méme, en activant d'autressags secondaires ou en commandant
directement des canaux ioniques. Par exemple, meplexe By, quand il est lieé a un
récepteur histaminique, active la phospholipasel&2. complexes & liés a des récepteurs
muscariniques-acetylcholine, d'un autre c6té, miwl@ectement les canaux GIRK (canaux a
courant potassique rectifiant activé par les pn&®iG).

L'implication des protéines GTP-dépendantes dassdivers processus cellulaires a
été étudiée soit directement par modulation depfession des protéines candidates, soit
indirectement, par modulation de I'activité de pestéines par Il'utilisation d’inhibiteurs de
l'activité GTPasique comme les complexes fluoroahates qui sont, en fait des complexes
ternaires formés de fluor, d’aluminium et d’ion hgelyle notés Alk. Ces molécules
inorganiques miment la structure chimique du phatphket affectent I'activité de nombreuses
enzymes GTPases et ATPases (Liang, 2003). La waims (Gt) est une des premieres
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protéines G qui a servi de modele pour I'étude 'eifel des complexes fluoroaluminates.
L’ajout simultané de fluor et d'aluminium promeua Ildissociation de la @Gt de la
GtBy, inhibant ainsi son activité GTPasique (Kana&t@l, 1985). Par la suite il a été montré
gue AlF se fixe de maniere covalente, sur le groupemensgitate3 des nucléotides-
diphosphates avec une forte affinité conférant prtdéine un état semblable a celui lié au
GTP. Parmi les complexes fluoroaluminates, I'Alét I'AIF, sont les deux complexes
majoritaires.

La fixation du GTP se fait au niveau du domaine-Ras de la sous-unité & par
l'interaction entre deux résidus amino-acyls : G0# et Arg 178 et le phosphatelu GTP.
Dans ce modéle, AlFmime le phosphatgen interagissant avec les deux résidus. Il stabilis
ainsi I'état de transition du phosphate et inhilaetivité GTPasique de la sous-unité&x G
(Liang, 2003).

Mittal et al sont les premiers a détecter, qu’en présenceaudetitg stiochométrique
de Ras-GDP et de GAP, le complexe ternaire Ras-BIBRGAP peut étre isolé sur gel
filtration (Mittal et al, 1996). Mais, contrairement aux protéines G héténériques,
I'activation a lieu par la fixation de I'Al-qui prend une structure bipyramidale trigonale qui
lui permet de mimer le phosphatdu GTP (Liang, 2003).

En effet, diverses études ont confirmées que, Alfferagit seulement avec la sous-
unité Gx des protéines G hétérotrimériques (Kahn, 19919rsalque I'AlR; interagit
stablement avec les protéines G monomériques aenqué de leur GAP (Ahmadiat al.,
1997 ; Bourneet al, 1991).
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I/ Contexte scientifique

Dans la maladie de la mucoviscidose, la mutatio@8EBI représente 70% des
mutations identifiées a ce jour sur le géne dertaéine CFTR. Cette mutation bloque la
protéine CFTR dans le RE ou elle est synthétiséemhturation artificielle de la protéine
CFTR-F508del permet de rétablir une protéine fametelle présentant cependant un temps
de fermeture trois fois plus long que le canal CFSERvage (Dalemaret al, 1991). Pour
rétablir le transport des ions chlorure a traveasntembrane plasmique des cellules
mucoviscidosiques, c’est a dire permettre a lagmet CFTR-F508del de quitter le RE et
d’aller s’insérer dans la membrane plasmique, difites stratégies ont été proposeées. Parmi
lesquelles la thérapie génique et la pharmacotiergette derniére s’est imposée comme
une alternative a la thérapie génique, en absemperdpective a cours terme, liée surtout a la
nature du vecteur capable de transporter et derdéle geneCFTRsauvage.

Cependant, pour que la pharmacothérapie soit effiea surtout spécifique, il faut
connaitre la biochimie et le comportement cellelales protéines CFTR sauvage et mutée.
Ainsi, une meilleure connaissance de ces mécanismoes permettra de prévenir la
dégradation de CFTR-F508del et donc d’augmentecchesices de réussir a débloquer la

protéine du RE.

[I/ Objectifs

Pour dégrader les protéines transmembranairesydmnse ERAD fait appel au
protéasome 26S. Cependant ce processus constitidnallenge pour la cellule dans la
mesure ou le systeme protéolytique et ces substetsont pas localisés dans le méme
compartiment cellulaire. Ceci implique que les gnmoés transmembranaires destinées a la
dégradation sont soit transloquées a travers lal Gat 61 vers le cytoplasme, scénario retenu
pour la protéine CFTR-F508del, soit extraites deswnt de leur environnement lipidique et
dégradées de suite par le protéasome, qui danascerécis doit étre associé au RE, soit les
deux hypothéses réunies.

Dans I'ensemble des cas, la dégradation par l&asotne ne permet pas a elle seule
d’expliguer I'élimination rapide de CFTR-F508deln Effet plusieurs observations sont en

faveur de I'implication d’autres systemes protéiglyés dont la nature reste encore inconnue :
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® Premierement, l'effet de [linhibition du protéasonpar la lactacystine,
inhibiteur spécifique et irréversible du 26S, sar dégradation de CFTR-
F508del est limité dans le temps.

@ Deuxiemement, la déplétion en ATP, nucléotide irtgoarpour 'assemblage
et l'activité protéolytigue du protéasome, n’a phsffet significatif sur la
dégradation de CFTR-F508del.

® Troisiemement, l'inhibition, méme partielle, de tkgradation de CFTR-
F508del par les inhibiteurs du protéasome n’indaitaucun cas la maturation
(passage du RE vers le Golgi) de CFTR-F508del.

Par ailleurs, de nombreuses études ont aussi ugljérplication de voies

protéolytiques autre que la voie classique ubigeiprotéasome.

Ainsi, les travaux réalisés au cours de mon dottmmaeu pour but d’identifier le(s)
mécanisme(s) impliqué(s) dans la dégradation ragdia protéine CFTR-F508del au niveau
du RE.

Dans ce manuscrit, je m’attacherai a expliciter lésultats obtenus sur le réle du
protéasome, de I'ATP et du GTP dans la dégradadmia protéine CFTR-F508del au niveau
du RE. Bien que de nombreux progrés aient été s&amlidans la compréhension des
mécanismes de contrdle de qualité des protéinesbnagaires nouvellement synthétisées et
de dégradation des protéines incorrectement repliées résultats ont mis en évidence pour
la premiére fois le r6le du GTP et des protéinesé®rotrimériques dans la dégradation de

protéines membranaires incorrectement repliées.
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I/ Culture cellulaire

Au cours de ce travail, nous avons utilisé deundes cellulaires, BHK-21 et COS-1
1- Cellules BHK-21

La lignée BHK-21 (Baby Hamster Kidney) dérive delignée source BHK C-13
obtenue a partir de reins de hamster doré ou syNsocricetus aurat)s Ce sont des
cellules rénales fibroblastiques adhérentes dépéles pour la premiére fois par Macpherson
et Stoker (Stoker et Macpherson, 1964). La lignéK®1 est couramment utilisée pour la
caractérisation biochimique de protéines recomhésaqui y sont exprimées, soit de fagon
transitoire, soit de facon stable. Ces celluleg aassi utilisées pour la production de vaccins

ou I'étude du métabolisme cellulaire.

2- Cellules COS-1
La lignée COS-1 (African green monkey kidney), @jore rénale, est obtenue apres
transformation par I'antigene T de SV40 (Simian Maating Agent 40) muté au niveau de
son origine de réplication (SV40 ori-defective) p@witer la réplication virale. Ces cellules
sont surtout utilisées en imagerie, car elles p#ene une excellente visualisation des
différents compartiments intracellulaires. Elleatsaussi connues pour leur production accrue

de protéines recombinantes par transfection ti@inesit

Les cellules BHK-21 et COS-1 sont maintenues eturalldans une boite de 10 cm
contenant le milieu DMEM/F-12 pH 7,5 (Dubelco’s Mited Eagle Medium/HamF-12)
(Invitrogen France) additionné de 5% de sérum de veau feetdf,(BVitrogen, France) et
incubées a 37°C sous 5% de £O

Les cellules sont repiquées tous les deux joursnduence. Pour ce faire, les cellules
en culture sont lavées avec du PBS (Phosphate rB8féne, Invitrogen France) sans
calcium (C&") ni magnésium (M%), puis décollées par ajout de trypsifrevitrogen France)

a 0,05% pendant 1min a température ambiante (TA)rypsine est inhibée par I'addition de
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c&”, présent dans le milieu de culture. Les cellulest lors resuspendues puis partagées

dans des boites de 10 cm.

A la suite du décrochage des cellules a la tryp$neulot cellulaire, obtenu aprés

centrifugation a 2004 a TA, est resuspendu dans le milieu de congélatibrant :

» 10% DMSO (Diméthylsulfoxyde)Sigma France)
> 20% SVF
» 70% milieu DMEM/F-12
Les cellules sont par la suite placées successinempendant 4h a -20°C, puis
transférées a -80°C pendant ~ 4 mois et finalerstkées indéfiniment dans de l'azote

liquide (-180°C). La décongélation peut se fairéimporte quel moment du processus.

ll/ Expression des protéines recombinantes

1- CFTR sauvage et F508del

Les cellules BHK-21 ont été utilisées pour exprirder fagon stable les protéines
CFTR sauvage et mutée (F508del). Ces lignées ar#lalont été générées dans le laboratoire
du Dr GL Lukacs (Hospital for Sick Children, ToronCCanada) et généreusement fournies a
notre laboratoire. Les cellules BHK-21 constituam trés bon modéle pour étudier
biochimiguement et métaboliquement le comportemehtlaire de CFTR, d’autant plus que
ces cellules n’expriment pas la protéine CFTR deiéma endogéne et produisent une CFTR
correctement repliée et parfaitement fonctionnéllexpression de CFTR (sauvage et mutée
F508del) a été réalisée grace a l'introduction,sdas cellules BHK-21, du plasmide pNut
(Haardtet al. 1999). Ce plasmide contient un géne muté codamt pgnzyme dihydrofolate
réductase (DHFR) impliquée dans la synthése dessbpsriques et pyrimidiques. Cette
mutation empéche l'inhibition de l'activité de DHHRBar le méthotrexate. Ce dernier est
capable d’'inhiber spécifiquement, a 500uM, I'enzyDidFR sauvage exprimée de maniére
endogene dans les cellules BHK-21 et d’entrairagroptose de la cellule au bout de 24h de
traitement. L'introduction conjointe de CFTR etlddDHFR mutée au sein du plasmide pNut
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nous permet de sélectionner les cellules résistantaéthotrexate, autrement dit, contenant le
géne d'intérét. Pour faciliter la détection en aegtant la spécificité de I'interaction entre la
protéine et Il'anticorps, les deux protéines ont ét@rquées par ['étiquette HA
(hémagglutinine du virusnfluenzg. Le HA (11 acides aminés : YPYDVPDYANS) a été
placé au niveau de la partie C-terminale, entreatddes aminés 1476 et 1477. Toutes les
vérifications ont été réalisées pour s’assurer IguelA ne perturbe pas la biosynthese, la
maturation, la stabilité et la fonction de la pro#eCFTR (Haardét al. 1999).

2- VSVG-GFP

Les cellules BHK ont aussi été utilisées pour erpri de facon stable la protéine
chimére VSVG-GFP (Vesicular Stomatitis Virus G-Gre&luorescent Protein). Cette
construction, réalisée au sein de I'équipe du Dippincott-Schwartz (Cell Biology and
Metabolism Branch, National Institute of Child Hisahnd Human Development, National
Institute of Health, Bethesda, USA), nous a gérement été cédée par le Dr GL Lukacs. La
VSVG est une protéine dont I'adressage intracetiildépend de la température. A 40°C,
cette protéine est confinée dans le RE (Prestegl, 1997). Apres passage a 32°C, elle est
exportée vers la membrane plasmiqua I'appareil de Golgi. L'ADN complémentaire

(ADNCc) codant pour cette protéine chimeére a ét@dit dans le vecteur pNut.

3- TCR alpha (TCRa)

La sous-unitéx du récepteur T (TC®), étiquetée au niveau de sa partie C-terminale
avec l'étiquette HA, a été généreusement cédéelegpddr RR Kopito (Department of
Biological Sciences, Stanford University, Stanfofalifornia). Cette construction a été
exprimée de facon stable dans les cellules BHK-21lutlisant le plasmide pcDNAS3.1
(Invitrogen France) contenant un géne de résistance a layoéwmn(G418), un antibiotique
appartenant a la famille des aminoglycosides. QOmige utilisé a 1mg/mL, permet de
sélectionner les cellules transfectées et d’élimieg cellules non transfectées ou celles qui

ont perdu I'expression au cours de la sélection.

4- DsRed-RE
Nous avons généré des cellules BHK-CFTR-F508delimgmt de maniere stable la
protéine DsRed-RE par transfection du plasmide @dsRE Clontech France). DsRed-RE
est une protéine de fusion fluorescente contenantsdquence de localisation de la
calreticuline, la protéine fluorescente Besscosoma sp(DsRed) et la séguence de rétention
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dans le RE (KDEL). Ces cellules nous ont permisaiér les fractions enrichies en RE par

mesure de la fluorescence.

Toutes les transfections transitoires ont étéséadi dans les cellules COS-1.

La transfection transitoire est réalisée a l'aidekd FUGENE Roche,France). Pour
ce faire, 6uL de FUGENE mélangé avec 90uL de mdewulture sans sérum sont incubés
5min a TA, puis 2ug d’ADNc codant pour la protémiatérét sont ajoutés. L'ensemble est
incubé au moins 15min a TA avant d’étre rajoutélesrcellules en culture. Apres 24h, les
cellules sont partagées en deux lots pour étriségd, au bout de 48h, dans les expériences
d'immunomarquage et d'immunodétection (Western Blaticune toxicité cellulaire n’a été

observée au bout de 24h de présence de FUGENE.

Toutes les transfections stables ont été réalo@es les cellules BHK-21.
15ug du plasmide comportant ’ADNc de la protéitietérét sont mélangés avec:

» 450uL d’eau stérile.

» 50pL de CaGl2,5M

» 500uL de BESS$igma France) concentré deux fois

Pour permettre la complexation du plasmide ave2dé et le BES, le mélange est incubé
au moins 15min a TA avant d’étre rajouté aux ceugn culture. Ce procédé est tres toxique
pour les cellules. Pour minimiser cet effet, noaimplacons le milieu de transfection par le

milieu de culture normal au bout de 6h.

Apres deux semaines de sélection, les cellulestaddes au méthotrexate ou au G418
forment des clones. Ces amas de cellules, unedienifiés, sont lavés avec du PBS déplété
en C&" et en M§", décrochés a l'aide de la trypsine et placés daesplaque de 24 puits en
présence de 1mL de milieu de culture normal comteda méthotrexate ou du G418 a des
concentrations de 500uM et 0,4mg/mL respectivement.

Les plaques sont par la suite mises en culture®°@ 36us 5% de COA 100% de

confluence les clones sont transférés dans desigdade 6 puits, puis dans les boites de 10
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cm. Les clones positifs sont identifiés par deuxhiéques: immunodétection et

immunofluorescence.

I1l/ La cytométrie en flux

La cytométrie en flux permet d'analyser et de tdes cellules mises en suspension
dans un liquide et marquées a l'aide d’un fluoroaie. Les cellules passent une a une devant
un rayon laser qui excite la molécule fluorescebhgespécificité de I'excitation lumineuse est
déterminée par la longueur d'onde du rayon labeisie parmi les raies disponibles.

Un tri, séparation physique des cellules, peut iéaéisé. La récupération est effectuée
sur lames ou en tubes selon les besoins. Le lieém@gas la viabilité des cellules et peut étre
effectué stérilement. Il permet de séparer trésiBgéement une fraction de la population. En
ce qui me concerne, cette méthode est utilisée igolar les cellules stablement transfectées

par une protéine fusionnée a une protéine fluoreasdexemple : le DSREd).

Les cellules a analyser sont trypsinées et réltims un tube de 15mL. Apres
centrifugation, le culot cellulaire est repris ddmlL de PBS-EDTA puis filtré directement
dans un tube & hémolyse avec filtre. Ces étapegemioise faire stérilement s'il s’agit
d’effectuer un tri de cellules transfectées, quesneouhaitons par la suite maintenir en
culture.

Le principe de fonctionnement d’'un cytométre de fst illustré sur l&igure M1.

Chambre d'écoulement detecteur de
i) fluorescence| (3)
—= [€)]
S——

détecteur de

a—
deétecteur de|
U diffusion de
lumiére
0 @
Laser U détecteur de]
diffusion de
@ Iumiére
Il 3
relules Informatique
veine liquide O
d'entrainement % l%l

Figure M1: Principe d’'un cytometre en flux.
(1): Chambre d’écoulement, (2): Source d’excitatloamineuse/laser, (3): Détecteurs, (4): Filtres
optiques
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IV/ Détermination des proportions de cellules vivates,
Nécroseées ou apoptotiques

Pour évaluer I'effet des différents traitementslawiabilité cellulaire, une coloration
des cellules au bleu trypaBigma France) est réalisée apres vérification de laphmpgie
cellulaire au microscope photonique a fond cl@ilympusCK-40, objectifx25). Les cellules
mortes sont visualisées en bleu car leur membrisenmue est perméable au bleu trypan,
alors que les cellules vivantes sont transparentes.

Les cellules sont tout d’abord détachées paryiasine, resuspendues dans du PBS
froid contenant 0,1mM de €zet 2mM de MG et placées a 4°C. Le comptage cellulaire est
réalisé grace a la cellule de Malassez apres aaubleu trypan a la dilution 1/2. Le
pourcentage des cellules vivanteg\Ppar rapport aux cellules mortes est déterminpréa
la relation suivante :

Pcv = (Nombre de cellules vivantes/Nombre de celluléstales)*100

Le niveau d’apoptose a été évalué par coloratiencedules au Hoeschst (10ug/mL)
qui est une molécule fluorescente (longueur d’od@citation Q) : 360nm et longueur
d’onde d’émissionXNenm) : 470nm, ce qui correspond aux spectres du DAR;Diamidino-2-
Phenylindole). Le Hoeschst est un colorant spaaifige I'ADN, et permet de visualiser la

fragmentation du noyau.

Pour déterminer le degré de nécrose des cellulmss mavons utilisé l'iodure de
propidium(IP), a2pug/mL. L'IP Qe= 543nm et\er= 650nm ce qui correspond aux spectres
du TRITC, Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate), @t une molécule intercalante de
I’ADN, pénétre uniguement dans les cellules domhimbrane plasmique est perforée, signe

caractéristique du phénoméne de nécrose.
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Pour observer et comptabiliser les cellules apaptes ou nécrosées, nous avons,
apres chaque traitement, fixé un échantillon dellesl a la lamelle avec du paraformaldéhyde
4% (Sigma France) pendant 20min a TA. Ces cellules onpgdélablement incubées avec le
Hoeschst ou I'IlP 5min avant la fin du traitemenprés montage entre lame et lamelle,
I'observation de la fluorescence est réalisée atranscope a fluorescence (Axiovert 200M,
Zeiss France). Ce microscope est équipé d'un jeu deedilpermettant la détection du
Hoescht et de I'lP, et d’'une caméra (AxioCam MRAeisg permettant I'acquisition d'image
avec l'objectif a immersion 63x. Les cellules senisuite comptées et triées suivant leurs
caractéristiques (coloration par I'lP pour les e nécrosées, noyau fragmenté apres
coloration au Hoescht pour les cellules en apoptd3e comptage est réalisé 6 fois sur un

échantillon de 100 cellules pour chaque traitement.

V/ Déplétions en ATP eten GTP

L’adénosine triphosphate (ATP), molécule hautem@&mergétique, est produite a
'échelle de la cellule au niveau du cycle de KrébK) et dans la chaine respiratoire
mitochondriale. Pour réduire la concentration icefulaire de I’ATP, nous avons utilisé un
milieu de déplétion en ATP qui ne contient ni pyate ni glucose (pour inhiber le CK), ni
ATP. Ce milieu est additionné de 5mM de 2-désoxghzose (inhibiteur du CK) et de
0,4ug/mL d’antimycine A (inhibiteur de I'ATP syntb& de la chaine respiratoire
mitochondriale). En effet I'antimycine A, antibigtie bactérien, inhibe le transfert des
électrons du complexe Ill du cytochrome b versyiechrome c, et empéche ainsi la synthése
de I'ATP par 'ATP synthase.

La déplétion en GTP est obtenue en incubant Ildalegldans un milieu de culture
normal, en présence de 50uM d'acide mycophénolid®A) (Sigma, France). Le
mécanisme d’action de cette molécule immunodépessit bien connu (Escobar-Henriques
et al, 2001). En effet, le MPA est un inhibiteur de tisine MonoPhosphate déshydrogénase
(IMPDH), enzyme impliquée dans la synthdeenovades dérivés guanosyldsigure M2).
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MPA Guanine

yIMPDH \

AMP = |MP => XMP => GMP ==> GDP=> GTP
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Figure M2: Mode d’action du MPA.

Le MPA permet la déplétion spécifique en GVR l'inhibition de I'IMPDH, enzyme clé de la
synthése du GDP. Le MPA se fixe a I'enzyme empéclansi la conversion de l'Inosine
MonoPhosphate (IMP) en Xanthine MonoPhosphate (XMP)

VI/ Détermination de la concentration intracellulaire en
ATP (JATP];) eten GTP ([GTP])

1- Principe

Le dosage s'effectue & I'aide du kit Bioluminesc8omatic Cell Assdy (FL-ASC,
Sigma France), basé sur la lumiére émise suite a I'atigd de I'adényl-luciférine, obtenue
par la réaction catalysée par la luciferase efEH libre et la luciférine. La cinétique de la
réaction enzymatique est composée de trois phassspales : un temps de latence, une
phase de croissance et une phase de décroissalingedsité lumineuse.

L'intensité lumineuse maximale (Imax) varie propmmhellement a la quantité d'ATP
présent dans le milieu. Le dosage de I'ATP repas®e dur la mesure de lintensité de

I'émission lumineuse qui se produit en présendeadrine et de luciférasd-igure M3).
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A Produit de relarguage de

. . 'ATP des cellules )
(1) ATP intracellulaire » ATP libre

luciférase

(2) ATP libre + luciférina » Adényl-luciférine + PPi

(3) Adényl-luciférine + Q

Oxyluciférine + AMP + CQ +

A 4

B Intzraité du flux
Iurrifen::

| max | max : waleur maximale de

Iittenzité lumineuze
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[ maxf2 o atteindre | max /2
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1 2 3 Tempz

Figure M3: Réaction enzymatique de bioluminescengeermettant le dosage de 'ATP
A: Schéma réactionnel

.....

principales : un temps de latence (1), une phaseralssance (2) et une phase de décroissance de
l'intensité lumineuse (3).

2- Protocole
Les cellules cultivées dans les plaques 6 puitslasges avec du PBS déplété ef*Ca
et en Md@", puis détachées avec de la trypsine. Cette dermigr inhibée par I'ajout de
tampon TB (10mM Hepes pH 7,8, 50mM NaCl, 0,1mM GaZl1mM MgC}). Les cellules,
culottées par centrifugation a 4°C, sont resuspesidans 500uL de tampon TB.
50uL de la suspension cellulaire traitée par umide relarguage de 'ATP (Somatic
Cell ATP Releasing Reagent) est analysée en abgkpg®)) ou en présence d'un standard
interne (Lisam+is)). L'ATP Assay Mix contenant le complexe lucifériheiférase est dilué 25
fois puis est ajouté au mélange cellulaire. L’ATélargué dans le milieu réagit avec le
complexe luciférine-luciférase et permet la formati d’adényl-luciférine. Le produit
d’oxydation est mesuré a I'aide du luminometre (gledirius Berthold France).
La quantité d’ATP dans I'échantillon (ATdw) est déterminée a l'aide de la formule
ATP samy= (ATP(s) X Lsam)) / (L(sam +1s) — L (sam)) OU :
» ATPs) correspond a la quantité d’ATP ajouté comme stahitderne
» Lsawm) correspond a la lumiere émise par I'ATP relargagsde milieu par les

cellules
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> Lsawmt+is) correspond a la lumiére émise par I'ATP relargagsdle milieu par
les cellules en présence du standard interne
En paralléle le nombre de cellules contenu dan$0gs. de la suspension cellulaire est
déterminé a l'aide de la cellule de Mallassez dérramener le taux en ATP par million de

cellules.

La concentration en ATP a aussi été mesurée pacltmique d’'HPLC décrite dans le

paragraphe ci-dessous.

1- Principe
Parmi les différents types de chromatographiegantiss, 'HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) est une des méthodes anabsi les plus utilisées. Cette méthode
est basée sur la séparation des composants duiddidphase mobile) au travers d’une
colonne (support solide = phase stationnaire)xifite quatre types d’HPLC différents : phase
inverse, adsorption, échangeuse d’ions et excluties principaux détecteurs utilisés sont les
détecteurs réfractométriques, U.V. (classique oulpasrette de diodes), a conductivité

thermique et électrochimique.

2- Préparation des échantillons

A la fin de chaque traitement, les cellules soat@és sur la glace et lavées trois fois
avec du PBS froid. L'extraction de I'ensemble degléotides est réalisée avec 300uL
d’acétonitrile et 700uL d’eau stérile froide penddfmin a 4°C. Les cellules sont ensuite
culottées par centrifugation (132@) 20min a 0°C). A partir du surnageant, nous etfiecs
un dégazage a l'azote de l'acétonitrile pendantiBOsur la glace pour un mélange de
nucléotides qui sera par la suite analysé par HREE protéines du culot sont extraites avec
50uL de NaOH 1M pendant 10min. Les débris cellakagont sédimentés par centrifugation
(1350g, 15min a 0°C).

3- Protocole
L’appareil utilisé lors de nos analyses est une ERIL00, HP chemstatiotiéwlett
Packard Wilmington, DE) équipée d’'un détecteur a barrdttadiodes. La colonne employée
est une phase inverse Zorbax Eclipse XDB-C8 (4,B5xmm, 3,5 umAgilent USA) a

1mL/min. Le tampon utilisé contient 93% d’'une smaotcontenant 50mM de phosphate de
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sodium et 10mM de Tetrabutyl Ammonium Sulfate denlD(pH 7), et 7% d’acétonitrile. Le
gradient utilisé pour séparer les différents nuidies est présenté dansthbleau Ml ci
dessous.

Tableau MI: Programme du gradient nécessaire a laéparation des nucléotides.

Etape t ;Zg]ep?rrcllii) Tampon (%)  Acétonitrile (%) Débit (mL/min)
1 20 100 0 1
2 15 0 100 1
3 10 100 0 1

De maniére a quantifier les différents nucléotidéparés, un mélange de standards
nucléotidiqgues contenant ATP, ADP, GTP et GDP a NIO(@,5uL de chaque nucléotide
complété a 50uL avec de l'eau distillée stérild) ingectée. Cette injection de standards
externes est effectuée lors de chaque analysertk gas chromatogrammes obtenus, l'aire
des pics des différents nucléotides est intégrée tpansformée en concentration (UM) grace
au standard du jour, puis le résultat final estriex@ en pumol/mg de protéines grace au

dosage protéigue (paragrapkie.

Ce test permet de détecter la présence de protairsgivité GTPasique dans les
protéines isolées a partir des microsomes. L'esstaréalisé comme indiqué danddeleau
Ml

L'activité GTPasique est basée sur la réductioNADH en NAD', suivie a 340nm
par spectrophotométrie, en présence de lactacteydié@génase (LDH). Le systeme couplé
permet la régénération du GDP, produit par 'ativ TPasique de la protéine, en GTP par la
réduction du NADH en NAD

Pour chaque essai, 5min avant la cinétique, leésystcouplé est incubé avec le
tampon de dégradation (125mM potassium acétaten\,5nagnésium acétate, 10mM
glucose, 1ImM DTT, 25mM Hepes pH 7,2) dans la cuvBAa Juste avant le début de la
cinétique, le GTP est ajouté 30s avant I'apportadprotéine. La mesure de la DO se fait a
340nm pendant 10min. 2 blancs sont effectués :nuabsence de protéine et en présence de

GTP et un en présence de la protéine et en abdenGaP.
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Tableau MIl: Composition du tampon de mesure de Bctivité GTPasique.

Réactifs Concentrations Volumes (uL)
finales
( KCI (1M) 30mM 45
Phospho-énol Pyruvate
oystome (200mM pH 6.6) 4mM 30
couplé < NADH (400mM) 0,4mM 1.5
Pyruvate Kinase (10mg/mL) 40pg/mL 6
Lactate Déshydrogénase (LDH
L (10rr)1/g/mgl_) PR 20ug/mL 3
MgCl, (1M) 1mM 1.5
Protéine 100ug -
GTP (100mM pH 7) 5mM 75
Tampon de dégradation 1000

La pente obtenue lors de ces cinétiques permetatteiler I'activité GTPasique
contenue dans chaque échantillon. Pour chacuns apreection de la ligne de base, il est
nécessaire de calculer :

> la pente a I'origindA (min™) : AAbs/Atemps
> lactivité de I'enzyme dans I'échantillon (loi deeBr-Lambert) AA= €.l.AC
d'olAC =AA / £l avece = 6220 L.mof", & 340nm
AC est une activité (mol:Lmin™) qui exprime la variation de produit formé par ntin
> le nombre de moles de produit formé par miririgmol.miri*) =AC x V (V= 0,001L),
> la masse de protéines utilisées pour chaque dosage [Protéing (mg/mL) X \t (V=
1 mL)
> lactivité GTPasique dans I'échantillon (mol.ifimg?) : AS =An / mp.

VIl/ Test de fixation de CFTR sur colonne d’ATP etde
GTP

La liaison de 'ATP et du GTP au niveau des NBDsQIETR est étudiée grace a
l'utilisation d’ATP fixé a une colonne sépharosefATUne extraction de protéines totales est
effectuée a partir d’'une boite 10 cm de cellulesréfluence. Les cellules sont lavées trois fois
avec le tampon de lyse hypotonique (7,5mM Tris pig€l7,4). Puis, les cellules sont incubées
pendant 5min avec ce méme tampon additionné de N2Qfprthovanadate de sodium et
0,1mM d’EGTA. Une fois décollées, les cellules soantrifugées a 13289 pendant 5min.
Le culot est resuspendu dans 900uL de tampon d&idn (0,2% Triton X-100, 150mM
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NaCl, 20mM Tris HCI pH 7,4) additionné avec lesibiteurs de protéases. Les extraits ainsi
obtenus sont ajoutés a des colonnes sépharose-ATHSTd lavées avec le tampon
d’extraction, en présence de 3mM de Mg€l de 200uM d’orthovanadate de sodium. Le
meélange est incubé 1h a 4°C. Les protéines nog Béat éliminées par trois lavages avec
1mL de tampon d’extraction. Afin de déterminer’8if ; entre en compétition avec 'ATP
pour la liaison avec les NBDs de CFTR, une élutivec 10uM d’Allz dilué dans le tampon
d’élution (40mM NaCl, 10mM Tris HCI, pH 7,4) estfeftuée. Puis, une deuxiéme élution
avec 5mM d’ATP, pour montrer la liaison avec I'ATéxt réalisée. Enfin une derniére élution
est faite avec du LSB 2X (Laémmli Sample Buffer, 8%S, 62,5mM Tris-HCI pH 6,8, 20%
Glycérol, 0,04% bleu de bromophénol) additionn& 0% 3-mercaptoéthanol pendant 10min
a 37°C. La méme manipulation est effectuée avewlanne sépharose-GTP en remplacant
'ATP par du GTP au moment de la deuxieme élutlanprésence de CFTR est déterminée

par immunodétection.

VIII/ Perméabilisation et caractérisation cellulaires

La perméabilisation consiste a dialyser le cytspla cellulaire contre un tampon dont
le pH est proche du pH intracellulaire, mais d@antbmposition differe totalement. Seules

leurs concentrations et leurs forces osmotiquestsemvoisines.

Les cellules BHK-21 sont perméabilisées dans IgptanCSK (cytoskeletal) pH 6,8
(0,3M sucrose, 0,1M KClI, 2,5mM Mg&Il1lmM sodium EDTA free, 10mM PIPES) contenant
50ug/mL de digitonineSigma France). Brievement, les cellules sont d’aboedsés deux
fois avec le tampon CSK a TA, puis incubées penti@ntin avec le tampon CSK contenant
de la digitonine. Le CSK contenant le cytoplasnterésupéré et conservé pour les mesures
d’activités du protéasome, de la [ATRt de la lactate déshydrogénase (LDH), marqueur
spécifigue du compartiment cytoplasmique. Les teglisont ensuite rincées avec le tampon

CSK et incubées a 37°C sous 5% de,éndant le temps de traitement.

Pour vérifier I'efficacité de la perméabilisationpus avons mesuré I'activité de la

LDH. La deétermination de son activité se fait par hesure de la décroissance de la
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fluorescence du NADH a 340nm. En effet, le NADH,eecpyme de la réaction de
transformation du pyruvate en lactate (Aragaral, 1980), est utilisé comme indicateur de
I'activité de la LDH pour le calcul de son activigpécifique (Figure M4).

LDH

pyruvate de sodium W lactate

NADH +H NAD'
Figure M4: Réduction du pyruvate de sodium en tagbar la lactate déshydrogénase.

Il est d’abord nécessaire de réaliser un blandsur d’une solution a 0,3mM NADH.
Afin de vérifier que nos solutions ne contienneas p’éléments contaminant, une cinétique
sur 6min est réalisée aprés avoir ajouté 33uL duvaye de sodium (100mM). Chaque
échantillon est incubé avec 1mL de tampon NADH pabdmin & TA. Puis les cinétiques
sont réalisées, sous agitation, immédiatement aggoég du pyruvate de sodium. La pente
obtenue lors de ces cinétiques permet de calcaletivité spécifique de la LDH contenue
dans chaque échantillon. Cette activité corresgoledquantité de NADH utilisé par la LDH.
Pour chaque échantillon, apres correction de feelide base, il est nécessaire de calculer :
> la pente & l'origindA (min™) : AAbs/Atemps
> lactivité de I'enzyme dans I'échantillon (loi deeBr-Lambert) AA= €.l.AC
d'olAC =AA / £l avece = 6220 L.mof", & 340nm
AC est une activité (mol:Lmin™) qui exprime la variation de produit formé par mtin
> le nombre de moles de produit formé par miririgmol.miri*) =AC x V (V= 0,001L)
> la masse de protéines utilisées pour chaque dosage [Protéing (mg/mL) x \t (V=
1 mL)
> lactivité spécifique de la lactate déshydrogéndeses I'échantillon fmol.min.mg?) :

AS =An/ mp.

IX/ Détermination de la demi-vie de la protéine CFR

Afin de calculer la demi-vie de la protéine CFTR3B8el, nous utilisons la
cycloheximide (CHX, 4-[(R)-2-[(1S3S59)-3,5-dimethyl-2-oxocyclohexyl]-2hydroxyethyl]-
2,6-piperidinedione), un inhibiteur de la synthgsmtéique (Curtiset al, 1986). Cet
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antibiotique bactérien, isolé @&ireptomyces griseushibe I'activité peptidyl transférase de
la sous unité ribosomale 60S des eucaryotes. B peunet de suivre le devenir d’'un pool de
protéines nouvellement synthétisées en présendéféients traitements.

X/ Extraction protéique

A la fin de chaque traitement, les cellules soac@es sur la glace, lavées deux fois
avec du PBS froid dans lequel elles sont ensugaspendues. L'extraction protéique est
réalisée avec le tampon RIPA pH 8 (NaCl 150mM, -H@& 20mM, Triton X-100 1%, SDS
0,1% et déoxycholate de sodium 0,5%) contenantirdebiteurs de protéases (2mg/mL de
iodoacétamide, 1mM de PMSF et 10pg/mL du mélangpelgtine et pepstatinepigma
France) pendant 20min a 4°C. Les noyaux et lealeslhon solubilisées sont ensuite culottés
par centrifugation (1500@, 15min a 4°C) ; le surnageant est prélevé et déagtar ajout de
LSB 2X final (2.5% SDS, 15mg/mL dithiothreitol (D},T12mM Tris-HCI pH 6,8, 5mM
EDTA pH 7, 3,5% Glycérol, 0,01% bleu de bromophgnmlis par chauffage 5min a 50°C.

Le RIPA permet de solubiliser toutes les protéime&me celles qui sont agrégeées. I
est donc nécessaire d'utiliser un autre protoc@esalubilisation qui permet de distinguer
entre les deux états, agrégées ou non agrégéegratémes. Le niveau d’agrégation est
déterminé par une double extraction des protélreepremiere est réalisée avec un tampon de
solubilisation appelé Tampon | (10mM Tris-HCI pHb,75mM EDTA et 1% Triton X-100)
contenant les inhibiteurs de protéases. Le culotalkiles est resuspendu dans 50uL de
Tampon | puis incubé 20min a 4°C. Les noyaux etckdhiles non solubilisées sont ensuite
culottés par centrifugation (15008 15min a 4°C). Le surnageant est dénaturé pat dpu
LSB 2X final, puis par chauffage 5min a 50°C. Laixieme se fait par reprise du culot dans
50uL de Tampon Il (1% SDS, 10mM Tris-HCI pH 7,5,9%4.Qglycérol) contenant les
inhibiteurs de protéases puis mis a chauffer penti@min a 65°C. L’ADN est culotté par
centrifugation (15000x 15min a 4°C). Le surnageant, auquel est ajouteSRI2X final, est
chauffé a 55°C pendant 5min. Aprés analyse par inuaétection, la protéine est considérée

comme agrégée si elle apparait dans la deuxiemactgn.
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XI/ Dosage proteique

La concentration protéique des différents échantdllest déterminée par un dosage
colorimétrique (BCA Protein AssayPierce France). Cette méthode utilise I'acide
bicinchoninique (BCA) comme réactif de détectiors dens Ci, qui se forment lorsque les
ions CJd* sont réduits par les protéines dans un environneaiealin. Un produit de réaction
violet possédant une forte absorbance a 562nmastfarmé. Aprés I'extraction protéique,
5uL d’échantillon a doser sont ajoutés au meélaggetionnel contenant 45uL d’eau distillée
et 50uL de SDS 1%. La solution contenant les risaftet B (ratio : 50mL de A pour 1mL de
B) est ajoutée a raison de 1mL par tube. Les éitloast sont incubés a 37°C pendant 30min
puis I'absorbance a 562 nm est mesurée. Le caleuladconcentration en protéines des
échantillons se fait grace a la courbe de calibnaprécédemment réalisée avec la fraction V

de I'albumine de veau.

XII/ Détermination du profil glycosidique

Le niveau de maturation des protéines N-glycosyléesime CFTR, peut étre déterminé
par digestion avec diverses endoglycosidases. Het, efes protéines nouvellement
synthétisées sont glycosylées au niveau du résigaragine au cours de leur biosynthese.
L’endoglycosidase H (Endo H) est une enzyme quedés N-glycannes riches en mannose
ou hybrides apres le premier résidu N-acétylglucasa (GICNAc) lié a I'asparagine. La
peptide:N-glycosidase F (PNGase F) est une amiaiselive les oligosaccharides riches en

mannose, hybrides et complexes entre le GIcNAagparagineKigure M5).
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Figure M5: Schéma représentant les sites de coupude 'Endo H et de la PNGaseF.
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Dans les deux cas, la réaction est realisée syrdl@®@xtraits protéiqgues comme décrit par
le fabricant New England BioLahsFrance). Brievement, 100ug d’extraits protéigsest
incubés pendant 10min a 37°C dans du tampon dduwtétian. Le pH de la réaction est, par
la suite, ajusté avec du tampon G5 (0,5M citratsatbum, pH 5,5) pour 'Endo H ou avec le
tampon G7 (0,5M phosphate de sodium, pH 7,5) ppl#NGase F. Pour cette enzyme, 1%
NP-40 final est ajouté. Les échantillons sont eersmicubés avec 'Endo H (7ug/mL) ou la
PNGase F (31pg/mL) pendant 3h a 37°C. Finalemestt¢hantillons sont dénaturés 5 min a
50 °C dans du LSB 2X final et conserveés a -80 °C.

X1/ Immunoprécipitation de la protéine CFTR-F508d el

A la fin du traitement, les protéines sont extmiselon la méthode décrite dans le
paragraph&/A. Le lysat cellulaire est séparé en deux.

1°/ 10% sont mélangés avec 27uL d'eau et 8uL de LSB pOXr contrdler
I'expression de la protéine.

2°/ Les 90% restant sont utilisés pour 'immunopréaipin. Cet échantillon est
incubé avec 2uL du mélange de deux anticorps dATIRC(L12B4 et M3A7) dans 1mL de
RIPA contenant les inhibiteurs de protéases. Ceamgél est incubé a 4°C sous agitation
pendant 2h minimum. Aprés I'ajout de protéines @Bhadose préalablement rincées trois fois
avec du RIPA, le mélange est remis sous agitatidétCapendant 1h. Le complexe protéines
G-Anticorps-CFTR est rincé 5 fois avec 1mL de RIRAs protéines sont ensuite €luées dans
40uL de LSB 2X contenant 10% flemercaptoéthanol pendant 15 min a 37°C.

La séparation des protéines se fait par électr@seosur gel de polyacrylamide en
présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE)steréalisée selon la technique de
Laémmli (Laémmli, 1970).

XIV/ Electrophorese et immunodétection

La séparation de la protéine CFTR sauvage (~170) &D&L£FTR-F508del (~140 kDa)
en condition dénaturante (SDS-PAGE) est réaliséeusugel d’acrylamide a 7%. Les
protéines sont séparées pendant 20min a 60V pui P40V, en présence de tampon de
migration (Tris-HCI 25mM pH 8,3 contenant 192mM glgcine et 0,1% SDS). La protéine
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TCRCa-HA (~41 kDa) ainsi que les protéines chaperonoes séparées par SDS-PAGE sur
gel d’acrylamide a 12% pendant 20min a 60V puisldmigration a 140V.

Ces protéines sont, par la suite, transféréessamembrane de nitrocellulose (0,45
pum de porosité Biorad, France) durant 120min a 100V et a 4°C dans |gptende transfert
(Tris-HCI 25mM pH 8,3 contenant 192mM de glycine 0% de méthanol).
L'immunodétection est réalisée aprés saturation sies non spécifigues au niveau de la
membrane de nitrocellulose par le tampon de blo¢BS, 5% de lait écrémé, 0,1% Tween
20) pendant la nuit a 4°C sous agitation. L'incidratvec les anticorps monoclonaux anti-
HA (Covance USA) ou anti-CFTR Chemicon USA) est réalisé a TA pendant 1h. La
détection du complexe anticorps-antigéne se faitg@a un anticorps secondaire marqué a la
peroxydase et a une réaction de chimiluminescelkiteECL Western Blotting Amersham

BiosciencesFrance) Tableau MiIil ).

Tableau MIII: liste des différents anticorps utilisés pour I'étude et de leur fournisseur

Anticorps Fournisseur
Anti-CFTR L12B4 (épitope: N386-A412) Chemicon (USA)
Anti-CFTR M3A7 (épitope : D1370-T1380) Chemicon @JS
Anti-HA Covance (Angleterre)
Anti Na'/K*-ATPase Developmental Studies Hybridoma Bank (USA)
Anti calnexine (CNX) StressGen (USA)
Anti BiP StressGen (USA)
Anti Hsp70 StressGen (USA)
Anti Hsp90 StressGen (USA)
Anti 20Sa3 Biomol (USA)
Anti ubiquitine (Ub) Biomol (USA)

La quantification de l'intensité de la bande estlis€e a I'aide du logiciel SCION
(Scion Corporation USA) puis l'intensité de chague bande est ramemépourcentage par

rapport a la quantité de départ.

XV/ Mesure de l'activité du protéasome

Le protéasome comporte trois activités enzymasiq(teypsin-like, PGPH pour
peptidylglutamyl peptidérydrolyzing et chymotrypsin-like) qu’il est possbde mesurer

individuellement a l'aide du 4-methylcoumarinyl-iiv@e (AMC), un fluorophore Ne=
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350nm etAer= 440nm) lié au substrat spécifigue de chaque igEtenzymatique Tableau
MIV ). L’'analyse est basée sur la détection de 'AM@#€iaprés I'hydrolyse du substrat-
AMC par le protéasome.

Les cellules sont lavées deux fois avec du PBig.fApres grattage, les cellules sont
culottées par centrifugation pendant 1min, puisispendues dans 100uL de PBS contenant
0,1% de Triton X-100 et cassées a l'aide d’'un pottes cellules intactes et les noyaux sont
éliminés par centrifugation a 132@Ppendant 15min. Le surnageant est alors diviséear d
5uL pour le dosage protéique et 95uL pour la mediaetivité. Dans un tube de 0,5mL, le
mélange suivant est effectué : 50ug de protéinkedeantillon, 12uL du substrat a 1,25mM
et complété & 150pL avec le tampon A (25mM Tris i8I 7,6, 6mM KCI, 6mM MgG),
20% glycérol). Un témoin sans échantillon est égal&t préparé pour chaque substrat. Le
mélange ainsi obtenu est incubé a 37°C pendant lldb@ de la lumiere. La réaction est
arrétée par I'ajout de 5% (7,5uL) d’acide trichlacétique (TCA) dans chaque échantillon
puis incubée 2h a TA, dans l'obscurité. Les écHans sont centrifugés 5min a 132@0
pour éliminer d’éventuels corps d’agrégat. 60ulchaque tube sont prélevés et mélangés a
200puL de Tris 500mM pH 8,0. Les mesures de flu@ese sont réalisées avec les paramétres

suivant :Aex = 350nm eflem = 440nm.

Tableau MIV: Substrats des activités du protéasome.

Séquences peptidiques Activités Aliquoté en 100uL ; Ci
Cbz-leu-leu-glu-AMC PGPH 1,25mM
N-cbz-gly-gly-arg-AMC Trypsin-like 1,25mM

N-suc-leu-leu-val-tyr-AMC Chymotrypsin-like 1,25mM

XVI/ Preparation des fractions enrichies en RE

L’isolement de la fraction microsomale est réapiaé deux méthodes afin de contrdler
nos résultats : la centrifugation différentielldeefractionnement subcellulaire sur gradient de

Sucrose.

La centrifugation différentielle se fait a partie dellules a confluence dans des boites

de 15 cm. Toutes les étapes suivantes se font aMft€s un lavage au PBS froid, les cellules
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sont resuspendues dans 5mL de tampon d’homogéogigatl 7,4 (10mM Hepes, 1mM
EDTA et 0,25M sucrose). Puis, les cellules sonbttéés par centrifugation a 20@0pendant
5min. Le culot est resuspendu dans 3mL de tampdwnabgénéisation contenant les
inhibiteurs de protéases (2mg/mL de iodoacétaniindyl de PMSF et 10pug/mL du mélange
leupeptine et pepstatine), puis les cellules soassé@es par 20 aller-retours avec
’lhomogénéisateur de Dounce. Les cellules non eass®nsi que les noyaux, sont éliminés
par centrifugation a 606@ pendant 10min. Le surnageant est transvasé dansibena
centrifugation, tandis que la fraction contenastdeyaux (FN) est resuspendue dans 500uL
de tampon de dégradation (125mM potassium ac&z#ieM magnésium acétate, 10mM
glucose, 1ImM DTT, 25mM Hepes pH 7,2). Les mitochi@y sont sédimentées par
centrifugation a 1500@ pendant 5min; le culot est resuspendu dans 50Qutamhipon de
dégradation. Les microsomes et la fraction solutd@tenus dans le surnageant, sont séparés
par ultracentrifugation (100086, 1h a 4°C). Le culot contient alors les microsoroes
fraction microsomale (FM). Cette derniere est rpsndue dans le tampon de dégradation. Le
surnageant est ultracentrifugé a 300aPPendant 2h afin de séparer la fraction ribosomale
contenue dans le culot et le cytosol ou fractiomoghasmique (FC) contenu dans le
surnageant. Les différentes fractions sont congelé80°C apres prélévement de 5uL pour le

dosage protéique.

Les cellules a confluence sont d’abord lavées alted®BS froid puis grattées et
culottées par centrifugation (30@f) 5min & 4°C). Le culot cellulaire est repris dams
volume de tampon d’homogénéisation (10 mM HepesMIEDTA et 0,25M sucrose, pH
7,4), contenant les inhibiteurs de protéases (2mgls lodoacétamide, 1mM de PMSF et
10pg/mL du mélange leupeptine et pepstatine), spomdant a 5 fois le volume de cellules.
Les cellules sont cassées par 30 aller-retoursotterppuis 'homogénat est passé dans une
aiguille de diamétre 25G pour permettre une lyses inportante des cellules. Aprés deux
passages, 'homogénat cellulaire est centrifugg&) pendant 5min a 4°C pour sédimenter
les cellules intactes et les noyaux. Le surnagesintentrifugé a 80@Q pendant 10min a 4°C
pour culotter les mitochondries. Les culots obtelous des centrifugations sont resuspendus
dans 1mL de tampon d’homogénéisation puis plongés d’azote liquide avant d’étre
congeler a -80°C pour les mesures d’activités. umageant obtenu est déposé sur un
gradient de sucrose qui permet la séparation digsatits organites.
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Les gradients de sucrose sont préparés 2h avaattemnnement afin de les laisser se
stabiliser a 4°C. Les différentes solutions de @sErsont préparées comme indiqué dans le
tableau MV, avec les inhibiteurs de protéases. Pour réalesagradient, nous déposons
successivement 3mL de tampon a 2M puis 9mL de taraph3M puis 9mL de tampon a 1M
puis 3mL de tampon a 0,6M et enfin 3mL de tampOrb.

A la fin de la derniére centrifugation, les fracts a séparer sont déposées a la surface
du gradient puis les tubes sont délicatement pldagas le rotor SW28. La séparation se fait a
13000&g pendant 3h a 4°C. Apres centrifugation, les fomgide 1mL sont récoltées de la
plus dense a la moins dense. Les fractions sositdusongelées dans 'azote liquide pour
éviter toute dégradation. Les fractions sont corgsey & -80°C avant d’effectuer les tests

d’activité enzymatique.

Tableau MV: Composition des différentes solutions @ sucrose contenues dans le
gradient discontinu.

Concentration en sucrose (M) ¢

tampon Hepes 10mM et 1mM Volume de tampon a Volume d’inhibiteurs de

EDTA (pH 7.4) prélever (mL) protéase (L)
2 2x4 2%
1,3 2 x10 240
1 2 x10 240
0,6 2x4 926
0,5 2x4 96

Afin de vérifier la pureté des fractions, des dedtactivité enzymatique (AE) des
marqueurs des différents compartiments cellulaorgsété réalisés. Ainsi, nous avons utilisé
la phosphatase alcaline pour la membrane plasmigeglucuronidase pour les lysosomes,
I'a-mannosidase Il pour le Golgi etiFglucosidase pour le RE. Pour évaluer I'activité de
chaque enzyme, des substrats fluorescents somgéstilableau MVI), puis, l'activité
spécifiqgue (AS) de chaque enzyme pour chaque dractiété calculée a 'aide de la formule
suivante : AS = AEctiod/[protéinelaction

Apres la détermination des fractions enrichiesRé) le sucrose a été éliminé par
centrifugation différentielle. Brievement, les ftiaos sont diluées deux fois dans du tampon
d’homogénéisation puis centrifugées a 100@00endant 1h a 4°C. Le culot contient alors la
fraction microsomale enrichie en RE (FRE) qui essuspendue dans le tampon de

dégradation et congelée a -80°C.
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Tableau MVI: Dosages d’activité enzymatique pour Is fractions obtenues apres
séparation sur gradient de sucrose.

Phosphatase alcaline (marqueur de la membrasmigjae)
» Réactif (10mL de 0,5M Tris-HCI pH 9,2, 10mL de ot X-100, 6mL de MgGl
0,1M, 44mL d’HO)
» substrat : p-Nitrophenylphosphate (60mM)
Réactif Concentration  VoLJu 1. Incuber les échantillons pendant 2h a
37°C
Echantillon 100 2. Mesurer la densité optique (DO) a 410pm
Eau 200
Solution réactive 700
Substrat 5,4mM 010
B—Glucuronidase (marqueur des lysosomes)
» 1% Triton X-100
» 1M CH;CO:Na (pH 4,5)
» substrat : 4-Méthylumbelliferyl-N-acetf-D-glucosamidine (20mM)
» 0,1M de 2-Methulaminopropanol (AMP) dans 40mM HCI
Réactif Concentration VoLj4 1. Incuber les échantillons pendant 30min a
37°C
1% Triton X-100 0,1% 30| 2. Arréter la réaction avec 1mL de la
1M CH;CO:Na (pH 4,5) 0,1M 30 solution dAMP
Echantillon 40 3. Mesurer l'intensité de fluorescence
Eau 180 Aex = 360nM Aem=460nm
Substrat 1,3mM 20
o—Mannosidase (marqueur du Golgi)
» 1% Triton X-100
> PBS sans Cani Mg*
» substrat : 4-Méthylumbelliferyté~D-mannopyranoside (40mM)
» 0,1M de 2-Methulaminopropanol (AMP) dans 40mM HCL
Réactif Concentration VoLJJ 1. Incuber les échantillons pendant 30min a
37°C
1% Triton X100 0,1% 30| 2. Arréter la réaction avec 1mL de la
Echantillon 30 solution dAMP
PBS 200 | 3. Mesurer l'intensité de fluorescence
Substrat 4mM 30 Aex = 365nmM Aem = 450nm
o—Glucosidase (marqueur du RE)
» Tampon citrate/phosphate (150mM, pH 6,5)
» substrat : 4-Methylumbelliferyé~D-glucoside (20mM)
» 0,1M de 2-Methulaminopropanol (AMP) dans 40mM HCL
Réactif Concentration  VoLJd 1. Incuber les échantillons pendant 30min a
37°C
Echantillon 20 2. Arréter la réaction avec 1mL de la
Tampon 200 solution dAMP
Substrat 0,9mM 10 3. Mesurer l'intensité de fluorescence
Aex = 360nM Aem=460nm
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La FM et la FRE, obtenue respectivement, par degation différentielle ou par
fractionnement subcellulaire sur gradient de sugraont resuspendues dans 200uL de
carbonate de sodium (M2O;) 0,1M pH 11,5 ou d’iodure de potassium (Kl) a 250nCes
deux composés sont des agents chaotropiques qdétansant les liaisons électrostatiques,
permettent le détachement des protéines liéesteinent ou indirectement au RE. Le
mélange est incubé 30min dans la glace pour déerdels protéines périphériquddne
centrifugation a 10000@ pendant 1h & 4°C permet de culotter la fractioorosiomale, qui
est immédiatement resuspendue dans le tampon daddéign et congelée a -80°C, alors que
les protéines associées au RE sont récupérées ldasgrnageant. Ces derniéres sont
précipitées par ajout de 20% de TCA puis sédimesnpée centrifugation a 16009 pendant
15min a 4°C. Le culot est lavé avec de l'acétondestprotéines sont culottées par une

nouvelle centrifugation, puis suspendues dangi@da de dégradation.

L’étude de la dégradation se fait a partir de 48adM ou FRE. Les microsomes sont
incubés avec la CHX (100ug/mL) et les inhibiteuengant 4h a 37°C. L’échantillon est
ensuite dénaturé par ajout de LSB 2X final et ctaayef Smin a 50°C. Le témoin correspond

aux microsomes dénaturés dans le LSB 2X final sanubation préalable.

Les microsomes obtenus par fractionnement subaghulont été étudiés par
spectrométrie de masse en collaboration avec lerdsdire de Jérdme Garin (Laboratoire
d’Etude de la Dynamique des Protéomes, CEA-Grehoblee fois les échantillons obtenus
(microsomes, microsomes traités, protéines périphés), les protéines sont dénaturées par

ajout de LSB10X puis les échantillons sont trangmoigr analyse.
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XVII/ Protéolyse ménagée

70 g de protéines des microsomes ont été digéréX)pg de trypsine en présence ou
non de 0.05% TritonX-100 pendant 15 min a 4°C. éaction est arrétée par 1mM de PMSF
puis les protéines sont dénaturées 20 min a 37af6 du LSB 2X

XVII/ Immunolocalisation cellulaire

Dans la technique d’immunofluorescence indirecieaphunomarquage permet de
localiser un antigéne dans un tissu ou dans umge@l 'aide d’'un anticorps spécifique puis
un anticorps secondaire couplé a un fluorochroRigu¢e M6). La fluorescence est ensuite
détectée a I'aide de microscopie classique ou @eostopie confocale. Dans la technique de
fluorescence directe, la protéine d’intérét esticiusée a une protéine auto-fluorescente

(exemple : la GFP ou le DsRed).

Fluo
Fluo «———— Fluorophores

Fluo

A \ <«—— Anticorps secondaire

<«——— Anticorps primaire

+«—— Antigene

Figure M6: Principe de I'immunofluorescence indiredce.

Pour les expériences d’immunolocalisation, lesutesdl sont cultivées sur des lamelles
de 12mm de diametrd.a localisation cellulaire de la protéine CFTR-B86I-HA est
obtenue apres fixation des cellules pendant 20anTiA par le paraformaldéhyde a 4%. Aprés
fixation, les cellules sont perméabilisées avedO@e Triton X-100 pendant 5min et la
lamelle est saturée avec le tampon de blocage (BS#%dans du PBS contenant 0.1mM de
Cd* et 2mM Md"). L'incubation successive avec I'anticorps prireaanti-HA (1/1000, 1h &

TA) et I'anticorps secondaire anti-IgG de sourisigé au FITC Jackson ImmunoResearch,
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USA) nous permet de détecter au niveau cellulaimmplexe anticorps-antigéne fluorescent
par l'utilisation d’'un microscope a fluorescenceres montage lamelle/lame en présence

d’un milieu approprié contenant du DAPI (Vecta#difeavec DAPIAbcys France)

L'observation de la fluorescence est rendue paossigpldce a [l'utilisation du
microscope inversé a fluorescence (Axiovert 20@kiss,France). Ce microscope est équipé
d’'un jeu de filtre permettant la détection du DARxcitatior= 359nM e gmissio= 461nm ), du
FITC (ex= 488nm efer= 530nm), du YFPNex= 520nm efen= 532nm) et du TRITCNe,=
544nm etAen= 572nm) et d'une caméra (AxioCam MRrdgiss France) permettant
'acquisition d’'image avec I'objectif & immersior3 (X 63/1,35Zeiss France). Les images
sont, par la suite, analysées avec le logiciel Xidgimn 4.2 Zeiss France).

Le microscope confocal, utilisant le laser pouralgal la surface d'intérét, permet de
visualiser, a l'aide de fluorochromes, des prot®ia@ niveau cellulaire et tissulaire. La
technique dimagerie confocale a fluorescence perdiebtenir des images de grande
résolution grace a des coupes « optiques » deadhditlon obtenues par une projection sur
'axe Z. Basée sur I'élimination des signaux defescence provenant des régions situées en
dehors du plan focal, cette technique donne aot#saa des informations situées a l'intérieur
des cellules. Le systéme disponible au sein dstitirt est un Leica TCS SP2. Il est équipé de
deux lasers : un UV et un Argon permettant d’obst8maies d’excitation (351, 354, 458, 476,
488, 514, 543 et 633 nm), couvrant ainsi tout kecte d’excitation. L’objectif utilisé est un
63X a immersion. L’acquisition de la fluoresceneereconstitution des images et les échelles
sont données par le logiciel contrélant le systeireica confocal softward_gica France)

XIX/ Obtention et quantification des ARNm de
CFTR

L’extraction des ARN totaux se fait avec le kit Beomega France. Les boites de

culture, préalablement placées sur la glace, swdtes avec du PBS. Puis les cellules sont
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lysées par ajout de 900uL de la solution dénatardm lysat est transvasé dans un eppendorf
froid. 90uL d'acétate de sodium sont ajoutés ate tphis mélangés 4-5 fois. 900uL de
phénol-chloroforme sont ajoutés et le tube est ngd8a3-5 fois avant d’étre agité
vigoureusement. Les tubes sont placés dans la glaoelant 15min. La solution est
centrifugée a 1000@ pendant 20min a 4°C. La phase aqueuse qui corlBenARN est
récupérée et un volume égal d’isopropanol est @aut mélange. Une incubation a -20°C
pendant 5min permet de faire précipiter les ARNe dentrifugation de 10min a 100@pa

4°C permet de culotter 'ARN qui est lavé avec 1diéthanol 70% froid sans le décoller.
Apres une nouvelle centrifugation a 108®endant 10min a 4°C, I'éthanol est aspiré et le
culot d’ARN, une fois séché, est repris dans 50pdau DEPC 0,05%. La concentration,

déterminée par lecture de la densité optique ard6@st ramenée ap/uL.

La transcription inverse (kit SuperScfiftll Reverse Transcriptaselnvitrogen
France) se fait dans un volume final de 20uL aveg 8’ARN totaux a 4°C. Dans un
eppendorf stérile, 0,5ug d’amorces oligo(@h} (qui se fixent a la queue polyA des ARNm),
3ug d/ARNm, 10mM de dNTP sont complétés a 12uL adecl'eau DEPC 0,05%. Le
mélange est chauffé a 65°C pendant 5min puis reaysdement dans la glace. Les
composants suivants du kit sont ensuite ajout@d :d 5X First-Strand Buffer et 2uL 0,1M
DTT. Le mélange est incubé & 42°C pendant 2minpét de la SuperScripf Il RT est
ajouté ; le tout est incubé a 42°C pendant 50mantdaction est arrétée par chauffage a 70°C
pendant 15min. 1pL du produit de la transcriptiomerse est prélevé pour déterminer la
concentration en ADNc par mesure de I'absorbarZ@am puis est ramené a 1ug/ulL.

La PCR semi-quantitative constitue une alternaéive PCR quantitative. En effet en
utilisant un standard interne (dans notre cgs-dmtine) que nous amplifions en parallele du
géne d’intérét (CFTR), nous pouvons calculer urffament R (quantité CFTR/quantit@-
actine) qui nous indique le niveau d’expressiomgéneCFTR

Les conditions expérimentales sont les suivantegte\ dénaturation des brins
d’ADNCc qui pourraient étre encore hybridés avecRMmM a 95°C pendant 2min, la réaction
se déroule sur 34 cycles de trois étapes : déniatura 95°C pendant 30s, hybridation des

amorces oligonucléotidiques a la matrice a 60°Glaeh2min et élongation a 72°C pendant
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1min grace a I'’ADN polymérase Tatnyitrogen France). Au 34" cycle, la derniére étape
est prolongée de 3 min, ce qui permet de finali8emgation et I'hybridation.

Le mélange de PCR est le suivant :

35uL HO stérile

SuL tampon Taq 10X

4uL MgCh (2mM final)

1puL dNTP 10mM

0,5uL de chague amorc&gbleau MVII)

5 uL ADNCc au préalable chauffé a 95°C pendant 10@0pL de RT + 30uL kD)

1uL de Taq polymérase

Prélever des aliquots de 9uL a 18, 22, 26,30 aty8tes (+1,4uL tampon de charge

vV V V V V V V V

6X) qui seront déposés sur gel

La migration se fait sur un gel d’agarose a 2% ar@pvec du TAE (Tris-acétate
400mM, EDTA 10mM, pH 8,3) et contenant du BET (Brom d’Ethidium, molécule
intercalante des bases des acides nucléiques lisérigdous UV) pendant 25min a 110V.
Apres révélation sous la lumiere UV du BET, I'indég de chaque bande est quantifiee pour
calculer le coefficient R. Ce dernier corresporitindéensité de la bande de CFTR divisée par

l'intensité de la bande de Baactine pour un temps donné.

Tableau MVII: Liste des amorces utilisées pour la PCR semi-quatdtive.

CFTR —actine

amorce sens  5-AGAATGGGATAGAGAGCTGGCTTC-3' 5-CCACTGGCATTGTGATGGACTC -3'

5'GTGCCAATGCAAGTCCTTCATCAA-

3 5'- AGGAAGGAAGGCTGGAAAAGGG -3

amorce anti-sens
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Résultats La protéine CFIR-F508del dans les cellules BHXK-21

A ce jour il est admis que la protéine CFTR-F508sIdégradée principalement par
la voie ubiquitine/protéasome, aprés retranslonatlans le cytoplasmeia le translocon
Sec61. Cette voie de dégradation, avec celle desdynes, constitue le principal systéme de
protéolyse ATP-dépendant pour les protéines merabem et les protéines de sécrétion.
Cependant, de nombreuses études suggérent laigeitio d’autres voies de dégradation
dont la nature reste encore inconnue. Ainsi, auscde mon doctorat, j'ai essayé de mettre en
évidence l'existence de voies de dégradation,vivo, participant, en plus de la voie
ubiquitine/protéasome, a la dégradation de la pret€FTR-F508del.

Voici un résumé détaillé de I'ensemble des résubiitenus et qui font I'objet de deux

manuscrits en cours de publication.

I/ La protéine CFTR-F508del dans les cellules BHK-
21

Pour réaliser notre étude, nous avons utilisegi@éle cellulaire BHK-21 exprimant de
facon stable les protéines CFTR sauvage et mutB88(fel). Ces deux protéines sont
fusionnées au niveau de leur partie C-terminaléti@gliette HA (Haardet al, 1999).

Nous avons, dans un premier temps, vérifié par inodétection le niveau et le profil
d’expression de ces deux protéin€sg(re R1 A). L'utilisation d’anticorps monoclonaux
anti-HA et anti-CFTR (L12B4 et M3A7) nous ont pesmile détecter la présence de la
protéine CFTR sauvage, caractérisée par ces deme$a mature ou complexe-glycosylée
(170kDa ; fleche pleine) et immature ou core-glytés (140kDa ; fleche vide). Ces mémes
anticorps ont aussi révélé la présence de la pt€FTR-F508del sous sa forme immature
de 140kDa (fleche vide). Ces résultats montrent tabord que les trois anticorps
reconnaissent les mémes formes, ensuite, que $arreé de I'étiquette HA ne change pas le
profil d’expression de ces deux protéines. Et énant, ces résultats mettent en évidence une
différence de niveau d’expression entre les pre®@FTR sauvage et mutée comparable a ce
qui a été observé précédemment (Haatdal, 1999). En effet, par rapport a la protéine
CFTR sauvage, CFTR-F508del est environ neuf foisnsn@xprimée, pour une méme
quantité de protéine déposdagure R1 A). Ce résultat est comparable a ce qui a été décrit
pour la protéine mutée endogene (Stattal, 1993). Pour vérifier que nous avons déposé la

méme quantité de protéines dans tous les puits aons immunodétecté la sous-unitde

- 108 -



Résultats La protéine CFIR-F508del dans les cellules BHXK-21

la Na'/K*-ATPase. Son niveau d’expression comparable eegreifférents puits indique que

les résultats obtenus ne sont pas I'effet d'uni@ifice de charge protéique.

A B
BHK - _|AF| wt CFTR-F508del
protéine (ug) | 70 [70| 70 T
L12B4 > - |8
> =} O]
a-CFTR 2| 2
a-CFTR B[= —e e
aHa |
q-NaVK-ATPase»EI
C N D 201
CFTR-F508del RE superposition 5 18 ® BHK-21
o £ 16 O CFTR-F508del
2 14, PKA + O CFTR
82 124
[]
5 E 10+
29 8
° 6+
5% 44
o 21
0
-2 0 2 4
temps (min)

Figure R1: Expression, localisation et fonction deprotéines CFTR sauvage et mutée.

A: Expression basale des protéines CFTR sauvage ®emlues extraits cellulaires totaux sont
préparés a partir de cellules BHK-21 exprimant deoh stable ces deux protéines. Le niveau
d’expression a été examiné par séparation sur@BHSAGE a 7%, électro-transfert sur membrane de
nitrocellulose puis immunodétection par les anfpisoprimaires monoclonaux anti-HA et anti-CFTR
(M3A7 et L12B4) et révélation par chimiluminiscen@CL). La fleche verte indique la forme non
glycosylée de CFTR, la fleche vide la forme immatet la fleche pleine la forme mature. L'anticorps
monoclonal anti-NdK *-ATPase détecte la sous-unitéitilisée comme standard interne.

B: Profil de glycosylation de la protéine CFTR-F508des extraits protéiques, préparés a partir de
cellules BHK-21 exprimant de fagon stable la pr#éiCFTR-F508del, ont été traités soit par
I'endoglycosidase H (endo H) soit par la PNGasé&d-profil éléctrophorétique a été déterminé par
immunodétection en utilisant I'anticorps anti-CF{IR 2B4).

C: Localisation de la protéine CFTR-F508del par imnflunsescence. Les cellules BHK-21 et COS-
7, exprimant CFTR-F508del de maniére stable et siigire respectivement, sont fixées,
perméabilisées et co-marquées indirectement ersautil I'anti-HA et directement par auto-
fluorescence de la protéine DsRed-ER, marqueurifgpée du RE. La révélation de I'anti-HA est
obtenue par [l'utilisation d'un anticorps secondamati-souris couplé a la fluorescéine. Les
photographies ont été obtenues grace a la micrizssopmfocale (systeme d’imagerie LEICA TCS
SP2 avec un objectif 63X/1,35 & immersion).

D: Etude de la fonction des protéines CFTR sauvageutéée par mesure de l'efflux d’iode. Les
cellules BHK-21 exprimant de facon stable les pnaet® CFTR sauvage ou mutée ont été chargées
durant 1h a TA par de l'iode (136mM). L'efflux aééinesuré grace a une électrode sensible a I'iode
avant et apres stimulation par un cocktail de PK&&AMPc.

La forme immature de CFTR-F508del, observée pamunodétection, est
caractéristique du RE. Dans ce compartiment, l&pre CFTR subit une N-glycosylation

riche en mannose. Pour évaluer ce processus dares systeme d’expression hétérologue,
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nous avons mesuré le niveau de glycosylation deR=IF308del Figure R1 B). Pour cela
nous avons utilisé deux endoglycosidases, I'endendyme qui clive les N-glycannes riches
en mannose ou en formes hybrides apres le preésedur GICNAC lié a I'asparagine et la
PNGase F, une amidase qui clive les oligosacclaridees en mannose, en formes hybrides
et complexes entre le GIcNAc et l'asparagine. Poes deux endoglycosidases, nous
observons une faible variation du poids moléculdeeCFTR-F508del, cependant indicative
d’'une glycosylation spécifique du RE. Ces résultatsfirment aussi que, dans notre systéme
d’expression, la protéine CFTR-F508del est exprinm@gquement sous forme immature.

Par la suite, nous avons examiné la localisatidiulage de la protéine CFTR-
F508del. En effet, d'aprés les résultats de I'imodétection et de la glycosylation, cette
protéine est exclusivement sous forme immaturgotéristique du RE (Lukacet al, 1993,
Hammondet al, 1994 ; Wareet al, 1995). Ce résultat est en adéquation avec ce gie
observé par de nombreuses équipes (Bal@i, 1998 ; Kopito, 1999 ; Kredat al, 2005).
Cependantjl a été montré que CFTR-F508del est exprimée daileint au niveau de la
membrane plasmique des cellules primaires de héfpitm pulmonaire (Chengt al, 1995;
Kartner et al, 1992). La méme expression, plus importante dassépithelia de souris
homozygote pour F508del (Steagall et Drumm, 1988)s I'intestin et la vésicule biliaire de
patients mucoviscidosiques (Bronsveidal, 2000; Dray-Charieet al, 1999 ; Kéalinet al,
1999) a été observée. Afin de déterminer le compart de localisation de la protéine
CFTR-F508del dans notre systeme d’expression Hétgre, nous avons réalisé des
expériences de colocalisation avec un marqueurifgpée du RE Figure R1 C). Par
fluorescence indirecte, en utilisant I'anticorpgi-#hA reconnu par un anticorps secondaire
couplé a la fluorescéine, et fluorescence direateaptofluorescence du DsRed fusionné a la
séquence de la calréticuline, protéine résidenta teniére du RE, elle-méme fusionnée a la
séquence de rétention du RE (KDEL) (Okiyonedaal, 2004), nous avons observé que
CFTR-F508del présente exclusivement une localisaiticulaire.

Pour mieux s’assurer que, dans les cellules BHKRRis n'avons pas de fuite de la
protéine CFTR-F508del vers la membrane plasmiquante il a déja été décrit dans d’autres
systemes d’expression (Chemg al, 1995), nous avons mesuré l'efflux de I'iode apre
activation par la PKA et TAMPc. Les résultats mamit que, par rapport a la protéine CFTR
sauvage, l'expression de CFTR-F508del n’engendmuratefflux d’iode, synonyme de

I'absence de cette protéine au niveau de la meralplasmiqueKigure R1 D).
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Notre principal objectif est I'étude de la dégraaokaide la protéine CFTR-F508del. De
nombreuses études ont suggéré que ce processlecasé au niveau du cytoplasme et
assuré par le systeme ubiquitine/protéasome. Capgmdiautres observations sont en faveur
d'une dégradation localisée au niveau du RE et éeegiar des systemes protéolytiques
encore mal connus. Afin de mieux comprendre legsaie I'élimination rapide de CFTR-
F508del, nous avons tout d’abord entrepris I'étddesa dégradation dans les cellules BHK-
21.

1- Détermination de la demi-vie de la protéine CFTR-F88del

Pour pouvoir déterminer le temps de disparitiorbd% des protéines CFTR-F508del
nouvellement synthétisées (demi viej2)l nous avons utilisé la méthode du marquage
métabolique & I'aide de l'isotope radioactif soud® ¢°S) incorporé au niveau des acides
aminés méthionine (Met) et cystéine (Cys). Ce magguoermet de suivre une population de
protéines nouvellement synthétisées au cours ¢dénede de chasse. Cette période fait suite
a une phase de déplétion suivie d’'une période dguage. Nos résultats montrent que{a T
est d'~ 30min Figure R2 A, B). Le méme résultat a été obtenu dans d’autresdign
cellulaires (Chengt al.,1990 ; Lukac®t al, 1993 ; Ward et Kopito, 1994).
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Figure R2: Détermination de la demi-vie de CFTR-F58del par marquage métabolique.

A: La disparition de CFTR-F508del a été suivie ausale la période de chasse qui a suivie celle du
marquage métabolique au soufre 5Y. La protéine CFTR-F508del marquée a été immuuipitée

par l'anti-HA et les protéines G-sépharose, puipase sur gel de 7%. Apres révélation par
autoradiographie, la quantité de radioactivité ipooée a été mesurée par phosphorimager. La fleche
vide indique la forme immature.

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été ob¢epar le programme SCION. MoyenfeS.E.
(n=5).
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2- Effet des inhibiteurs du protéasome sur la dégradadn de CFTR-F508del

Pour caractériser la participation de la voie ulige/protéasome, principalement
celle de la sous-unité catalytiqgue 20S du protéasalans la dégradation des protéines cibles,
différents inhibiteurs sont utilisés (Rodgers etaBDe2003). Cependant, leurs effets sont
strictement liés a la vitesse de synthése des ipestéPour cette raison, leur utilisation
s’accompagne souvent de I'apparition d’un corpsmigsmique associé ou proche du noyau
appelé « aggresome » (Wigleyal, 1999 ; Kopito, 2000). Ce phénoméne a été obgmoué
la protéine CFTR-F508del (Johnst@t al, 1998). Pour empécher linterférence de ce
phénomene dans notre étude, nous avons utilisgclaheximide (CHX), un inhibiteur de la
synthese protéique, afin de suivre un pool de presénouvellement synthétisées. Cela nous

permet ainsi de suivre la dégradation de CFTR-F&l08d

» Effet de la cycloheximide sur la dégradation de CFR-F508del
Les cellules BHK-21 exprimant stablement la praé@FTR-F508del sont incubées
en présence de la CHX (100pug/mL) en fonction dyptemprés immunodétection par I'anti-
HA, nous avons observé que lg;Est d'~ 30min. Ce résultat est comparable a cditera
par la méthode de marquage métaboliqugure R2, R3 A). Ce résultat montre aussi que les
protéines dont la 1, est inférieure ou égale a 30min ne participent pée dégradation de
CFTR-F508del.

» Effet des inhibiteurs du protéasome sur la dégrad&n de CFTR-F508del

Avant d'étudier I'effet des différents inhibiteutlsi protéasome, nous avons cherché a
montrer que I'utilisation de la CHX empéche I'agpan d’agrégat de CFTR-F508del.

Le traitement des cellules BHK-21 exprimant de raemistable la protéine CFTR-
F508del avec de la lactacystine (Lac, 10uM) dudssit entraine I'apparition d'un corps
périnucléaire correspondant a '« aggresomeigufe R3 B, +Lag. Cet effet est aboli en
présence de la CHX (100ug/mLBigure R3 B, CHX+Lac). L'utilisation de la CHX seule
durant la méme période provoque une disparitiorsieiodale de CFTR-F508defFigure R3
B, +CHX). Au cours de ce traitement prolongé (16h) avedad€HX, nous n’avons pas
observé de mortalité cellulaire notable.

Ces résultats ont été confirmés par immunodéte¢kmure R3 C). En présence de
CHX seule ou de CHX additionnée de lactacystineismoe détectons pas la présence de la

protéine mutée dans la fraction insoluble. Parrepr@n présence de lactacystine seule, nous
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observons la formation d’agrégat, avec I'apparitienla protéine dans les fractions solubles
et insoluble.
L’ensemble de ces résultats montre que l'utilisatie la CHX permet d’étudier I'effet

des inhibiteurs du protéasome indépendamment sinthese protéique et par conséquent de

sz 7

s'affranchir du phénoméne d’agrégation. Ce procg&ddé employé tout au long de notre
étude.
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Figure R3: Dégradation de la protéine CFTR-F508degn présence de cycloheximide.

A: Détermination de la demi-vie de CFTR-F508del ersgmée de 100ug/mL de cycloheximide
(CHX). La méme quantité de protéine (@) a été déposée par puits, séparée sur gel dél&étro-
transférée sur membrane de nitrocellulose et révgdé immunodétection, en utilisant I'anti-HA et le
kit ECL. L'anticorps monoclonal anti-N&*-ATPase détecte la sous-unitéitilisée comme standard
interne.La fleche vide indique la forme immature de CFTR.

B: Observation, par immunofluorescence, de I'effelal€HX sur I'apparition d’agrégat de CFTR-
F508del en présence de lactacystine (Lac, 10pM).ceules BHK-21 fixées et perméabilisées, sont
marquées par l'anticorps anti-HA reconnu par lemrps secondaire anti-souris couplé a la
fluorescéine. Les photographies ont été obtenuiiegau systéme d'imagerie LEICA TCS SP2 avec
un objectif 63X/1,35 a immersion.

C: Observation, par immunodétection, de la formatitagrégat de CFTR-F508del en présence de
CHX et/ou de lactacystine (Lac, 10uM). La méme dteade protéine (7Qg) a été déposée par puits,
séparée sur gel de 7%, électro-transférée sur nammbrde nitrocellulose et révélée par
immunodétection, en utilisant I'anti-CFTR (L12B4)le kit ECL.

L'utilisation de la lactacystine et du MG132, resipeement inhibiteur
spécifique/irréversible (Fenteangt al, 1994) et inhibiteur moins spécifique/réversible
(Tsubuki et al, 1996) du protéasome, a permis de mettre en meédeson rble dans
I'élimination rapide de CFTR-F508del (Jenseinal, 1995 et Wardet al. 1995). Depuis,
d’autres inhibiteurs plus spécifiques du protéasauomme I'epoxomycine (Kinet al, 1999)
ont été utilisés pour caractériser I'activité podyique du protéasome 20S. Dans notre étude,
nous avons choisi de comparer l'effet de ces firdigbiteurs sur la dégradation de CFTR-
F508del exprimée stablement dans les cellules BHK-2
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L'utilisation individuelle de ces inhibiteurs a p@s de ralentir la dégradation de
CFTR-F508del (T, ~90min) par rapport a la CHX seule1gT~30min) fFigure R4 A, B).
Ces reésultats confirment ce qui a été observé gedagent (Kopito, 1999 ; Wardt al,
1995) et montrent que malgré un effet comparabds, iohibiteurs ne sont pas capables
d’inhiber completement la dégradation de CFTR-F&80&ad cours du temps. En effet, leur
effet n’est pas pérennisé au dela de 6h de traite(@gure R4 A, B).

A B 1005
+ CHX S
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(]
o-HA O I 28 3z ° O MG132
2 v Epox
CHX + Epox Q 401 v Lac
O-HAD | e — — — o
X 20
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O-HAD> [ e — — O
% 2 4 6 8

time (h)

Figure R4: Détermination de la demi-vie de CFTR-F58del en présence des inhibiteurs
du protéasome.

A: La disparition de la protéine CFTR-F508del a éfigis en présence de 100ug/mL de CHX et en
présence ou en absence de différents inhibiteurspaiéasome (lactacystine, Lac 10uM ;
epoxomycine, Epox 1uM ; MG132 10uM). La méme quéarde protéine (7Qig) a été déposée par
puits, séparée sur gel de 7%, électro-transféréemmmbrane de nitrocellulose et révélée par
immunodétection, en utilisant I'anti-HA et le kiCE. La fleche vide indique la forme immature.
B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été obéepar le programme SCION. Moyerh&.E. =
5).

* Corrélation entre I'activité du protéasome et la dgradation de CFTR-F508del

L’absence d’effet prolongé de ces inhibiteurs sudégradation de CFTR-F508del
peut s’expliquer soit par un effet partiel sur tigité protéolytique du protéasome (APP), soit
par une dégradation ou/et perte d’affinité de cddbiteurs pour leur substrat au cours du
temps. Pour vérifier ces possibilités, nous avoonséré a la mesure de I'APP en absence et
en présence de lactacystine.

Le protéasome 26S est constitué de deux sous-unitBscoeur protéolytique, le
protéasome 20S et un complexe régulateur a actvitdéasique appelé complexe 19S. Le
protéasome 20S possede au moins cing activitésid@epgues dont trois sont bien
caractérisées. Elles sont portées par les soussindappelée$s/X (chymotrypsin-like, Ch-
L), B/Y (Peptidylglutamyl-peptide hydrolyzing, PGPH) B#/Z (trypsin-like, T-L), qui
utilisent le groupement hydroxyle de leur résid¢timine amino-terminal comme nucléophile
pour attaquer les liaisons peptidique (Datlkal, 1998 ; Jagest al, 1999).
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Pour mesurer '’APP dans les extraits cellulairépgarés a partir des cellules BHK-21
exprimant de facon stable la protéine CFTR-F508delis avons utilisédes substrats
fluorogéniques composés d'un peptide synthétigdi@ lun fluorochrome, ’AMC (7-Amido-
4-MethylCoumarin) Tableau RI). L'AMC ainsi libéré aprés une activité protéotyie

spécifique clivant le peptide apres le dernier ecithiné, fluoresce.

Tableau RI: Substrats caractéristiques de trois adtités principales du protéasome 20S.

Peptides synthétiques activités
N-cbz-GGR-AMC Trypsin-like (T-L)
Suc-LLVY-AMC Chymotrypsin-like (Ch-L)

Cbz-LLE-AMC PGPH

Les trois activités T-L, Ch-L et PGPH sont inhibgas la lactacystine<ijgure R5 A)
au cours du temps. En effet, nos résultats montgeraprés 6h de traitement, la lactacystine
réduit significativement I'APP (~75%) par rappott eontrdle (100%). Cette inhibition est
légerement plus importante apres 8h de traiteni@nprésence prolongée de la lactacystine
(16h) n'augmente pas le pourcentage d’inhibitibigre R5 A). Ces résultats montrent que
la lactacystine n'inhibe que partiellement 'APMddes cellules BHK-21. Cet effet n’est pas
le résultat d’'une dégradation, d’'une perte d’aféinbu de la réversibilité de l'effet de la
lactacystine. En effet, les résultats indiqués dafigure R5 B montrent qu’un traitement de
6h avec cet inhibiteur suivi de différentes pérode chasse pendant lesquelles les cellules
sont cultivées en son absence, ne modifie pasuecentage d’inhibition obtenu aprés 6h de
traitement. Ces observations confirment l'irréVeiligé de l'effet de la lactacystine et
montrent d'une part qu’elle n'est pas dégradéeamuscdu temps et d’autre part qu’elle ne
perd pas son affinité pour le substrat.

La lactacystine, une fois dans la cellule, estdi@mée en clasto-Lactacystiffie
lactone PBLac) qui est linhibiteur spécifigue de l'activitdu protéasome 20S. Afin de
s’assurer que l'activité résiduelle lactacystindépendante (ARLI) n’est pas le résultat d’'une
absence ou d’'une transformation incorrecte dededgstine, nous avons refait les mémes
expériences, en présence de clasto-Lactacyptinetone. Nous avons obtenu des résultats
similaires a ceux obtenus avec la lactacystine. @ssltats montrent qu’en présence de
lactacystine ou de clasto-Lactacystpyactone, nous n’arrivons pas a inhiber complétémen
le protéasome. Pour vérifier que dans notre systéfegpression, les substrats sont
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spécifiqgues, nous avons utilisé le SDS (1%) pouribier le protéasome. Les résultats
confirment que le SDS (1%) inhibe 'APP d’~ 80%.
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Figure R5: Activités du protéasome dans les lysat®llulaires des BHK-21.

Les substrats (0,1mM) utilisés pour mesurer les taativités caractéristiques du protéasome sont :
GGR pour la trypsin-like (T-L) ; LLVY pour la chynypsin-like (Ch-L) ; LLE pour la PGPH. Les
activités ont été mesurées en fluoriméthig € 395nm A= 440nm) a TA en présence et en absence
de la lactacystine (Lac, 10uM). Ces activités septésentées en % par rapport a l'activité déterenin
dans les cellules intactes.

A: Mesure des activités du protéasome au cours dostem

B: Mesure du recouvrement des activités du protéasgms 6h d'inhibition (t=0) par la lactacystine
a différents temps.

Fenétre: Quantité de CFTR-F508del restante, indiquée ena¥rapport a la quantité de CFTR-
F508del a t=0, mesurée a différent temps en présdmCHX (100ug/mL) et de lactacystine (10uM).

Par ailleurs, nous avons essayé de corréler cetitet@ protéolytique avec la vitesse
de disparition de CFTR-F508del en présence dedgstiae. Les résultats indiqués sur la
figure R5 A (fenétre), montrent qu'aprés 8h de traitement en présendaatigcystine et de
CHX, uniguement ~1% de CFTR-F508del subsiste, @oesl’activité protéolytique mesurée
dans les méme conditions est d’~ 20%.

Pour expliquer cette observation, plusieurs hymsként été émises :

@ L’ARLI observée serait responsable de la disparitatale de CFTR-F508del.

@ Cette activité pourrait correspondre a un protéashke utilisant les mémes

substrats (GGR, LLVY et LLE) que le protéasome 20S.

@ L’existence d'une autre voie de dégradation agissanparallele de la voie
protéasomale.

@ La participation de l'activité lysosomale dansihd@hation de CFTR-F508del.

Nous avons, par la suite, tenté de trouver unensgpa ces hypotheses.
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3- Effet des inhibiteurs des lysosomes sur la dégradah de CFTR-F508del

Alors que les premiéres études sur la dégradago@ETR-F508del ont, clairement,
écarté la participation des lysosomes dans ceatténdéition (Lukacset al, 1994 ; Chengpt
al., 1995), des travaux plus récents, montrant ursiplestrafic intracellulaire de CFTR-
F508del, suggérent l'implication de la voie lysostendans I'élimination rapide de cette
protéine (Bannyktet al, 2000 ; Kamhi-Nesheet al, 2001, Yooet al, 2002 ; Fu et Sztul,
2003). Pour vérifier ces possibilités, nous avofisceié des expériences de stabilité de
CFTR-F508del en présence d'inhibiteurs de la wsesomale.

Pour cela, nous avons utilisé le chlorure d’ammenitNH,Cl, 15mM) (Amenta et
Brocher, 1980) et la chloroquinine (chl, 200uM) ¢Roet al, 1977), deux bases
lysosomotropiques qui vont perturber le gradienpHeentre le cytoplasme et les lysosomes.
Nous avons également utilisé la bafilomycine B @8BatuM), inhibiteur spécifique de la
pompe H-ATPase, génératrice du gradient de proton nésesaai maintien du pH acide
dans les lysosomes (Papiei al, 1993), le pH acide étant nécessaire a la fomcties
hydrolases lysosomales.

L’ensemble de nos résultats montre que l'inhibitienl’activité protéolytique liée aux
lysosomes n’est pas impliquée dans la dégradato@RITR-F508del. En effet, en présence
des trois inhibiteurs, la 1k (~30min) n’est pas modifiee par rapport au coetrCHX)
(Figure R6 A, B).
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Figure R6: Détermination de la demi-vie de CFTR-F508del en psence d’inhibiteurs
des lysosomes.

A: La disparition de CFTR-F508del a été suivie ens@gmée de CHX (100pg/mL) seule ou en
présence de NJ&I (15mM), de Chloroquine (chl, 200uM) ou de Batfilgcine B (BafB, 1uM),
inhibiteurs de l'activité lysosomale. La méme qiténtle protéine (7Qug) a été déposée par puits,
séparée sur gel de 7%, électro-transférée sur nammbrde nitrocellulose et révélée par
immunodétection, en utilisant I'anti-HA et le kiCE. La fleche vide indique la forme immature.

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été obeepar le programme SCION. MoyentieS.E
(n=4).
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4- Roéle de I'ATP dans la dégradation de CFTR-F508del

Il ressort de nos résultats indiqués ci-dessus|'QRL| pourrait étre le résultat de la
participation d’un protéaosme-like utilisant lesm&s substrats que le protéaome 20S. Pour
vérifier cette hypothése, en absence d’inhibitezapables de discriminer entre ces deux
possibilités, nous avons choisi de priver le pratéae et le potentiel protéasome-like de leur
source d'énergie, 'ATP. En effet 'ATP, en plus den rdle principal dans I'activité
protéolytiqgue du 20S, est aussi impliqué dans ¢addage des différentes sous-unités du
protéasome 26S (Orinet al, 1991). Nous pourrions donc Iégitimement penséit fest
aussi dans l'activité du protéasome-like. L'ensaambes ces raisons nous a conduit a
effectuer des expériences de déplétion en ATPéttdier I'activité du protéasome et surtout
la dégradation de CFTR-F508del.

® Caractérisation de la déplétion en ATP au niveau dlelaire

Dans un premier temps, nous avons procédé a latéesation de la déplétion
cellulaire en ATP dans notre systeme d’expressigrblogue BHK-21. Ainsi, nous avons
observé que I'utilisation d’'un milieu spécifique déplétion en ATP (absence de pyruvate,
présence de 2-desoxy-D-glucose (5mM) et d’antingycin (0,4pg/mL)) nous permet de
réduire rapidement (dés 5min) le contenu intratahe en ATP (~95%)Rigure R7 A). Cette
diminution se poursuit dans le temps et, a 90nhime ireste que 1% de I'ATP initial. Au-dela,
nous avons une mortalité cellulaire plus importgrt@0%) observée par coloration au bleu
trypan Figure R7 A). Par ailleurs, nous avons aussi observé, danscoaslitions,
I'apparition de cellules nécrosédsigure R7 B). Pour ne pas travailler dans des conditions

ou la mortalité cellulaire est élevée, nous avongé le temps de déplétion a 90min.

A B
100t=< 100

S ¥ §~.~\\§ = 120, m cellules vivantes
o 801 \\}\\_%__ 180 S 100 . o - @ cellules en nécrose
';: ______ B % —~ 80 o cellules en apoptose
< 601 r60 S E,\‘i 7
5 I} »n 60
g 40 t40 © 9

= >
= S = 40 |
8 20 120 E S ol
| 0 - —= ’ - 0 ! 0.

0 20 40 60 80 100
temps (min) 0 60 90 temps (min)

Figure R7: Caractérisation de la déplétion en ATP.

A: Détermination du contenu en ATP (ligne continuedies la viabilité cellulaire (ligne discontinue)
pendant la déplétion en ATP dans les cellules BHKHR-F508del. Le contenu en ATP a été mesuré
avec le kit luciférase et la viabilité cellulaireét® évaluée par coloration au bleu trypan.
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B: Détermination du pourcentage de cellules nécrogéasration par I'iodure de propidium) et

apoptotiques (fragmentation des noyaux observéegdaration au Hoeschst) au cours de la déplétion
en ATP.

0 Effet de la déplétion en ATP sur I'activité du progasome

En utilisant les conditions de déplétion en ATPigouées ci-dessus, nous avons
mesuré I'APP. Les résultats indiqués sur la figeBemontrent qu’aprés 90min de déplétion,
I'APP est fortement inhibée. Cependant, malgrédamétion en ATP de 95% a 5min, 'APP
n'a été réduite que d'~ 20% (Figure R8). Plus feapp alors qu’a 90min de déplétion le
contenu en ATP est pratiquement égale a zéro, I'8é*Paintient a ~ 15%.

Ces résultats montrent clairement que I'ATP est arigmt pour [lactivité
protéolytiqgue du protéasome et intervient probakl@nidans 'assemblage de ses sous-unités.
Cependant, nous observons aussi une activité pytitgee résiduelle dont le niveau est a peu
pres comparable a celui de I'ARLI. Ceci suggére lgudégradation continuelle de CFTR-

F508del est médiée par une voie qui est lacta@tiépendante et ATP-indépendante.
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Figure R8: Mesure de l'activité du protéasome au aas de la déplétion en ATP.

Les substrats (0,1mM) utilisés pour mesurer leks tagtivités caractéristiques du protéasome sont :
GGR pour la trypsin-like (T-L) ; LLVY pour la chynwypsin-like (Ch-L) ; LLE pour la PGPH. Les
activités ont été mesurées en fluorimétiig, € 395nm ;Ae,= 440nm) a TA en déplétion ou non

d’ATP. Ces activités sont représentées en % paoora@ I'activité déterminée dans les cellules non
déplétées en ATP.

 Effet de la déplétion en ATP sur la stabilité de CIFR-F508del
Si le protéasome ou une activité protéasome-likeresgponsable de la dégradation
continuelle de CFTR-F508del, alors une déplétidhulaére en ATP aurait pour conséquence
de stabiliser la protéine mutée et d’augmenter;galllest bien connu que I'ATP joue un réle
tres important dans le processus de repliementFIdR&-508del (Lukacst al, 1994, Duet
al., 2005). Pour mieux s’affranchir de cet effet, #@vons inhibé la synthese des protéines
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par la CHX. Nous avons ainsi suivi une populatien@FTR nouvellement synthétisée et
définitivement repliée.

Nous avons suivie I'expression de CFTR-F508del s#tsgnce de CHX seule ou
associée a la déplétion en ATP. La figure R9 A, 8ntre que la dégradation de CFTR-
F508del est deux fois plus rapide £1~15 min) comparé au contrbéle (+CHXg2I~30 min).
Nous avons Vérifié que cet effet n'est le résultatd’'une différence de concentration de
protéines grace a la sous urdtée la N&/K*-ATPase (Figure R9 A), ni la conséquence d'une
agrégation de CFTR-F508del. En effet la déplétiolA&P n'‘augmente pas I'apparition de
CFTR-F508del dans la fraction insoluble par rappdet fraction soluble (Figure R9 C).
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Figure R: Effet de la déplétion en ATP sur la demiie de CFTR-F508del.

Le protocole de déplétion en ATP a été décrit ddateriels et Méthodes

A: La disparition de CFTR-F508del a été suivie ersgmnée de CHX (100pg/mL) associée ou non a
une déplétion en ATP. La méme quantité de protéifqig) a été déposée par puits, séparée sur gel
de 7%, électro-transférée sur membrane de nitrdos# et révélée par immunodétection, en utilisant
I'anti-HA et le kit ECL. La fleche vide indique @rme immature. L'anti-NaK*-ATPase détecte la
sous-unité alpha.

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été obéepar le programme SCION. Moyenh&.E. (=

5).

L’ensemble des résultats obtenu jusqu’a ce poinitraaque le protéasome participe,
mais de maniére limitée, a la dégradation de CFBR8del et suggére le rble d’autre(s)
voie(s) de dégradation. lls montrent également ges voies sont lactacystine- et ATP-

indépendantes.
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lI/ La protéine CFTR-F508del dans le RE

CFTR-F508del est localisée dans le RE, tout au snailans notre systeme
d’expression hétérologue, les cellules BHK-21. Ceuoplique que la machinerie de
dégradation, surtout celle qui est lactacystineAEP-indépendante, pourrait étre localisée
soit dans le compartiment ou CFTR-F508del résidie,dans le cytoplasme, nécessitant donc
la retranslocation de CFTR-F508del, soit dans ureaxompartiment cellulaire.

Pour discriminer entre ces possibilités, nous awdmssi, dans un premier temps,
d’étudier la dégradation de CFTR-F508del directenakams son compartiment de rétention,
le RE. Pour obtenir ce compartiment, nous avonksétdeux techniques différentes : la
centrifugation différentielle et le fractionnemesibcellulaire sur gradient de sucrose.

La différence entre ces deux techniques réside ldapsreté de la fraction réticulaire
obtenue. En effet, avec la technique de centrifagalifférentielle, la fraction microsomale
(FM) obtenue contient en plus du RE, le Golgi, lammbrane plasmique et les vésicules
intermédiaires (endosomes et vésicules cargo)cétare, le fractionnement subcellulaire sur
gradient de sucrose permet d’'obtenir une fracticmera 90% en RE. L’intérét d’utiliser ces
deux techniques est de pouvoir étudier la dégmaate CFTR-F508del en présence et en
absence d’'autres compartiments cellulaires. Ceas permettra de préciser si la dégradation
est strictement réticulaire ou si elle a lieu aulssis des compartiments autres que le RE. En
effet, recemment, il a été proposé que CFTR-F508aedit transportée dans un autre
compartiment intermédiaire avant d'étre dégradéediFSztul, 2003). Un autre avantage de
ces techniques est de pouvoir vérifier si cettaatfagion a lieu dans le cytoplasme et si elle

est influencée par les protéines cytoplasmiques.

Cette fraction a été obtenue a partir de celluld&R1 transfectées de maniere stable
par la protéine CFTR-F508del en utilisant difféemntvitesses de centrifugation. Cette
technique nous a permis de sédimenter les diffésefiaictions en fonction de leur densité
(Figure R10).

Avant de l'utiliser pour étudier la dégradation@ETR-F508del, la FM riche en RE a

été caractérisée.
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Figure R10: Principe de la centrifugation différenielle.

1- Caractérisation de la FM
w Tauxen ATP
D’'une facon générale, 'ATP est une molécule cyeplique libre. Dans le cas
contraire, ce nucléotide se trouve associé auéimes cibles, ce qui pourrait étre le cas dans
notre FM. Pour vérifier cela, nous avons détermanéaide du kit luciféraseSigma France),
le contenu en ATP de la FMFiQure R11). Les résultats obtenus montrent un taux en ATP
d'~ 4,6% dans la FM par rapport au contrdle (ceBuintactes). Ce trés faible taux peut

s’expliquer par de I'ATP présent dans la lumiers ddéférents compartiments constituant la
FM.
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Figure R11: Détermination du taux d’ATP.

Le contenu en ATP (indiqué en %) dans les cellulectes et dans la FM a été mesuré a I'aide du kit
luciférase.

w Activités protéasomales et détection de la sous-t@i3 du protéasome 20S
D’une maniére générale, le protéasome présentdogaéisation soit nucléaire soit
cytoplasmique Wojcik et DeMartino, 2008 alors que CFTR-F508del est plutdt réticulaire.
Comme nous avons montré que le protéasome et tireevaie protéolytique lactacystine- et
ATP-indépendante, utilisant les mémes substratgjcipeent a la dégradation de CFTR-

F508del, nous avons essayé, en mesurant I'activifgrotéasome dans la FM, de corréler ces
différentes observations.
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Pour cela, nous avons incubé la FM en présence diffiérents substrats
caractéristiques (GGR, LLVY et LLE) des trois aitég principales du protéasome (T-L, Ch-
L et PGPH). Pour pouvoir comparer cette activitelle mesurée dans les cellules intactes et
dans les différentes fractions obtenues apres iftagdtion (noyaux : FN, cytosol : FC et
microsomes : FM), nous avons exprimé l'activitépdatéasome en fonction de la quantité de
protéines (ug)Rigure R12 A). Comme prévu, la majorité de I'activité a étéabée dans les
cellules intactes et les FN et FC. Par contre,téergrande surprise, nous avons détecté une
faible activité dans la FM, par rapport a celle urés dans la FN et dans la FC ou le
protéasome est localis&/§jcik et DeMartino, 2008

Afin de vérifier que cette activité est bien aséeciau protéasome, nous l'avons
mesurée en présence de clasto-Lactacyftiaetone fBLac, forme active de la lactacystine).
Les résultats obtenus montrent une inhibition d3%6dans la FN et la FC, alors qu’elle n’est
que d'~ 45% dans la FMF{gure R12 A). Ces résultats montrent, encore une fois, que,
malgré sa spécificité et son irréversibilité, lastb-Lactacystingd-lactone est incapable
d’inhiber complétement l'activité du protéasome.s@iservations confirment les résultats
obtenus sur les extraits cellulaires et appuiehyplothese de l'existence d’une voie
protéolytique lactacystine-indépendante utilisaa® Imémes substrats conventionnels que le
protéasome. Au regard de la concentration tre¢efdlATP trouvée dans la FM, cette activité
est aussi ATP-indépendante.

Cependant, ces résultats ne permettent pas deucerstlr la localisation de ces deux
types d’activité au niveau de la FM. En effet, letpasome et I'activité ATP- et lactacystine-
indépendante peuvent étre, soit localisés a |plpérie des membranes, directement ou par le
biais d’'autres protéines pouvant étre transmembemasoit intégrés a la membrane. Pour
répondre a cette question, nous avons traité laai#t du carbonate du sodium {R&s) a
pH 11,5,agent chaotropique capable de perturber les difféseliaisons autre que la liaison
covalente, intervenant dans les interactions pretgrotéine et dans les interactions
membrane-protéine (Fujiket al, 1982). Par rapport a la FM intacte, le traitetnear le
NaCO; inhibe ~30% de I'activité du protéasome. Cettahiition résulterait d’'une perte de
protéines périphériques associées a l'activité rdtepsome. Cependant, de facon inattendue,
nous avons observé que l'activité associée a leeBMnhibée a plus de 70% en présence de
clasto-LactacystineB-lactone. Ces résultats montrent que le traitenpart le NaCOs;
augmente la sensibilité a la clasto-Lactacydiit@ctone Figure R12 B).

Sachant que le tampon de mesure ne contient pabPd’'Bette activité résiduelle

souleve la question de la spécificité, d’'une partadclasto-Lactacystinglactone, et d’autre
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part des substrats peptidiques vis a vis des atiprotéolytiques du protéasome. L’ensemble
de ces résultats montre la présence d'une actpritdéasome-like qui serait ATP- et

lactacystine-indépendante.
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Figure R12: Mesure de I'activité du protéasome.

Les substrats (0,1mM) utilisés pour mesurer les tagtivités caractéristiques du protéasome sont :
GGR pour la trypsin-like (T-L) ; LLVY pour la chynypsin-like (Ch-L) ; LLE pour la PGPH. Les
activités ont été mesurées en fluoriméthig € 395nm A..= 440nm) a TA en présence et en absence
de la clasto-Lactacystinglactone fLac, 10uM). Ces activités sont représentées en Ofapaort a
I'activité déterminée dans les cellules intactes.

A: Mesure des activités du protéasome dans les diffsefractions obtenues par centrifugation
différentielle.

B: Mesure des activités du protéasome dans la FMsdm@#emen3Lac par I'agent chaotropique,
Na,COs.

C: Détection de la sous-unite3 dans la FM intacte ou apres traitement par lCRaet séparation du
culot (C) et du surnagent (S). Les protéines de-N& ont été séparées sur un gel de 12%,
éléctrotransférées sur membrane de nitrocelluldseewélées par immunodétection, en utilisant
I'anticorps anti-20x3 et le kit ECL.

Une autre question, restée en suspend, était larenates protéines associées a
I'activité protéasomale lactacystine-dépendanteédgit par ailleurs ATP-indépendante. Pour
répondre a cette question, nous avons cherché&temee de la sous-un&® du complexe
protéolytique 20S, dans la FM, par immunodétecti@s. résultats montrent la présence, dans
la FM, de cette sous-unité qui disparait apresetragnt par le N&£Os (Figure R12 C). Cette
protéine se retrouve par la suite dans le surnageemtrant qu’elle est associée aux

microsomesKigure R12 C).
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w Expression des protéines chaperonnes

La dégradation des protéines incorrectement repkéeu incorrectement assemblées
au niveau du RE nécessite la participation d'umdrmaombre de protéines chaperonnes qui
sont impliquées, soient dans la reconnaissancentsdans la dégradation, soient dans les
deux (Ellgaard et Helenius, 2003). Les plus étuigligent la calnexine (CNX), BiP/Grp78,
Hsp70, Hsp90 et I'ubiquitine (Ellgaard et HeleniR803).

Du fait de la présence d'une activité protéolytigassociée au protéasome et
confirmée par la détection de la sous-umif® nous avons recherché la présence de ces
protéines chaperonnes dans la FM. L'utilisatiomtiGorps dirigés contre ces dernieres nous
a permis de détecter leur présence dans la Fiyufe R13). Du fait de leur localisation
cytoplasmique, les protéines Hsp70 et Hsp 90 anfatblement détectées dans la FM. Par
contre les protéines réticulaires, BiP et CNX, sexpirimées au méme niveau que dans le
lysat cellulaire Figure R13). La localisation périphérigue ou intra-membramailte ces
protéines a été déterminée apres traitement dessoives par le N&O; qui permet de
séparer les protéines périphériques (S) des migresqC). Le traitement par le MeO;
confirme les résultats précédents et montre, es, plue la protéine Hsp90 reste associée aux
microsomes au méme titre que la protéine Bilgure R13). Par ailleurs, nous avons aussi
montré la présence de protéines ubiquitinylées d@arfisM dont l'intensité diminue apres
traitement au N&COs (Figure R13).

Na,CO,

fraction C S
) lysat | FM kDa
protéine (ug) | 50 50 50 50 | _103

A-CNX b | e e <m—

a-BiP > | |- 75
0-HSPOO > | = e _10s
Q-Hsp70 > | =

- - 103
- 75
a-Ubp| | s _
- -31

Figure R13: Expression des protéines chaperonnesmala FM.

La détection des différentes protéines chaperodars la FM intacte ou apres traitement par
NaCO; et séparation du culot (C) et du surnagent (8)¢aéalisée par immunodétection. La
méme quantité de protéine (pg) a été déposée par puits, séparée sur gel de égétro-
transférée sur membrane de nitrocellulose et réevgdd I'utilisation d’anticorps anti-CNX,
anti-BiP, anti-Hsp70, anti-Hsp90 et anti-ubiquitifub) et le kit ECL.
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L’ensemble de ces résultats confirme la présenaeedactivité protéolytique ATP-
indépendante et lactacystine-dépendante et -indépém dans la FM. Cette activité est
associée a la présence de I'ensemble des ingrediénessaires a I'élimination des protéines

incorrectement repliées et/ou incorrectement asksEsb

De plus, ces résultats rendent Iégitime I'utilisatide la FM comme matériel pour
étudier la dégradation de CFTR-F508del tout en fedaichissant des protéines
cytoplasmiques. Pour cela nous avons d’abord précigda caractérisation de I'expression
de CFTR-F508del dans cette fraction.

2- Caractérisation de I'expression de CFTR-F508del dasla FM

CFTR-F508del est une protéine transmembranairgpisente une orientation bien
particuliere par rapport a la membrane des micresonPour confirmer cela dans notre
préparation microsomale, nous avons immunodétectgrdtéine CFTR-F508del, soit aprés
traitement par le N&O;3, soit apres digestion enzymatique par la trypsémeabsence ou en
présence de Triton X-100 (détergent non ioniqueksiidant de facon douce la membrane
lipidique). Les résultats obtenusigure R14 A, B) montrent que la protéine CFTR-F508del
est bien présente dans la FM. Elle est complétenmtégrée dans la bicouche lipidique
comme le confirme sa présence dans le culot apaigsnent par le N&€O; (Figure R14 A).
Dans la FM, le profil de digestion a la trypsines deicrosomes intacts, en absence ou en
présence de Triton X-100Figure R14 B), montre que CFTR-F508del présente une
orientation normale avec son large domaine cytoplagse accessible a la trypsine. Ces
résultats sont comparables a ceux trouvés par Zbamy (Zhanget al, 1998 ; Duet al,
2005). La CNX, protéine transmembranaire avec wamgel partie luminale, a été utilisée
comme contréle. La trypsinolyse détruit les déteanis antigéniques seulement lorsque les
microsomes sont perméabilisés avec le Triton X-{Bigure R14 B), suggérant que les
microsomes obtenus par centrifugation différerdgieont des vésicules correctement
refermées, avec un compartiment luminal inaccessibk protéases.

Enfin, le niveau de glycosylation de CFTR-F508dahslla FM a été analysé par
digestions glycosydiquegigure R14 C). Pour cela nous avons utilisé 'endo H et PNGase
Apres digestion, nous observons une diminution didg moléculaire de CFTR-F508del
correspondant a la déglycosylation de la forme itonesbloquée dans le RE, comparable a ce
gue nous avons précédemment obtenu dans le l{kdaie.
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Ainsi, la protéine CFTR-F508del, observée dans N& Barde I'ensemble de ses
caractéristiques biochimiques a savoir l'intégmatitorientation et la glycosylation.

A B
CFTR-F508del try_psm (pg/ml) - [10(40| 10| 40
[Na,CO,| - + Triton X-100 -1 -T-1+1]+ | kpa
At
i ¥ =y -205
mc|C | S Aeb ~298
a-HA>| —= — a-CFTR | — — -87
E Y -42
- |

O-CNX | g — |

CFTR-F508del
RE

endo H

l PNGase F

_r
!

a-HA>

Figure R14: Caractérisation de I'expression de CFTR-508del dans la FM.

La méme quantité de protéine (Af) a été déposée par puits, séparée sur gel de298pdlectro-
transférée sur membrane de nitrocellulose et révyédé I'utilisation d’anticorps anti-CFTR (L12B4)
et le kit ECL.

A, B: Expression et orientation de CFTR-F508del danENaintacte ou apres traitement par le
Na,CGO; et séparation du culot (C) et du surnagent A3) du apres digestion a la trypsine en absence
ou en présence de Triton X-1@)( L'anticorps anti-CNX détecte la calnexine a Tk

C: Profil de glycosylation de la protéine CFTR-F58BdLes extraits protéiques préparés a partir de la
FM ont été traités soit par I'endo H soit par laGdde F.

3- Dégradation de CFTR-F508del

Pour étudier la dégradation de CFTR-F508del daRdlanous avons mis au point un
test de dégradation basé sur la quantification,ipanunodétection, de la protéine CFTR
restante, aprés incubation de la FM a 37°C dantaompon appropriévpir Matériels et
Méthodeg. Par ailleurs, les mesures de l'activité protégqle dans la FM ont révélé la
présence d’'une voie ATP-indépendante, ce qui nqusuasé a définir le réle de I'ATP dans
la dégradation de CFTR-F508del. Les résultats oistemontrent clairement que, dans la FM,
en absence d’'ATP, CFTR-F508del est dégradée rapiateavec une 1, d'~30min (Figure
R15 A, B). Cependant & notre grande surprise, l'ajout deM1iATP ralentit cette
dégradation (;; ~ 60min). Etant donné que la molécule d’ATP es$ iristable dans une
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solution aqueuse, nous avons mesuré le méme phéeamds, cette fois, en présence d’un
systeme de régénération d’ATP utilisant 1mM d’ATEOmM de phosphocréatine et
0,2mg/mL de créatine kinasé&igure R15 A). Nous avons observé unegllégérement
supérieure (~ 90min) confirmant que I'ATP est dégradans une solution aqueuse et
montrant, pour la premiere fois, son role dangdaiksation de CFTR-F508del. Ces résultats
sont en accord avec ceux trouvés a I'échelle edtkilFigure R15).

A
FM
- ATP +ATP (1mM) | +ATP +RS
[incubation(h) | 0 [o5] 1 [2 |4 fo5] 1 ]2 |4 ]ofos[1]2 ][4
a'CFTRD#-—-— — — — - e — emm
B 100
g N
g 75 A ATP
g < ATP +SR
T 50
o
[e0)
3
L 25
o
mn [ —
S o e —
0 05 1 15 2 25 3 35 4
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Figure R15: Réle de I'ATP dans la dégradation de CFR-F508del.
A: La disparition de CFTR-F508del a été suivie en absal’ATP, ou en présence de 1mM d’ATP
seul, ou additionné d’'un systéme assurant sa régéne (ATP + SR). La méme quantité de protéine

(50 pg) a été déposée par puits, séparée sur gel deélétiro-transférée sur membrane de
nitrocellulose et révélée par immunodétection, Blisant I'anticorps anti-CFTR et le kit ECL. La
fleche vide indique la forme immature.

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0

en fonction du temps. La quantification a été obéepar le programme SCION. Moyerh&.E. =
3).

4- Profil d’inhibition de la dégradation de CFTR-F508del dans la FM

Pour mieux caractériser cette voie de dégradatibrsemble étre ATP-indépendante,
nous avons utilisé une série de molécules poubarnhdifférentes types de protéases (Rodgers
et Dean, 2003 ; Orinet al, 1991 ; Fenteangt al, 1994 ; Lee et Goldberg, 1998, Hoffman et
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Rechsteiner, 1996). L&ableau RIl résume l'origine ainsi que les cibles des diffézen
molécules.

Tableau RII: Récapitulatif des différents moléculeautilisées pour inhiber la dégradation
de CFTR-F508del.

Inhibiteurs Origine Cibles
clasto-Lactacystine famille desB-lactones, Sous-unités catalytiqu@sdu protéasome,
B-lactone extraite de Streptomyces cathepisne A
MG132 tripeptide synthétique Sous-unités ciatal_ythu&du Proteasome,
cathépsines, calpaines
Hémine Erythrocyte Activité ATPase du protéasome 19S
DMSO composeé chimique Chaperonne chimique
EDTA composé chimique Metallo-exopeptidase, chelateur des ions divalents

nécessaires a l'activité du protéasome 26S

. Lignée d’actinomycete o .
Epoxomycine N°Q996-17 Sous-unités catalytiqufs

A 37°C, l'incubation de la FM dans le tampon derdéigtion sans ATP, en présence
de clasto-Lactacysting-lactone et du MG132 inhibe ~ 50% de la dégradatenCFTR-
F508del, alors que cette inhibition n’est que dd0%a3dans le cas de 'Hémine, du DMSO et
de 'EDTA (Figure R16 A, O. Ce profil d’'inhibition est caractéristique d’ureetivité
protéasomale qui semble étre ATP-indépendante.

L’ensemble de ces expériences a été réalisé a 3@ pourrions donc légitiment
supposer que, a cette température, une autodégradde CFTR-F508del peut étre
déclenchée. Pour écarter cette hypothése, nous azoonduit les mémes expériences mais a
26°C, température a laquelle I'ensemble des pregéas trouvent inhibées (Soeg al,
2003). Les résultats obtenusigure R16 B) démontrent clairement I'implication d’'une voie
de dégradation inhibée a 26°C. En effet, a cettgéeature, nous n’observons ni dégradation
ni stabilisation, respectivement en absence etrésepce des différents inhibiteuRdure
R16 B, O.

Au vu des différents résultats, nous pouvons suggkr présence d'une activité
protéasome-like, qui, de maniére surprenante, €8*-iAdépendante, mais présente un profil
d’inhibition comparable a celui du protéasome etcau utilise les mémes substrats (GGR,
LLVY et LLE)
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Figure R16: Profil d’'inhibition de la dégradation de CFTR-F508del & 37°C et a 26°C.

La FM incubée soit a 37°C soit a 26°C en présencencabsence ddasto-Lactacysting-lactone

(B lac, 10pM), MG132 (10pM), Hémine (40pM), DMSO (108t EDTA (1mM) au cours du temps.
La méme quantité de protéine (3€) a été déposée par puits, séparée sur gel délgéro-transférée
sur membrane de nitrocellulose et révélée par inotétection, en utilisant I'anti-CFTR (L12B4) et le
kit ECL. La fleche vide indique la forme immature.

A: Dégradation de CFTR-F508del a 37°C.

B: Dégradation de CFTR-F508del a 26°C.

C: Pourcentage de CFTR-F508del restant apres 4 raidentent & 37°C ou a 26°C par rapport a la
valeur initiale de CFTR-F508del a t=0. La quandfion a été obtenue par le programme SCION.
Moyennet S.E. 6= 3).

5- ROle des facteurs cytosoliques

La FM est un mélange de microsomes provenant dérelits compartiments autres
que le noyau, les mitochondries et le cytoplasnaeh8&nt que le protéasome, comme nous
I'avons montré auparavarfigure R17), présente une localisation cytoplasmique en g&is
sa localisation nucléaire, et que, dans la FM, ramasms observé une activité protéasome-like
sensible a la clasto-Lactacystifidactone, mais ATP-indépendante, nous avons cheiché
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déterminer le role du protéasome cytosolique, raassi de protéases caractéristiques de ce
compartiment (Wolf et Kopan, 2004 ; Schmiz al, 2004 ; Quiet al, 2004) dans la
dégradation de CFTR-F508del.

Pour cela, nous avons incubé la FM en présenceifffgedtes concentrations de
cytosol purifié. Aprés une incubation de 4h a 37@ys n'avons pas observé d’effet jusqu’a
40ug de protéine cytosoliqu&igure R17 A). En présence de 60ug, la protéine CFTR-
F508del est en partie dégradéeg(re R17 A). Ces résultats suggerent la participation du
protéasome cytoplasmique dans I'élimination de CIFBR8del. D’autant plus que, dans la
FC, nous avons auparavant, d’'une part, observéaatieité protéasomale inhibée par la
clasto-Lactacysting-lactone Figure R17 A) et, d’autre part, mesuré la concentration en
ATP (~ 5pmol/ug de protéinesrigure R17 B). Le rbéle d’autres protéases cytoplasmiques
n'est pas a exclure.

A B
6
c 8 5
; . ®s
incubation (h) | O 4 .5 o 4
cytosol (ug) | - - 10| 20| 40| 60 g S 3
£,
- CFTR D | o = e e S
Sk 1
<
0 cellules
. FC
intactes

Figure R17: Détermination du rbéle des protéases cgsoliqgues dans la dégradation de
CFTR-F508del.

A. La FM est incubée pendant 4h a 37°C en présenem @lbsence de différentes concentrations de
protéines cytosoliques. La méme quantité de pret@Oug) a été déposée par puits, séparée sur gel
de 7%, électro-transférée sur membrane de nitrdos# et révélée par immunodétection, en utilisant
I'anti-CFTR (L12B4) et le kit ECL. La fleche vidadique la forme immature.

B. Mesure de la concentration d’ATP dans la fractaytosolique par rapport au lysat cellulaire
(cellules intactes). Cette concentration a étérdébée en utilisant le kit luciférase et exprimée e
pmol/ug de protéines.

Les résultats obtenus avec les protéines cytossigquus ont étonné dans la mesure
ou tous nos résultats, obtenus jusqu’a ce poippa@tent une dégradation locale avec une
voie protéolytique associée aux microsomes. Poeuxmcomprendre le role du protéasome
dans I'élimination de CFTR-F508del, nous avons aréga FM aprés avoir traité les cellules
pendant 4h a 37°C avec 10uM de lactacystine. S'ia yarticipation du protéasome
cytosolique ou s’il y a translocation vers le cyagme pour dégradation par ce complexe

protéolytique, comme il a été suggéré précedemiBaitoket al, 1998), alors nous devrions
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observer I'accumulation de formes intermédiairesietout détecter la présence de CFTR-
F508del dans la FC. Les résultats, indigués darfiglme R18, montrent d’'une part une
accumulation dans la FM et, d’autre part, 'absetealétection dans la FC apres traitement
par la lactacystine. Ces résultats montrent enaoegois que la protéine CFTR-F508del n’est
pas dégradée par le protéasome cytosolique efl@u’elst pas transloquée pour dégradation
vers le cytoplasme.

CFTR-F508del
[BLac (4h) - +
FM [ FC [FM [ FC
a-HA | — —

Figure R18: Rble du protéasome cytosolique dans tegradation de CFTR-F508del.

50 ug de protéines provenant des fractions microsortidi® et cytoplasmique (FC), préparées par
centrifugation différentielleoir Matériels et Méthodeg a partir des cellules BHK-21 exprimant de
facon stable la protéine CFTR-F508del, ont été ré&sasur gel de 7%, électro-transférées sur
membrane de nitrocellulose et révélées par immuectién, en utilisant I'anti-HA et le kit ECL. La
fleche vide indique la forme immature.

Comme nous l'avons précisé au début de ce chapidtade de la dégradation de
CFTR-F508del dans une fraction riche en RE, nousngira de nous affranchir des
compartiments présents dans la FM et de vérifieete dégradation a bien lieu dans le RE

ou dans un compartiment intermédiaire (Fu et S2Q03).

1- Caractérisation enzymatique du fractionnement sur gadient de sucrose

Avant toute chose, il est nécessaire de caractddasedifférentes fractions obtenues
aprés fractionnement subcellulaire sur gradiensuerose. Pour cela 29 fractions ont été
prélevées de la plus dense (1) a la moins dengeN28s avons réalisé sur ces fractions un
dosage enzymatique des marqueurs spécifiques dgueheompartiment cellulaire (RE,
lysosome, Golgi et membrane plasmique). Les valdarbactivité spécifique (AS) mesurée
pour chaque marqueur, sont représentées en poagee(fo) sur ldigure R19 A. Par la
suite, uniquement les fractions 1-3 ont été cadlest Ces fractions présentent le pourcentage

d’enrichissement en-glucosidase Il, marqueur du RE, le plus élevérppport aux autres
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fractions Figure R19 B). Nous les appelons FRE (Fraction enrichie en iitly la suite de

notre étude.

A
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13M

Activités spécifiques (%)

B a-glucosidase Il (RE)
AS dela frgc.tion AS enrichissement (%)
post-nucléaire
RE (1-3) 204508 162777 79.6
lysosome (10-16) 204508 59509 29.1
Golgi (25) 204508 41063 20.1
membrane plasmique (26-28) 204508 50858 249

Figure R19: Caractérisation enzymatique des diffénetes fractions obtenues apres
séparation sur gradient de sucrose

A: Activités spécifigues des marqueurs du REg(ucosidase Il), du Golgiatmannosidase), des
lysosomes [§-glucuronidase) et de la membrane plasmique (plataph alcaline) mesurées dans les

fractions obtenues par fractionnement subcellulgite gradient de sucrose de la fraction post-
nucléaire yoir Matériels et Méthodesg.

B: Pourcentage d’enrichissemesnt a-glucosidase I, marqueur du RE, des différentastions par
rapport a la fraction post-nucléaire.

2- Caractérisation de la FRE
w Taux en ATP
Comme pour la FM, la FRE, enrichie en RE, obtenuwegsadient de sucrose présente
une trés faible concentration en ATP (~3,9%) pppoat aux cellules intacte&igure R20).
Ces résultats montrent que ['utilisation, soit de dentrifugation différentielle, soit du

fractionnement subcellulaire, permet d’obtenir tnaetion quasi déplétée en ATP.

100
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80 B FRE

60
40

20

contenu en ATP (%)
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Figure R20: Détection du contenu en ATP dans la FRE

Le contenu en ATP (indiqué en %), dans les celluiesctes et dans la FRE, a été mesuré a I'aide du
kit luciférase.

® Activités protéasomales
De la méme maniere que pour la FM, nous avons mdagtivité protéasomale et
I'effet de la clasto-Lactacystin@-lactone sur cette activité dans la FRE. Les rasult
montrent une activité plus faible (~20%) par rappocelle trouvée dans la FM (~40%) et une
inhibition d'~ 35% avec la clasto-Lactacystifidactone Figure R21). Ceci indique que la
majorité de l'activité protéasomale détectée darfaM réside dans la FRE, et confirme le fait
que cette activité est ATP-indépendante, mais thgecen utilisant les substrats

caractéristiques du protéasome (Boggtoal, 1997). Nous avons qualifié cette activité
d’activité protéasome-like.

100
75
50

25

0+~

| BLac

cellules
intactes FRE

Activités du protéasome (%)

Figure R21: Activités du protéasome détectées datsFRE.

Les substrats (0,1mM) utilisés pour mesurer les tagtivités caractéristiques du protéasome sont :
GGR pour la trypsin-like (T-L) ; LLVY pour la chynypsin-like (Ch-L) ; LLE pour la PGPH. Les
activités ont été mesurées en fluoriméthig € 395nm A..= 440nm) a TA en présence et en absence

de la clasto-Lactacystinglactone fLac, 10uM). Ces activités sont représentées en Ofapaort a
I'activité determinée dans les cellules intactes.

3- Dégradation de CFTR-F508del a 37°C et a 26°C

Nous avons, par la suite, déterminé I'expresside erofil de dégradation de CFTR-
F508del dans la FRE, en présence et en absendifféesnts inhibiteurs du protéasome. Nos
résultats montrent, d’abord, que la protéine CFBR8del est détectée dans la FRE. Ceci
confirme son expression exclusivement réticulah&7°C, la protéine est dégradée avec la
méme vitesse que dans la FM (~30mifigre R22 A, O). Cette dégradation est ralentie en
présence de clasto-Lactacystipidactone, de MG132, de DMSO et de 'EDTA, alors que
I'Hémine reste sans effeFigure R22 A, O. Le profil de dégradation et d’inhibition de la
protéine CFTR-F508del a 26°C est identique a eaditenu dans la FMHgure R22 B, O.
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Figure R22: Profil d’inhibition de la dégradation de CFTR-F508del a 37°C et 26°C.

La FRE incubée soit a 37°C soit a 26°C en présencen absence de clasto-Lactacysfidactone
(BLac, 10pM), MG132 (10puM), Hémine (40uM), DMSO (1086)EDTA (1mM) au cours du temps.
La méme quantité de protéine (5@) a été déposée par puits, séparée sur gel dél@étro-transférée
sur membrane de nitrocellulose et révélée par inotétection, en utilisant I'anti-CFTR (L12B4) et le
kit ECL. La fleche vide indique la forme immature.

A: Dégradation de CFTR-F508del a 37°C.

B: Dégradation de CFTR-F508del a 26°C.

C: Pourcentage de CFTR-F508del restant apres 4haientient a 37°C ou a 26°C par rapport a la
valeur initiale de CFTR-F508del a t=0. La quandfion a été obtenue par le programme SCION.
Moyennet S.E. 6= 3).

CFTR-F508del restant a 4h (%)
o

L’ensemble de ces résultats montre que la dégmdati I'inhibition de la protéine
CFTR-F508del dans la FM et la FRE sont identiq@esci suggére que sa dégradation est
bien localisée dans le RE et que d’autres compartis n’interviennent pas dans ce
processus.

Ainsi, nous avons montré que la protéine CFTR-FB08dt localisée et dégradée au
niveau du RE. L'activité protéasomale détectée aigeau et caractérisée uniquement par
I'effet de la lactacystine, et par l'utilisation dmubstrats qui lui sont spécifiques, participe
partiellement a cette élimination. Cependant, catitvité ne semble pas étre dépendante de
'ATP.
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Il ressort donc de nos résultats qu’une autre \mietéolytique, dont la nature reste
encore inconnue, participe a cette dégradationp@eessus, associé au RE, est lactacystine-

indépendant et surtout ATP-indépendant.

I/ ROle du GTP dans la dégradation de CFTR-
F508del

Au niveau du RE, la dégradation des protéines mmansbranaires incorrectement
repliées et/ou incorrectement assemblées fait applels processus complexes. A ce jour, le
dénominateur commun de ces différents processusugéiitation de I'ATP. En effet, ce
nucléotide est important pour les protéines chapers, I'ubiquitination, I'assemblage du
protéasome et surtout pour I'hydrolyse protéolyigGependant, dans le cas de la protéine
CFTR-F508del, 'ATP ne semble pas influencer saatfation.

Dans la cellule, d’autres nucléotides sont auspbiants que I'ATP. C’est le cas du
GTP (Guanosine Nucléotide Triphosphate). Ce nuidéogst aujourd’hui reconnu comme
une molécule clé dans de nombreux processus c¢edliltels que le trafic vésiculaire, la

migration ou encore la division cellulaire (PaB8b) (Figure R23)

| Signalisation cellulaire |

Synthése protéique | <:| o |:>| Transport vésiculaire

Migration / cycle
cellulaire

Figure R23: Réles du GTP dans les différents prawesellulaire.

Ainsi, dans la deuxiéme partie de mon travail, gatrepris, a I'échelle cellulaire et
réticulaire, la caractérisation du role du GTPgjualors inconnu, dans la dégradation de
CFTR-F508del.

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la synth@s&TP, dont 'IMPDH (Inosine

MonoPhosphate DésHydrogénase), qui peut étre iaehipgécifiquement par l'acide
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mycophénoliqgue (MPA), agent immunodépresseur @tilians la prévention contre les rejets
de greffe (Escobar-Henriquest al, 2001). Ce composé permet de dépléter les cellule

spécifiguement en GTP sans modifier la concentiaioATP.

Nous avons, dans un premier temps, caractérisédhketibn en GTP en mesurant sa
concentration par HPLCv@ir Matériels et Méthodeg. Les résultats montrent que apres
60min de traitement avec du MPA (50uM), la conamin intracellulaire en GTP est
abaissée d’'~ 80% alors que I'ATP se maintient aaomeentration d’~ 90%gure R24 A).
Les mémes résultats ont été obtenus avec des téepigplétion allant jusqu'a 24h. Par
ailleurs, nous avons aussi vérifié que le traitermeuec le MPA n’induit pas de mortalité
cellulaire significative. En effet, nous avons détmé le pourcentage de cellules vivantes,
nécrosees ou apoptotiques apres traitement paPke (d0uM), en comptabilisant le nombre
de cellules marquées au Hoeschst et a I'iodureral@gium par microscopie a fluorescence.
Les résultats montrent une quasi-absence de mér{alil0%) par rapport aux cellules non
traitées Figure R24 B).

A B

] 100 - .
1 80 |
601 OATP 60 |

BGTP
40/ 40 |
20 20 |
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0._
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=
o
o

m cellules vivantes

@ cellules en nécrose
O cellules en apoptose

©
o

cellules (%)

contenu nucléotidique (%)

0 2 8 24 temps (h)

Figure R24: Mesure du contenu cellulaire en ATP e¢n GTP.

A. Les cellules BHK-21 exprimant de facon stable ftatgine CFTR-F508del ont été traitées par
50uM d'acide mycophénolique (MPA). Le contenu enPAGt en GTP dans ces cellules a été mesuré
par HPLC aprés extraction nucléotidique avec 10@é&donitrile. Les résultats sont représentés en %
par rapport a la quantité d’ATP et de GTP dansddisles non traitées (t=0).

B : Détermination du pourcentage de cellules nécroggasration par l'iodure de propidium) et
apoptotiques (fragmentation des noyaux observéegdaration au Hoeschst) au cours de la déplétion
en GTP.

Par la suite, nous avons cherché I'effet du trageinpar le MPA sur la stabilité de
CFTR-F508del. Ainsi, par rapport a la CHX seuladtition de 50uM de MPA, au cours du
temps, ralentit d’'une facon spectaculaire la dégfiad de CFTR-F508del (% ~180min)
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(Figure R25 A, B). Pour vérifier que cet effet est directementdiéa déplétion en GTP et
gu’il n’est pas la conséquence d'un effet poterdielMPA sur d’autres protéines (Escobar-
Henriqueset al, 2001), nous avons rajouté de la guanine (G, |58, source de GTP
complémentaire a celle contrélée par le MPA. Dasss aonditions, nous avons aboli I'effet
du MPA (Figure R25 A). Ce résultat montre, pour la premiere fois, I'implication du GTP
dans I'élimination rapide de CFTR-F508del.

A B
CHX S 100
lincubation (h) [o0lo5[1][2]4]6]8 £ 80 ® CHX
O-HAD = — g O CHX + MPA
o 60 OCHX +MPA+G
| CHX + MPA =
O-HATS RS = o - 3 40
CHX +MPA+G B 20
O-HAS | = T R
=0
-Na*/K*-ATPase B> e —— = — — i
a-Na*/ ase >>| | L " 2 4 6 8

temps (h)

Figure R25: Effet de la déplétion en GTP sur la deiwvie de CFTR-F508del.

Les cellules BHK exprimant de facon CFTR-F508det éte incubées en présence de CHX
(100ug/mL) en absence et en présence de MPA (5@uli§ guanine (G, 500uM).

A: Disparition de CFTR-F508del au cours du tempsug@e protéines ont été déposées par puits,
séparées sur gel de 7%, électro-transférées surbrapen de nitrocellulose et révélées par
immunodétection, en utilisant 'anti-HA et le kitCE. L'anticorps monoclonal anti-N&K*-ATPase
détecte la sous-unité alpha. La fleche vide indlgdferme immature de CFTR.

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été obéepar le programme SCION. Moyerh&.E. =

6).

Les résultats de I'effet de la déplétion en GTP lauégradation de CFTR-F508del
peuvent étre la conseéquence d'une inhibition dectiVaé protéasomale et/ou de
l'ubiquitination des protéines incorrectement répsi. Pour mieux caractériser I'effet du
MPA, nous avons mesuré l'activité du protéasomel'wdtiquitination totale dans les
conditions utilisées pour suivre la dégradation GEETR-F508del. Les résultats obtenus
montrent qu’il n’y a d’effet notable ni sur I'actie du protéasomeF{gure R26 A) ni sur
I'ubiquitination totale des protéines, alors qudrltement avec la lactacystine (Lac, 10uM)
provoque I'accumulation de protéines polyubiquiki®s Figure R26 B)
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Figure R26: Caractérisation de I'activité du protéaome et de I'ubiquitination totale au
cours de la déplétion en GTP.

A. Les substrats (0,1mM) utilisés pour mesurer lais tctivités caractéristiques du protéasome sont :
GGR pour la trypsin-like (T-L) ; LLVY pour la chymypsin-like (Ch-L) ; LLE pour la PGPH. Les
activités ont été mesurées en fluoriméthig € 395nm A.,= 440nm) & TA en présence et en absence
de MPA (50uM). Ces activités sont représentées epaforapport a I'activité déterminé dans les
cellules non traitées.

B: Ubiquitination totale des protéines révélée agtede traitement par la lactacystine (lac, 10uM) ou
le MPA (50uM). La méme quantité de protéine (&f) a été déposée par puits, séparée sur gel de
12%, électro-transférée sur membrane de nitrooskukt révélée par immunodétection, en utilisant
I'anti-Ub et le kit ECL.

Par conséquent, l'effet de la déplétion en GTP ass@ pas par l'inhibition du

protéasome ni par la modification de I'ubiquitimetides protéines.

Une autre possibilité, pour expliquer les résultddenus, est I'effet possible du MPA
sur la biosynthese de CFTR-F508del.

Pour vérifier cette possibilité, nous avons quantifRNm de CFTR par PCR semi-
guantitative yoir Matériels et Méthodeg apres traitement, soit en présence de CHX, soit d
MPA. Le géne de |I#-actinea été choisi comme standard interne. Par rappacbatréle (C,
cellules non traitées), ces expériences nous omnhipede vérifier que ces traitements
n'augmentent ni la transcription du ge@GETR, ni la stabilité de son ARNn{gure R27 A,

B). En effet, la déplétion en GTP ne modifie pasidicativement le coefficient R, qui
correspond au rapport de la quantité d’ARNmGETR amplifié par RT-PCR sur celle de la
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[actine Par ailleurs, nous avons aussi vérifié que ldédiém en ATP est sans effdtigure
R27 A, B).

A B

~ 2—

o 1.8

£ 167

34 cycles S 141

std | ¢ | - [MPA [ATP Q 12]
o4

e 0.8

O 0.67

=~ 0.41

X 0.2-

LI

min | min | min

c - MPA
Figure R27: Détermination du taux de transcris du @neCFTR.
A: L'ARNmM a été extrait a partir de cellules BHK-21pexnant de facon stable la protéine CFTR-
F508del et traitées, soit par la CHX (100pg/mL}jt par le MPA (501M) ou cultivées en présence du
milieu de déplétion en ATP (-ATP). Cet ARNm a é@nscrit en ADN complémentaire (ADNc) par
transcription inverse, amplifié par 34 cycles deRP&éparé sur gel d’'agarose a 2% et révélé par le
BET. Les cellules non traitées ont été utiliséanrme controle (C).
B: Calcul du coefficient R qui représente le rapp@tla quantité d’ARNm d€FTR-F508delsur
celle de lg#-actine

-ATP

Ainsi, nous avons montré que la déplétion en GTiPlgMPA permet de ralentir la
dégradation de CFTR-F508del. Cet effet passe @ protéines dépendantes du GTP et

n'est pas lié a la voie ubiquitine/protéasome.
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IV/ Implication de l'AlF , dans la dégradation de
CFTR-F508del

Le MPA dépléte spécifiqguement en GTP et, par camsgl) inhibe les GTPases ou
protéines G. En effet, ces enzymes utilisent le GdRr réguler différents processus
cellulaires tels que la traduction, la signalisatida croissance cellulaire, le trafic
intracellulaire... (Pall, 1985). Les GTPases peuétrd divisées en deux familles : les petites
protéines G monomériques comme Ras, et les protélhehétérotrimériques liées a la
membrane. Comme le MPA ne nous permet pas de apkifiguement une de ces deux
familles, nous avons utilisé 'AlFqui est un complexe fluoroaluminate connu pour emife
y-phosphate du GTP sur les protéines G (Liang, 2G0&)c une préférence pour la sous-unité
a des protéines G hétérotrimériques (Ineti@l, 1990 ; Roat al, 1993). L’AlF, bloque la
protéine G dans son état de transition (Protéin@GDP) en prenant la place #phosphate
apres hydrolyse du GTP (Protéine-GDP-AJFAinsi la protéine G reste dans son état dif acti
mais bloquant son activité GTPasiqueigure R28). Ce complexe est donc idéal pour
compléter nos résultats préalablement obtenuslawdgplétion en GTP.

GTPase¥—> GTPase

GTPase +«——GTPase Etat de transition
GTPase AlF,
Figure R28: Cycle d’activation des protéines G.

1- Obtention du complexe fluoroaluminate AlR

L’AlF 4 est un complexe qui n’existe pas dans la natuest le résultat de la présence
simultanée, dans une solution aqueuse, de fluod&resodium (NaF) et de chlorure
d’aluminium (AICkL). La formation de ce complexe dépend de la tentyéradu pH ainsi que
de la concentration des deux précurseurs (Lian@320es différentes concentrations d’'AlF
(Tableau RIII) ont été calculées en utilisant le logiciel TOGgitiel qui permet de calculer

les concentrations de toutes les especes présgamssune solution contenant jusqu'a 17
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complexes ioniques en équilibre. Dans notre casyuls a permis, a partir de concentrations
connues de NaF et d'Algte déterminer celle d’AlF: Les résultats indiqués dangddleau

RIII montrent les concentrations obtenues a pH 7,2ut®a complexes fluoroaluminates
sont aussi formés durant cette réaction (Liang3200Ce plus important est le complexe AlF

Ce dernier peut aussi étre obtenu par synthéseagienigma France)

Tableau RIII: Calcul des concentrations d’AlF, et d’AlF; a pH 7,2 a l'aide du logiciel
TOT

NaF (mM) AICIz (uM) AIF; (uM) AlF3 (UM)

2 50 10,1 0,8
3 5 1,6 0,9
5 50 22,9 7,7

2- Effet de NaF, AICl;, d’AlF ; et d’AlF 4 sur la viabilité cellulaire

Avant d’étudier l'action de ces molécules sur lgrdéation de la protéine CFTR-
F508del nous avons d'abord déterminé leurs effatsla mortalité cellulaire. Ainsi, les
cellules BHK-21 exprimant de facon stable CFTR-F&08ont été traitées durant 8h soit par
le NaF, 'AICI; et I'AlF3, soit de maniére individuelle, soit en combinaniNaF et I'AICk
pour produire le complexe Al Le nombre de cellules mortes a été détermin€garation
au bleu trypan. Les résultats indiqués suiidare R29 A, B montrent que le traitement par

ces différentes espéces n’affecte pas la vialétiilaire.

A 100" B 100
90 - \ \ w 01T m o - B
S 80- 3 80+
g 70 DACI I M) § 70
> 60 m [NaF] (mM) 2 60° I
5 50 SAFJ M) 3 50 AR (M)
T 401 g 40
o 30 30-
o 30 ps
S 201 S 20
o\ 10, 18‘
0<
_ 0 1.6 10 22.9
Concentration Concentration
8h 8h

Figure R29: Effet de I'AICI3, du NaF, de 'AlF, et de 'AlF3sur la viabilité cellulaire.
A et B. Détermination du pourcentage de cellules vialdetofation par le bleu trypan) apres 8h de
traitement par les différentes molécules testées.
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3- Effet du NaF, de 'AICI3, de I'AlF3 sur la dégradation de CFTR-F508del

Etant donné que la molécule d’AlFest obtenue a partir d’'un mélange de NaF et
d’AlCl 3 qui produit aussi, mais trés faiblement, le com@lalF;, nous avons d’abord teste,
individuellement, I'effet de ces différentes molkasu(NaF, AIC} et AlFRs), sur la dégradation
de CFTR-F508del. Les résultats indiqués sdiglare R30 montrent clairement que ces trois

molécules n’affectent en aucun cas la demi-vie BERGF508del (T2 ~ 40 min).

A B
+ CHX 100
[incubation (h) [0Jo5[1[2]4]6]8 3
a-HADS|— — = 4 CHX
75
CHX + NaF 2 ® CHX + NaF
a-HA - B e A CHX + AlCI,
T 50 O CHX + AIF,
CHX + AIF, 3
A-HA = [ — r
x 25
CHX + AICI, m
a-HA = — 0 : . ; : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8
a-NaK-ATPase »|[— — — — — — — |

temps (h)

Figure R30: Effet du NaF, de 'AlF; et de I'AICI; sur la demi-vie de CFTR-F508del.

A: La disparition de CFTR-F508del a été suivie engmrés de CHX (00pg/mL) seule ou en présence
de NaF (2mM), d’Ali (10uM) ou d’AICE (50uM). La méme quantité de protéine (I§) a été
déposée par puits, séparée sur gel dacrylamide%a é&lectro-transférée sur membrane de
nitrocellulose puis révélée par immunodétectionuéifisant I'anti-HA et le kit ECL. L’anticorps
monoclonal anti-NadK*-ATPase détecte la sous-unité alpha. La fleche inidigue la forme immature
de CFTR-F508del.

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été obéepar le programme SCION. Moyerh&.E. =

3).

4- Effet de I'AIF 4 sur I'expression et la dégradation de CFTR-F508del

En absence d’'effet des molécules NaF, AkIAIR;, nous avons entrepris I'étude du
réle de I'AlF4 sur la disparition de CFTR-F508del.

Dans un premier temps, nous avons étudié sonsffdtexpression basale de CFTR-
F508del en fonction de la concentration et du tenffa immunodétection, nous avons
observé une augmentation significative de la gt&amte CFTR-F508del, surtout pour une
concentration de 10uM d’AlF(Figure R31 A). A cette concentration, un traitement au cours
du temps augmente I'expression de CFTR-F508del giveindre a 12h une augmentation d’~
6 fois par rapport a t=0~{gure R31 B).
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A B
AlF AlF -
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Figure R31: L'effet de I'AIF , sur I'expression basale de CFTR-F508del

Les cellules BHK-21 exprimant CFTR-F508del ont &iitées, soit pendant 6h avec différentes
concentrations d’Alf (Tableau RIIl'), soit avec 1AM d’AlF, en fonction du temps.a méme
quantité de protéine (7g) a été déposée par puits, séparée sur gel diatdg a 7%, électro-
transférée sur membrane de nitrocellulose puidéévgar immunodétection, en utilisant I'anti-HA et
le kit ECL. La fleche vide indique la forme immagur

A: Expression basale en fonction de la concentratialf

B: Expression basale de CFTR-F508del en fonctioredps.

Dans un deuxieme temps, 'effet de I'AlBur la dégradation de CFTR-F508del a été
suivi en présence de CHX, afin de suivre un pogbrdééines données. Nous avons choisi la
concentration pour laquelle nous avons observéfame expression de CFTR-F508del, soit
10uM d’AlF,. Dans ces conditions, nous avons observé gue deadigtion de la forme
immature est ralenti avec uneg;fqui passe de ~ 35min a ~ 90mkigure R32 A, B). Ces
résultats expliquent que l'augmentation de la gteamte protéine CFTR-F508del est due a
une augmentation de layJ de la protéine en présence de I'AlFToutefois cette

augmentation est deux fois moins importante que oéitenue en présence de MPA.
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.
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Figure R32: Effet de I'AlF, sur la dégradation de CFTR-F508del.

A: La disparition de CFTR-F508del a été suivie ensgmée de CHX (100ug/mL) seule ou en
présence de 10uM d’AlF La méme quantité de protéine (1) a été déposée par puits, séparée sur
gel d'acrylamide a 7%, électro-transférée sur mambr de nitrocellulose puis révélée par
immunodétection en utilisant I'anti-HA et le kit ECLa fleche vide indique la forme immature.

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été obéepar le programme SCION. Moyenh&.E. (=

5).

Ces résultats, pour la premiére fois, montrentlgugradation de la protéine CFTR-
F508del est ralentie par un inhibiteur des proi@IPases. Ceci constitue une preuve

supplémentaire en faveur du réle du GTP dans l&#pigse de CFTR mutée. De plus, bien
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qu’il a été initialement mentionné que I'’AlRnteragit avec les sous-unitédes protéines G
(Kahn, 1991), des études récentes ont montré qii-4 pouvait se lier aux petites GTPases
comme Ras, Rab... (Wittinghofer, 1997). Nous avonsitnéoque la dégradation de CFTR-
F508del Figure R30) n'est affectée pas par I'AlFsuggérant que la cible de I'AfJFest une
protéine G hétérotrimérique.

5- Activité du protéasome et ubiquitination totale

Comme pour les GTPases, I'AlFest une molécule capabla, vitro, de mimer ley-
phosphate de I'ATP chez les ATPases, et par coeséalinhiber leur activitée ATPasique.
Ceci pourrait étre a I'origine de l'inhibition destivités ATPasiques du protéasome 20S ou
des différentes enzymes de la voie ubiquitine/pisiéne. Les mesures d'activités
protéolytiques du protéasome, comme indiquées gedement, aprés traitement par 10uM
d’AlF 4 montrent que ce dernier n'affecte pas les troiscpales activités du 20S-igure
R33 A). De la méme maniere que pour le MPA, nous n‘ayaassobservé d'effet de I'AlF
sur l'ubiquitination totaleKigure R33 B).

L’ensemble de ces résultats montre que le systdmugiitine/protéasome ne fait pas
parti des cibles potentielles de I'AlF

A B
o
Q:, 100 traitement - |Lac|AIF ]
g) 75/ temps (h)
o
% oOT-L
> o -
S
@ 251 a-Ub
=
< % 6 12 24 tomps (h)
| + AF

Figure R33: Caractérisation de l'effet de P'AlF; sur l'activit¢ du protéasome et
I'ubiquitination totale.

A. Les substrats (0,1mM) utilisés pour mesurer lgis tuctivités caractéristiques du protéasome sont :
GGR pour la trypsin-like (T-L) ; LLVYpour la chymgtpsin-like (Ch-L) ; LLE pour la PGPH. Les
activités ont été mesurées en fluoriméthig € 395 nm A..= 440 nm) a TA en absence (t=0) et en
présence d’Alf (10uM) a différents temps. Ces activités sont éspntées en % par rapport a
I'activité déterminé dans les cellules non traitées

B: Ubiquitination totale des protéines révélée agiesle traitement par la lactacystine (Lac, 10uM)
ou par l'AlF; (10uM). La méme quantité de protéine (&f) a été déposée par puits, séparée sur gel
de 12%, électro-transférée sur membrane de nitubest et révélée par immunodétection, en utilisant
'anti-Ub et le kit ECL.
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Les protéines chaperonnes, qui participent au élentte la qualité du repliement et a
la dégradation des protéines incorrectement repleééou incorrectement assemblées, sont
principalement des ATPases (Hartl, 1996). Ces preséagissent par interaction avec la
protéine cible apres avoir été activées par fixatibhydrolyse d’ATPIn vitro, ces protéines
sont aussi capables de fixer le GTP, mais de natiés labile (Liberekt al, 1991).

Un certain nombre de ces chaperonnes a été imptigné la reconnaissance et la
dégradation de CFTR-F508del (Yaepal, 1993 ; Pincet al, 1994 ; Loocet al, 1998). Dans
notre cas, nous pouvons légitiment penser queditién en GTP, ou I'utilisation de I'AlF,
pourrait influencer la stabilité du complexe CFTBABdel-chaperonnes. Pour cela, nous
avons étudié linteraction de CFTR-F508del avecdiexine (CNX), Hsp70 et Hsp90 avant
et apres 4h de traitement, soit par la lactacystiad-, ou le MPA. La mise en évidence de
I'interaction a été réalisée par immunoprécipitatiet révélation par immunodétection. I
ressort de ces résultats que ni la déplétion en @gies traitement par le MPA, ni le
traitement par I'All; n’altérent l'interaction entre CFTR-F508del et chaperonnesgure
R34). Le méme résultat a été obtenu avec le conti©@lX) ou apres traitement avec la
lactacystine fFigure R34). Ces résultats confirment que I'effet du GTP et’dlF ;7 ne passe

pas par les protéines chaperonnes.

CHX CHX
traitement (4h) | T - Lac | AlIF ;| MPA traitement (4h) T - Lac | AIF ;| MPA
a-CNX > 10% a-Hsp90 > - 10%
a-CNX > |+ W W s | IPa-CFTR a-Hspoo = [ N P | pa-crr
CHX
traitement (4h) | T - Lac | AIF ,; MPA
A-HSP70 B> | s s — — 10%
a-Hsp7o =>( 1 1 0 B T IPa-CFTR

Figure R34: Interaction entre la protéine CFTR-F508&Iel et les protéines chaperonnes.

Les cellules BHK-21 exprimant CFTR-F508del onttéaitées pendant 4h en présence de 100pg/mL
de CHX seule ou en présence de 10uM de lactacysiéntOuM d’Alf;, ou de 50uM de MPA. La
protéine CFTR-F508del a été immunoprécipitée aeahti-CFTR (L12B4 et M3A7) et la présence
des protéines chaperonnes a été révélée a l'aillik HCL par immunodétéction en utilisant I'anti-
CNX, l'anti-Hsp70 et I'anti-Hsp90, aprés séparatsom gel d’acrylamide a 12%, électro-transfert sur
membrane de nitrocellulose.
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Il a été montré que I'ATP et de fagon moindre leRg¥ouvait se fixer sur les NBDs de
CFTR (Andersoret al, 1991 ; Anderson et Welsh, 1992). L'AlFen mimant lg/-phosphate,
principalement de I'ATP au niveau des NBDs, potreanpécher la fixation de I'ATP, voir
du GTP, et par conséquent inhiber la dégradationCH&R-F508del, probablement par
changement de son niveau de repliement global.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons réakséedpériences de fixation de CFTR-
F508del sur colonnes de sépharose-ATP ou -GTRutbrelen présence d’ATP, de GTP ou
d’AlF 4. Les résultats des ces expériences montrent dlajpee la protéine CFTR-F508del se
fixe préférentiellement sur 'ATPF{gure R35). Deuxiéemement, par rapport a 'ATP, I'AJF
élue faiblement la protéine CFTR-F508del. Ce résu@st confirmé par la quantité de CFTR
éluée de la colonne ATP, aprés traitement par tagéducteur3-mercaptoéthanolFigure

R35). L'ensemble de ces résultats montre que I'efeet'AlIF, ne passe pas par une fixation

sur les NBDs.
sépharose-ATP sépharose-GTP
élution  |lysat| NF | ATP m‘;’rc AIF,;| NF GTPmE'rc AIF
O-CFTRE> | g gl o |~

Figure R35: Profil d’élution de CFTR-F508del apresfixation le long de colonnes d’ATP

et de GTP.

Des extraits cellulaires de CFTR-F508del (lysatjt si&posés sur des colonnes de sépharose-ATP et -
GTP. Apres 1h d’incubation a 4°C, les protéines fixades (NF) ont été récupérées ; apres lavage par
le tampon d’extractionvpir Matériels et Méthodeg, les protéines fixées ont été successivement
éluées par 10uM d'AlF 5mM d’ATP/GTP. Les protéines, non éluées par oecddé, ont été
décrochées par incubation avec 10%@dwaercaptoéthanop¢merc). Les échantillons obtenus ont été
déposé sur gel d’acrylamide a 7%, électro-transféué membrane de nitrocellulose puis révélés par
immunodétection en utilisant I'anticorps anti-CF{IR2B4) et le kit ECL.

L’AlF 4 est utilisé pour moduler I'activité des protéin@simpliquées dans le trafic
vésiculaire (Roa&t al, 1993). Principalement, cette molécule a étésé#lipour caractériser le
trafic entre le Golgi et la membrane plasmique gehiberget al, 1998). Afin de vérifier si
I'effet observé avec I'Alr ne résulte pas de I'inhibition du trafic des vétas entre le RE et
le cis-Glogi, voie proposée pour la dégradation de CFbR8del (Fu et Sztul, 2003), nous
avons suivi le trafic de la protéine chimére VSVER5(Vesicular Stomatitis Virus G-GFP),

exprimée de facon stable ou transitoire dans lésleg BHK-21 ou COS-1 respectivement,
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en absence ou en présence de 10uM d’AlEa protéine VSVG est une protéine dont
I'adressage intracellulaire dépend de la tempésatinsi, lorsque les cellules sont cultivées
a 40°C, cette protéine est confinée exclusivememsde RE (Figure R36 A, a). Apres
passage a 32°C, elle est exportée vers I'appaeedalgi, puis vers la membrane plasmique
(Figure R36 A, b, c). Le traitement par I'Alfpendant 2,5h a température permissive (32°C)
inhibe I'adressage vers la membrane plasmique (EiB36 A, d), alors gu’il reste sans effet
sur le trafic RE-Golgi (Figure R36 A d, h). Les n&nésultats ont été trouvés en utilisant les
cellules COS-1 transfectées transitoirement (FigRB€ A, e a h).

Par la suite, nous avons voulu étudier son effapedmaniere plus spécifique, sur le
trafic de la protéine CFTR-F508del connu pour @&pendant de la température (Shasha
al., 2004). En effet, a 26°C et/ou en présence dalva@eronne chimique, comme le glycérol,
la protéine subit une maturation artificielle qui permet de quitter le RE et d’aller s’'insérer
dans la membrane plasmique, aprés passage au wiveaolgi (Satcet al, 1996). Pour cela,
nous avons cultivé les cellules a 26 °C en présdaoglycérol et en absence ou en présence
de 10uM d’AlR. Aprés 24h de traitement, nous avons observeé 'élie,] n’inhibe pas le
transport de la protéine CFTR-F508del vers la mambdplasmique (Figure R36 B). En effet,
par rapport au contrble (sans A)Jou nous observons une bande d'~170kDa correspoada
la forme complexe-glycosylée de CFTR-F508del, Espnce d’AlE n’interfere pas avec la
maturation observé a 26°C en présence de glyc€ed. résultats montrent que I'AlFhe

perturbe pas le trafic vésiculaire entre le REe&bblgi.

A B

AF, | - | - +

26C+glycerol | - | + | + | kDa
. | —197

>
a-CFTR =
—116

BHK

CO0S-1

Figure R36: Effet de I'AlF, sur I'export des protéines VSVG-GFP et CFTR-F508de

A: Les cellules BHK-21et COS-1 exprimant de facomlst&t transitoire la protéine chimere VSVG-
GFP, respectivement, ont été cultivées soit a 48 soit a 32°CH, c, d, f, g, ), a différents
temps, en absence ou en présence de 10uM A'Al& localisation de la protéine chimére a été
visualisée grace a l'auto-fluorescence de la pnet@FP. Les photographies ont été obtenues grace au
systéme d’imagerie confocal de Zeiss LSM 510 avewmbijectif 63X/1,4 & immersion. La barre
représente 310m.

B: Maturation artificielle de CFTR-F508del obtenue é&pl4h de culture a 26°C en présence de
glycérol (10%) et en absence ou en présence de IAIM,. La méme quantité de protéine ([I)

a été déposée par puits, séparée sur gel d’acdgami7%, électro-transférée sur membrane de
nitrocellulose puis révélée par immunodétectiontilisant I'anti-CFTR (L12B4) et le kit ECL.
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L’ensemble des données obtenu avec fAikontre que CFTR-F508del est dégradée
par une voie qui est dépendante du GTP, faisaetvehir une protéine G hétérotrimérique

et probablement localisée au niveau du RE.

V/ Localisation de la dégradation dependante du GTP
de CFTR-F508del

A ce stade de nos résultats, nous avons montrélajuEplétion en GTP et le
traitement par I'Al ralentissent la dégradation de CFTR-F508del. Cigttébition ne
semble pas passer par un effet sur le trafic vissieu Cependant, la localisation exacte ou la
protéine CFTR-F508del est dégradée par cette voRR-@Ependante restait a élucider. Ainsi
nous avons entrepris la caractérisation du conmpant ou a lieu cette dégradation.

Récemment, un certain nombre de travaux ont sudg&igtence d’un compartiment
juxtaposant le RE et qui pourrait étre le lieu égrddation de protéines transmembranaires
(Fu et Sztul, 2003). Pour cela, ces protéines daobigabir un transport vésiculaire vers ce
compartiment. Pour vérifier cette hypothese, natma utilisé trois inhibiteurs du transport
rétrograde rfoc ; nocodazolg du transport antérograded9 ; inhibiteur de la PKA et donc
de la phosphorylation) ou de la formation des w#s& COPII a partir du REb(efeldine A ;
BFA) (Figure R37).

H89: inhibition du recrutement
ATP dépendant des protéines
du manteau de COPII via
I'inhibition de la PKA

— L) Nocodazole: dépolymérisation
BFA: inhibition de la GEF Vésicule .de des microtubules impliqués
responsable de I'activation de la transport: COP I/1l dans le transport vésiculaires
GTPase (Arfl) impliquée dans la via la liaison avec Arfl lors de la
formation des vésicules de fusion COPII/I
transport

Figure R37: Schéma montrant les différents sites dttion des trois inhibiteurs
(nocodazole, H89 et BFA) utilisés dans notre étude.
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Nous avons testé I'effet de ces inhibiteurs engrés de CHX seule ou additionnée
de 50uM de MPA (déplétion en GTP) ou de 10uM dAlF

Dans le cas du MPA, les résultats réesumés suglaefiR38 montrent, qu’en absence
de cette molécule, ces inhibiteurs n'ont aucuntefie la vitesse de dégradation de CFTR-
F508del (T2 ~35 min). La présence du MPA restaure la stabda@éCFTR-F508del (iJ,
~180 min). Ces résultats suggérent que I'inhibitles voies de transport vésiculaire n’affecte
pas la vitesse de dégradation de CFTR-F508del.

De la méme maniere, nous avons aussi montré otet ke I'AlF, n’est pas abolit en
présence de H89, BFA et nocodazdigy(ire R38).

A . + CHX D CHX + noc
[incubation () [ 0Jo,5[1[2]4]6]8 lincubation (h) | 0Jo,5[1[2]4]6[ 8
a-HAD>|— — Q-HACS[vee e = -
CHX + noc + AlF
B A-HA DS - o o o — -
. . CHX + BFA CHX + noc + MPA
lincubation () [0 fo5[1[2[4[6]8 O-HAD e = —
a-HAD = — —
CHX + BFA + AIF E 100
a-HA D> 8 o = — > ¢ CHX
= | +
CHX + BFA + MPA 3 75 A(é:))((+§',::§+A|F :
G'HA|> e — 8 4
= ACHX + BFA + MPA
C § 50
CHX + H89 2
lincubation (h) | 0jo5[1][2[4[6] 8 L o5l
a-HAD = — — o
N LL
CHX + H89 + AlF , o o ‘ ,
a-HAD> #89 o — 0 2 4 6 8
CHX + H89 + MPA temps (h)
O-HA | - e e s s _

F CFTR + BFA
lincubation () [0]1]2]4][6]12]24

a-HA ZBERERERen ==

Figure R38: Effet des inhibiteurs du transport véstulaire sur la stabilit¢ de CFTR-
F508del.

La stabilité,in vivo, de CFTR-F508del stablement transfectée danslkdes BHK-21 a été étudiée
en présence de CHX (100ug/mL) se@ 6u en présence de BFA (5ug/mL), de H89 (50uMileu
nocodazole (noc, 10uM). Les mémes conditions @ntiéitisées pour étudier I'effet de 50uM de MPA
(B, C, D) et de 10uM d’'Alg (B, C, D). La méme quantité de protéine (I§) a été déposée par puits,
séparée sur gel de 7%, électro-transférée sur naambide nitrocellulose et révélée par
immunodétection, en utilisant I'anti-HA et le kiCE. La fleche vide indique la forme immature, et la
fleche pleine, la forme mature.

E: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée en patage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été obéepar le programme SCION. MoyenseS.E.
(n=3).

F: Disparition de la forme mature de la protéine CF3&Rivage au profit de la forme immature
observé en présence de 5ug/ml de BFA.
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Par ailleurs, afin de s’assurer que I'effet de FARest bien présent dans notre systéeme
d’expression, nous avons cherché a reproduirect'efé cette molécule sur I'apparition de la
forme immature et la disparition de la forme matdeda protéine CFTR sauvage (Lukats
al., 1994). Les resultats indiqués surfigure R38 F montrent, qu'au bout de 24 h de
traitement avec la BFA, la protéine de CFTR sauwegeprincipalement exprimée sous sa
forme immatureFigure R38 B.

En conclusion, I'ensemble de ces résultats renfbidée que le RE est le lieu de
dégradation de CFTR-F508del.

Une autre maniere de montrer a la fois que la diégien de CFTR-F508del,
dépendante du GTP, est bien localisée dans le RiSarisible aux protéines cytoplasmiques
est l'utilisation de cellules perméabilisées. Cadale qui permet de dialyser le cytoplasme a
souvent été utilisé pour étudier le trafic des cartiments intracellulaires ainsi que la
dégradation de certaines protéines (Bereiel, 1994).

1- Caractérisation de la perméabilisation

Avant d'utiliser ce systeme, nous avons, dans uemmar temps, procédé a sa
caractérisation. La perméabilisation a été obtgrard utilisation de la digitonine (50ug/mL)
en présence d’'un tampon appropnéif Matériels et Méthodeg. Pour évaluer l'efficacité
de ce détergent dans la perforation de la membptammique des cellules BHK-21, nous
avons effectué un dosage enzymatique de l'actik@éla lactate déshydrogénase (LDH),
enzyme localisée principalement dans le cytopla@®otion et al, 2001). Pour cela, aprés
10min de perméabilisation & 4°C, nous avons rééulgécytoplasme. Dans ce compartiment,
I'activité spécifique (AS) de la LDH est enrichiee dl2 fois par rapport aux cellules
perméabilisées Higure R39). Ceci montre que l'utilisation de la digitonineermet de

correctement dialyser le cytoplasme.

- 146 -



Résultats Localisation de [a dégradation dépendante du GTP de CFTR-F508del

0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02

0.00 .

cellules cellules ‘ surnageant
intactes

AS (umol.min 1. mg-1)

perméabilisation (10min)

Figure R39: Détermination de I'activité spécifique(AS) de la LDH.

L’AS correspond a I'activité enzymatique (AE) rapige au mg de protéine. L'AE a été mesurée soit
dans les cellules intactes, soit dans les cellpkysnéabilisées et dans le surnagent obtenu apres
perméabilisation. La perméabilisation a été réalis@ présence de la digitonine (50ug/mL) pendant
10min a 4°C.

2- Effet de I'AIF 4 sur la dégradation de CFTR-F508del

Une fois le systeme de cellules perméabiliséesct@aiaé, nous I'avons utilisé pour
étudier la dégradation de CFTR-F508del en présdadeHX seule ou additionnée de 10uM
d’AlF4. Les résultats obtenus montrent clairement quleseiace de cytoplasme, I'AJF
continue d’inhiber la dégradation de CFTR-F508d8gre R40). Ces résultats montrent
aussi que les protéines cytoplasmiques n’influenpeas I'activité protéolytique dépendante

du GTP, inhibée par I'Alf- et localisée au niveau du RE.

A B 100

~
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CHX
[incubation (h) [0o5[1]2[4[6] 8
a-HAS B == =
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O CHX + AIF ;-
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CHX + AlF - 50 1
a-HA> D e
25+
0 w - G
0 2 4 6

8
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Figure R40: Dégradation de CFTR-F508del dans les lb@les pérméabilisées.

A: La dégradation de CFTR-F508del a été suivie dasscéllules perméabilisées a la digitonine
(50pg/mL) en présence de CHX (100pg/mL) seule oditiadnée de 10uM d’Alf. La méme
quantité de protéine (7(g) a été déposée par puits, séparée sur gel deélédtro-transférée sur
membrane de nitrocellulose et révélée par immuratiénh, en utilisant I'anti-HA et le kit ECL. La
fleche vide indique la forme immature

B: Quantité de CFTR-F508del restante exprimée encpatage par rapport a sa valeur initiale a t=0
en fonction du temps. La quantification a été ob¢epar le programme SCION. MoyenseS.E.
(n=4).
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Le scénario avancé jusqu’a aujourd’hui pour exmiqla dégradation de CFTR-
F508del implique sa retranslocation vers le cytplavia le translocon Sec61, pour
finalement étre dégradée au niveau du cytoplasme s@ forme ubiquitinylée (Bebdt al,
1998, Satcet al, 1998). Cependant, aucune preuve directe n'agértée pour étayer cette
hypothése.

Dans notre étude, nous ne pouvons pas exclure ajeplétion en GTP ou le
traitement par I'Alg affecte les événements de retranslocation et gaséguent inhibe la
dégradation de CFTR-F508del. Pour vérifier cesipoisés, nous avons essayé de bloquer la
retranslocation, dans notre systeme d’expressigrdiégue, en utilisant le diamidBi@). Il
s’agit d'un réactif sufhydrile qui oxyde les poulisulfures et par conséquent inhibe I'activité
liée a ce pont disulfure dans les protéines.

Le traitement par le diamide (1mM) en présence HX CLOOug/mL) n’affecte pas la
dégradation de CFTR-F508del, alors que sa présambinée avec I'Al I'inhibe (Figure
R41 A). Ces résultats suggérent que, soit le transi@ecb6l n’'est pas impliqué dans la
retranslocation vers le cytoplasme de CFTR-F508deit que cette derniere n’est pas
transloquée et par conséquent qu’elle est dégradéeseau du RE.

Pour apporter la preuve de l'efficacité du diamidemme inhibiteur de la
retranslocation dans notre systéme d’expressions ravons suivi la dégradation d’une
protéine modéle, la sous unité alpha du récepte(ifCIRa), en absence et en présence du
diamide. TCRx est une protéine incorrectement assemblée retanuasiveau du RE et
dégradée par la voie ubiquitine/protéasome aprieanstocation vers le cytoplasnvéa le
translocon Sec61 (Yet al, 1997, Tortorelleet al, 1998). Pour cela, les cellules BHK-21,
exprimant de facon stable la protéine TacC&ecorée par I'étiquette HA, ont été traitées par |
CHX seule ou combinée avec 1mM de diamide. Commmatna@récédemment (Tortorekd
al., 1998 ), le diamide ralentit la disparition du TeCFigure R41 B) confirmant son effet

dans notre systéme d’expression.
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Figure R41: Profil de dégradation des protéines CFR-F508del et TCRx en présence de

diamide, inhibiteur de la retranslocation.

La disparition,in vivo, de CFTR-F508del/) et de TCR (B) a été suivie en présence de CHX (100
png/mL) seule ou combinée avec 1mM de diamide (BiE)uM d’AlF,.

La méme quantité de protéine (jdQ) a été déposée par puits, séparée sur gel déoy-dl2ctro-
transférée sur membrane de nitrocellulose et réy@é immunodétection, en utilisant I'anti-HA et le
kit ECL. La fleche vide indique la forme immatureup CFTR mutée et la forme RE de T&€CR

Ces expériences nous ont permis de détermineragpeotéine CFTR-F508del reste
séquestrée dans le RE avant d’étre dégradée puwlgui’est ni transportée dans un autre

compartiment via des vésicules ni transloquée tlaogtoplasme
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VI/ Rbéles des protéines associees a la membrane du
RE dans la voie de dégradation GTP-dépendante

La voie de dégradation GTP-dépendante est biefidéeaau niveau du RE. Dans ce
compartiment, nous trouvons a cO6té des protéinasstmembranaires, des protéines
périphériqgues cytoplasmiques et reticulaires. Adiigvaluer le rbéle de ces différentes
protéines dans le processus de dégradation, nomss awtilisé la FRE pour étudier la
disparition de CFTR-F508del avant et apres traiteémar le NaCO; (0,1M) a pH 11,5.

Nous avons voulu, dans un premier temps, vérifier la FRE correspond bien au RE. En
effet, pour évaluer la pureté de notre fractionysnoous sommes basés uniquement sur le
dosage enzymatique avec tous les facteurs de cowtiom qu'il peut présenter. Pour
s’'assurer de la pureté de la FRE, et surtout degife des protéines qui peuvent
potentiellement étre impliquées dans la voie deratfgion GTP-dépendante, nous avons
généré une ligné cellulaire exprimant a la foisptatéine CFTR-F508del et la protéine
calréticuline (protéine résidente du RE) fusionreie,niveau de sa partie C-terminale, a la
protéine fluorescente deiscosoma sp(Discosoma sp. Red fluorescent protein ; DsRed) qu
elle-méme est fusionnée au niveau de sa partiendiftale a la séquence de rétention du RE,
KDEL. Ces cellules, aprés deux semaines de séteatioG418, ont été triées par cytométrie
en flux (voir Matériels et Méthodeg basée sur I'utilisation de l'autofluorescence lde
DsRed Aex =558nm et =583nm). Ceci nous a permis de sélectionner ldsleslpositives
par rapport aux cellules négatives a la fluoresedhigure R42 A). Les fractions obtenues
par gradient de sucrose a partir de cette ligndkilaiee ont été testées pour leur
autofluorescence dans un spectrofluorimetre. Lesltads, indiqués sur lagure R42 B,
montrent que les fractions enrichies en RE cormdeot bien a celles caractérisées par
dosage enzymatiqué&ifure R42 B). Cette nouvelle méthode nous a permis de confique
la FRE, que nous avons utilisé pour monter la lsatibn réticulaire de la voie de dégradation

GTP-dépendante, ne contient que du RE.
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Figure R42: Localisation cellulaire etdistribution de la protéine DsRed-RE le long du
gradient de sucrose.

A: La protéine DsRed-RE est exprimée de maniere stiavie les cellules BHK-21. Son expression et
sa localisation ont été vérifiées par I'auto-fliemence de la DsRed. Elle est confinée dans le RE.

B: Détermination de l'auto-fluorescence de la DsRedsdas différentes fractions obtenues apres
séparation des organelles sur gradient de suciesentinu.

Par la suite, nous avons utilisé cette fractionrpetudier la dégradation de CFTR-
F508del. Pour s’affranchir des protéines périphérs) nous avons, au préalable, traité la FRE
par le NaCO;(0,1M), pH 11,5. Les résultats obtenus sur la foachon traitée, indiqués sur
la figure R43, confirment que la protéine CFTR-F508del est dé¢gaau niveau du RE. Cette
dégradation est inhibée par I'AJF Par contre le traitement par le J8&; abolit cette
dégradation ainsi que I'effet de I'AJ{Figure R43). Ces résultats suggerent que les protéines
périphérigues seraient impliquées dans le systeamkidradation GTP-dépendant.

- + Na,CO,
- AF,; i AF
incubation (h) [ 0 [1[4]1[4[0[1[4][1]4
a- HA | === == — e -l—“ =

traitement

O CNX | s | S i | e e e | |

Figure R43: Rbéles des protéines périphériques du RBans la dégradation de CFTR-
F508del.

La FRE, obtenue par fractionnement subcellulairegsadient de sucrose a partir de cellules BHK-
CFTR-F508del, a été incubée a 37°C dans un tamgpaleégradation ne contenant pas d’ATP avant et
aprés traitement avec 0,1M J}D;, pH 11,5. Ces incubations ont été réalisées eanabsou en
présence de 10uM d’AlF La méme quantité de protéines (50ug) a été dépgmmepuits, séparée sur
gel d’acrylamide a 7%, puis électro-transférée swembrane de nitrocellulose et révélée par

immunodétection, en utilisant I'anti-HA et le kiCE. La calnexine (CNX) a été détectée en utilisant
anti-CNX.
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Le fait que la dégradation réticulaire de CFTR-F8inhibée par I'Alg, ne peut
avoir lieu gu’en présence des protéines périphéggimplique que ces protéines doivent étre
porteuses d'une activité GTPasique. Ainsi, nousnavoherché a savoir si les protéines
périphériques préparées a partir de la FRE poss#idane activité GTPasique, et surtout si
cette activité était sensible a I'AJF Pour cela, nous avons utilisé un systeme couplé
(NADH/NAD™) pour mesurer par spectrophotométrie l'activitéRa3ique dans la FRE et
dans la fraction correspondant aux protéines périghes obtenue apres traitement par le
NaCOs. Letableau RIV résume les résultats obtenus. Ainsi dans la FREEt@{FRE), nous
détectons une activité GTPasique assez importantdibée a plus de 60 % en présence de
10uM d’AlF,, alors que le traitement préalable de cette fsactpit par le KI (250 mM), soit
par le NaCOs (0,1M, pH 11,5), fait disparaitre cette activit@bleau RIV A). Cette activité
est aussi sensible a la présence d;AlfPar contre dans les fractions de protéines
périphériques correspondantes (PP Kl et PRCRg), nous trouvons la majorité de cette
activité aprés un traitement avec le Kableau RIV).

L’ensemble de ces résultats confirme la présenamed’voie de dégradation
dépendante du GTP au niveau du RE. Cette voie seétld constituée principalement de

protéines périphériques.

Tableaux RIV: Détermination de I'activité GTPasique

pmol.min -tmg- | + 5mM GTP | + 10uM AlF -
FRE 0,29 0,11
FRE + Na,CO, 0,004 0,004
PP Na,CO, 0,09 0,002
PP KI 0,29 0,007

La FRE a été utilisée pour mesurer l'activité GTigas avant et aprés traitement par deux agents
chaotropiques, l'iodure de potassium (KI, 250mM) N&CO; (0,1M, pH 11,5), et en présence de
GTP (5mM) ou de 10uM d'AlF. Les protéines périphériqgues du RE isolées patetnant des
microsomes par des agents chaotropiques sontdqsiéeleur activité GTPasique.

Les valeurs indiquées dans le tableau représdi@ntumol.min*.mg?).
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Résultats Spécificité de la voie GTP-dépendante localisée au niveau du RE

VIl/ La voie GTP-dépendante localisée au niveau du
RE n’est pas spécifique

La protéine CFTR-F508del, localisée au niveau dy € dégradée par une voie qui
dépend du GTP. Nous avons montré que cette voiexekisivement localisée au niveau du
RE et principalement portée par ces protéines périgues. Cependant, nous n’avions pas de
données sur le degré de spécificité de cette sia-vis de CFTR-F508del. Pour répondre a
cette question, nous avons choisi d'étudier leipdsf dégradation d’'une autre protéine qui
est aussi retenue dans le RE lorsqu’elle est iactement assemblée. Il s’agit de la sous-unité
a du récepteur T (TC&®. Nous avons, dans un premier temps, généré gnédicellulaire
BHK-21 exprimant de facons stable le T€Rtiqueté par I'étiquette HA. Comme pour le
CFTR-F508del, nous avons regardé I'effet de '/AEt de la déplétion en GTP, en présence
de MPA sur la dégradation de T@RLes résultats de leigure R44 A, B montrent d’abord
que cette protéine est dégradée rapidement enngeesie CHX seule ¢k ~ 35 min). Ces
résultats sont comparables a ceux trouvés ave@thatle du marquage métabolique (pulse-
chase) (Yuwet al, 1997). L’incubation avec la lactacystine ralenétte dégradation (& ~90
min) confirmant que TCR est un substrat de la voie ubiquitine/protéasovieet al, 1997)
au méme titre que la protéine CFTR-F508del ; etrneruette derniere, la déplétion en GTP
(MPA, 50uM) ou le traitement par I'AlF(10uM) ralentit sa dégradatioRigure R44 A, B).

Ces résultats apportent la confirmation que la \d@edégradation GTP-dépendante

identifiée au niveau du RE n’est pas spécifiqu€B&R-F508del.

A B
100
CHX
[incubation (h) [ 0 Jo5[ 1] 246 801
a-HADS| — — -
S
[ CHX + Lac | < 60+
aHA = — = | =
CHX+AF, | S 40
d-HA\>|_ s | =]
5
[ CHX + MPA | F 201
O-HAD [ e o e - |
0 T i i T
0 1 2 3 4
temps (h)

Figure R44 : Effet de la déplétion en GTP sur la dgradation de la protéine TCRux

La stabilité,in vivo, de TCRx (décorée par I'étiquette HA), exprimée de faconlstdlans les cellules
BHK-21, a été étudiée en présence de CHX (100ug/(l)) seule ou en présence soit de la
lactacystine (Lac, 10uM), d’AlfF (10uM) ou d’acide mycophénolique (MPA, 50uM). L&me
quantité de protéine (7(g) a été déposée par puits, séparée sur gel deélédtro-transférée sur
membrane de nitrocellulose et révélée par immumatién, en utilisant I'anticorps anti-HA et le kit
ECL. La fleche vide indique la forme RE de la piraéT CRu.

B: Quantité de TCR restante exprimée en pourcentage par rapport \@lsar initiale a t=0 en
fonction du temps. La quantification a été obtepaele programme SCION. MoyenteS.E. (=4).
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VIII/ Identification des protéines GTP-dépendantes

Nous avons montré qu’au niveau du RE, le nucléddd@® joue un rble trés important
dans [I'élimination rapide de CFTR-F508del. Nous revocaractérisé ce mécanisme
protéolytique. Nous avons montré qu'’il est localsns le RE, inhibé par la déplétion en
GTP, inhibé par 'All; et assuré par des protéines périphériques atasti@TPasiques. Le
profil d’inhibition par I'AlF, suggére qu'il s'agit de GTPases de type Bous avons utilisé
différentes méthodes pour identifier ces protéimesis sans réussite. Seule la spectrométrie
de masse, pratiqguée sur des échantillons protéimptesius soit a partir de FRE soit a partir
de protéines périphériques obtenues apres traitealealin (NaCO;, pH 11,5), nous a
permis d’identifier deux protéines GTPasiques déitaille des protéines JTableau RV,
les protéines d’intérét sont en violet). L'idertdtion de ces protéines périphériques GTP-
dépendantes a été réalisée par spectrométrie dsraasollaboration avec le laboratoire de
Jérébme Garin (Laboratoire d’Etude de la Dynamige® Rrotéomes, CEA-Grenaoble).

Dans letableau RV, nous avons reporté les protéines identifiées anegrand score.
Nous constatons que l'ensemble des protéines faiti plu RE ou est associé a ce
compartiment. Ceci confirme la qualité de notreppration et encore une fois supporte
'ensemble de nos résultats. Nous avons aussiguifeér la présence de deux GTPases de la
famille Ras et surtout deux GTPases de la famitte Gy12 et Gyis.

Ces résultats associés a ceux de l'activité GTRasicgupportent la présence de
protéines GTP-dépendantes qui peuvent étre imm&udans la dégradation de CFTR-
F508del et de TC&® au niveau du RE.

Tableau RV: Les protéines indiquées dans ce tableant été identifiées avec un grand
score

Résultats de I'analyse par spectrométrie de masse

*40S ribosomal protein S2 (Fragment)

6 days embryo whole body cDNA, RIKEN full-lengthreed library, clone:5630400A09
*84 kDa heat shock protein

Actin cytoplasmic 2

*ADP/ATP translocase 2 (Adenine nucleotide tranatoc 2) (ANT 2)

*Annexin A2 (Annexin Il) (Lipocortin 1l) (Calpactin heavy chain) (Chromobindin-8) (p36)
*Calnexin precursor

*Elongation factor 1-alpha 1 (EF-1-alpha-1) (Elonga factor 1 A-1) (eEF1A-1)
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*Elongation factor 2 (EF-2)

*Endoplasmin precursor (Heat shock protein 90 kB lmember 1) (94 kDa glucose-regulated protein)
*Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC.12).{GAPDH)
*GRP78

Guanine nucleotide binding protein alpha 13

Guanine nucleotide binding protein alpha 12

*Histone 2b protein (OTTMUSP00000000551) (Histometgein Hist1h2bb)
Histone H4

RAB7

Ras-related protein Rap-1A precursor (Ras-relatetbim Krev-1)
Ribosomal protein L32

Rpl13 protein

Rpl23a protein

Sodium/potassium transporting ATPase alphal chaicupsor
Spliceosome RNA helicase Batl

T complex protein 1 subunit delta

T complex protein 1 subunit eta

Translocon-associated protein alpha subunit precf&RAP-alpha) (Signal sequence receptor)
Tubulin alpha-1 chain (Alpha-tubulin 1) (Alpha-tuioul)

Ubiquitin

Vimentin

Voltage-dependent anion-selective channel protd MOAC-1) (MVDAC1) (mVDACS5)

Plusieurs protéines caractéristiques du compartiroen été identifiées témoignant de la
qualité de la préparation des microsomes enriahi@Ee (indiquées par *).

Conclusion

L’ensemble de nos résultats montre d’abord quetivéé du protéasome qui est ATP-
et lactacystine-dépendante n’est pas corrélée dasedégradation de CFTR-F508del au
niveau du RE.

Nous avons aussi montré qu’a coté de la voie ubigiprotéasome, il existe une voie
qui est ATP-indépendante et GTP-dépendante. Ceie qui est inhibée par I'AlF et
insensible a 'Ali; fait appel a des protéine GTPases de typeaGsociees au RE.
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Les protéines membranaires et les protéines sésratéuvellement synthétisées
doivent atteindre leur conformation native avanpdavoir quitter le RE. Les mécanismes de
contrble de qualité associés au RE font que tolgssprotéines improprement repliées,
fonctionnellement défectueuses ou qui ne peuvensiasembler en complexe multimérique
sont retenues, puis dirigées vers la voie de déyjmad associée au RE appelé ERAD
(Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) @Bky et McCracken, 1999 ; Bonifacino
et Weissman, 1998). Cette derniere implique leoneaissance, la translocation et la
protéolyse des protéines deéfectueuses par le potég complexe enzymatique
multicatalytique, localisé au niveau du cytoplasrf®rodsky et McCracken, 1999).
Cependant, la dégradation des protéines membranaérele protéasome représente un défi
compte tenu de la localisation différente de cenider(cytoplasme) et de ces différents
substrats (RE). S’il est bien établi que la dédonapar I'ubiquitine, signal nécessaire a la
dégradation par le protéasome, se fait au niveaRElurien n’est évident quand au réle du
protéasome cytoplasmique dans ce processus. En kffesemble des études montrant
implication du protéasome cytoplasmique dansédgrddation des protéines incorrectement
repliées est basé sur l'utilisation d’inhibiteursitsde la retranslocation soit de l'activité
protéasomale et surtout sur I'apparition dans epigsme d’agrégats apres une inhibition

prolongée du protéasome (Johnstbal, 1998).

La protéine CFTR-F508del a été parmi les premipretines incorrectement repliées
pour lesquelles le protéasome a été impliqué (Wardl, 1995 ; Jensert al, 1995). La
dégradation de CFTR-F508del requiére l'interactémec les chaperonnes, I'ubiquitination,
un translocon Sec61 fonctionnel et un protéasomeectement assemblé (Kopito, 1999).
Alors gue la voie ubiquitine/protéasome associ@d&RAD semble étre la principale voie
responsable de la deégradation de CFTR-F508del, plication d’autres systemes
protéolytigues dans ce processus n'est pas a ex@Mardet al, 1995 ; Jenseat al, 1995).
Une série d'observations suggére que la dégradatorCFTR-F508del est un processus
impliquant de multiples systemes protéolytiquesk@as et al, 1994; Wardet al, 1995 ;
Jenseret al, 1995). Cependant, la nature des protéasesqu@as dans la dégradation de
CFTR-F508del, ainsi que le lieu de leur actiontenesinconnus.

Au travers des résultats obtenus au cours de mctordd, nous avons approfondi les
réles de I'ATP et du protéasome dans la dégradalo@FTR-F508del, et nous avons montré

la participation de voie dépendante du GTP dans@sessus.
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Dans notre étude, nous avons utilisé la ligné BHKsgablement transfectée par la
protéine CFTR-F508del. L'expression de CFTR sauvagede CFTR-F508del dans cette
lignée a été déja bien caractérisée (Haatdal., 1999). Devant la faible spécificité des
anticorps anti-CFTR, méme monoclonaux, la prot€lR@R a été décorée par I'étiquette HA.
Ceci a énormément facilité sa détection, soit éhisfle cellulaire (immunofluorescence), soit
au niveau d’extraits protéiques (immunodétectiha) présence de I'étiquette HA, au niveau
de la partie C-terminale de CFTR, ne modifie ni sxpression, ni son adressage, ni sa
stabilité membranaire, ni sa fonction canal chler(€l) (Haardtet al., 1999). Une fois que
nous avons recu ces cellules, nous avons ausfigyé@rune part qu’elles ne présentaient pas
de contamination aux mycoplasmes, et d'autre paetlg localisation cellulaire, le profil de
glycosylation et la présence des deux formes canatitjues de CFTR (forme immature/core-
glycosylée et forme mature/complexe-glycosylée) goéservés. Ceci a été montré a la fois
par l'utilisation des anticorps anti-HA et anti-ORTL12B4 et M3A7).

Pour étudier la dégradation de CFTR-F508del, illaital s’affranchir de la
problématique du niveau d’expression. D'une manigémérale, la surexpression d'une
protéine incorrectement repliée est a l'origine l@gparition au niveau cytoplasmique
d’agrégats protéiques (Kopito, 2000), et surtotitresponsable de l'induction de la réponse
UPR (Schroder, 2006). Pour CFTR-F508del, il a éthtné que sa surexpression dans des
cellules de I'épithélium respiratoire, induit I'aguition du courant Cldépendant de 'AMPc,
secondaire a une fuite depuis le RE vers la merebptasmique (Chengt al, 1995). Dans
notre systéme, le niveau d’expression, révélé pemunodétection, est comparable a celui
détectée dans les cellules ou la protéine CFTR-@08st exprimée de maniere endogene
(Sharmeaet al, 2004). De plus, nous n'avons détecté ni la présele la forme mature, ni un
courant Cldépendant de 'AMPc. Les résultats de la co-imnhooadisation ont confirmé ces
observations et surtout ont montré que la prot€iR@R-F508del est bien confinée dans le
RE. La localisation réticulaire a aussi été obserdéns d’autres lignées cellulaires (CHO,
HEK et COS) transfectées stablement par CFTR-F30@dskacs et al, 1994 ; Ward et
Kopito, 1994 ; Jenseet al, 1995).

L'utilisation prolongée (> 8h) des inhibiteurs duofgasome, pour caractériser la
dégradation des protéines incorrectement repligescompagne souvent de la formation
d’'une structure multiprotéigue au niveau du cytepla désignée sous le nom d’aggresome
(Kopito, 2000). Cette derniere apparait lorsquealaacité du protéasome est supplantée par la

production de protéines incorrectement repliecegy(®Yiet al, 1999). Ce phénomeéne a aussi
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été décrit dans le cas de certaines maladies neggodratives (Dimakopoulos, 2005). Dans
le cas de la protéine CFTR-F508del-GFP, cette tstreica été observée apres 16h de
traitement par I’ALLN ou la lactacystine, inhibitesudu protéasome (Johnstetnal, 1998).

Dans notre étude, nous avons réussi a nous seoasdraie processus par l'utilisation
de la cycloheximide (CHX). En inhibant la synthepeotéique, la CHX bloque la
transformation des protéines nouvellement syntbeésisen substrat de dégradation. Ceci
permet de suivre le devenir d’'une population déjéstante sans altérer sa vitesse de
dégradation, et surtout d’empécher la formatiorggrasome en présence des inhibiteurs du
protéasome. Nous avons aussi montré, par l'uitisade la CHX, que les protéines a courte
demi-vie ne participent pas a la dégradation deRGF508del.

En utilisant cette méthode, nous avons montré dpge inhibiteurs du protéasome
comme la lactacystine, réputée étre spécifiquer@tarsible (Fenteangt al, 1994), ne sont
pas capables de stabiliser la protéine CFTR-F508dekla de 4h de traitement. Nos résultats
confirment ceux reportés précédemment par Jensesdiet al, 1995) et montrent que nous
obtenons la méme chose avec I'epoxomycine, un anhibiteur spécifique du protéasome
(Gelmanet al, 2002). L'utilisation de 200uM de lactacystine derle méme résultat, ce qui
exclut une possible dégradation de cette dernieBg°&€. Des résultats similaires ont été
obtenus en présence de clasto-Lactacyftilaetone Lac), inhibiteur spécifique et direct du
protéasome 20S. Cette molécule résulte de la tanafion, dans la cellule, de son
précurseur, la lactacystine (Fenteatyal, 1994). Ces résultats excluent donc la possbilit
gue l'effet limité dans le temps de l'inhibition guotéasome résulterait d’'une transformation
incompléte de la lactacystine. Une autre possibist que la lactacystine ne soit pas
irréversible et surtout qu’elle ne soit pas spqaéi du protéasome. En effet, les premiéeres
études ont décrit un effet complet et irréversdeda lactacystine obtenu sur des fractions du
protéasome 20S purifiées et reconstitugestro (Fenteanyet al, 1994, Bogycet al, 1997).
Cependant, récemment, un certain nombre d’étudedremd que cet inhibiteur, ainsi que
d’autres, ne sont pas totalement spécifiques désités protéolytigues du protéasome
(Rogers et Dean , 2003).

C’est pour cette raison gue nous avons entrepisidie, in vivo, des activités
protéolytiques caractéristiques du protéasome,résepce de lactacystine, et surtout essayé
de corréler ces activités a la disparition rapideCdFTR-F508del. Il ressort que, méme apres
16h de traitement avec la lactacystine, il subsiste activité résiduelle (~20%) que nous
avons désigné sous le nom d’activité résiduelléatastine indépendantes (ARLI). Cette

activité pourrait expliquer la disparition contileede CFTR-F508del et constituer une
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preuve pour I'absence de spécificité de la lactawgysvis-a-vis du protéasome (Rogers et
Dean, 2003). Le recouvrement de l'activité du pstime aprés 6h de traitement avec la
lactacystine appuie ces résultats et confirme,lgpanéme occasion, pour la premiére fois,

I'effet irréversiblein vivo de cette molécule. Ces résultats sont conformes s études

montrant que la lactacystine n’inhibe que ~80% detil/ité du protéasome aussi bien dans
des extraits cellulaires que dans du protéasomeiimoprécipité (Grunet al, 1995).

Nous avons aussi montré que la dégradation de €¥5DRdel est insensible aux
inhibiteurs de l'activité lysosomale, ce qui exciut effet indirect de la lactacystine sur la
cathepsine A, enzyme lysosomale (Ostrowatkal, 1997). Ces résultats sont en accord avec
ce qui a été reporté précédemment (Chetrag, 1990; Lukacet al, 1994).

L’ARLI (~20%) serait-elle suffisante pour dégradempletement la protéine CFTR-
F508del? D’apres Oberdorf (Oberdat al, 2001),in vitro, il faudrait inhiber ~ 93% de
I'activité protéasomale pour arriver a inhiber céet@ment la dégradation de CFTR-F508del.

Le plus étonnant est que I'ARLI est détectée gradatilisation de substrats fluorescents,
supposés spécifiques des trois principales adiyitétéasomales, soulevant la possibilité que
'ARLI puisse représenter soit une activité protraale partiellement inhibée par la
lactacystine (du fait que cet inhibiteur n’est pagecifique du protéasome (Rogers et Dean ,
2003 ; Oberdortt al, 2001)), soit une activité protéolytique lactaoys-indépendante, mais
partageant des caractéristiques communes aveotapome.

Etant donné que [lactivité protéolytique et l'asddamge du protéasome sont
dépendants de I'ATP (Orinet al, 1991), la déplétion cellulaire de ce derniersaupermis
de discriminer entre ces deux possibilités. Lagdd ~99% de I'ATP cellulaire n’est pas
capable d’inhiber la dégradation de CFTR-F508del éontraire, elle accentue sa
dégradation. Dans la mesure ou I'ATP joue un roipdrtant dans le repliement global de
CFTR-F508del (Lukacst al, 1994 ; Duet al, 2005), nous pouvons Iégitimement supposer
gue ce résultat est la conséquence d’'une agrég@ependant, l'utilisation de la CHX qui
permet de suivre un pool de protéines définitivetmepliées, exclut cette possibilité. Ceci a
été aussi confirmé par I'absence de la forme agréigés la fraction insoluble, en présence de
CHX, aprés 30 min et 90 min de déplétion en ATP.déplétion en ATP pourrait aussi
influencer les interactions entre les chaperonneles protéines substrats comme CFTR-
F508del (Oberdorét al, 2005) et, par conséquent, ralentir leur dégradatCependant, ceci
n'est pas le cas dans nos conditions. En effetjdplétion en ATP est censée réduire
considérablement ['activité¢ ATPasique des protéirdmperonnes, et par conséquent

augmenter le temps d’interaction, ce qui ralerdtidégradation des protéines substrats. La
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présence d’'une dégradation ATP-indépendante aapportée pour CFTR-F508del (Lukacs
et al, 1994) et récemment décrite aussi pour la pretptl (Xiaotat al, 2007).

En utilisant les mémes conditions, nous avons ianssntré que l'activité
protéasomale n’est pas complétement inhibée, ettagré une concentration d’ATP ~0,5%
au bout de 90min de déplétion. Ces essais révidgmésence d’'une activité résiduelle ATP-
indépendante (15-20%). Des activités protéasomfal€sindépendantes ont aussi récemment
été décrites (Fukwet al, 2002 ; Reeet al, 2004 ; Liet al, 2006). Cette activité confirme la
présence d'une voie protéolytique différente du tgasome, mais partageant des
caractéristiques communes avec celui-ci. Cetteigeprotéolytique est ATP- et lactacystine-

indépendante.

Nous avons par la suite entrepris la caractérisatio de cette activité et son réle
dans la dégradation de CFTR-F508del.

Dans un premier temps, nous avons décidé de néasctiir du milieu cellulaire qui
pourrait étre source d’interférence pour I'analgieenos résultats, en étudiant cette activité au
niveau microsomal. Ce choix est basé sur le faik @FTR-F508del a été localisée
principalement au niveau du RE dans la lignée BHKufilisée (Sharmat al, 2001). La
méme localisation a été décrite précédemment dangres lignées cellulaires (Chepgal,
1990, Kredeet al, 2005). Cependant, d’autres études ont montré&egtie protéine avait une
localisation, autre que le RE, pouvant étre néaespaur sa dégradation (Cheagal., 1995;
Kartneret al, 1992 ; Steagall et Drumm, 1999 ; Fu et SztuQ3)0Pour tenir compte de ces
deux possibilités, nous avons donc étudié la dégimtide CFTR-F508del et I'implication de
l'activité ATP- et lactacystine-indépendante daespdtypes de préparations microsomales.
La fraction microsomale (FM), préparée par cengafiion différentielle, nous permet
d’obtenir une préparation contenant en plus du IR&,lysosomes, le Golgi, la membrane
plasmique ainsi que d’autres types d’endosomeda Htaction microsomale riche en RE
(FRE) est obtenue par fractionnement subcellulsiregradient de sucrose et est enrichie a
~80% en RE d’aprés la caractérisation enzymatiguehdque fraction.

Tout d’abord, nous avons été surpris de voir quesdas deux préparations (FM et
FRE), nous détectons une activité protéolytiqgueutilisant des substrats spécifiques du
protéasome. Cette activité représente ~30% deivigcttotale mesurée dans les cellules
intactes. Plus étonnant, cette activité est mesimés un tampon sans ATP. Le faible taux en

ATP (~4,2%) mesuré dans les deux fractions ne pasi@ lui seul expliquer cette activité. La
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méme activité a été décrite précédemment dansrd&aptéparations microsomales (Wojcik
et DeMartino, 2003 ; Horet al, 1999). De plus, cette activité est inhibée Eafllac,
inhibiteur spécifique du protéasome (Rogers et D2@@3), avec une différence de sensibilité
entre FM et FRE. Cependant cette inhibition n'exceds les 45 %. Ceci implique que les
deux préparations, au méme titre que les celluliextes, sont porteuses d’'une activité ATP-
et BLac-indépendante. Par contre, le traitement deMgpkr le NaCOs; n’inhibe que ~ 30%
d’activité du protéasome, suggérant qu’une partiee dernier n’est que faiblement associé
aux membranes de la FM et/ou que les substratsdmppms utilisés pour les mesures
d’activité sont hydrolysés par des protéases iggEgyaux membranes. La premiére possibilité
est a exclure parce que dans le surnageant, edaos le culot de la FM traitée par le
NaCOs;, nous immunodétectons la sous-uritg du protéasome 20S. Mais, de maniére
surprenante, l'inhibition de I'activité protéolytig du protéasome parfiaac au niveau de la
FM traitée est plus importante que celle de la RiMdte (~ 70% d’inhibition). Nous pouvons
donc penser que I'élimination de protéines péripfu&s par le N&LO; (Fujiki et al, 1982)
démasque des sites protéolytiques sensibleflzata

Dans ces fractions, FM et FRE, nous avons détaghdsence de la protéine CFTR-
F508del. Cette derniére présente le méme profdédgadation qui n’est pas influencé par la
température. En effet, a 26°C, I'ensemble des syedéeprotéolytiques tourne au ralenti (Song
et al, 2003) ; ceci permet de vérifier que la dégraxhati’est pas inhérente a la température.
De méme, cette dégradation n’est pas la conséqunne altération de la qualité de nos
préparations microsomales (FM et FRE). En effed, deux préparations présentent une
protéine CFTR-F508del complétement insérée danselabrane, glycosylée et correctement
orientée. Ceci permet de définir, pour la premiis, la FM et la FME comme modeéle
d’étude pour la dégradation de CFTR-F508del.

Cependant, cette dégradation est observée danslien sans ATP qui, lorsqu’il est
présent dans le milieu seul ou avec un systemégimneération, ralentit plutét I'élimination de
CFTR-F508del. Ces résultats confirment ceux obteauex les cellules intactes au cours
d’'une déplétion en ATP (Figure R9 ; Lukaatsal, 1994). Or, récemment, Oberdetfal ont
montré,in vitro, que 'ATP est important pour la dégradation defRFa 37°C (Oberdorét
al., 2001). Ce résultat peut s’expliquer par le dai¢ ce groupe utilise le systeme de synthese
in vitro de CFTR, qui a besoin d’ATP pour fonctionner commiieu de mesure de la
dégradation, alors que dans le notre, nous nousmssnmaffranchis de I'ensemble des

contaminants. De plus, les mémes résultats ordldanus sur les deux types de préparations
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confirmant I'absence du role d’ATP dans la dégratatie CFTR-F508del. Par contre, nous
avons le méme profil d’'inhibition que le groupe $leach (Oberdorét al, 2001), sauf pour
’hémine et lapLac. En effet sur nos deux préparations (FM et FRBEmine affecte
faiblement la dégradation de CFTR-F508del alorslgpéac présente I'effet le plus probant.
Cette différence peut s’expliquer par les prépanatimicrosomales utilisées.

Pour asseoir nos résultats, nous avons aussi mavizét et apres traitement par le
NaCO;3, que I'ensemble des ingrédients nécessaire atmnaissance et a la dégradation de
CFTR-F508del (ubiquitine, BiP calnexine, Hsp70, 83t la sous-unité3 du protéasome
20S), est présent, d’'une maniere intégrale ou asacla membrane, dans nos fractions FM
et FRE. Ces reésultats confirment, par la méme amtagjue les deux fractions sont
principalement riches en RE, et appuient I'idée gudégradation de CFTR-F508del a lieu
exclusivement dans ce compartiment. Les résultatk diégradation de la protéine CFTR-
F508del en présence de différentes quantités deipes cytosoliques renforcent cette
conclusion et montrent que la dégradation a praierpent lieu au niveau du RE, dans lequel
nous observons une accumulation de CFTR-F508dedsapaitement des cellules par la

lactacystine, alors qu’elle n’est pas présente tafraction cytoplasmique

Ainsi, 'ensemble des résultats obtenus avec lestibtns FM et FRE montrent
clairement que la protéine CFTR-F508del est expeireé localisée au niveau du RE. En
utilisant des substrats fluorescents pour caras&ril’activité protéasomale, nous avons
observé que cette protéine est dégradée a la fmisupe voie protéolytique inhibée par les
inhibiteurs du protéasome et par une voie insensibtes inhibiteurs. De plus les deux voies
sont actives en absence d’ATP. Ceci montre quidiveau, le RE, I'activité protéolytique du
protéasome n’est pas corrélée a son activité ATReset suggere que d’autres voies ATP-
et/ou lactacystine-indépendantes participent drfi@ation rapide de CFTR-F508del.

Dans un deuxieme temps et en partant de ce constatpus avons cherché a

caractériser la nature de cette voie et son role da I'élimination de CFTR-F508del.

Devant I'impact croissant du GTP dans de nombrerocgssus cellulaires (Pall,
1985), nous avons décidé d’explorer son rble damsvodie protéolytique. L’acide

mycophénoliqgue (MPA), agent immunodépresseur (Da@t®0), nous a permis de dépléter
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les cellules spécifiguement en GTP sans toxicifiaegnte. Pour la premiere fois, nous avons
montré que la déplétion en GTP ralentit considérakht la dégradation de CFTR-F508del
(T2 ~180 min). La guanine abolit cet effet et confirteerble important du GTP dans ce
processus. Cet effet n'affecte ni I'activité deviasie ubiquitine protéasome, principalement
ATP-dépendante (Orinet al, 1991), ni la stabilité de ’TARNm de CFTR-F508del

L’implication du GTP dans la stabilisation du calgeosylé de CFTR sauvage au
niveau du RE a été récemment suggérée (¥bal, 2002). La surexpression de Sarl-
GTP(H79G), un mutant constitutivement actif, siabilla forme B de CFTR sauvage et
diminue sa dégradation de trois a six fois. Au &g, la surexpression de Sarl-GTP(H79G)
ne stabilise pas CFTR-F508del (Yebal, 2002).

Le réle du GTP dans la dégradation de CFTR-F508d&te confirmé avec I'AlF,
dont la présence a ralenti la dégradation de CF3B8&el (T,2~90 min). Cette molécule a la
capacité de se comporter comme un analogue du Ipaigspn positiory et donc de mimer
l'effet du GTP (Wittinghhofer, 1997). Cependantusaavons constaté que son effet est 50%
moins efficace que le MPA. Ceci pourrait s’expliggar le fait que I'AlR en se liant au
GDP, fixé a la protéine G pendant la phase deitransforme un complexe tres difficilement
hydrolysable (Combeau et Carlier, 1988). L’AlFen occupant lg-phosphate, empéche la
fixation du GTP et/ou de I'ATP sur des protéinddes. Difféerentes hypotheses peuvent alors
étre envisagées pour expliquer I'effet de I'AlF

La premiére est que I'AlF inhibe la voie ubiquitine/protéasome. Or ni l'adé
protéolytiqgue du 20S ni l'ubiquitination totale sent inhibées par I'Alf-.

La deuxieme s’appuie sur le fait que le GTP pussdier a d’autres protéines qui
contrélent le devenir de CFTR. Parmi celles-ci nivagvons les protéines de choc thermique
(Hsp70, Hsp60 et Hsp90) connues pour posséder atesides de liaison des nucléotides
fixant principalement I'ATP et secondairement leR5(Libereket al, 1991). L'interaction de
ces protéines avec CFTR, en présence de GTP, peutnécessaire pour induire un
changement de conformation. Ces chaperonnes peaussit sequestrer CFTR-F508del et la
diriger vers la voie de dégradation. Cette hypathest soutenue par le fait que CFTR sauvage
et CFTR-F508del se lient a Hsp70 (Yaetgal., 1993) et a la calnexine (Pired al., 1994).
Dans ce dernier modele, le GTP peut étre nécegsaunelibérer CFTR-F508del du complexe
et permettre sa dégradation. Mais les tests demominoprécipitation montrent que

l'interaction CFTR-F508del-chaperonnes n’est affeati par I'AlR" ni par le MPA.
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La troisieme est la liaison du GTP au niveau dB®slde CFTR. Le GTP peut se lier
aux NBDs dont I'affinité est élevée pour I'ATP (Aedonet al, 1991 ; Anderson et Welsh,
1992). La liaison a l'un et/ou a l'autre domaineupaider a I'obtention de la forme
structuralement résistante a la dégradation. Cepentes résultats de liaison a 'ATP et au
GTP, suivie de I'élution soit par 'ATP/GTP soitrddAIF 4 discréditent cette hypothese.

Une quatrieme hypothése est que la protéine CFIUBdel est dégradée dans un
compartiment autre que le RE. En effet, 'fAlfest un puissant inhibiteur de I'export
vésiculaire (Roat al, 1993). Cet effet passe principalement par leggpres G associées aux
vésicules golgiennes (Reh al, 1993 ; Preslegt al, 1997). Dans notre systeme d’expression
hétérologue, en utilisant la protéine chimére VS8EP, aucun effet de I'AF sur
'adressage du RE vers le Golgi n'a été observéi @entre que notre systéeme d’expression
n'est pas différent des autres systemes utiliséss¢hberget al, 1998) pour étudier
'adressage des protéines. L'effet de I'AlBur la dégradation n’est donc pas le résultat de
I'inhibition du transport vésiculaire entre le REl& Golgi. De plus, I'AlF ne perturbe pas la
maturation artificielle de CFTR-F508del a 26°C eésence de glycérol. Ces résultats sont en
accord avec les données récentes montrant queotemahts négatif Arfl et Rabla/Rab2
GTPases, toutes bloquant le trafic conventionneR&uvers le Golgi, ne sont pas capables
d’inhiber le trafic de CFTR sauvage (Yebal, 2002).

Récemment, il a été montré que la dégradation deReFH508del pourrait se dérouler
au niveau d’'un compartiment intermédiaire sens#ule nocodazole (Fu et Sztul, 2003 ;
Kamhi-Neshert al, 2001). Cependant, 'ensemble des résultats obtamec I'AlR;" tend a
montrer que la dégradation GTP-dépendante de CFHIRdel a lieu dans le RE. Pour étayer
cette observation, nous avons conduit une sérigpdigences dont nous avons tiré plusieurs
conclusions.

Premierement, la dégradation de CFTR-F508del esnsible aux inhibiteurs des
lysosomes et des cystéine-protéases (Lukhak, 2004 ; Stratforet al,. 2003).

Deuxiemement, la dégradation est ralentie en poésdiAlF, et des inhibiteurs du
transport vésiculaire (BFA, H89 et nocodazole)rsalgue leurs présences seules n’affectent
pas ce processus.

Troisiemement, I'effet de I'Allr a été observé au niveau des cellules perméalsilisée
Ces derniéres nous ont aussi permet de vérifielagugrotéines cytoplasmiques n’influencent
pas la dégradation de CFTR-F508del, d'une maniémeparable a celle observée dans les
fractions FM et FRE.
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Finalement, nous avons aussi exclu la possibilii¢e qCFTR-F508del soit
retransloquée vers le cytoplasme avant d’étre dégraEn effet, 'utilisation d’inhibiteur de
ce processus, comme le diamide, montre que la digtipa dépendante du GTP de la protéine
CFTR-F508del est exclusivement réticulaire, cordraent a ce qui a été suggére pour la voie
ubiquitine/protéasome (Bebé&k al,, 1998 ; Gelmaset al, 2002).

La forme AIR, n’existe pas dans la nature. Elle résulte d’unamgd, en solution, de
NaF et d’AICk. L’AlF 4 est présent simultanément sous forme ionique lgamdieu. Il est en
equilibre, et sa concentration dépend des condentsatotales de fluor, d’aluminium et du
pH (Martin, 1988). A pH 7,2, le complexe AlFest majoritaire par rapport a AlfLiang,
2003). Dans le milieu nous trouvons aussi du NaBeet'AlCI;. Testées séparément, ces
molécules n’affectent pas la dégradation de CFTEHEBI. Il en est de méme pour I'AlFCe
dernier résultat nous permet de discriminer d’ur@igre préliminaire entre les deux familles
de protéines G qui pourraient étre impliquées datie voie de dégradation. En effet, I'AlIF
est bien connu pour interagir seulement avec las-saitésa des protéines G (Kahn, 1991),
alors que I'AlR; serait spécifigue des GTPases monomériques comaseoR Rab par
exemple (Wittinghofer, 1997). Ces résultats suggegee la cible de I'Alr est une protéine

G hétérotrimérique.

De la méme maniére qu'avec la lactacystine, laéigpl en GTP n’induit pas la
maturation de CFTR-F508del et ne permet pas sdistdion dans le temps. Ces résultats
peuvent s’expliquer par les 18% de GTP persistargsa8 heures de traitement avec le MPA.
La présence continuelle du GTP dans le milieu @itusiexpliquer par sa production par une
source complémentaire comme la voie du P1,P4-big(&hosyl)-tétraphosphatase qui utilise
le P1,P4-bis(5’-guanosyl)-tétraphosphate commetgatbgour produire du GTP et du GMP
(Dagher, 2004). Nous pouvons aussi penser quertegimes G, dont l'activité GTPasique
intrinseque est faible (Bournet al, 1991), complexées au GTP constituent un micro-
réservoir pour ce dernier (Bustetd al, 2007). La dégradation de CFTR-F508del dans les
cellules perméabilisées et dans les microsomeshesiren RE supporte cette derniére

hypothese.

Finalement, cette voie de dégradation dépendant&TR n’est pas spécifique de

CFTR-F508del. En effet nos résultats montrent gusols-unité du récepteur T (TC&® est
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aussi dégradée par cette voie. TCRomme CFTR-F508del, est une protéine rapidement
dégradée lorsqu’elle est mal assemblée (Staffor@aetifacino, 1991). C'est aussi une
protéine substrat du protéasome dégradée au ndweaytosol (Yuet al, 1997 ; Fiebigeet

al., 2004). Ces données confirment que la voie GTpendante agit en paralléle et/ou en
complémentarité de la voie ubiquitine/protéasomavantage de cette voie est qu’elle est

localisée au niveau du RE et ne nécessite dondepestranslocation.

L’ensemble de nos résultats montre que le RE ebelede la voie de dégradation GTP-
dépendant. Dans ce compartiment, nous trouvonspa#gines transmembranaires et des
protéines associees a la membrane. Les testswuit@cGTPasiques réalisés sur les deux
fractions (protéines périphériques et/ou transmamndires) obtenues apres traitement par le
NaCO3de laFRE montrent la présence d’activités GTPasiqueilslena I'AlF, dans la
fraction de protéines périphériques. Ceci n’estgiaanant dans la mesure ou de nombreuses
études ont décrit la présence de protéines G daRE I(Shan et Walter, 2005 ; Sato, 2004).

L’hypothése que différentes voies protéolytiquasigipent a la dégradation, au niveau du

RE, des protéines incorrectement repliées ou nsdrablées est toujours d'actualité (Wolf et
Kopan, 2004 ; Schmitz et al., 2004 ; Qui et al.020 Nos résultats apportent de nouveaux
arguments quand a l'existence d’autres voies pigtiémes et montrent, pour la premiere

fois, que le GTP via les protéines G, probablenieatprotéines G hétérotrimériques, est
impliqué dans la dégradation des protéines incaesent repliées au niveau du réticulum
endoplasmique. Il reste a déterminer s'’il s’agitigé protéase GTP-dépendante et/ou d’'une

voie de protéolyse régulée par les protéines G.
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1/ Voie ubiquitine/protéasome

2/ Voie GTP dépendante associée au RE

Figure : Voies impliquées dans la dégradation de CIRR-F508del au niveau du RE.
90, 70, 40 : Hsp, Keat shock protein, protéine inductible par un stress thermique,

BAG : «Bcl-2-associated Anti-death Geng

CHIP : «C-terminus of Hsc70 Interacting Proteiy protéine se fixant au C-terminal de Hsc70.
E2 : «ubiquitine conjugating enzyme

Ub : ubiquitine

Perspectives :

Durant plus d’'un an, nous avons essaye, en utilisifferentes méthodes (co-
immunoprécipitation, purification sur colonne de 5 Electrophorese 2D), d’identifier la ou
les protéines incriminées sans résultat concluant.

Nous avons, par la suite, choisi une autre stratégii consiste a identifier, par
spectrométrie de masse, I'ensemble des protéiresemies dans la fraction FRE, protéines
périphériques et protéines transmembranaires. i@es a permis d’'identifier deux protéines
candidates appartenant a la familles des proté&esGal2 et Gx13.

Les protéines &/G;3 participent & de multiples fonctions cellulairassi, a coté de leurs
réles dans I'activation de la protéine Rki@ son activateur RhoGEF (Haat al,, 1998), elles
participent aussi a la régulation de I'activité dytosquelette et de la croissance cellulaire
(Kosazaet al, 1989). Plus intéressant, ces protéines ont é&émment décrites comme
capables de moduler des réactions cellulairesephials d’interaction avec d'autres protéines
membranaires ou cytoplasmiques. Ainsi, ces deuxepres co-immunoprécipitent avec la
protéine AKAP (A-kinase anchoring protein) qui estpable, en se liant a la sous-unité

régulatrice Il de la PKA, d'influencer sa localisat cellulaire (Kurose, 2003). D’autres
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protéines interagissent aussi avea;£et Go;3 comme les protéines Btk (Bruton’s tyrosine
kinase), rasGAP, PYK2, RhoGEF, Radixin (ERM fanpiytein), protéine phosphatase de
type 5, cadhérine et finalement la protéine HspQ@r¢se, 2003). L'interaction de ladGg,, et
non de la @33, avec la protéine chaperonne Hsp90, responsable te®, de la dégradation
des protéines CFTR sauvage et mutée (Wahgal, 2006), influence I'organisation
intracellulaire de I'actine (Vaiskunai&t al, 2001). Cependant, le mécanisme de régulation
reste encore mal connu. Cette interaction clé awnggartenaire important, Hsp90, du contréle
de qualité et de la dégradation des protéines liectmment repliées, comme CFTR-F508del,
au niveau du RE, laisse penser que les protéinds fdenille Gul12/13 seraient partenaires
d’'un systeme de dégradation dépendent du GTP.

A cours et a long terme, ce projet visera a caraetéles roles de ces protéines dans la
dégradation du CFTR-F508del.
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Annexes Liste des Abréviations
A
AA Acides Aminés
AAA -ATPase ATPase Associated with various cellular Activities
ABC ATP Binding Cassette
Ac Anticorps
ADN Acide DeoxyriboNucléique
ADNc Acide DeoxyriboNucléiqgue complémentaire
AE Activité Enzymatique
AE2 Anion Exchanger 2
AICl3 Chlorure d’Aluminium
AlF4 forme majoritaire des complexes fluoroaluminates
AMC 4-MethylCoumarinyl-7-Amide
AMP Adénosine MonoPhosphate
AMPc Adénosine MonoPhosphate cyclique
AMPK Adénosine MonoPhosphate Kinase
AP-1/ AP-2 Protéine Adaptatrice
APP : Activité Protéolytique du Protéasome
ApoB100 Apolipoprotéine B100
AQP Aquaporine
ARLI Activité Résiduelle Lactacystine-Indépendante
ARN Acide RiboNucléique
ARNmM Acide RiboNucléique messager
ARNt Acide RiboNucléique de transfert
AS Activité Spécifique
ATF6 Activating Transcription Factor
ATP Adénosine TriPhosphate
B
Baf Bafilomycine
BAG Bcl-2 associated Anti-death Gene
BES N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid
BSA Sérum Albumine Bovine
BFA Brefelfine A
BHK Baby Hamster Kidney
BiP Binding Ig Protein
Br ion Bromure
C
C C-ter, C-terminal
ca* ion Calcium
CAL CFTR Associated Ligand
CAP70 CFTR Associated Protein 70KD
CF Cystic Fibrosis
CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
Ch-L Chymotrypsin-Like
Chl Chloroquine
CHIP C-terminus of Hsc70 Interacting Protein
CHO Chinese Hamster Ovaries
CHOP C/EBP Homologous Protein
CHX: Cycloheximide
CK Cycle de Krebs
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Cr ion Chlorure
cLac clasto-Lactacysting-lactone
CLC Chloride Channel
CNX Calnexine
COP Coatamer Protein
Cos African green monkey kidney
CR Corps Résiduel
CRT Calreticuline
Csp Cystein String Protein
CVv Corps Vésiculaire
D
Dab2 Disabled 2
DAPI 4',6-Diamidino-2-Phenylindole
Derl Derlin 1
DEPC DiEthylPyroCarbonate
DHFR DiHydrosulfate Reductase
Dia Diamide
Dnal protéine a domaine J
DMSO DiMéthylSulfOxyde
DTT DiThioThreitol
Y
E1l Ubiquitine Activating Enzyme
E2 Ubiquitine conjugating Enzyme
E3 Ubiquitine ligase
EBP50 Ezrin Binding Protein 50KDa
ECL Enhanced ChimioLuminescence
EDEM Endoplasmic Reticulum enhancingnannosidases-like protein
EDTA Ethylene Diamine Tetracetic Acid
EGTA Ethylene Glycol Tetracetic Acid
elF2o eukaryotic Initiation Factor@
EMR Endocytose Médiée par les Recepteurs
ENaC Epithelial Sodium Channel
Endo H Endoglycosidase H
Epox Epoxomycine
ERAD Endoplasmic Reticulum Associated Degradation
ERC Endosomal Recycling Compartment
ERGIC ER/Golgi Intermediate Compartment
ERM Ezrine Radixine Moesine
ERQC Endoplasmic Reticulum Quality Control
F
F ion Fluorure
FC Fraction Cytoplasmique
FITC Fluorescein IsoThioCyanate
FM Fraction Microsmale
FN FractionNucléaire
FRAP Fluorescence Recovery After Photobleaching
FRE Fraction enrichie en RE
G

Gapy Proteine G hétérotrimérique
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GABAA Gamma Amino Butiric Acid
GAP GTPase Activating Protein
GDP Guanosine DiPhosphate
GEF Guanine Exghange Factor
Glc Glucose
GIcNAc N-AcétylGlucosamine
GRP Glucose Regulated protein
GTP Guanosine TriPhosphate
GTPase Protéine hydrolysant le GTP
H
HA Hémagglutinine A du virugfluenza
HCOs ion Bicarbonate
Hdj Human DnaJ
Hsc Heat Shock Cognate
Hsp Heat Shock Protein
HspBP1 Heat Shock Protein Binding Protein 1
I
I ion lodure
IMPDH Inosine MonoPhosphate Déshydrogénase
IP lodure de Propidium
IRE1p Inositol requiring Enzyme 1
X
K* ion Potassium
Kir K* Inward Rectifier channel
L
Lac Lactacystine
LDH Lactate Déshydrogénase
LSB Laémmli Sample Buffer
M
Mg** ion Magnésium
Man Mannose
MDCK Madin-Darby canine kidney
MgATP Magnesium lié a I'’Adénosine TriPhosphate
MPA Acide Mycophénolique
N
N N-ter, N-terminal
Na ion Sodium
NacCl Chlorure de Sodium
NaCO;3 Carbonate de Sodium
NaF Fluorure de Sodium
NBD Nucleotide Binding Domain
NH4CI Chlorure d’Ammonium
NHERF Na'/H" Exchanger Regulatory Factor
Noc Nocodazole
NTP Nucléotide TriPhosphate
(0]
8§$C Outwardly Rectifying Chloride Channel

OligoSaccharyl Transferase
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P
P sites de Phosphorylation
P2R Recepteur Purinergique
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
PBS Phosphate Buffer Saline
PCR Polymerase Chain Reaction
PDI Protein Disulfide Isomerase
PDZ PSD-95/Dlg/Zz0-1
PERK double strand RNA activated Protein kinase-like &idsmic Reticulum Kinase
PKA Protéine Kinase A
PGPH PeptidylGlutamyl Peptideydrolyzing
PKC Protéine Kinase C
PIP2 Phosphatidylinositol biPhosphate
PMSF PhénylMéthylSulfonyl Fluoryl
PNGase F Peptide:N-glycosidase F
PP2A Protéine Phosphatase 2A
PPI Peptidyl-Prolyl Isomerases
R
R domaine régulateur de CFTR
RACK1 Récepteur pour I'Activation de la Kinase C-1
RE Reticulum Endoplasmique
RC Regulatory Complex
ROMK Renal Outer Medullary Potassium channel
RT Reverse Transcriptase
RTC Ribosome Translocon Complex
S
SDS Sodium Dodécyl Sulfate
SNARE SNAp Receptor
SRP Signal Recognition Particule
SV40 Simian Vacuolating Agent 40
T
T Demi-vie
T-L Trypsin-Like
TA Température Ambiante
TCA Acide TriChloroacétique
TCRa sous-unitéx du récepteur T
TGN Trans Golgi Network
™ Segment transmembranaire
TMD TransMembrane Domain
TNR TMD1-NBD1-R
TPP Il TriPeptidyl Peptidase Il
TRITC Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate
u
Ub Ubiquitine
Ubc Enzyme conjuguant l'ubiquitine ou E2
UGGT UDP-Glucose GlucosylTransférase

UPR Unfolded protein Response
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VAMP2 %

VIMP1

Vesicle Associated Membrane Protein

VSVG-GFP  y/cp-Interacting Membrane Protein 1

VTC

Vesicular Stomatitis Virus G-Green Fluorescent €irot
Vesicular Tubular Cluster

Acides aminés Nomenclature tri lettrique  Nomenclature mono lettrique
Alanine Ala A
Arginine Arg R

Asparagine Asn N

Acide aspartique Asp D

Cystéine Cys C
Glutamine GIn Q

Acide glutamique Glu E
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine lle I
Leucine Leu L

Lysine Lys
Méthionine Met M
Phénylalanine Phe F
Proline Pro P
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Tryptophane Trp W
Tyrosine Tyr Y
Valine Val \Y

Tableau: Nomenclature des acides aminés
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Résume :

70% des mutations identifiées sur le géne resptmskbla mucoviscidose correspondent a
la délétion de la phénylalanine en position 508ddmaine NBD1 de la protéine CFTR. Cette
mutation est responsable, a 37°C, d’'un mauvaisereght, du blocage et de la dégradation rapide
de CFTR au niveau du réticulum endoplasmique (FH)sieurs études ont montré que CFTR-
F508del est dégradée au niveau du cytoplasme panotéasome apres translocation a travers le
canal Sec6l. Cependant cette dégradation n’estaffastée par I'ATP et n’est inhibée que
partiellement par les inhibiteurs les plus spéuaifisy du protéasome. Par ailleurs, une série
d’observations a suggéré que la dégradation de €FoBdel est un processus impliquant d’autres
voies protéolytiques dont la nature reste encarerinue.

Au cours de mon doctorat, jai essayé de caraetéries voies de dégradation en
approfondissant le réle de I'ATP et du protéasomsuetout en mettant en évidence l'implication
de voies dépendantes du GTP. Mon travail a étésééah deux étapes. La premiere a porté sur
'étude de la dégradation de CFTR mutée au niveacrosomale, et la deuxiéme sur la
caractérisation de cette voie au niveau celluldirensemble des résultats montre, pour la premiére
fois, qu’il N’y a pas de corrélation entre I'act&iprotéasomale et la dégradation de CFTR-F508del
au niveau du RE. Cette derniere est dégradée pavaia GTP-dépendante impliquant les protéines
G hétérotrimériques et localisée au niveau du RE.

Mots clés : protéines transmembranaires, mucoviscidose, CFTR-F508del, dégradation, protéasome, ATP, GTP,
réticulum endoplasmique, ERAD.

Summary :
F508del -CFTR, the most frequent mutation foun@atients with cystic fibrosis (CF), was

among the first misfolded membrane proteins forolwha role of ubiquitin and proteasome in
ERAD was described. However, proteasome-mediatedAlERf membrane proteins is a
challenging process because substrate and degnada#chinery are located in different cellular
compartments. Luminal domains and transmembraneesg of membrane proteins not only need
to be unfolded, but should also undergo retrogteateslocation and/or extraction from lipid bilayer
in order to reach proteolytic sites within the Z&8ticle. However in the absence of ATP and in the
presence of protéasome inhibitors, the degradatidr508del -CFTR is only modestly inhibited,
suggesting that other proteolytic system may cbuate to the degradation of the mutant CFTR. To
date, no other proteases or proteolytic systeme haen demonstrated to contribute to the F508del
-CFTR elimination. Our present study representdriti@al attempt to characterize the proteasome-
independent proteolytic pathway of F508del -CFTR.

For the first time, we point out the role of GTRldreterotrimeric G proteins in the disposal
of the mutant CFTR. Through our results, we denratsthat this proteolytic pathway is restricted
to RE. In parallel, we also investigated the rofepmtéasome and ATP in the degradation of
F508del -CFTR and showed the absence of correldigiween proteasomal activity and the
elimination of the mutant CFTR. All together oursuéis suggest that the ER-GTP dependent
degradation pathway may be a complementary syskeh dontributes to the disposal of ER-
misfolded membrane proteins.

Key words:transmembrane proteins, cystic fibrosk508del -CFTR, degradation, proteasome,
ATP, GTP, endoplasmic reticulum, ERAD.
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