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Résumé

La mucoviscidose est une pathologie provoquée par une mutation sur le gene CFTR codant
pour un canal chlorure. La mutation prépondérante F508del, entraine I’absence a la surface
des cellules épithéliales de la protéine CFTR et par la suite une accumulation du mucus
visqueux au niveau des voies aériennes. Dans les stades avancés de cette maladie, une
insuffisance respiratoire s’accompagne d’une hypoxie au niveau cellulaire. Notre projet vise a
caractériser I’impact de 1’hypoxie sur les canaux ioniques ainsi que les voies de signalisation
sous-jacentes impliquées mais aussi de tester 'efficacité des traitements actuels de la
mucoviscidose dans de telles conditions.

Mots Clés : hypoxie, mucoviscidose, canaux ioniques, calcium, CFTR



The impact of hypoxia on the ion channels in cystic fibrosis bronchial epithelial cells

Abstract

Cystic fibrosis is a disease caused by a mutation on the CFTR gene coding for a chloride
channel. The dominant mutation F508del eliminates the CFTR protein at the surface of
epithelial cells, causing an accumulation of viscous mucus in the airways. In advanced stages
of the disease, respiratory failure is associated with cellular hypoxia. Our project aims not
only to describe the impact of hypoxia on ion channels and to highlight the underlying
signaling pathways involved, but also to test the effectiveness of current CF treatments under

the above-mentioned conditions.

Mots Clés : hypoxia, cystic fibrosis, ion channel, calcium, CFTR



L’hypoxie dans la mucoviscidose

La raison d'étre de notre systeme respiratoire est de fournir a 1'organisme I'oxygene (O2) dont
il a besoin pour assurer le métabolisme aérobie de tous les organes du corps, et d'évacuer le
dioxyde de carbone (CO,) généré par ce méme métabolisme au niveau des tissus.
L'insuffisance respiratoire est l'incapacit¢ du poumon a réaliser 1’hématose nécessaire au
métabolisme aérobie des tissus (hypoxie). Dans la grande majorité des maladies respiratoires
chroniques suffisamment avancées pour provoquer une insuffisance respiratoire, les
mécanismes physiopathologiques sous-jacents sont multiples et intriqués.

Plus précisément, dans les voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose, des
mutations du gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)
engendrent une augmentation de la viscosité et une hypersécrétion du mucus, affectant la
clairance mucociliaire. Cette altération va engendrer une accumulation du mucus au niveau
des bronches, rendant ainsi les échanges gazeux des cellules bronchiques bien moins
efficaces. Deux problémes respiratoires chez les patients atteints de mucoviscidose sont une
hypoxie régionale dans la lumiere des voies respiratoires due au colmatage obstructif du
mucus [1] et une augmentation de la consommation épithéliale d'oxygene trés probablement
due a une activité élevée des Na*/K* ATPases impliquées dans 1'augmentation de 1’absorption
de Na" médiée par le canal ENaC [2,3]. Les deux anomalies peuvent mener a I'hypoxie
cellulaire et a la nécrose des cellules épithéliales des voies respiratoires déja vulnérables [4].
La réponse transcriptionnelle a I'nypoxie a également été largement étudiée in vivo et in vitro.
Le facteur inductible par I'hypoxie (HIF)-1a joue un rdle essentiel dans la réponse a I'hypoxie,
induisant la transcription des protéines (VEGF, i-NOS, HO-1, transferrine...) pour augmenter
la disponibilit¢ de 1'O>. Dans la mucoviscidose, 1’absence de la protéine CFTR ou son

dysfonctionnement affecte la stabilisation de HIF-1a (Figure 1).



De plus, lorsque la quantité d'oxygene délivrée aux tissus est insuffisante cela peut conduire a
une hypoxémie, induisant la synthese d’érythropoiétine (EPO) qui augmente la production
d'érythrocytes. Cependant, les patients atteints de mucoviscidose souffrent d'anémie et
d'hypoxie chronique et ne compensent pas 1’état d'hypoxémie par la classique réponse
adaptative menant a la syntheése d'EPO. Toutes ces données pathologiques laissent supposer
que la protéine CFTR, dont les mutations du gene provoquent la maladie, pourrait €tre
impliquée dans la réponse adaptative a lI'hypoxie. Des expériences in vitro montrent une
expression plus faible de HIF-lo dans les cellules épithéliales des voies respiratoires
hypoxiques par rapport a des témoins sains [5].

Depuis peu, des traitements innovants révolutionnent la vie des patients atteints de la
mucoviscidose. Ces médicaments visent a réparer la protéine F508del-CFTR, produit du gene
muté, par une combinaison de correcteurs associés a un activateur de cette protéine. Kaftrio®
(laboratoire Vertex Pharmaceuticals) constitue une véritable révolution thérapeutique par son
action spectaculaire et durable pour les patients éligibles (par leurs mutations génétiques), et
un bon profil de tolérance. Dans le contexte actuel de disponibilité de ces médicaments, il est
nécessaire d’explorer les voies de signalisation impliquées dans 1’hypoxie dans des cellules

épithéliales mucoviscidosiques traitées avec Katrio®.

Les canaux ioniques des cellules épithéliales mucoviscidosiques et I’hypoxie

L'hypoxie contribue a la diminution de la quantit¢ de CFTR a la surface cellulaire en
diminuant la quantit¢ de son ARN, a I'état d'équilibre et altere donc le transport
transépithélial de CI° [6]. I a ét¢é montré que 1’administration d’un traitement
pharmacologique (dimethyloxalylglycine : DMOG ou chlorure de cobalt :CoCl) mimant
I’hypoxie en accumulant HIF-10, ou une culture cellulaire dans une atmosphére ne contenant
que 1% d’0, induisent une diminution de la quantit¢é d’ARN;, CFTR dans des cellules

coliques et pulmonaires [6]. Cette diminution est également observée dans les voies
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respiratoires, le systeme gastro-intestinal et le foie de souris maintenues pendant 7 jours dans
un milieu hypoxique. La quantité d’ARNm, CFTR est également diminuée dans les trachées de
patients CF avant transplantation, contrairement aux donneurs. Enfin, un stress hypoxique
entraine la fixation du facteur HIF-1 au niveau du promoteur du gene CFTR, réprimant ainsi
la transcription de ce géne [7].

D’autre part, la protéine CFTR fait partie de complexes protéiques incluant des acteurs de la
signalisation calcique. Parmi ces acteurs on trouve les canaux ioniques de la famille des
Transient Receptor Potential (TRPs), canaux membranaires aux propriétés diverses
(mécanosensibles, implications dans la réponse inflammatoire, sensibilité au froid et a
I’oxygene...), eux méme impliqués dans une multitude de pathologies respiratoires telles que
I’asthme, 1’apnée du sommeil ou encore les maladies pulmonaires obstructives chroniques
(COPD) [8].

Le calcium est 'un des grands messagers secondaires de nos cellules. Il est impliqué au
niveau pulmonaire dans la régulation de multiples processus respiratoires et inflammatoires
via la modification de sa concentration intracellulaire. Il existe au sein de la famille des
canaux TRPs, plusieurs canaux impliqués directement dans ces processus dont TRPAI1
(Transient Receptor Potential Ankyrin 1), particulierement sensible aux variations tissulaires
et du milieu extérieur [9]. Il posseéde la double propriété d’étre a la fois intrinseéquement
sensible au taux d’oxygene, qui va réguler sa dégradation et sa localisation cellulaire [10]
mais également d’étre un géne cible du facteur HIF-1a qui a la possibilité de se fixer au
niveau de son promoteur via les éléments de réponse a I’hypoxie (HRE) [12]. II est aussi
intéressant de noter que TRPA1 et HIF-1a possedent dans leurs voies de régulations des
acteurs communs tels que le facteur von Hippel-Lindau (VHL) dans un contexte ou I’apport
en oxygene reste dans des valeurs physiologiques normales. Cela fait de¢ TRPA1 un parfait

candidat a suivre d’autant que sa caractérisation au niveau pulmonaire n’est pas encore



parfaitement établie, de surcroit dans le contexte de la mucoviscidose. En effet, il a déja été
montré que la signalisation calcique dans les cellules des patients mucoviscidosiques était
dérégulée et que certains des membres de la famille TRP étaient impliqués dans cette

modification [12].

Hypotheéses de I’impact de I’hypoxie sur les canaux ioniques

Dans le contexte de la mucoviscidose, notre objectif est donc d’explorer les conséquences de
I’hypoxie sur la présence et 1’activité des canaux CFTR et TRPA1 des cellules épithéliales
bronchiques saines et mucoviscidosiques.

Ainsi, nous proposons de mettre en place un modele de culture cellulaire hypoxique sur lequel
nous allons pouvoir identifier les canaux ioniques dont I’activité est modulée ainsi que les
voies de signalisation associées a ces modifications. Ces informations pourront nous conduire
vers de nouvelles cibles thérapeutiques. D’autres part, nous pourrons tester les effets du
médicament Kaftrio®, modulateurs actuels du CFTR muté, sur les cellules épithéliales
cultivées dans un environnement hypoxique. Ceci nous permettra d’évaluer leur efficacité
dans ce contexte hypoxique car il reflétera mieux la situation physiopathologique des patients
atteints de la mucoviscidose. L’ensemble de ces expérimentations devrait nous permettre de
mieux comprendre le fonctionnement des canaux ioniques des cellules épithéliales
mucoviscidosiques des voies aériennes dans un contexte d’hypoxie et de découvrir de
nouvelles cibles thérapeutiques qu’il faudra moduler en synergie avec les médicaments

actuels de la pathologie.

Perspectives

Bien que la prise en charge des personnes atteintes de maladies respiratoires obstructives se

soit considérablement améliorée ces dernieres années, les protocoles thérapeutiques peuvent



encore €tre améliorés. En effet, si nous pouvons évaluer les traitements sur un modele
cellulaire in vitro qui reflete mieux 1’environnement hypoxique des cellules bronchiques des
patients, il sera sans doute plus facile d’ajuster les doses des molécules composant le Kaftrio®.
De plus, pour la communauté scientifique, I’identification et la caractérisation de canaux
ioniques et leur régulation en condition hypoxique vont permettre d’augmenter nos
connaissances dans ce domaine. Ainsi nous pouvons identifier de futures cibles potentielles
pour améliorer encore la prise en charge des patients.

Enfin pour les entreprises et laboratoires qui développent des molécules thérapeutiques
innovantes, le test des nouvelles thérapeutiques sur un modele de culture de cellules
épithéliales bronchiques hypoxiques in vitro permettra de déterminer avec plus de précision

I’efficacité de ces molécules.
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Figure 1 : Impact de la réponse cellulaire a I’hypoxie sur les canaux ioniques des cellules
épithéliales pulmonaires.

Dans nos poumons, les cellules de 1’épithélium sont protégées par du mucus, qui permet de
limiter I’intrusion de pathogenes dans 1’organisme sans perturber pour autant les échanges
gazeux nécessaire au métabolisme. Sa fluidité et sa composition sont régulées par les canaux
ioniques présents a la surface des cellules. L apport constant d’oxygene au niveau cellulaire
entraine la dégradation protéique en continue d’HIF-1a, par la voie impliquant le facteur von
Hippel-Lindau (VHL) et le protéasome. Celui-ci ne peut donc pas franchir la membrane

nucléaire et activer ses genes cibles. L’expression génique n’est pas modifiée.
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Chez les patients atteints par la mucoviscidose, le canal CFTR muté est absent a la membrane
plasmique, la composition ionique du mucus est ainsi modifiée, celui-ci devient plus visqueux
et difficile a évacuer. La pression partielle en oxygene s’abaisse, et bien que la proportion
d’HIF-1a dans cette situation pathologique soit moindre, il n’est plus soumis a la dégradation.
Il est alors libre de s’associer au niveau nucléaire avec HIF-1B. Ce dimere va cibler les
éléments de réponse a I’hypoxie (HRE) situés sur le promoteur de certains génes et provoquer
leurs transcriptions. La cellule va donc répondre au stimulus hypoxique par 1’augmentation de

la transcription de génes impliqués dans le métabolisme par exemple.
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