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Introduction

| - Les membranes cellulaires

Les membranes sont un élément essentiel a la Migage. En effet, toute cellule est
délimitée par une membrane plasmique, formant umeigbe sélective en régulant les
échanges entre le milieu intracellulaire ou cytepia, et I'environnement extracellulaire. De
plus, dans les cellules eucaryotes, les membramapartimentent le cytoplasme en plusieurs
organites : noyau, réticulum endoplasmique (RE)paegil de Golgi, mitochondries,
lysosomes, vacuole... Les membranes sont composéggaade partie de lipides dans
lesquels s’insérent des protéines. Les principaomposants des membranes et plus
particulierement de la membrane plasmique sontnsatigés dans la Figure 1. Dans ce
chapitre dédié aux constituants des membranes, nous sommes plus spécifiquement

concentrés sur les composants de nature lipidique.

oligosaccharide

= 3 R Y glycolipide

lipidique
Feuilletinterne

protéines

transmembranaires
hydrophobe cholestérol

|' Feuillet externe
vy Bicouche
hélice a ]:
phospholipide

Figure 1 : Représentation schématique de la membranplasmique
La membrane plasmique est composée d’'une bicougliglie (phospholipides et cholestérol) formalet»
feuillets. Des protéines s'insérent dans la mem#yriaur domaine hydrophobe, généralement strueturéélic
a, traversantia bicouche. Des oligosaccharides conjugués a dagipes ou des lipides du feuillet exte
composent également la membrane plasmique. Modif&@es le site www.wordpresse.com.

A - Des lipides

Les lipides sont les composants majeurs des memdhraRarmi les lipides
membranaires se trouvent les phospholipides, lesgplipides et les stérols. Ces trois types
de lipides sont amphiphiles et constituent le sefteeldes membranes, par la formation d’une
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bicouche lipidique dans laquelle leur téte poldigglrophile se trouve en contact avec le
milieu aqueux et leur queue hydrophobe a l'intérgeila membrane, créant ainsi un feuillet

membranaire interne et un feuillet membranaireregtéFigure 2).

Extérieur du compartiment

Feuillet
externe
~ Queues
hydrophobes
Feuillet
interne

....‘..... ;Sé?gph”es

Intérieur du compartiment

Figure 2 : Représentation schématique d'une bicouehlipidique
Modifiée d’'apres Joachim Pietzsch, Nature, 2004.

1 - Les glycérophospholipides

La bicouche lipidique est essentiellement congituge glycérophospholipides
(Figure 3), qui seront désignés dans ce manuscriiepéerme phospholipides (PL). Ces
derniers se caractérisent par leur téte hydroptdlgenant un résidu glycérol-3-phosphate
estérifié par une molécule polaire, et par leurugubydrophobe composée des chaines
aliphatiques de deux acides gras (AG). La syntldeseAG s’effectue dans le cytoplasme,

alors que 'assemblage des éléments constituaftleseffectue dans le RE.

& 5
] & o
§ & &
o N (}* Acides gras
1| 1 11 |

Sofod 55555

ME e R e e R e

Téte hydrophile Queue hydrophobe

Figure 3 : Représentation schématique d'un phosphiplide
La molécule polaire de la téte hydrophile représeiti est une choline. Il s’agit donc d’une phagplylcholine.
Modifiée d’apreés le site http://ustboniface.mb.ca
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la - Différentes classes de phospholipides

La molécule polaire de la téte hydrophile déterminelasse du PL. Parmi celles-ci,
les plus abondamment retrouvées dans les PL meail@arsont la choline et I'éthanolamine,
donnant lieu a une phosphatidylcholine (PC) et yi®sphatidyléthanolamine (PE),
respectivement. Les autres molécules polairesi$oositol, la sérine et le glycérol, donnant
lieu & un phosphatidylinositol (PI), une phosphdsidrine (PS) et un phosphatidylglycérol
(PG), respectivement. Les PC et PE se retrouvesdi dalen sur les feuillets internes et
externes des membranes, ou elles jouent un raleipalement structural, alors que les Pl et
PS sont localisés préférentiellement sur le feuititerne de la membrane plasmique, ou ils
exercent, entre autre, un role de messager. Parpdxeles PS, lorsqu’elles se retrouvent sur
la face externe du feuillet membranaire, sont wlicateur de I'apoptose. Les Pl, quant a eux,
ont plusieurs fonctions. lls sont clivés par la ghtwlipase C, apres activation par I'ATP, en
diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate ¢P deux messagers secondaires activant
respectivement les canaux calciques de la memimlasmiquevia I'activation de la protéine
kinase C (PKC) et les canaux calciques du RE qmé Iss récepteurs a I'tP(ces voies
d’activation sont décrites plus en détails danshkgpitre Matériel et Méthodes, VI- B- Mesure
de I'activité calcique intracellulaire). Chez lalee, les Pl sont également les précurseurs des
sphingolipides (décrits plus tard dans le manusdEnfin, le PG, est tres peu retrouvé dans
les membranes. Chez I'homme, il est le précurseurswtactant pulmonaire, et il est

également retrouvé dans le liquide amniotique dudilgue la maturité pulmonaire du feetus.

1b - Diversité liée aux acides gras

Parmi les quatre classes de PL membranaires, wietdes degré de complexité donne
naissance a une trés grande diversité des espedes. dl s’agit des deux AG, pouvant étre
identiques ou différents, composant la queue hywbe des PL. Les AG sont des acides
carboxyliqgues a chaine aliphatique dont la longuweane de 4 a 36 atomes de carbone
toujours en nombre pair. Cependant, les AG inc@palans les PL possedent généralement
entre 14 et 24 carbones. De plus, dans cette clwgif®née, peuvent apparaitre une ou
plusieurs doubles liaisons, appelées insaturatiOmsparle alors d’AG insaturés (AGI) ou
polyinsaturés (AGPI) si le nombre de doubles liassest multiple.

Dans ce manuscrit, nous avons utilisé deux typesdeenclatures pour décrire les PL
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en fonction de leur contenu en AG. Prenons I'exeng® I'espece de PC contenant deux
AGI, deux acides oléiques ou oléates, composés &eatdmes de carbones et d'une
insaturation. Cette espece est notée PC(36:2)6atoBespond au nombre total de carbones
constituant la queue hydrophobe du PL considéreuncPC, et 2 correspond au nombre
d’insaturations de la queue hydrophobe. Cette esdécPC peut également étre décrite de
facon plus précise comme suit : PC(18:1/18:1),esudeux AG constituant le PC sont décrits
individuellement par le nombre de carbones (18)leehombre d’insaturations (1) les
constituant.

Parmi les AGI, les doubles liaisons peuvent adodarx types de configurations.
Lorsque les hydrogénes portés par les carbonesquésl dans la double liaison se retrouvent
du méme coté de la double liaison, on parle d’AiSI(Figure 4). Au contraire, lorsque ces

hydrogenes sont de part et d’autre de la doukikoha on parle d’AGtrans (Figure 4).

(e} OH (o] OH (6} OH
AN N

Acide palmitique Acide oléique Acide oléique
(16:0) (18:1, w9 trans) (18:1, w9 cis)

Figure 4 : Structure des acides gras
Les configurationsrans etcis de I'acide gras insaturé (AGI) oléique (18:1) s@présentées sur ce schéme
position de la double liaison est indiquée @8 w désignant le dernier carbone de la nkailiphatique et 9
carbone impliqué dans la double liaison numérqiéréir dew. L'acide gras saturé (AGalmitique (16:0) e
également donné en exemple. Modifiée d’apres éeveigebon.wordpresse.com.

En I'absence de double liaison, les AG sont ditsiréa (AGS, Figure 4). Dans ce
manuscrit, nous nous sommes particulierement isgésea une espece de PC contenant deux
AGS, deux acides palmitiques ou palmitates compaged6 atomes de carbone, notée
PC(32:0) ou PC(16:0/16:0).
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1c - Impact du contenu en acides gras des phosphmtles sur les

propriétés des membranes

Les AG sont les constituants clés des PL car ildutemt les propriétés biophysiques
des membranes qu’ils constituent. De récentes gtindmeées au sein de notre laboratoire ont
permis de mieux comprendre comment I'état saturinsaturé d’un AG influe sur sa propre
flexibilité et sur celle des membranes (Degdilal., 2011). En effet, si I'on considére
schématiquement les AG comme des ressorts, ilossilge de déterminer deux conformeres
extrémes pour ces AG en fonction de leur degréodgpcession : le conformeére le plus étiré
nommeép, et le conformere le plus compact nommé héliceedélGrace a la modélisation
quantique, la distance (en A) entre le premier eetdérnier carbone de la chaine des
conformeres d’'un AG donné et I'enthalpie lib6&(iqing, €N kcal/mol) nécessaire pour passer

d’'un conformére a l'autre, reflétant la flexibilitle 'AG considére, peuvent étre calculées
(Figure 5).

«r
¢,H
by
W e e, o 8

L20ARARAAS
vl

I‘ ' | ) m}r«
‘\,— ‘} J}ﬁ) | )3 :}'.
4 —~
< e, }* A &1 s
18:0 cis 1841 trans 18:1 cls18:2 cis 18:3
3Cgiang=12.8 3G1gging=T8 Golaing=10.9 Giolng=T-1

SGoing=4.7

Figure 5 : Structures des acides gras a 18 carbonebtenues par modélisation quantique
Pour chaque acide gras considéré (18:0, &i8;118:1trans, 18:2cis et 18:3cis), les conforméref (a gauche
et hélice-hélice (a droite) sont représentés. Ligirenécessaire pour passer d’'un conformére a#ddGroiging,

en kcal/mol) ainsi que la longueur en A de la chaine carbonéedéssus des structures) sont indiqt
Modifiée d’'aprés (Deguigt al., 2011).

Dans cette étude, il a été montré que les AGS aeticplier I'acide stéarique (C18:0)
et les AGltrans, tel que l'acide oléiquerans (C18:1), se comportaient de la méme facon. En
effet, les conformere de ces derniers présentent les longueurs de ched@nieonées les plus
importantes (21,8 et 21,4 A, respectivement) etdasuing relativement élevés (12,8 et 10,9
kcal/mol, respectivement). Ceci suggere que cesa@& et insaturgans sont rigides, car |l
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faut apporter une énergie élevée pour pouvoir teapcesser, ce qui explique leur forme

linéaire (Figure 5).

Parmi les AGI et AGPtis a 18 atomes de carbone, si I'on considére legaatfique
(C18:1), linoléique (C18:2) et linolénique (C18:3, 6Groiing (7,8 ; 7,1 et 4,7 kcal/mol,
respectivement) décroit avec le nombre d’insatonati (Figure 5). Ceci montre que la
flexibilité des AGI cis augmente avec le nombre d’insaturations de la ehaarbonée.
Cependant, parmi ces trois AGls, I'un d'entre eux se distingue. Il s’agit de I'AG
monoinsaturé (AGMI) oléique (C18:1). En effet, ntormerep de I'acide oléiqueis est le
seul a présenter une structure coudée en raissardanique double liaison en configuration
cis. De plus, I'acide oléiqueis présente la plus courte longueur de chaine caeb{plés
exactement la distance entre le premier et le degarbone de la chaine la plus courte), qui
est dailleurs assez proche de celle de son comi@nhnélice-hélice (16,6 et 14,2 A,
respectivement). Enfin, 18Guing de I'acide oléiquecis (7,8 kcal/mol) est plus faible que
celui de I'acide oléiquérans (10,9 kcal/mol) mais est plus élevé que celui déskcis (7,1
et 4,7 kcal/mol, pour C18:2 et C13:3, respectiveinddés caractéristiques font de I'acide
oléigue un AG plus flexible que les AGS, mais beapc moins que les AGPtis.
Néanmoins, grace a sa forme coudée, il aura unangitierent sur la forme des PL. Tandis
que les AGS, AGtrans et AGPIcis formeront des PL cylindriques, les A@k formeront

des PL coniques (Figure 6).

(©)

Figure 6 : Représentation schématique de la formeed phosphatidylcholine
Représentation dans I'espace d'une phosphatidyteh@dPC) comportant deux acides gras insataigéa) ot
deux acides gras saturés (b), donnant lieu, respestnt, a une PC conique ou cylindrique (c). Miéd
d’'aprées (Pineau and Ferreira, 2010).
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En conclusion de cette étude, les AGS et Afahs, linéaires et peu flexibles,
formeront des PL cylindriques (Figure 6b et c) guront tendance a rigidifier/ordonner les
membranes. Alors que les AGRIis, dont la flexibilité augmente avec le nombre
d’insaturations de la chaine, formeront égalemesst HL cylindriques mais flexibles. lls
rendront donc les membranes tres fluides. Les A@Bllde forme coudée et de longueur peu
variable, formeront des PL coniques (Figure 6a) efut induisent des contraintes différentes
au sein de la membrane. En effet, l'introductionPdeconiques dans une membrane la rend
plus fluide en induisant un espacement entre lepd&L'écartement des tétes polaires. On
parle de «loose lipid packing ». Cet effet des AGM sur la forme des PL, et donc sur les
propriétés biophysigues des membranes, joue unimidertant dans le stress de courbure et

la formation des vésicules que nous décrirons falsdans ce manuscrit.

2 - Les sphingolipides

Les sphingolipides, dont la synthese débute damElet se poursuit dans I'appareil
de Golgi, sont des lipides complexes entrant égatémians la composition des membranes et
dérivant de la sphingosine. L'ajout de différentdbsituants a la sphingosine permet la

formation d’espéces lipidiques plus complexes (g0t

CIL — (CII,)2 — CI1= CI1 -3 CIIOIL
sphingosine NH, - :CH

'CH,0H

CH; — (CHy), 3 - CH = CH - CHCH
|
céramide CH; — (CH,):» — CO - NH- CH

|
CH;OH

CH; — (CH;);; — CH=CH - CHOH
|

sphingomyéline CH; — (CH;)p; — CO - NH- CH (8]
| I - CH
CH:-Q-P- Q- CHy CH-N'—  CI:
| N CH.
o-

Figure 7 : Structures chimiques de la sphingosing e quelques uns de ses dérivés
Un céramide differe de la sphingosine par I'ajout dagide gras. La sphingomyéline résulte de I'ajdun
phosphate et d’'une choline a un céramide. Modifié@reés le cours de Biochimiestructure des glucides
lipides de la Faculté de Médecine Pierre et MartigeC

Par exemple, I'addition d'un AGS a tres longue oka$ur la fonction amine de la
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sphingosine permet d’obtenir un céramide. Ce dero@nstituant mineur des membranes,
joue plutét un réle de messager. En effet, un &laxé de céramide dans la cellule engendre
le déclenchement de I'apoptose (Dbaibo and Hanh@®8). L’ajout d’'un phosphate et d’'une
molécule polaire, telle que la choline, a ce cédamonnera un sphingophospholipide, ici la
sphingomyéline, le sphingolipide le plus abondanbhsdées membranes des eucaryotes
supérieurs (Figure 7).

Plus de trois cents types de sphingolipides sotrbueés chez les eucaryotes
supérieurs (Hannun and Bell, 1989). Chez la levir@xiste trois grandes familles de
sphingolipides dérivant toutes du PI : l'inositadgiphorylceramide (IPC), le mannosyl-IPC
(MIPC) et le mannosyldi-IPC (M(IRE) (Figure 8), dont les variations dépendent dehkine
d’AG et de leur niveau d’hydroxylation (Dickson,96).

i i /\(i/\/\/\/\/\/\/\
'0 1"
%m oh o IPC

H a
H (o) 0 ™ ° I\'q?%/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
o

(4]
wwo%o/\g/\/\/\/\/\/\/\ M(lP)ZC
o HD o 7]
Te) H (’)Ir 39} o M"\r|/c</\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
o]

Figure 8 : Les différents types de sphingolipideseiSaccharomyces cerevisiae
IPC: Inositolphosphorylceramide. MIPC : Mannosghitolphosphorylceramide. M1 :
Mannosyldiinositolphosphorylceramide. Modifiée d’ap (Hechtbergest al., 1994).

Les sphingolipides se caractérisent par de tregules chaines carbonées, le plus
souvent saturées, et tendent a augmenter I'épaidessunembranes (Sproagal., 2001). Au
sein des bicouches, ils ont tendance a s’'assoaiestérols pour former des microdomaines,
également appelés radeaux lipidiques (décrits urppes tard dans le chapitre Introduction, I-

A- 5- Les radeaux lipidiques).

20



Introduction

3 - Les stérols

Une derniére classe de lipides entre dans la catiposies membranes. Il s’agit des
stérols. Ces derniers sont constitués d'un noyéroiste hydrophobe formé par 4 cycles
carbonés, dont I'un des carbones porte un groupehyeinoxyle qui constitue la téte polaire
hydrophile du stérol. A ce noyau, s’ajoute une rbaiarbonée déterminant le type de stérol.
Dans les cellules animales, le stérol membranaarnitaire est le cholestérol. L’équivalent

du cholestérol chez la levure est I'ergostérol ({Fég).

HiC

Cholestérol 5 o

CH, M/ Ergostérol i > M/ o,
[ o i

—" CH,

Figure 9 : Structures chimiques du cholestérol etell'ergostérol
Modifiée d’'apres (Tiernegt al., 2005).

Les stérols, dont la synthese s’effectue dans le Ritercalent entre les PL et/ou
sphingolipides, leur téte hydrophile étant orientées la surface des membranes. De par leur
noyau hydrophobe, ils présentent une forte affipdé@r les sphingolipides et les PL saturés,
facilitant la formation de radeaux lipidiques. Imodulent également les propriétés

biophysiques des membranes en les rendant plusrardsen

4 - Répartition des différentes espéces lipidiguesi sein de la cellule

Les différentes espéces lipidiques composant lesbranes ne sont pas réparties de
facon équivalente au sein de la cellule. Dans @pitle, nous décrirons brievement le
contenu lipidique des membranes du RE, de I'appaeeGolgi et de la membrane plasmique,

les principaux acteurs de la voie de sécrétionragtade des protéines.

Selon I'organite considére, sa composition en Rievé&n effet, les PC représentent a
eux seuls la moitié des espéces de PL membrarthir&E, alors que les PS, peu retrouvées
dans le RE, constituent les PL majoritaires de éanirane plasmique (Tableau 1, (Zinser
al., 1991)).
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PC PE Pl PS
Microsomes 51,3 33,4 7,5 6,6
MP 16,8 20,3 17,7 33,6

Tableau 1 : Espéces phospholipidiques du réticulumndoplasmique et de la membrane plasmique

Les microsomes sont des fractions cellulaires c@me essentiellement des membranes du RE (réticulum
endoplasmique) mais également des traces de meesbpovenant de I'appareil de Golgi. MP : membrane
plasmique. PC: phosphatidylcholine ; PE: phoddhthanolamine ; Pl : phosphatidylinositol et PS
phosphatidylsérine. Les résultats obtenus cBezxharomyces cerevisiae sont exprimés en pourcentage de
phospholipides totaux. Modifié d’aprés (Zinserl., 1991).

Si le RE est le siege de la synthése du cholestégoktérol, sa membrane en contient
tres peu. En revanche, la membrane plasmique éstitthe en cholestérol/ergostérol mais

eégalement en PL saturés (Tableau 2) et en sphpges (Brown and London, 1998).

Epaisseur de PS PE PC Pl
la membrane| ERG/PL saturés saturés saturés saturés
(nm) (mol / mol) (% desPS)| (%desPE)| (%desPC)| (% desPlI)
Microsomes| 7,5+0,8* 0,26 ** 27,7* 13,3* 16,0 * 52,8 *
Golgi 7,3£04* ND 36,1* 20,4 * 155* 49,6 *
MP 9,2+04* 3,31 ** 40,0 * 29,6 * 17,1 * 58,8 *

Tableau 2 : Composition lipidique des organites d8accharomyces cerevisiae
Les microsomes sont des fractions cellulaires cwamte essentiellement des membranes du RE (réticulum
endoplasmique) mais également des traces de meesbpnvenant de I'appareil de Golgi. MP : membrane
plasmique ; ERG : ergostérol ; PL : phospholipid®s : phosphatidylsérine ; PE : phosphatidylétkeamime ;
PC : phosphatidylcholine ; PI : phosphatidylinols#&b ND : non déterminé. * : d’aprés (Schneigeal., 1999).
** . d'apres (Zinsert al., 1991).

Les PC et PI saturés, majoritairement retrouvésiaeau du RE et de la membrane
plasmique respectivement (Tableau 1), ne variergreggud’un compartiment a l'autre
(Tableau 2). Cependant, les taux de cholestérolésiepl, de sphingolipides, de PS et PE
saturées augmentent tout au long de la voie déts#trc’est-a-dire du RE vers la membrane
plasmique en passant par I'appareil de Golgi (Taab®). Cette hétérogénéité de composition
lipidique d’'un organite a l'autre engendre des pigips membranaires difféerentes en termes
d’épaisseur et de fluidité (Tableau 2). Alors qas membranes du RE et de l'appareil de
Golgi présentent une certaine fluidité nécessairinaertion des protéines en cours de
synthese dans la membrane du RE et a leur transigsitulaire (ces aspects seront

développés plus tard dans le chapitre Introductiior,La voie de sécrétion), la membrane
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plasmique se trouve plus rigide et plus épaissecqaaderniéres de par sa composition riche
en stérols, sphingolipides et PL saturés.

Au sein d’'une membrane, les lipides sont égalem@&pdrtis de facon asymétrique
dans les deux feuillets de la bicouche. Néanmalirest possible pour ces lipides de passer
d’'un feuillet & l'autre grace a des ATPases : lggpéses et les floppases. En effet, les
flippases permettent essentiellement le passag®8egt dans une faible mesure celui des
PE, du feuillet externe au feuillet interne de ileobiche (Hrafnsdottiet al., 1997; Bishop and
Bell, 1985). Les floppases, quant a elles, trarispbrles PC, les sphingolipides et le
cholestérol dans le sens inverse (Clark, 2011 m@avement latéral des lipides au sein d’'une
bicouche est qualifié de « flip-flop ».

5 - Les radeaux lipidiques

Dans les membranes fluides, des microdomaines duédi ordonnés/rigides se
distinguent. Il s’agit des radeaux lipidiques (otaks »). En effet, il existe différents niveaux
d’organisation des espéces lipidiques au sein dhigeuche donnant lieu a des phases
ordonnées (phases ,Lpour «Liquid ordered ») constituées par l'assomia des
sphingolipides, du cholestérol/ergostérol et desaHbngues chaines saturées. Ces derniers
vont former des microdomaines/radeaux au sein djpmese désordonnée (phasgepour

« Liquid disordered », Figure 10).

Lipide de phase Ly

e) Praotéine raft Pratéine raft Pratéine nan-raft
Lipide de phase Ly ancrée pardes transmernbranaire transmernbranaire
lipides
3 Cholesterol

Figure 10 : Modeéle d'organisation des radeaux lipigjues de la membrane plasmique
Au sein de la membrane plasmique, riche en chotdsties sphingolipides et les phospholipides aglen
chaines d’acides gras saturés ont une propenstaretta a se regrouper et former des structuresdoénpacte
appelées phases ordonnéeg (Egion marron foncé), ou encore radeaux lipidigiselipid rafts»). La migratiol
de protéines (indiquée par les fleches) préseniant forte affinité pour ces domaines pourrait enémale
coalescence de petits domaines dispersés pour rfermeadeau lipidique de taille plus importanBrdwn anc
London, 2000). k: phase désordonnée. Modifiée d'aprés le courglkadd tissue Biology, University o
Kansas Medical Center. 23
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Les radeaux lipidiques constitueraient une plateéomodulant le trafic des protéines
membranaires (Bagnat al., 2000) qui y sont intégrées de facon spécifiquen¢8s and
Ikonen, 1997). Les rafts formeraient égalementpateformes de signalisation en facilitant
I'interaction de protéines impliquées dans la tdaicsion du signal (Simons and Toomre,
2000). Cependant, il faut noter que l'existence dadeaux lipidiques est un sujet a
controverse. En effet, si les phasge®t Ly ont été démontrées dans des membranes modeéles
artificielles (Heberleet al., 2005), le doute persiste en ce qui concerne lembranes
cellulaires (Munro, 2003; Shaw, 2006).

B - Des protéines

Au sein des membranes, des protéines s’insérentlddnsouche lipidique, ou elles
jouent un réle, entre autres, dans la communicdtiécepteurs), 'adhésion intercellulaires
(desmosomes, jonctions communicantes), et danespgort de solutés (canaux ioniques,
transporteurs). Ces protéines, indispensables aidacellulaire, peuvent s’ancrer a la
membrane de différentes facons. Elles peuventsavdes deux feuillets de la membrane :
on parle alors de protéines transmembranaires,dt@saines protéiques traversant la
membrane pouvant étre organisées sous forme ceheébo de tonneafl (Figure 11a-c). Les
protéines membranaires peuvent également étreidéeal sur 'un des feuillets de la
membrane : il s’agit de protéines extrinséques ufieig 11d). Enfin, les protéines
membranaires peuvent étre ancrées a I'un desdtude la membrane par I'association a un

PL ou a un AG. On parle alors de protéines ancrégsre 11e).

Bicouche ’V
lipidique

cytoplasme

Figure 11 : Schéma illustrant les différentes ass@tions des protéines a la membrane
Les protéines transmembrares peuvent traverser la bicouche lipidiqgue enayro( plusieurs (b) segments
type héliceo ou de type tonnegti(c). Les pratines extrinséques sont ancrées a un seul feddlé bicouch
(d), alors que les protéines dites « ancréessoneassciées a la membrane que par un acide gras (e)fibk
d’aprés le cours de mise a niveau en biologie leétkide I'Université de Poitiers.
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C - Des glucides

La face externe de la membrane plasmique revéeraic nombre de glucides liés de
maniere covalente aux lipides (glycolipides) owea grotéines (glycoprotéines). Ces glucides
de surface constituent le glycocalyx. Il joue uter@e protection pour la cellule contre des
agressions meécaniques, chimiques et enzymatiquais, également dans les mécanismes
d’identité et de reconnaissance intercellulaire. &@mple, a la surface des globules rouges,

le glycocalyx détermine le groupe sanguin d’uniutli.
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Il - La voie de sécrétion

Dans le cadre de cette these, nous nous sommasup@rement intéressés aux
impacts des perturbations de I'homéostasie lipidigue le trafic des protéines de la
membrane plasmique de leur site de synthese (le &REur destination finale. Dans ce
chapitre, nous nous concentrerons plus spécifignese la voie antérograde de sécrétion
(exocytose) et nous porterons une attention toatecpliere a I'implication des lipides dans
les différentes étapes de cette voie. Les difféerdtapes de la voie de sécrétion sont

illustrées par la Figure 12.

Lysosome’ Membrane
plasmique
/
Enveloppenucléaire \'Q\ Endosome
A, tardif
' Réticulum:;
endoplasmique o
e 1
f, T e
Qo 9w A
) ® & Endosome
ot \ '\ précoce
O
34 O
O
L O
Vésicules de transport
O -
g Y
O O—_;
(O}'\Oj O O e —
L 1
Appareilde Golgi Cytoplasme

Espace
extracellulaire

Figure 12 : La voie de sécrétion

Les protéines sécrétéea de la membrane plasmique sont synthétiséesléagticulum endoplasmique av
d’étre acheminées vers I'appareil de Golgi. A |dieale ce compartiment, ces protéines sont :tsmisportée
directement a la membrane plasmique, soit dirigésgs in endosome tardif en attendant sa fusion ave
lysosome pour dégradation. Au bout d'un certainpgntes protéines membranaires sont internalisaes di
endosome précoce, a partir duquel elles pourranése recyclées a la membrane plasmique,&gtenvoyée
vers un endosome tardif. Le transport des protéi@s compartiment a I'autre fait intervenir destgme
vésiculaires. Modifiée d'aprés Garland Publishit@98.
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A - Du RE a 'appareil de Golgi

1 - Synthése protéique et insertion dans la membrandu RE

La syntheése des protéines chez les eucaryotest & faois étapes. Elle débute dans
le noyau par la transcription du géne, porté paDN (acide désoxyribonucléique) et codant
pour la protéine a synthétiser, en ARNm (acide mimbéique messager) immature ou
transcrit primaire. Ce dernier va alors subir uraguration qui consiste en I'ajout d’'une coiffe
a son extrémité 5-phosphate, d’une queue polyddéng son extrémité 3-OH et en
I'épissage des introns, les parties non codantegedie transcrit. Une fois cette maturation
accomplie, les ARNm matures peuvent sortir du nayauls seront pris en charge par les

ribosomes présents a la surface du RE rugueux (BRHtr)d’ étre traduits en protéines.

Les protéines membranaires s’'insérent dans la deudipidique dés le RE. Ce
phénomene, appelé translocation, se fait de fapbraductionnelle. En effet, la présence
d’'une séquence signal hydrophobe sur la chainepeptidiqgue en cours de synthése et sa
reconnaissance par une particule ribonucléoprot€igUSRP (Signal-Recognition Particle) va
former un complexe ribosome-chaine naissante-SRPcdihplexe va alors migrer vers la
membrane du RE et s’y fixera le récepteur SRP. Cette liaison permet l'intecacentre le
ribosome et le complexe Sec6l, qui assure le pasdagegment protéique néosynthétisé
dans la membrane du RE, au sein du tunnel de ¢caign ou translocon, formé par le
complexe Sec6l (Rapoport, 2008). Les domaines ayoes de la protéine en cours de
synthese restent dans le cytoplasme au niveaujdadaon ribosome-tunnel, et les domaines
luminaux se retrouvent dans la lumiere du RE. Leggrents hydrophobes néosynthétisés
vont alors se déplacer par une diffusion latéraldrdnslocon a la membrane du RE, apres
I'ouverture du complexe de translocation (Van demggt al., 2004). Suivant la localisation
cytosolique ou luminale des extrémités N- et C-ieates du premier segment
transmembranaire (TM) synthétisé, I'insertion deptatéine ne se déroule pas de la méme

facon (Rapoportt al., 2004). Ces deux processus sont décrits danglae-1.3.
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Translocation de l’extrémité N-terminale du 1°" segment transmembranaire

1a 1b 1c 1d

Ribosome

Figure 13 : Mécanismes de translocation des protéds membranaires

(1a et 1b) Une fois le premier segment transmenatrauifTM, rouge) d’'une protéine membranaire symsé
par le ribosome, son extrémité N-terminale peus@adu feuillet externe au feuillet inter de la membrane
RE a travers le canal de translocation suite &gerldéplacement du bouchon (plpgur se retrouver dans
lumiere du RE. Le TM peut alors se positionner dansicouche lipidique grace a ses propriétés hbes
(1c et 1d) Lesegment hydrophile suivant (noir) se place dansyleplasme dans I'espace libre entr
ribosome et le translocon. Le TM suivant s'inséamgile canal, formant une boucle qui va déstabila
conformation « fermée » du canal, pousser le bau&iauvrir le canal, ce qui permet au second TM ¢
glisser dans la membrane du RE. De fagon concotaijtés segment hydrophile suivant péneétre et tsmvé
canal pour se retrouver dans la lumiere du RE.

(2a et 2b) Dans le cas ou le premier TM serait tayrt ou son extrémité Merminale est chargée positiverr
ou repliée, le premier segment hydrophile (I'extiténiN-terminale) reste dans le cytoplasme. Le premie
pénétre le canal sous forme de boucle et désebdiconformation « fermée » du canh traduction d
segment hydrophile suivant se poursuit. L'extrériterminale du premier TM passe alors du feuilleeax
au feuillet interne de la membrane du RE, ce quingéson insertion dans la bicouche du RE et lwstozatiol
du segment hydrophile dans la lumiére du RE. (2exttémité Nterminale du TM suivant pénétre le can:
(2d) une fois sa synthése achevée, ce TM s'insares da bicouche du RE, rétablissant la conform
« fermée » du canal (Osboreeal., 2005).

2 - Repliement des protéines

Une fois intégrées dans la membrane du RE, legipest vont subir des modifications
post-traductionnelles dans cet organite, afin diéciy la structure tertiaire qui leur permettra
de sortir du RE et d’exercer leur fonction lorsdle'® auront rejoint leur destination finale.

Cette maturation, permettant le repliement desépes, est effectuée par des protéines
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chaperonnes localisées essentiellement dans leedeniu RE, mais également dans le
cytoplasme (repliement des protéines transmembem)ai

Il existe trois groupes majeurs de chaperonnes :

» Les chaperonnes de la famille des protéines de ttesmique ou HSP (Heat Shock
Proteins), parmi lesquelles on peut citer la plosnalante, la protéine BiP (Binding
Protein) également appelée Grp78 (Glucose relatetkip 78), dont I’homologue
chez la levure est Kar2p. Cette protéine est egaleélément central du contréle
qualité du RE (décrit dans le chapitre suivant).

» Les chaperonnes de type lectine, autre groupeatresdant du RE, telles que la
calnexine et la calréticuline. Ces deux lectinesejd également un role dans le
contrdle qualité du RE par la prise en charge demes N-glycosylées (Zhara
al., 1997) en se fixant de maniére spécifique surésdus glucose ou mannose.

* Les chaperonnes de la famille des PDI (Protein lidku Isomerase), telles que
ERp57, en charge de la formation des ponts dissdf(&evier and Kaiser, 2002) et
également impliquées dans le contréle qualité @alidet al., 1999).

Le r6le de ces chaperonnes et de leur co-chapesatames le repliement des protéines
est un sujet complexe et tres documenté que noussasiwisi de ne pas aborder dans ce
manuscrit (pour revues (Fewedt al., 2001; Trombetta and Parodi, 2003; Saibil, 2008;
Wandingeret al., 2008; Kimet al., 2013)).

3 - Controle qgualité du RE

Les protéines membranaires ne peuvent quitter lg&E I'appareil de Golgi que si
leur repliement est correct. Or, I'efficacité deliement varie d’une protéine a l'autre. En
effet, seuls 20% des protéines CFTR (Cystic Fikrofransmembrane conductance
Regulator) synthétisées sont correctement replédess que 90% des protéines virales VSVG
(Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein) le so#tridor, 2007). Les protéines mal repliées
ont tendance a s'agréger, ce qui perturbe la voieséerétion. Pour pallier a ces
dysfonctionnements, il existe un contréle qualitésain du RE, dans lequel deux mécanismes
complémentaires sont mis en ceuvre: I'UPR (Unfoldaotein Response) prévient la
surcharge des protéines mal repliées en corrigeantepliement, et 'TERAD (Endoplasmic
Reticulum Associated Degradation) élimine les pnet® ne pouvant étre repliées

correctement suite a un échec de 'UPR.
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3a - L'UPR

L’'UPR joue un réle préventif dans le contréle giéatlu RE face a I'accumulation de
protéines structurellement non-conformes, en cearg leur repliement et en limitant la
synthese protéique. D’autres facteurs, connus puluire un stress du RE, activent cette
réponse : la concentration calcique intraluminkge problemes de glycosylation, une carence
en nutriment, I'infection par un pathogéne ou eaderchangement du potentiel redox du RE
(Schroder, 2008).

L'UPR a été décrite pour la premiére fois chezlaite Saccharomyces cerevisiae en
1992, suite a la découverte de séqueriegegulatrices (hommées plus tard UPR Elements,
UPRE) sur le promoteur du gene codant pour la im®téhaperonne Kar2p. Les genBgl
et HACL, indispensables a 'UPR, ont été identifies en3180ox et al., 1993; Moriet al.,
1993) et 1996 (Cox and Walter, 1996; Metral., 1996) respectivement.

En condition normale, Irelp, protéine transmembranadont le domaine
cytoplasmique possede une fonction endonucléageliées a Kar2p (dont I'homologue
humain est BiP), localisée dans la lumiére du RBrsjue des protéines mal repliées
s’accumulent dans le RE, linteraction entre ceaxdprotéines s’interrompt permettant a
Kar2p d’exercer sa fonction de chaperonne, maisidagormation de diméres d’lrelp, leur
autophosphorylation et I'activation de leur domagmelonucléase. Les dimeres Irelp activés
vont alors cliver TARNm deHACL1, codant pour un facteur de transcription, le rahda
fonctionnel et permettant la synthese de Haclgda€teur de transcription va alors pouvoir se
fixer sur les UPRE de ses geéenes cibles, parmi éds@e trouvent des genes codant pour des
chaperonnes et notamment Kar2p, des génes codantdpe protéines impliqguées dans la
prolifération de la membrane du RE ou encore dasgénpliqués dans 'ERAD (Shehal.,

2004). Ces étapes se déroulant chez la levuresorgsentées dans la Figure 14.
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Figure 14 : Le déclenchement de 'UPR chez la lever
En condition normale, Kar2p est liée a Irelp. En cacalmulation de protéines mal repliées (Unfo
protein) induisant un stress du RE, Kar2p se détddnelp pour aller se fixer aux protéines maliésgs. Irel|
se dimérise, s’autophosphoryle et clive TARN#WACL (HAC1"), le rendant fonctionneHAC1')et permettal
la synthése du facteur de transcription Haclp guilers activer I'expression des geénes de 'UPR dertain:
vont aider au repliement des protéines ou limiesynthese protéique, etadtres vont activer la dégradal
protéique (Hampton, 2000).

L'UPR est beaucoup plus complexe chez les mammsif@feggure 15). Ces derniers
possedent deux homologues de la protéine IrelfEldRet IREPB. Tout comme chez la
levure, en présence de protéines mal repliées, [RB%itol-requiring 1) se dissocie de BiP
(immunoglobulin-binding protein, homologue foncti@hn de Kar2p), se dimérise,
s'autophosphoryle, ce qui active son domaine entléage et permet le clivage de TARNm
XBP1 (X-box-binding protein, homologue fonctionnel dadip). La protéine synthétisée a
partir de cet ARNm épissé va alors pouvoir se fsuarles UPRE localisés sur le promoteur
de ses genes cibles. A la différence de ce quiassepchez la levure, 'ARNmM non épissé
XBP1 est également traduit en une protéine moins stgb& celle obtenue a partir de
'ARNmM épissé, et ayant une activité de régulatiégative des géenes impliqués dans I'UPR
(Yoshida et al., 2006). Il a été démontré en 2009 que ces ARNmM épissés sont
responsables de l'arrét de 'UPR, une fois le straaitrisé (Yoshidat al., 2009).
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Figure 15 : Les différentes voies de 'UPR chez lesammiferes

En condition normale, la protéine chaperonne BiPliés aux trois protéines impliqguées dans 'UPIRE1
ATF6 et PERK En cas d’accumulation de protéines mal repli€sgdlded proteins), BiP se dissocie de
trois protéines pour aller se lier aux protéined repli€ées. Ceci a plusieurs conséquenceés ATF6 migre
jusqu'a l'appareil de Golgi ou elle est clivée,diant son segment cytoplasmique (ATF6 processing)ve
migrer jusqu’au noyau (Nucleus) pour activer langeiption des génes de I'UPR dofBP1 ; 2/ en parallél
IRE1 va se dimériser, s’autophosphoryler et clkRNmM XBP1 (XBP1 splicing), le rendarfonctionnel €
permettant la synthése du facteur de transcripk&P1 impliqué dans la régulation positive des g
impliquées dans I'UPR 3/ enfin, PERK va également se dimériser, s’dubsphoryler puis phosphoryler
facteur elFa, impliqué dans la régulation négative globalealfdduction (Kaufman, 2004).

Chez les mammiféres, 'TUPR se caractérise par detnes voies de régulation : 'une
dirigée par ATF6 (Activating Transcription Factgred I'autre par PERK (Protein-kinase like
Endoplasmic Reticulum Kinase). ATF6 est une pra&eédu RE, synthétisée de facon
constitutive mais sous forme inactive, possédardamaine transmembranaire dont la partie
luminale est liée a BiP en condition normale et smtsible au stress du RE. En cas
d’accumulation de protéines mal repliées, BiP ssatiie d’ATF6 (Sheet al., 2002). Celle-
ci est transportée du RE vers I'appareil de Golgietleé est clivée par deux protéases
résidentes, ce qui libere sa partie cytosoliquemémATF6f. Cette derniere se dirige alors
vers le noyau pour activer I'expression de gengsigmés dans 'UPR, dont les génes codant
pour les chaperonnes BiP et PDI qui vont aideraurbpliement des protéines.

PERK présente beaucoup de similitudes par rapptRE4d, tant au niveau structural

que fonctionnel. Tout comme IRE1l, PERK est une et transmembranaire du RE
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présentant un domaine luminal lié a BiP en conditiommale, et sensible au stress. Elle est
capable de se dimériser et de s’activer par aut@blooglation. Ce qui la différencie d'IRE1
est sa capacité a phosphoryler une autre protdmeous unitéx du facteur d'initiation de
traduction 2, elF2 (eucaryotic initiation factor @. La phosphorylation d’elfe2 induit son
inactivation partielle, qui a pour conséquence diminution globale du taux de protéines
synthétisées, susceptibles de s’accumuler dank lééfd saturé (Harding al., 1999).

3b - LERAD

Il arrive que 'UPR ne puisse pas canaliser totaleiniaccumulation de protéines mal
repliées. S’enclenche alors 'ERAD, un processumnan aux levures et a 'homme,
permettant de dégrader une partie de ces protgaesun complexe protéique appelé
protéasome. Cette dégradation est effectuée selanéganisme dépendant de l'ubiquitine,
un peptide de 76 acides aminés (aa) tres conséez les eucaryotes (avec plus de 96%
d’homologie entre la levure et ’'homme) qui, lorsgest porté par une protéine, est reconnu

comme un signal de dégradation.

L’ERAD débute par la reconnaissance de la protéakrepliée au sein du RE et sa
rétro-translocation dans le cytoplasma le translocon Sec61p. Une fois dans le cytoplasme,
ou du moins en partie, une premiére molécule d’'ubiguva étre ajoutée de facon covalente
par une ubiquitine ligase, sur un résidu lysineddmaine C-terminal de la protéine cible.
D’autres ubiquitines vont étre rajoutées les unek &uite des autres par des liaisons
covalentes entre l'extrémité C-terminale de l'ubiog libre et le résidu lysine 48 de
'ubiquitine précédente. Il faut au moins quatrequitines pour que la protéine puisse étre
dégradée par le protéasome. Les complexes Cdc48 [gHevure) et p97 (chez 'lhomme)
catalysent la dislocation de la protéine, autrend@rgon extraction compléte de la membrane
du RE. La protéine de conformation non native gfuétée a son extrémité C-terminale par
une queue ubiquitine va alors étre acheminée eepmdtéasome, situé dans le cytoplasme,

pour y étre dégradée (Figure 16).
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Figure 16 : Dégradation d'une protéine par le protdsome
La protéine a dégrader (en vert) est tout d’abdiguétée par I'ajout d’une queue ubiquitine (enejod.c
protéine ubiquitinylée peut alors étre dégradée Ipaprotéasome, un complexe multiprotéique utik
I'hydrolyse de I'ATP (adénosine tripephate, en orange) en ADP (adénosine diphosphateine sourc
d’énergie. D'aprés Weizmann Institute of Science.

4 - Transport vésiculaire vers I'appareil de Golqi

Une fois les protéines membranaires correctemetiees, celles-ci sont acheminées
vers I'appareil de Golgiia des vésicules formées par le bourgeonnement memabrane du
RE et recouvertes d’'un manteau protéique spécifitgugype COP Il (Coat Protein complex,
(Sato and Nakano, 2007)).

La vésiculation se déroulent en trois étapes :otaation du manteau COP I, le
bourgeonnement et enfin, la perte du manteau. Letgaa constitue la charpente de la
vésicule en formation. Il se compose d’'une coudiaemue complexe et d’'un récepteur sur
lequel la protéine a transporter ou protéine cargcse lier. Cette liaison se faita une
séquence protéique spécifique située sur la peiEango appelée « peptide de destination »
et va entrainer la concentration du complexe pmet@&@argo-récepteur du manteau dans une
zone spécifiqgue de la membrane appelée « sitertle soDans le cas d’'une protéine soluble,
I'ancrage de la protéine a la vésicule en formagisindifférent. Le « peptide de destination »

de la protéine soluble se lie a un adaptateureayfikera a son tour au récepteur du manteau.

L’étape suivante, la formation d’'une veésicule atipate ce « site de sortie » par
bourgeonnement, est amorcée par de petites maotélcae le GTP (guanosine triphosphate)

de la famille des Arf/Sar et Rab. Situées sur tz faytosoliqgue du manteau, apres fixation

34



Introduction

d’'un GTP, elles recrutent des récepteurs (compssantanteau et spécifiques des protéines
cargo), des enzymes modifiant les lipides (phospasés, Pl kinases), des protéines motrices
et des golgines (protéines d’arrimage a I'appateilGolgi). Ces protéines vont, a leur tour,
recruter d’autres partenaires dont des protéindagien (telles que les SNARE). La vésicule
se forme alors par fission, au cours de laguellelergeon se sépare de la membrane du RE.
Ces étapes ont été tres étudiées chez la |esaoaharomyces cerevisiae et sont illustrées

dans la Figure 17.
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Figure 17 : Formation d'une vésicule COP Il
La formation d’'une vésicule COP Il est initiee pachange d’'un GDP contre un GTP sur la protéingl,
catalysée par un facteur d’échange transmembraBao&2. La protéine Sa@TP activée se lie a la membr
du RE et recrute les protéines Sec23/24. Le corapBax1-GTP-Sec23/24 va reconnaitre et se liergaptide
de destination » (export signal) d’'une protéinegoafprebudding complex). Plusieurs complexes SarP-G
Sec23/24-cargo sont alors regroupés grace auximpest&ecl3/31 (polymerizatipndonnant naissance a
bourgeon (budding) recouvert d'un manteau COP ¢betenant des protéines cargo (Sato and Nakand@)20

Une fois la vésicule formée, I'hydrolyse du GTP@DP (guanosine diphosphate) va
entrainer la perte de son manteau COP Il, dontdegposants pourront étre recyclés pour la
formation d’une nouvelle vésicule. Enfin, les pmé&s cargo vont étre transportées vers
'appareil de Golgi et y pénétrer par la fusion ldemembrane de la vésicule avec la
membrane acceptrice de l'appareil de Golgi. Cetapet de fusion fait essentiellement
intervenir les protéines SNARE, associées aux preséd’arrimage. Tout comme les
protéines du manteau, une fois la fusion effectuéssprotéines SNARE vont pouvoir étre

recyclées pour une nouvelle fusion.
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B - De I'appareil de Golgi a la membrane plasmique

L'appareil de Golgi est un organite polarisé, ctuétd’un empilement de saccules
membranaires aplatis, également appelés citernes. pkotéines cargo provenant du RE
pénétrent I'appareil de Golgi par sa fatepuis migrent de saccule en saccule jusqu’a sa face
trans, d’ou elles pourront sortir et rejoindre leur destion finale (Figure 18). Le passage des
protéines membranaires dans I'appareil de Golgieranettre d’achever leur maturation par
de nouvelles modifications post-traductionnelledivage de précurseurs polypeptidiques,

glycosylation, sulfatation et phosphorylation.

/Vésicule provenant du RE
Face cis

lumiere

0 Face trans | ’
\ Vésicule de sécrétion

Vésicule en formation
© 2010 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figure 18 : Schéma représentatif de I'appareil de @gi
L'appareil de Golgi est un organite polarisé. Seefas réceptionne les vésicules transportant les pra
cargos provenant du réticulum endoplasmique (REjadacdrans, constituant le réseau trans golgien (T(
achemine les protéines cargos, apres leur passaggtaine en citerne, vers leur destimatfinale par u
systeme de vésicules. Source : Encyclopaedia Bitan2010.

1 - Trafic au sein de I'appareil de Golgi

La communauté scientifiqgue est partagée quant aoxalités de transport des
protéines cargo au sein de l'appareil de Golgi. XDénoles se distinguent: la premiere
défendant le modele du transport vésiculaire, esdaonde défendant le modele de la
progression des citernes. Dans le premier modege différentes citernes sont des entités
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stables. Le transport des protéines cargo seitaies vésicules « navettes » recouvertes du
manteau COP [, dont les fonctions et la formatiomt Similaires a celles du manteau COP |l
mais au sein de I'appareil de Golgi (décrit dahstdoduction, I- A- 4- Transport vésiculaire
vers I'appareil de Golgi). Dans le second modéds,ésicules provenant du RE fusionnent
avec la membrane de la premiere citerne de ladiaoge I'appareil de Golgi. Les protéines
resteraient au sein de la membrane de la citerete @erniére progresserait dans son
intégralité vers la facérans de I'appareil de Golgi, recyclant, au fur et a oresde sa
progression, les enzymes par un mecanisme rétrotamaat intervenir la machinerie COP 1.
Un modele intermédiaire a été proposé selon ledasl « ponts » seraient créés entre les
différentes citernes de maniere transitoire, peianeta continuité de leur contenu luminal
(Mironov et al., 2005).

Au niveau de la fac&rans de I'appareil de Golgi, les protéines rejoignentréseau
bien organisé, formé d’un continuum de vésicullesréseaurans Golgien ou TGN Trans-
Golgi network). Le TGN constitue la gare de trildecellule puisqu’a partir de ce réseau, les
protéines pourront étre dirigées vers des destimatimultiples (membrane plasmique,
endosomes, RE...).

2 - Controle qgualité de I'appareil de Golgi

Il peut arriver que des protéines mal repliées gobat au contrle qualité du RE. En
effet, 'un des effets du déclenchement de I'UPR lasrégulation positive des génes
impliqués dans le transport des protéines entfRHeet I'appareil de Golgi. Ceci permet de
libérer le RE d'une surcharge protéique mais perégdlement a certaines protéines
structurellement non conformes de progresser dangoie de sécrétion. Cependant, ces
protéines de conformation non native peuvent éisepren charge de fagon alternative par le
contrdle qualité de I'appareil de Golgi. Ce derm@rganise en deux mécanismes. Le premier
consiste en un transport rétrograde des protéieesleg RE, faisant intervenir la machinerie
CORP |, ou elles seront prises en charge et dégsguda voie ERAD (Vashist al., 2001).

Le second mécanisme consiste en I'envoi des pratéina repliées vers la voie endosomale,
d’ou elles pourront étre adressées a des lysos(uesla vacuole chez la levure) pour y étre

dégradées.
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3 - Transport vésiculaire vers la membrane plasmige

Une fois arrivées dans le TGN, les protéines peugae envoyées a la membrane
plasmique selon deux modes de sécrétion. Si allessg€crétées de maniére constitutive, les
vésicules transportant ces protéines a la memlsamirigent directement vers la membrane
plasmique avec laquelle elles fusionnent et délivie protéine cargo. Si leur sécrétion est
régulée par des signaux spécifiques, les protéiaesdevoir étre dirigées vers un endosome,
au sein duquel elles seront stockées jusqu’a cellgs’soient sollicitées. Les vésicules se
chargeant de I'envoi vers I'endosome sont, quaelies, recouvertes d’un manteau de type

clathrine.

Ces deux types de vésicules de sécrétion forméstia ¢ha TGN ont été beaucoup
étudiés chez la levurBaccharomyces cerevisiae et se distinguent d’'une part par le type de
protéines cargo qu’elles contiennent, et d’autre par leur densité. On parle alors de
vésicules de sécrétion de faible densité ou LDS§htddensity secretory vesicles), ou de
vésicules de sécrétion de forte densité ou HDSVAvWreensity secretory vesicles) (Harsay
and Bretscher, 1995; Gurunathairal., 2002; Harsay and Schekman, 2002).

Les LDSV transportent des protéines cargo destiadasnembrane plasmique, telles
gue ’ATPase majoritaire de la membrane plasmiguéedure Pmalp ainsi que des protéines
de la paroi cellulaire (Harsay and Bretscher, 199%)%s protéines cargo de ce type de
vésicule, et en particulier Pmalp, peuvent étrdiséis comme cible pour une
immunoisolation des LDSV (Klemrmt al., 2009). L'isolement et 'analyse de ces dernieres
permis de caractériser leur contenu lipidique riehesrgostérol et sphingolipides (Surata
al., 2011), un contenu caractéristique des radeaighdiges.

Les HDSV, quant a elles, transportent les enzynéeiplpsmiques (localisées entre la
paroi cellulaire et la membrane plasmique) de typertase ou phosphatase acide (Harsay
and Bretscher, 1995). La génération de ce typeédecwie de sécrétion fait intervenir un
manteau de type clathrine (Gurunathairal., 2002). Cependant, le contenu lipidique des
HDSV n’est pas connu a ce jour. En effet, aucuméépre cargo n’a pu étre identifiée comme

étant une cible pour 'immunoisolement des HDSVr(Saet al., 2011).
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Il - Importance des phospholipides dans la voie dsécrétion

Comme nous venons de le détailler, les protéinembranaires doivent cheminer le
long de la voie de sécrétion, passant d’organiterganite, afin d’acquérir la structure native
leur permettant d’exercer leur fonction une foisrldestination finale atteinte. Ces différents
organites possedent leur composition lipidique pFpmui leur confere des propriétés
biophysiques adaptées a leur fonction dans la deisécrétion. En effet, alors que le RE
présente une membrane relativement peu ordonnéegiabrane plasmique quant a elle,
riche en cholestérol/ergostérol, sphingolipides®tPL saturés, arbore une structure plus
ordonnée. Nous verrons dans ce nouveau chapitreingu’altération du contenu
phospholipidique des membranes engendre des patrurd tout au long de la voie de

sécrétion.

A - L’'homéostasie du RE

Des perturbations de I'homéostasie lipidique peuwerdir des répercussions sur
I'intégrité des organites, notamment celle du REgl&rer leur fonctionnement. En effet, les
protéines membranaires s’'inserent de facon cottedunelle dans la membrane du RE, ou
elles sont prises en charge par des chaperonnesdgut a leur bon repliement. Lorsque ce
repliement échoue et que des protéines mal repfi@esumulent dans le RE, 'UPR se met

en place afin de rétablir 'homéostasie de ce cotimpant.

Une étude menée par notre équipe chez la lesageharomyces cerevisiae, a permis
de démontrer qu'une accumulation d’AGS dans lautmlperturbe I'homéostasie du RE
(Pineauet al., 2009). La souche utilisédiemlA (décrite plus en détail dans le chapitre
Objectifs de I'étude, I- Comprendre I'implicationsdAGS sur la voie de sécrétion), présente
une mutation permettant d’accumuler des AGS dacsllale. L'étude de la souche a permis
de montrer que I'accumulation d’AGS, qu'’ils soiemdogénes ou exogenes, induisait 'UPR
par 'augmentation du taux de saturation des Paehla membrane du RE moins fluide. Il a
également été montré que I'ajout d’ergostérol, Uléglent du cholestérol chez la levure,
agissait de facon synergique avec les AGS dardulition de I'UPR. Dans cette méme étude,

I'utilisation d’'une chaperonne chimique prévenaaigilégation de protéines mal repliées
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(Kubotaet al., 2006; de Almeidat al., 2007), le 4-PBA (4-phenyl butyrate) a permis dlab
complétement 'UPR induite par 'accumulation d’AG8diquant que le stress du RE induit
par les AGS s’accompagnait d’'une accumulation d&épres mal repliées dans le RE. Enfin,
il a également été montré dans cette étude que siress du RE était maintenu, il pouvait
conduire a la mort des cellules. Cependant, I'égjaigtgalement montré que I'ajout d’oléate
(C18:1) permettait de contrer les effets des AGI'YIPR et la mort cellulaire, permettant de
restaurer ’lhoméostasie du RE et la croissance alerdes levures (Pineatial., 2009). Une
large collection d’AG a par la suite été testéa @bontré que seuls les AGMI et AGE&$s
avaient cet effet correcteur sur 'UPR, I'AG le plafficace étant I'oléate (Deguét al.,
2011).

Ce phénoméne de lipotoxicité liée aux AGS a égatem&é décrit chez les
mammiféres, dans les cellulpgKaraskovet al., 2006; Cunhat al., 2008; Diakogiannaket
al., 2008). L’exposition de ces cellules aux AGS,reparticulier au palmitate (C16:0), induit
les 3 voies de signalisation de 'UPR (IRE1, ATH6 RERK décrites dans le chapitre
Introduction, II- A- 3a- L'UPR) et conduit a I'aptgse des celluleB (Karaskovet al., 2006;
Cunhaet al., 2008). Néanmoins, ce stress du RE induit parllaifste peut étre corrigé, tout
comme chez la levure par I'ajout d’AGI tels que ¢ate (C18:1) (Cunhet al., 2008) ou le
palmitoléate (C16:1) (Diakogiannadtial., 2008).

B - Formation des vésicules

Les vesicules, permettant le transport des praémembranaires d’organite en
organite jusqu’a la membrane plasmique, sont doiests d’'une bicouche lipidique. Le
contenu en AG des PL constituant la bicouche estnti®l puisqu’il détermine la forme du
PL (conique ou cylindrigue, Figure 6) et module pespriétés biophysiques des membranes
(décrit dans le chapitre Introduction, I- A- 1c-dact du contenu en AG des PL sur les
propriétés biophysiques des membranes). Ainsi, &S auront tendance a
rigidifier/ordonner les membranes alors que les A@G$§ auront tendance a les
fluidifier/désordonner.

Deux mécanismes sont essentiels pour la formatenwveésicules et font intervenir
deux types de protéines. Le premier de ces mécanisnt le recrutement des protéines
Arf/Sar du manteau, qui induisent la courbure denéanbrane pour former un bourgeon. Ces
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protéines, une fois activées (voir Introduction, gitra IlI- B- 3- Transport vésiculaire vers
I'appareil de Golgi), exposent une hélice amphigathi dont la face hydrophobe s’insére
entre les chaines carbonées des PL, et la fac@gatderagit avec la téte polaire des PL.
L’insertion de nombreuses protéines Arf/Sar suetellet externe de la membrane, induit un
écartement entre les tétes polaires des PL etlaxpansion de la surface du feuillet externe,
alors que celle du feuillet interne ne change pPasir compenser cette asymétrie, le feuillet
interne se bombe, créant ainsi une courbure deetabrane (Leet al., 2005). Les protéines
Arf/Sar vont alors recruter les autres protéinesstitutives du manteau et nécessaires a la
formation de la vésicule. Cependant, une fois ksicude formée, celle-ci doit se défaire de
son manteau, qui est un obstacle a sa fusion avewembrane du compartiment cible. Les
protéines Arf/Sar doivent donc étre désactivéetie@&sactivation constitue la seconde étape
importante de la formation des vésicules. Danaede vésicules de type COP | (formées au
niveau de I'appareil de Golgi de la méme facon lgsevésicules COP Il dans le RE : voir
Introduction, 1l- A- 4- Transport vésiculaire vdtappareil de Golgi), la désactivation de Arf
s’effectue par le recrutement de la protéine ArfGARrf GTPase Activating Protein 1), qui
va hydrolyser le GTP porté par Arf en GDP (Tanigaival., 1993). ArfGAP1, contrairement

a Arf qui induit une courbure de membrane, estamssur de la courbure membranaire. En
effet, Joelle Bigay et ses collaborateurs ont nodans une étude vitro publiée en 2003,
que la dépolymérisation du manteau COP | par ArfGARiit tres rapide lorsqu’il recouvrait
des liposomes dont le diamétre était proche de dekivésiculesy(60 nm) et que la réaction
était beaucoup plus lente lorsque les liposomesrétplus grands (Bigast al., 2003). Ainsi,
I'efficacité d’ArfGAP1, nécessaire dans la finatisa du processus de vésiculation, dépend

de la courbure de la membrane.

La découverte de deux motifs ALPS (Amphipathic digtacking Sensors) sur la
protéine ArfGAP1 a permis de comprendre commere qgabtéine reconnaissait la courbure
des membranes (Bigagt al., 2005; Mesminet al., 2007). En effet, ces motifs ALPS
présentent une hélice amphipathique, non struceméuilieu aqueux et interagissant avec les
membranes courbées par la formation d’'une héliggu(€é 19). Contrairement aux hélices
amphipathiques des Arf/Sar, cette hélice n’indais ple courbure de la membrane mais la
détecte. L’interaction des motifs ALPS dépend alengquement de l'insertion de sa face
hydrophobe entre les lipides. Cette interactiordeeient forte que si la courbure induit un
espacement suffisant entre les tétes polaires dg®fn et al., 2009). Autrement dit, plus
que la courbure de la membraper se, un «loose lipid packing » est le paramétre
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déterminant pour le recrutement d’ArfGAP1. Celupeut étre obtenu, soit en augmentant la
courbure de fagcon « mécanique » (par exemple, @aredrutement de Arf/Sar), soit en
introduisant des lipides coniques dans la bicougtoér chapitre Introduction, I- A- 1c-

Impact du contenu en AG des PL sur les propriéshlysiques des membranes).

ArfGAP1

Domaine GAP Motif ALPS

Fi44

Y208
Fid4

Figure 19 : Recrutement de la protéine ArfGAP1 paila vésicule en formation
La protéine ArfGAP1 ne peut se fixer sur une meméraon courbée (image de gauche). Le recrutem
I'activation de Arfl va induire la courbure de leembrane. Lorsque celld-est suffisante, ou lorsqu’il y
« loose lipid packing, les résidus hydrophobes du motif ALPS de ArfGA®urront se structurer en hélic
s'insérer dans la membrane de la vésicule en faomémage de droite). Modifiée d’apres (Bigetyal., 2005).

C - Trafic des protéines membranaires

Une homéostasie lipidique perturbée peut impacter tdafic des protéines
membranaires. Au sein de notre laboratoire, lesteiles AGS sur ce trafic ont été étudiés
chez la souchbemlA de levure (décrite plus en détail dans le cha@tsgectifs de I'étude, |-
Comprendre les effets des AGS sur la voie de sénjépermettant d’accumuler des AGS,
avec, pour protéine modele, la perméase a uracidpk Cette étude a montré que Furdp, en
conditions d’accumulation d’AGS, n’était pas losak a la membrane plasmique (Pineiau
al., 2008). Ce défaut de localisation membranairelteégle I'envoi de Furdp a la vacuole,
directement aprés sa sortie de I'appareil de Gelgis passer par la membrane plasmique.
L’accumulation d’AGS empéche donc Furdp de passerohtrdle qualité de I'appareil de
Golgi. Néanmoins, l'utilisation de I'oléate (C18:i¢rmet de contrecarrer les effets des AGS
sur le trafic de Fur4p et de restaurer son achaméné a la membrane plasmique (Pineau
al., 2008). Dans cette méme étude, le trafic de Pmafp, autre protéine membranaire
modele, n'a pas été perturbé par I'accumulationGBAdans la souch@mlAa. Ceci suggere

que toutes les protéines membranaires ne sont qashdes de la méme facon par
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'accumulation d’AGS et que I'envoi de Furdp a lacuole ne résulte pas d'un blocage
complet de la voie de sécrétion par les AGS.

L'impact des AGS sur le trafic des protéines a émgaint été étudié dans la lignée
cellulaire MING, issue de cellulgsde souris, par Preston et ses collaborateurs @@. Zles
cellules ont été transfectées avec la protéineud®ri thermosensible VSVG-GFP (VSVG-
Green Florescent Protein) puis incubées avec dmifaé afin d’étudier le transport de
VSVG-GFP du RE a l'appareil de Golgi (Prestral., 2009). En effet, a 40 °C, la protéine
VSVG-GFP est retenue dans le RE, alors qu’a 32A€ peut s’en échapper et cheminer dans
la voie de sécrétion. Cette étude a montré quealhaifate réduisait considérablement le trafic
de VSVG-GFP du RE vers I'appareil de Golgi. Ce défde trafic vers I'appareil de Golgi
entraine la rétention de protéines dans le RE,isadti une surcharge protéique dans ce
compartiment. Ces protéines, qui ne sont pas fazoémal repliées mais ralenties dans leur
trafic vers I'appareil de Golgi, participent au échement de 'UPR et au stress du RE

induit par le palmitate.

Les radeaux lipidiques jouent également un réleomamt dans le trafic des protéines.
Ces derniers, riches en sphingolipides et en ctétids sont localisés majoritairement a la
membrane plasmique, mais ont également été identitans le RE (Browma al., 2006) ou
ils interviennent dans I'entrée de protéines carggss la voie de sécrétion (Bagrhtal.,
2000). En effet, il a été montré que la déplétiancHolestérol bloque le trafic des protéines
cargos du RE vers I'appareil de Golgi (Campdnal., 2006). Cette déplétion, observée dans
les cellules} aprés exposition au palmitate (qui sera décri$ pdud dans ce manuscrit, dans
le chapitre Introduction, IV- A- 3- Role des AGSndde développement du diabéte de type
2), contribue également a la surcharge protéiqueRBuet au déclenchement de I'UPR
(Boslemet al., 2013).

D - Stabilité des protéines

Une membrane est formée de deux régions : une régidrophobe, constituée des
chaines aliphatiques des PL d’environ 30 A, et téggon d’interface avec I'environnement
hydrophile constituée des tétes polaires des Pacesss a des molécules d’eau, d’environ
15 A. Il existe donc un gradient de polarité dutoewers les extrémités de la membrane, la
zone la plus apolaire et hydrophobe se trouvasbercentre (Figure 20).
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Figure 20 : Polarisation de la bicouche lipidique

La modélisation d'une protéine transmembranaire b@atériorhodopsine) est représentée sur le pa
supérieur, au sein d'une bicouche lipidique compa$® phosphatidylcholines (PC) comportant des agjda
monoinsaturés a 16 et 18 atomes ddaae. Les différentes zones de la bicouche sqgrésentées dans
diagramme du panneau inférieur. Les chaines d’'acigias (a partir du carbone 2) constituent le
hydrophobe de la bicouche. L'interface, dont landigcorrespond aux fonctions canlytes des acides gras,
constituée du squelette glycéndioeline (ligne rouge) de la téte polaire des PE€ragissant avec des moléci
d’'eau (ligne bleue), qui donne lieu a une phasaipotrés structurée. Modifiée d’aprés (Bowie, 2005

Un parametre déterminant pour le repliement desépres découle de cette
hydrophobicité. Il s’agit de I'« hydrophobic misroht» (Figure 21) (Killian, 1998; Bowie,
2005). Si le segment transmembranaire hydrophobda darotéine est plus long que la
bicouche lipidique n’est épaisse, celui-ci va enwa contact avec les molécules d'eau
environnantes (Figure 21, panneau de gauche). Deerg le segment transmembranaire est

plus court que I'épaisseur de la bicouche, ce Banthaines aliphatiques de la bicouche qui
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se retrouveront au contact des molécules d’eaw(&igl, panneau de droite). Dans les deux

cas, le contact des domaines hydrophobes avec ummmement aqueux crée une situation

thermodynamiquement instable devant étre compesséepar une déformation de la

membrane pour adopter I'épaisseur du segment tembnanaire, soit par un réajustement du

repliement de la protéine pour adopter I'épaissieua membrane.
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Figure 21 : L'hydrophobic mismatch

Lorsqu'un segment transmembranaire (TM) d’'une pmetéest plus long que I'épaisseur de la bico
(panneau de gauche), I'exposition du TM a I'envirement aqueux peut étre évité par plusieurs méuoasis
la protéine peut s'agréger pour diminuer la zdeecontact avec I'eau (1), changer son orientatians I
membrane (3), ou encore modifier son squeletteoceriole fagon a I'adapter a I'épaisseur de la memeb{4)
Une membrane plus ordonnée peut également rédetiee différence de taille (2). Dalescas ou la membra
est plus épaisse que le TM (panneau de droite)cheines des AG se retrouvent en contact avec
environnante. Les mémes mécanismes décrits précéelenpeuvent étre mis en place tels que I'agrégéfiy
la réorganisation disquelette carboné (4) ou encore la fluidificatiom ld membrane pour en dimin
I'épaisseur (2). Si le TM est amphiphile, il peassbuler a la surface de la membrane, sa face p@sposée
I'eau environnante et sa face hydrophobe en coatast la partie la plus externe des AG (3) (Killia@98).

Dans le cas des protéines possédant un domaingmeambranaire en tonnedu

(Figure 11), c’est la bicouche lipidique qui s’atipit principalement en étirant ou en

compactant les lipides les plus proches de la m®t@O'Keeffeet al., 2000), les lipides

impliqués étant surtout de forme conigue (Hong @&achm, 2004) de par leur tendance a
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former des zones de courbure (Figure 21-2, pandeadroite). Dans le cas ou le segment
transmembranaire serait une hélicé-igure 11), deux mécanismes ont été proposéss. lda
premiere hypothese, I'hnélice s’étirerait ou se compacterait par la rotationsde chaines
latérales autour de la liaisorCp (liant la chaine latérale au cytosquelette polyiokégie,
Figure 21-4, panneaux de gauche et de droite).i,Amsotation d’'un résidu tyrosine autour
de cet axe permettrait de faire varier la longusirhélicea de 3 A (Mallet al., 2000). Dans

la seconde hypothése, I'héliocebascule dans sa totalité, dans le cas d’'une Hieouwins
épaisse que le segment transmembranaire (Figur8, Zanneau de gauche). Enfin,
I'oligomérisation des segments transmembranaire galegnent été proposée comme
mécanisme compensatoire de I'« hydrophobic mismatamn réduisant la surface exposée
des protéines (Figure 21-1, panneaux de gauche dtaite) (Killian, 1998; Botelhet al.,
2006).

La composition lipidique influence également urr@yarametre jouant sur la stabilité
des protéines membranaires : le stress de cou(bigere 22, (Gruner, 1985; Hui and Sen,
1989; Tateet al., 1991)). Pour la formation d'une bicouche, lesdigs doivent avoir une
forme cylindrique, le rayon de leur téte polairandétsensiblement égal a celui de leur queue
hydrophobe. Cependant, pour certains PL, leur ghgdeophobe a tendance a s’évaser leur
conférant une forme conique. C’est le cas de lad@Bt la téte polaire est de petite taille, et
des PL comportant au moins un A@s (voir chapitre Introduction, I- A- 1c- Impact du
contenu en AG des PL sur les propriétés des membyan
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Figure 22 : Le stress de courbure
Dans un mélange de PL cylindriques et coniquesdées feuillets de la membrane ont tendance aigie
I'un de l'autre (a). La force permettant de rétabhie bicouche classique est nommée stress deuwreut). C
stress va appliquer une pression latérale sur desathes transmembranaires des protéines intéguéieseri
d’autant plus forte que le taux de PL coniques sepmrtant (c). Modifiée d’aprés (Bowie, 2005).
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De facon générale, la présence de PL de type cergns une membrane a tendance
a écarter les deux feuillets lipidiques I'un deuti® (Figure 22a). Afin de maintenir la
structure en bicouche, une force est mise en mlao@ant lieu a une bicouche « frustrée »
(Figure 22b) par le stress de courbure qui augmlentempactage des chaines aliphatiques
des PL. Ce stress va appliquer une pression latéeml niveau des domaines
transmembranaires des protéines présentes daresanane, qui augmentera avec le taux de
PL coniques (Figure 22c). Ce phénomeéene n‘amélias [efficacité du repliement des
protéines au sein de la bicouche (en termes deetad& vitesse de repliement). En revanche,
il augmente la stabilité des protéines dans cedtaiére (Allenet al., 2004; van den Brink-
van der Laaret al., 2004).

E - Activité des protéines

L’environnement lipidique immédiat d’une protéinglience son activité. Parmi ces
lipides, il faut distinguer les lipides annulairésrmant un « anneau » autour de la protéine,
l'isolant de l'ensemble de la bicouche (Lee, 20&3)les lipides non-annulaires qui
interagissent de maniére trés spécifique avecrt@gipes membranaires et sont généralement

essentiels a leur activité.

Les lipides annulaires forment une sorte de baffiemtiére entre la protéine
membranaire et les autres lipides de la membrdeesdnt notamment impligués dans
I'adaptation a I'« hydrophobic mismatch » (voir pitee précédent), paramétre critique pour
I'activité des protéines possédant plusieurs seggngansmembranaires, qui nécessite une
certaine épaisseur de la bicouche. L’'activité optendes protéines membranaires, pour la
majorité des protéines étudiées, est obtenue awwebideuches composées de PL contenant
des AG a 18 carbones (C18), reflétant la longueayemne des AG retrouvée dans les
membranes biologiques (Lee, 2004). Les variation§é&paisseur de la bicouche induisent
une baisse de l'activité des protéines membranainas n’affectent pas toutes les protéines
de la méme fagon. Par exemple, ces variations peevgrainer des modifications du niveau
de phosphorylation de la protéine et altérer saaitipa changer de conformation durant son
cycle catalytique (Starlingt al., 1995; Starlinget al., 1994). Ces variations de I'épaisseur de
la bicouche peuvent également jouer sur I'affird& la protéine membranaire pour son
substrat (Pilott al., 2001).

a7



Introduction

Les lipides non-annulaires sont généralement dsterda l'activité des protéines
membranaires et sont considérés comme des cofacteaur association aux protéines, soit
entre les héliceg des domaines transmembranaires, soit aux interfarcdééine-protéine dans
les complexes multiprotéiques (Lee, 2004), esetall’ils peuvent étre co-purifiés avec
celles-ci et apparaitre sur les structures a heagelution obtenues par cristallographie aux
rayons X (Lee, 2003). Parmi ces lipides non anredaion peut citer le cholestérol et les PG
(phosphatidylglycérol). Prenons I'exemple de I'imoption du cholestérol dans l'activité de la
Na'/K*-ATPase. L'activité maximale de cette protéine ebtenue dans des membranes
composées de PL a AG contenant 22 atomes de carbootes C22) en absence de
cholestérol, et C18 en présence de cholestéralenser induisant un épaississement de la
bicouche (Corneliuset al., 2001). Cependant, lactivit¢ de la M&'-ATPase est
considérablement plus importante lorsqu’elle estiée dans une membrane composéee de
PC(18:1/18:1) en présence de cholestérol, que dams membrane composée de
PC(22:1/22:1) en absence de cholestérol. Ceci démdimhportance du cholestérol pour

I'activité de la N&/K*-ATPase, indépendamment de I'épaisseur de la membra
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IV - Pathologies liées a la dérégulation de 'nomé&tasie lipidiqgue : cas des AG

A - Le diabéte de type 2

1 - Généralités

Le diabete de type 2 (DT2) est une maladie chrongguactérisée par un trouble du
métabolisme du glucose. Cette maladie touche pee84d millions de personnes dans le
monde, dont pres de 3 millions en France, génémieagées de plus de 40 ans.

Le glucose est utilisé par 'organisme comme sodféaergie. Les cellules peuvent
assimiler le glucose grace a une hormone prodeitdgs cellule$ des ilots de Langerhans
du pancréas, I'insuline. Chez les individus atgeu¢ DT2, les cellules deviennent peu a peu
résistantes a l'insuline. Elles n’assimilent plaglucose et celui-ci s’accumule dans le sang,
conduisant a une hyperglycémie. Selon I'Organisatitondiale de la Santé (OMS), le
diabéte est défini par une glycémie a jeun supériaul,26 g/L de sang. En réponse a cette
hyperglycémie due a l'insulinorésistance des ceflidonsommatrices de glucose, les cellules
B vont augmenter leur sécrétion d’insuline afin @alblir une glycémie normale. Cette
augmentation de l'activité sécrétrice va peu a peuiser les cellule$, entrainant la
diminution de la production d’insuline, puis unepkyglycémie et, a terme, I'installation du
DT2.

2 - L’obésité, un facteur de risque

L'obésité est I'un des facteurs de risque majelersiéveloppement de DT2. En effet,
80% des individus diabétiques présentent une sigehaondérale. Il a été proposé depuis
plusieurs années qu’une alimentation riche en A@®riserait le développement du DT2
(Paolissoet al., 1995; Robertsoret al., 2004). Méme si I'étiologie du DT2 reste encore
évasive, la communauté scientifigue admet tout dmenque I'accumulation de lipides dans
les tissus non adipeux, tels que les muscles dtjgakes, le foie et les cellule$
pancréatiques, contribue au dysfonctionnement deorganes (Kahet al., 2006). Chez les
individus obeses, les acides gras apportés pamméatation, majoritairement saturés

lorsqu’ils proviennent d’'une source animale, votre éréférentiellement utilisés comme
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source d'énergie par les cellules musculaires. Leeoge n’étant plus consommé, une
hyperglycémie va s'installer, entrainant la susatdi des cellules. Celles-ci s’épuisent,
perdent leur capacité a détecter le glucose etedeent donc insulinorésistantes, ce qui
engendre une diminution de la sécrétion d’insul®@lus long terme, les cellulgsfinissent
par mourir par apoptose, réduisant ainsi la massedailulesp et rendant impossible le
maintien d’'une glycémie normale en raison d'unengt& insuffisante d’insuline sécrétée
(Weir and Bonner-Weir, 2004).

3 - Role des AGS dans le développement du diabéte type 2

Les mécanismes reliant I'excés d’AGS et la mort dekulesp ont beaucoup été
étudiés durant ces dix dernieres années. En 2QfZgret ses collaborateurs ont montré que
I'obésité induisait un stress du RE dans les @dldiépatiques et adipeuses (Ozegal.,
2004). Les cellule$, du fait de leur activité intense de synthéseeesécrétion d'insuline,
sont trés sensibles au stress du RE (Aetkal., 2003; Harding and Ron, 2002). C’est
pourquoi Karaskov et son équipe se sont intereaséeffets d’'une exposition chronique des
cellulesp aux AG. Cette étude a montré que le traitemendréue des cellulef par de
fortes concentrations d'oléate (C18:1, AGI) ou dalnptate (C16:0, AGS) induisait
I'apoptose de ces cellules, mais que seul le patenihduisait le déclenchement de 'URR
I'activation des voies PERK et IRE1 (voir Introdiact, 1I- A- 3a- L'UPR), traduisant un
stress du RE (Karaskat al., 2006). Quelques années plus tard, Cunha et dabamateurs
ont montré que le stress du RE induit par les AG® des cellule§ s’accompagnait d’'une
déplétion des stocks calciques du RE, et que la #diF6 était également induite dans les
cellulesp exposées au palmitate, mais que seules les \RIeE ¢t PERK étaient impliquées
dans le déclenchement de I'apoptose (Custla., 2008). Néanmoins, cette lipotoxicité liee
au palmitate, peut étre corrigée par des AGMIdeks le palmitoléate (C16:1) (Diakogiannaki
et al., 2008) ou l'oléate (C18:1) (Dhayal and Morgan, PQ1qui régulent de fagon
antagoniste la voie PERK en diminuant la phosplatioh du facteur elr2 (Diakogiannaki
et al., 2008).

S’il est reconnu que les AGS sont les initiatewedadmort par apoptose des cellytes
médiée par un stress du RE, les mécanismes malésuhais en jeu sont encore peu compris.

Une étude récente, menée par Boslem et ses catebos, a montré que le prétraitement des
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cellulesp avec du palmitate altérait la composition et Eridhution des radeaux lipidiques du
RE (Boslemet al., 2013). En effet, I'incubation des cellulgsvec du palmitate entraine une
augmentation des céramides ainsi qu'une diminudiwrcholestérol et des especes insaturées
de sphingomyéline dans le RE, induisant un blocdgetrafic vésiculaire du RE vers
I'appareil de Golgi (Camparet al., 2006) et I'accumulation des protéines cargos daE
(Prestoret al., 2009; Verett al., 2011). Cette étude a également montré un tadieradetion

de vésicules réduit apres I'ajout du palmitate tidonant également a la surcharge protéique
a l'origine du stress du RE et au déclenchemertiageptose des cellule$ (Boslemet al.,
2013).

B - La mucoviscidose

1 - Origine de la maladie

La mucoviscidose est une maladie génétique a tigegmn autosomique recessive,
touchant essentiellement les populations d’origiaecasienne. En Europe, son incidence se
situe entre 1/8000 et 1/10000 individus. La muanuizse affecte les tissus épithéliaux de
nombreux organes tels que les poumons, le pandetdsie, l'intestin gréle et I'appareil
reproducteur par la production massive d’'un mucusgugux obstruant les différents
canaux/conduits de ces organes (Welsh and Smith5).19@s glandes sudoripares des
patients atteints de mucoviscidose, que nous dralifs dans ce manuscrit de patients CF
(pour Cystic Fibrosis, traduction anglaise de féwrdystigue, nom donné a la mucoviscidose
lors de sa découverte), sont également touchéEcttent une sueur anormalement riche en
ions chlorure (Gibson and Cooke, 1959). Le dosageiahs chlorure dans la sueur dans les
premiers jours de vie du nourrisson constitue l@ars I'un des tests permettant de
diagnostiquer la maladie. Selon la Haute AutoritéSdaté (HAS), le test est positif pour une

concentration supérieure a 60 mmol/L, la conceipmatormale étant inférieure a 40 mmol/L.

Des mutations du gen€FTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator), identifié en 1989 (Riordahal., 1989; Rommenst al., 1989) et codant pour un
canal chlorure localisé a la membrane plasmiqud, responsables de cette maladie. Plus de
1900 mutations de ce gene ont été listées a ceefosont disponibles dans une banque de
données en ligne (www.genet.sickkids.on.ca/cftgllé€s-ci sont répertoriées en sept classes
selon les effets de la mutation sur la protéine RHIa mutation la plus commune, retrouvée
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sur au moins un allele chez prés de 90% des indivatteints de mucoviscidose, est une
mutation de classe Il perturbant la maturation algrotéine. Il s’agit de la délétion de la
phénylalanine située a la position 508 de la chpoigpeptidique et donnant lieu au mutant
F508del-CFTR.

la-Le CFTR

Le CFTR est une glycoprotéine composée de 1480aaym poids moléculaire de
170 kDa. Bien que sa structure n'ait pas encorekigdée a ce jour, la comparaison de sa
séquence polypeptidique a celle d’autres protémambranaires de structure connue a permis
de le classer parmi les transporteurs ABC (ATP-BigdCassette) par analogie structurale
(Ameset al., 1990; Hydeet al., 1990). En effet, comme tout membre de la famAEC,
CFTR possede deux domaines transmembranaires (P& Membrane Spanning Domain)
formant le pore hydrophile du canal, et deux donmmieyoplasmiques de liaison a I'ATP
(NBD, pour Nucleotide Binding Domain) dont les ®@&lde fixation et d’hydrolyse de I'ATP
contrdlent I'ouverture et la fermeture du pore (Bawktz et al., 1994; Gunderson and
Kopito, 1994; Hwangt al., 1994) (Figure 23).

Milieu
extracellulaire

membrane
plasmique

Milieu
intracellulaire

domaine R

PKA + ATP

Figure 23 : Modéle moléculaire du CFTR
Le CFTR est composé de deux motifs répétés compremadomaine a six segments transmembranaires [MSD
structurés en hélices et un domaine de liaison a 'ATP (NBD), séparés yoa domaine régulateur (R). Les
MSD forment le pore du canal. Lorsque R n’est gassphorylé, celui-ci interagit avec les NBD, masguaur
site de fixation de I'ATP. La phosphorylation defar les protéines kinases PKA et PKC interrompt son
interaction avec les NBD. Ces derniers peuventsafixer et hydrolyser I'ATP. L’hydrolyse de L'ATPap
NBD-1 a pour conséquence l'ouverture du canal,satpme I'hydrolyse par NBD-2 provoque sa fermeture
(Carsonet al., 1995). Modifiée d’'apreés Donald J. Davidson etaJ®. Dorin, Expert reviews in Molecular
Mediciné€® 2001, Cambridge University Press.
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Cependant, CFTR se distingue des autres transppi®®C, car il est le seul canal
ionique de la famille mais également le seul a ¢dess un domaine régulateur (R)
intracytoplasmique (Sheppard and Welsh, 1999), deétat de phosphorylation, modulé
principalement par les protéines kinases PKA (Rret&Kinase AMPc-dépendante) et PKC,
participe également a la régulation des cycles dduve/fermeture du canal (pour revue
(Sheppard and Welsh, 1999; Gadsby and Nairn, 1988)Héphosphorylation des NBD et
donc l'inactivation de CFTR est effectuée par desgines phosphatases (Letcal., 1998).

Le CFTR est exprimé a la face apicale des cellél@shéliales (Denninget al.,
1992a), ou il module la sécrétion des ions chl@umais participe également a la régulation
de nombreux autres canaux ioniques (pour revuadRm 2008)). Parmi ces canaux, CFTR
régule négativement l'activité des canaux sodiqiE¢aC (Epithelial Na Channels)
impliqués dans I'hydratation du mucus recouvrasttlesus épithéliaux (Makt al., 1998;
Mall et al., 1999).

D’un point de vue pharmacologique, de nhombreusegcutds permettent de moduler
I'activité de CFTR (pour revue (Schula al., 1999b)). Parmi celles-ci, on peut citer la
forskoline (Fsk) et la génistéine (Gst), trées courgent employées dans les laboratoires de
recherches pour activer CFTR. La Fsk agit indimaetet sur I'activité de CFTR en stimulant
la PKA par la voie de TAMPc (Adénosine MonoPhosgehayclique) (Breueet al., 1992),
alors que la Gst agit directement sur CFTR (lletkal., 1995). Parmi les inhibiteurs
spécifiqgues de CFTR, on peut citer I'inhibiteur XCFTR,1-172, (Maet al., 2002))

1b - La mutation F508del-CF TR

La mutation la plus fréquente responsable de laowiscidose, F508del-CFTR,
entraine un défaut de maturation post-traductidards la protéine correspondante (Cheng
al., 1990). Celle-ci, ne passant pas le contrdle tfudli RE, est envoyée vers la voie ERAD
ou elle est degradée par le protéasome (Figuréa&imanet al., 2002)). Cette rétention dans
le RE pourrait conduire a un stress du RE et l'iidncde 'UPR. Cependant, la question de
'UPR dans la mucoviscidose est un sujet contr@verge nous discuterons plus tard dans ce

manuscrit.
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F508del-CFTR n’étant pas acheminé a la membranempdae (Denninget al.,
1992b), il ne peut pas jouer son rdle dans I'hyatian du mucus, rendant ce dernier épais et
visqueux. Au niveau pulmonaire, 'augmentation deviscosité du mucus conduit a une
obstruction chronique des bronches (Worlitzstlal., 2002) et rend inefficace la clairance
mucociliaire, favorisant I'apparition d’infectionlsactériennes chroniques associées a une
inflammation et responsables de la morbidité denddadie (Doring, 1996). Au niveau du
pancréas, les canaux pancréatigues sont égalentemtués, réduisant l'excrétion des
enzymes pancréatiques, entre autres les lipasestsfpsine, dans la lumiere de lintestin.
Ceci a pour conséquence une mauvaise absorptiagraisses, des protéines et des vitamines
liposolubles, entrainant une diarrhée chroniquasgeaise, une croissance insuffisante, un
retard pubertaire, une anémie et des troubles oalerfpour revue (Pencharz and Durie,
2000)). A plus long terme, les cellul@ssont détruites, la sécrétion d’'insuline réduiteset
développe un diabéte lié a la mucoviscidose, ou @HPour Cystic Fibrosis Related
Diabetes), qui, avec l'allongement de la durée @edas patients CF, est la cause la plus

commune de comorbidité (Morahal., 2009).
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Figure 24 : Voies de sécrétion des protéines CFTR E508del-CFTR
A) La protéine CFTR, aprés sa synthése et sonereplit dans le RE (1) doit passer le contrdle dqudkt c
compartiment. Si son repliement estreat, elle est envoyée vers I'appareil de Golgj éon elle est dirige
vers le protéasome pour y étre dégradée (3). Uaeséomaturation achevée au sein de I'appareil @giGelle
est transportééa un systéme vésiculaire vers la membrane plase{d), d’ou elle sera rapidement internal
(5) dans des vésicules endosomales en attendantsmiage (6) ou sa dégradation dans le lysos@nd] Le
protéine F508del-CFTR, quant a elle, ne passeepearitréle qualité du RE. Elle est directemmmioyée vers
protéasome pour dégradation. Modifiée d’apres Gadlorez de I'Université de Poitiers.
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2 - Des correcteurs pharmacologigues : une stratégthérapeutigue

Il a été montré que le F508del-CFTR, malgré soauwtéle maturation le retenant dans
le RE, restait un canal fonctionnel (Pasyk and Etisk995). Cette observation a alors orienté
les recherches vers la correction du trafic de FBR8&#TR jusqu’a la membrane plasmique.
Ainsi, plusieurs molécules jouant le role de chapaes pharmacologiques ou de modulateurs
de 'homéostasie protéique pendant le repliement-8@8del-CFTR dans le RE ont été
découvertes grace au criblage de banques de med¢edultilisation de ces molécules a
permis de montrer que le F508del-CFTR, une foidadrna la membrane plasmique, était
moins stable (Hedet al., 2001) et moins actif que la protéine CFTR (Schetltal., 1999a),

mais qu'il était néanmoins fonctionnel.

Parmi les molécules correctrices du F508del-CFTR, psut citer le 4-PBA
(Rubensteiret al., 1997), le CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthjf@éacobsormt al., 1995;
Andersson and Roomans, 2000)), le VX-809 (Van Gbal., 2011) et le miglustat (Norest
al., 2006). Concernant les mécanismes d’action deceeecteurs, 4-PBA et miglustat ont
pour cibles des chaperonnes moléculaires du RH,oeaurence Hsp70 et la calnexine,
respectivement (Rubenstethal., 1997; Norezt al., 2006). lls présentent donc la propriété
d’inhiber l'interaction de ces chaperonnes avec8@88CFTR, lui permettant d’échapper au
contréle qualité du RE. VX-809, quant a lui, inggtadirectement avec F508del-CFTR
pendant sa biogenese et son repliement au seifedluRpermettant également d’échapper a
son adressage vers le protéasome pour dégradsionGooret al., 2011). Le mécanisme
d’action du CPX, quant a lui, est controversé. Balertaines équipes, il interagirait avec le
NBD1 de F508del-CFTR (Cohet al., 1997), alors que d’autres émettent I'hypothesense
laguelle CPX modulerait I'activité chlorure du Fa@B-CFTR par des modifications du pH

intracellulaire (Kunzelmanet al., 1998; Casavoldt al., 1995).

Ces quatre molécules ont été testées en essajudifRubenstein and Zeitlin, 1998;
McCarty et al., 2002; Clancyet al., 2012; Leonardet al., 2012). Cependant, elles sont
apparues moins efficaces chez les patients queldariestdn vitro. Si le 4-PBA a montré
une légere amélioration de l'activité CFTR au nivela I'épithélium nasal et le VX-809 une
diminution de la concentration en ions chlorurelasueur, aucune de ces molécules n’'a eu
d’effet au niveau pulmonaire. Malgré le faible tade réussite de ces correcteurs en essai
clinique, les chercheurs n'abandonnent pas l'idésalgner la maladie par ces molécules.
L’hypothése actuelle serait d’améliorer le traiteitndes patients CF par la combinaison de
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deux molécules, probablement un correcteur et uenpateur dont les effets seraient
synergiques (Welsh, 2010; Pedemonte and Galiddte?;Hanraharet al., 2013; Farinhaet
al., 2013).

3 - Une homéostasie lipidigue perturbée

Bien avant la découverte du geBETR, la mucoviscidose avait été associée a des
troubles de ’homéostasie lipidique et en parteruties AGPI. En effet, des 1962, la maladie
était caractérisée par de faibles taux d’acideldiqae (LA, C18:2, (Kuoet al., 1962;
Underwoodet al., 1972)) et d’acide docosahexaénoique (DHA, C2@Jaderwoodet al.,
1972; Freedmamt al., 2004)) dans les tissus et le plasma des pat@hrtsCes anomalies
lipidiques, retrouvées uniquement chez les patie@is souffrant d’une insuffisance
pancréatique (Hubbaret al., 1977), ont fait I'objet de plusieurs essais tpérdiques de
supplémentation en AG. Les résultats de ces sugplétions n’étant pas cohérents d’'une
étude a l'autre, le sujet reste controversé (Deavét al., 2003; Lloyd-Still et al., 2006;
McKarneyet al., 2007; Costet al., 2007; Duriewet al., 2007). Plus récemment, une analyse
lipidomique du plasma des patients CF a montré dinenution systématique de quatre
especes de PC contenant des AGPI (36:3, 36:5,63838:6) dans les formes graves de la
maladie par rapport aux formes modérées (Guegtesh, 2009). Il a d’'ailleurs été proposé
que la signature lipidique du plasma des patieRp@ivait, non seulement étre corrélée a la
séverité de la maladie, mais également constitngrotentiel pronostic sur le développement
de la pathologie (Olleret al., 2011).

La mucoviscidose est également associée a une atation de cholestérol dans les
poumons et la trachée des patients CF ainsi que l@aplasma (Whitest al., 2007). Le
contenu en céramides est également altéré dars mettadie, méme si la communauté
scientifique ne s’accorde pas a propos des vanmtidu taux de céramides. En effet,
Teichgraber et ses collaborateurs ont montré unenenigtion du taux de céramides qui
modulerait I'inflammation, la mort cellulaire et fasceptibilité des patients CF a I'infection
(Teichgraberet al., 2008). Guilbault et son équipe, quant a eux, @ssb une carence en
céramides aux déséquilibres en AGPI retrouvés lesezatients CF (Guilbaudt al., 2009).
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Notre objectif lors de ces trois années de thésit dbuble. Dans un premier temps,
nous avons étudié, dans un modeéle simple, les risdoas moléculaires et cellulaires de la
lipotoxicité liee aux AGS et en particulier leunsgacts sur la voie de sécrétion. Puis, dans un
second temps, nous nous sommes intéresses adieBudu contenu lipidique membranaire

sur la voie de sécrétion des cellules CF.

| - Comprendre I'implication des AGS sur la voie desécrétion

L’évolution des pays développés a contribué a ladifitation des ressources
alimentaires, de plus en plus riches en AGS et &l Kans (décrits dans la partie
Introduction, I- 1b- Diversité liée aux acides gra&3r, ces types d’AG ont des effets déléteres
sur la santé en favorisant le développement dedieslaardiovasculaires, de I'obésité et du
diabéte de type 2. Les AG sont les composants pelef plus complexes, les
céramides/sphingolipides et les phospholipidessafdi partie intégrante des membranes
cellulaires. Le contenu en AG de ces espéces dipedi module les propriétés biophysiques
des membranes et par conséquent, des processule ¢#sgoie de sécrétion. Au niveau post-
traductionnel, les AGS altérent le repliement degddnes et leur trafic du RE a I'appareil de
Golgi, provoquant une surcharge protéique dansHeeRinduisant 'UPR, qui, si elle est
prolongée, conduit a I'apoptose des cellules (Rimeal., 2009; Prestost al., 2009; Boslem
etal., 2013).

Dans une premiere étude qui a fait I'objet d’unenpiere publication, nous nous
sommes intéressés aux mécanismes moléculairesllefaices des AGS sur la voie de
sécrétion. Pour cela, nous avons travaillé sur adate cellulaire eucaryote simple, la levure
de boulangeBaccharomyces cerevisiae. L'invalidation du gen¢HEM1 dans la levure, souche
nommée hemlA, permet d’accumuler des AGS dans cet organisme.efiagt, Hemlp,
'enzyme codée par ce gene, catalyse la syntheses-dminolévulinate (ALA), un
intermédiaire de la synthese de 'héme, lui-mémeafacteur d’enzymes impliquées dans la
synthese de I'ergostérol (ERG) et dans la désaardes AGS en AGI (Figure 25).

Cultivée en absence d’ALA, cette souche n’est pgsble de synthétiser 'TERG et de
désaturer les AGS. Elle subit donc une double carencERG et AGI, et par conséquent une
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accumulation d’AGS (Ferreira al., 2004) si cultivée dans un milieu standard YP&I((itlé
dans le chapitre Matériel et méthodes, |- A- 2-t@ek). Afin d’éliminer les effets possibles
d’'une carence en ergostérol et de n'observer gsieefiets des AGS, le milieu peut étre
supplémenté en ERG. Les AGS et 'ERG agissent denfaynergique sur I'induction du
stress du RE (Pineaat al., 2009), et ces effets peuvent étre corrigés @gout d'oléate
(OLE) dans le milieu de culture, utilisé comme seud’AGI. Ainsi, la culture de la souche
hemlA en présence d’ALA ou d’ERG+OLE permet de palles éffets de la mutation.

Souche sauvage Souche heml1A
Succinyl-CoA + Glycine Succinyl-CoA + Glycine
Hemlp = cCoO, HELP > Co,

v v
6-aminolévulinate 6—aminMulinate
v v

Heme I-Me

Synthése Désaturation S ese Dés tion
d’ergostérol des AGS en AGI || d’ergostérol desA n AGlI

|

[Accumulation d’AGS|

Figure 25 : Le modélehemlA
Hem1p catalyse la synthese &aminolévulinate nécessaire pour la production de I’héme indisplielespour |
formation de I'ergostérol et la désaturation desSA&h AGI. Dans la souchiEmlA, le §-aminolévulinaten’es!
plus synthétisé, bloquant ainsi la production déme et induisant une accumulation d’AGS.

L’accumulation d’AGS induit 'accumulation de céral®s. Il a été montré qu’un taux
élevé de céramides induisait I'apoptose (Dbaibotdauanun, 1998) et que 'augmentation du
taux de saturation des PL perturbait la fluidités deembranes (Deguiét al., 2011).
Cependant, les mécanismes moléculaires mis enegant mal connus. Dans cette souche
hemlA, nous avons tout dabord déterminé les contribstiomelatives des
céramides/sphingolipides et des PL dans la lipotxiiée aux AGS. Pour cela, nous avons
bloqué la voie de biosynthése des céramides/spliydes grace a la myriocine, qui inhibe
de facon spécifique la premiére étape de biosyattiés céramides/sphingolipides a partir du

palmitoyl-CoA (décrit plus en détail dans la paRiésultats, Résumé du premier article). Ceci
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nous a permis de discriminer les étapes de la daiesécrétion dans lesquelles les

céramides/sphingolipides étaient impliqués.

Les vésicules étant un élément central de la veisétrétion, de par leur implication
dans le trafic des protéines d’organite en orggnggu’a leur destination finale, nous nous
sommes également intéressés a leur formation desmeahditions d’accumulation d’AGS :

leur structure, leur nombre et le mécanisme decuésion.

Il - Comprendre I'implication des AGS dans la mucovscidose

La mucoviscidose (décrite dans la partie IntrodurctiV- B- La mucoviscidose) est
une maladie génétique dont la mutation la plusuieéte F508del-CFTR, a pour conséquence
une altération de la voie de sécrétion de la pmetébrrespondante. Toutefois, il est possible
de corriger le trafic de F508del-CFTR par des ageftarmacologiques (Andersson and
Roomans, 2000; Nore&t al., 2006; Van Goort al., 2011). Certaines de ces molécules
correctrices ont d’'ailleurs été testées en essaguke mais n’ont pas apporté d’améliorations
importantes chez les patients traités. Le deuxi@imectif de cette these a donc été de
comprendre la raison pour laquelle ces moléculesnpaicologiques, tres efficacasvitro,
n'ont pas rencontré le succes attendu en essaguwinNous avons alors eémis I'hypothese
selon laquelle un facteur important de la voie deréion, retrouvé chez les patients CF,
n'aurait pas été pris en compte lorsque les ifestdro ont été effectués. Ce facteur pourrait
étre le contenu phospholipidique des cellules épdles des patients CF.

Si la mucoviscidose a tres tot été associée a uménation des AGPI dans les
cellules, le plasma (Kuet al., 1962; Underwoodt al., 1972; Freedmaat al., 2004) et dans
les PC du plasma des patients CF (Gueresh, 2009), peu de données concernant les AG
intégrés dans les PL membranaires des celluleo@Fatrouvées dans la littérature. Or, nous
savons que les AGS altérent la voie de sécrétios dan ensemble et pourraient de ce fait
perturber dans la correction du trafic de F508d€l-R a la membrane plasmique. Dans une
deuxieme étude qui a fait I'objet d’'un second &timous avons dans un premier temps
caractérisé le contenu en AG des phospholipides breeraires, en particulier des PC, des

cellules épithéliales de bronches issues de pnglénts de poumon de patients CF et non-CF
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(voir Matériel et Méthodes, |- B- Cellules épittaddis bronchiques fraichement dissociées).
Puis, dans un second temps, nous avons étudigéimde de ce profil phospholipidique sur la
fonctionnalité du F508del-CFTR corrigé par des &éggmarmacologiques dans les lignées

cellulaires correspondantes (voir Matériel et Médgd- C- Lignées cellulaires).
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| - Matériel biologique

Dansce travail de reherche, plusieurs types cellulaires ont ttilisés Nous avons
commencé a travailler suun modele cellulre eucaryote simple,1 levure, avant de
poursuivrenotre étude sur n autre modéle nous permettant d’apprer au plus preles
conditions physiologiques les cellule humaines frahement disociée issues de
prélevements de patientSes derniéres, n'étant disponibles que ponlement, nous avor

également travaillé sur desllules humaines immortalisées ou lignées<ulaires.
A - Levures

Le premier type cellaire étudié est la levure de boulanSaccharomyces cerevisiae
(Figure 26). Oganisme urcellulaire euceyote, la levureprésente !'s avantages d’ur
croissance rapide et d’'uneible exigence nutritionnelleCes caractériiques permettent ¢
cultiver, d’étudier et d'utiser la levure aussi facilement que s microorganisme
procaryotes. Soatilisation e1 tant que modéunicellulaire simple est dutant plus précieus
pour explorer la biogenésdes protéins membranaires. dhtrairemen aux bactéries, ell
comporte une voie de sédon dans laquel sont retrouvées legrincipalesmodifications
post traductionnelles néceiires a la maturation des protéines desanismes eucaryoi

supérieurs.

1 - Souches

Parmi les soucheSaccharomyces cerevisiae utilisées dans dte étude, ertaines

proviennent de la banque Bbscarf,'une d’entre elles noua été fournie etles autres ont été
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obtenues par croisement génétique au sein de laboeatoire (méthode décrite dans la partie

« Méthode de génétique : obtention de doubles raitgnCes souches sont répertoriées dans

le tableau ci-dessous :

ORF ; .
Souche o Génotype Origine
délété
] BY4742
Y10000 (MAT)a trpl his3 ura3 leu2 met15
(Euroscarf)
] (Pineauet al.,
hemlA a YDR232W | (MAT)atrpl his3 ura3leu2 heml::LEU2
2009)
) (Pineauet al.,
hemlA a YDR232W | (MAT)a trpl his3 ura3 leu2 heml::LEU2
2009)
) Y10858
SCSTA YMR272C | (MAT)a his3 leu2 lys2 ura3 scs7::kanMX4
(Euroscarf)
TFY15,
SECBA'S YILO68C (MAT)a leu2 trpl ura3 sec6 (ts) (Ferreira et al.,
2002)
hemiA, ) (Pineauet al.,
(MAT)a his3 leu2 ura3 heml::LEU2 end3::kanM X4
end3A 2008)
Cette étude,
hemlA, ] descendant de
(MAT)a trpl his3 ura3 heml::LEU2 sec6-4 (ts)
SECBA™S hemlA a x
TFY15
SP1- ] (Robinsoret al.,
(MAT)a canl his3 ura3 leu2 ade8 trpl:: TRP1:: TPI1-SEC7-RFP
SECTRFP 2006)
Cette étude,
) descendant de
hemlA, (MAT)a his3 ura3 ade8 heml::kanMX4 trpl::TRP1::TPI1-SEC7-
SP1-SEC7RFP
SEC7RFP RFP
a x Y23591
(Euroscarf)

Tableau 3 : Souches de levures utilisées
Les souches soulignées et écrites en gras daableau ont été obtenues au sein de notre labaratoir

2 - Cultures

Les levures sont généralement cultivées a 27 °@ikeu liquide et sous agitation ou
sur un milieu solide. La thermosensibilité des mtgas'évalue a 37 °C. Toutes les

manipulations se font en conditions stériles, gedoa bec Bunsen.

Différents milieux ont été utilisés : des milieugneplets YPG (« Yeast Peptone » +
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Glucose) et YPRaf (YP + Raffinose), un milieu mioim YNB (« Yeast Nitrogen Base »)
supplémenté au besoin avec des acides aminéstf@ades bases azotées (ba), et un milieu
de sporulation ACK (Acétate de Potassium). Leur position est donnée dans le tableau

suivant :
Milieu Utilisation Composition
. - Peptone pepsique de viande BIOKAR 10 g/L
YPG Milieu complet avec

- Extrait autolytique de levure BIOKAR 10 g/L

- Glucose 20 g/L

(pour du milieu solide, Agar BIOKAR 2% (m/v))
YPRaf Milieu complet avec | - Peptone pepsique de viande BIOKAR 10 g/L

« Yeast Peptone » du glucose comme

Glucose source de carbone.

« Yeast Peptone » du raffinose comme | - Extrait autolytique de levure BIOKAR 10 g/L

Raffinose source de carbone. | - Raffinose 20 g/L

- «Yeast Nitrogen Base w/o aminoacids &and
ammonium sulfate » DIFCO 1,7 g/L
YNB Milieu minimum pour | - Sulfate d’'ammonium 5 g/L
« Yeast Nitrogen| la sélection des clones- Glucose 10 g/L
Base » d’intérét. - Si besoin, les aa et ba sont ajoutés a |une
concentration finale de 50 pg/mL
(pour du milieu solide, Agar BIOKAR 2% (m/v))

ACK Milieu de sporulation i _
) _ - Acétate de potassium 10 g/L
Acétate de pour I'obtention
_ o - Agar BIOKAR 2% (m/v)
Potassium d’individus haploides.

Tableau 4 : Composition des milieux de culture utités pour la levure

La souchehemlA, étant incapable de synthétiser daminolévulinate (ALA), ce

dernier est ajouté, lorsque cela est indiqué, aconeentration finale de 80 pg/mL (SIGMA).

L’ergostérol (ERG), dont la solution mére est prépadans du tergitol/éthanol (1:1,
vlv, SIGMA®/Fisher) & 4 mg/mL, est ajouté & une concentrdiivele de 80 pg/mL. Le
tween 80 (mono-oléate polyoxyéthylene 20 monohyatto®l, Acros Organics), utilisé par

les cellules comme source d'oléate, est ajouté &1%h

La myriocine (MYR, SIGMA), employée comme inhibitede |la voie de biosynthése

des sphingolipides, est préparée dans du dimétfodsde (DMSO) a 10 mM et utilisée a

une concentration finale de 100 nM, 1 pM ou 10 |&.G418M (Acros Organics), utilisé
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pour sélectionner les souches portant le genedistagce a la généticikanMX4, est ajouté

a une concentration finale de 200 pg/mL.

Les souches transformées par le plasmide pFI38§f-@G#s plasmides utilisés sont
décrits dans la partie |- D- Plasmides) sont cééiss en YPRaf, avec du raffinose comme
source de carbone. En effet, dans ce plasmideene ge fusiorFUR4-GFP est sous le
contrble du promoteur GAL10 qui est réprimé pagligcose. L'induction de la synthese de
cette protéine se fait par I'ajout de galactosen@ concentration finale de 40 g/L, pendant

12 h maximum.

Les milieux complets YPG et YPRaf ainsi que le eulide sporulation ACK sont
stérilisés par autoclavage a 120 °C pendant 20 etite milieu minimum YNB a 110 °C
pendant 15 min. Toutes les solutions aqueused@aLA et G418) ainsi que la myriocine
sont stérilisées grace a un filtre de 0,45 um. @&wiéres, tout comme l'ergostérol et le

tween 80, utilisés pour supplémenter les milieoxt gjoutés apres lI'autoclavage des milieux.

3 - Estimation de la croissance des levures

Il est trées simple d’estimer la densité cellulad®ne suspension de levures par
spectrophotométrie. En effet, & 600 nm, une urét®® (densité optique) correspond & 2.10

levures par mL.

B - Cellules épithéliales bronchigues fraichementiglsociées

L’étude menée sur la levure a permis de mettre vetledce certains mécanismes
moléculaires perturbés par les AGS. Le but ici dstmontrer que ces phénomenes sont
également perturbés dans les cellules humainesretparticulier, dans le cas de la
mucoviscidose. Nous avons donc poursuivi nos retlesr sur des cellules humaines
fraichement dissociées, ou cellules primairesgissie poumons de patients atteints ou non de

la mucoviscidose.

1 - Origine des prélévements

Les échantillons de poumons non mucoviscidosiqoes fournis par le service de
chirurgie cardiothoracique du CHU (Centre Hospgtaliniversitaire) La Milétrie de Poitiers,
en collaboration avec le Dr Jayle. Provenant deedtlimies suite, généralement, a des

carcinomes pulmonaires, ces fragments de poumonis cemsidérés comme des déchets
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opératoires. lls sont conservés a 4 °C dans ureundit « de décontamination » composé du
DMEM/HAM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nient Mixture F-12 Ham,
SIGMA) supplémenté en antibiotiques : pénicillitegptomycine (1 mg/mL, SIGMA),
amphotéricine B (100 pg/mL, SIGMA), gentamycine (@&/mL, SIGMA).

Les échantillons de poumons mucoviscidosiques, qaaetix, sont fournis par le
service de chirurgie thoracique de I'H6pital FochSlgesnes, en collaboration avec le Dr
Bonnette. Ces fragments sont récupérés apres taautsibn pulmonaire. Ills sont conservés a
4 °C dans le méme milieu de décontamination dgoir les cellules non mucoviscidosiques,
supplémenté de deux antibiotiques supplémentaigeseftazidine (500 pg/mL, SIGMA) et
la ticarciline (500 pg/mL, SIGMA).

L'obtention de ces prélevements est conforme &daliation francaise et approuvée
par le comité de protection des personnes OUESI#4$. échantillons de poumons utilisés
dans cette étude provenaient de 17 patients : furaurs n’ayant pas la mucoviscidose (5
hommes &gés de 61 ans en moyenne et 2 femmesdgédsans en moyenne), 3 fumeurs
n'ayant pas la mucovicidose (3 hommes agés de $émmoyenne) et de 10 patients atteints
de la mucoviscidose, homozygotes pour la mutafibdBdel-CFTR (4 hommes agés de 27

ans en moyenne et 6 femmes agées de 28 ans enmapyen

2 - Obtention des cellules épithéliales bronchiques

Les fragments de lobes pulmonaires (Figure 27A) ds¥équés afin de libérer les
bronches du parenchyme a laide de ciseaux de nms®ction, dans du milieu de
décontamination. Une fois extraites, les broncliégufe 27B) sont ensuite « nettoyées » de

tout tissu avoisinant sous une loupe binoculaire.

Figure 27 : Dissection de bronches
A) Fragment de lobe pulmonaire contenant des bemd) Bronche disséquée.
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Les bronches sont gs découpées en petits morceaux puis rmen suspensicdans
un milieu dit «de dissociatia » composé de milieu dbécontamination déquasupplémenté
en protéases (0,1%, v/I8/GMA) et en désoxyribonucléase | (0,019, SIGMA), pendant
24 h a #C. La digestion ezymatique est arrétée par I'ajout de série veau feetal (SVF,
Lonza, 10% du volume)Aprés avoir retiré les segments de bronchescellules épithélial
sont récupérées par centrifition a 600 rpi (rotor Awel SL180) pendatt 5 min, sous form
de culot cellulairePlusieurslavages de ces cul au PBS (Phosphatgudffered Saline sont
effectués afin d’éliminer tae trace de muc, tres richeen bactériesnais aus: en acide
palmitique (Mandeet al., 2002).

C - Lignées cellulaires humaine:

Les cellules humains fraichement dissociées sont trés bon rodéle d’étud nous
permettant de nous appher au plus prés des conditions phygiques humain.
Cependant, leur utilisation it limitée par la disponibilité réduite du nriel. C’'est pourquoi
nous avons, en parallelgawaillé sur des lignées cellulaires humai En effet,'usage et la
culture de ces lignées, quird des celluleprélevées chez un individu is transformées afin

de les rendre immortellesont plus aisés que celui de cellules ¢r@men dissociée.

1 -Les lignées 16HBE14- et CFBE410-

Deux lignées de celles épithéliales bronchiques humaines cté choisies pour ¢
travail : les 16HBE14o(HumanBronchial Epithelial cells, Figure 2&t les CFBI410. La
premiére provient d’'un indidu n’étant pas atteint de la mucoviscid et possede le ge
CFTR sauvage, dndis que a seconde provient d’'un patient atteint la mucoviscido,
homozygote pouda mutatiin F508del-CFTR. Les 16HBE14oet les CFBE410 ont été
transforméegpar le virus S40 par le DrGruenert en 1994 (Cozemst al., 1994) et 2004
(Gruenertt al., 2004),respestivemer.

Figure 28 : 16HBE140 observées au microscope inversé 68
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2 - Culture cellulaire

Toutes les manipulations de culture cellulaire séatisées en conditions stériles sous

une hotte a flux laminaire.

2a - Milieux de culture

Les 16HBE140et CFBE410sont toutes deux cultivées dans le méme milieertiss
minimum (MEM, Gibco, 31095) contenant de la L-ghatae et supplémenté de 10% de
sérum de cheval décomplémenté (horse serum, HSp)Gdicde 5 pg/mL de plasmocine
(InVivoGen) pour prévenir toute contamination pagsdmycoplasmes. L'incubation des

cellules avec des AG, se fait dans le méme miks ssupplémentation en sérum.

Dans notre laboratoire, les sérums utilisés saoittdser G et le SVF. Cependant, nous
avons choisi de travailler avec du sérum de cheaglgrace a une étude comparative menée
par Linette Kadri lors de son stage de Master 1 datre équipe, nous savons qu'il est celui
qui se rapproche le plus du sérum humain en teemeodtenu en AG. Le sérum de cheval,
comme tout sérum, est composé en majorité de pestdilobulaires. En plus des AG, il va
apporter aux cellules les facteurs de croissanog @ltes ont besoin pour survivre et croitre.
Cependant, le sérum de cheval doit étre décomplénaaant son utilisation. Ceci consiste en
la dénaturation des protéines du complément (preséactivatrices de la réponse immunitaire

innée) par choc thermique (30 min a 56 °C).

2b - Entretien des lignées

Les lignées cellulaires sont cultivées a 37 °C smes atmosphere humide composée
de 5% de CQet de 95% d'@ Pour les conditions de culture en hypoxie, &St remplacé
par du N.

Les cellules rendues immortelles perdent I'inhdstde contact. C’est pourquoi il est
nécessaire de les repiquer lorsqu’elles atteigBétt de confluence. Cette étape consiste a
décrocher les cellules de la boite afin de lesstabiuer avec une dilution appropriée dans une

nouvelle flasque de routine et dans des boitestédaj@ux manipulations envisagees.

Les cellules sont attachées entre elles et a i@ bi@ des protéines d’adhérence
calcium-dépendantes. Pour les décrocher, une @approtéolyse est effectuée avec un

mélange de trypsine, une enzyme protéolytique, 'EDTA (acide éthylene diamine
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tétracétiqgue) un chélateur de calcium. Pour céltguit tout d’abord éliminer le milieu de
culture et rincer les cellules avec du PBS st&épourvu de calcium (DPBS, Dulbecco’s
Phosphate-Buffered Saline, Gili3oCette étape a plusieurs buts : enlever lesleslmortes,
éliminer les traces de sérum qui inhibe l'actionlaérypsine mais aussi le calcium libre qui
favorise les interactions cellule-cellule. Aprésm&hation du PBS, un volume du mélange
trypsine-EDTA (SIGMA, chauffé a 37 °C, 1 mL) esbuie, puis les cellules sont incubées
pendant environ 2 min a 37 °C, jusqu’a ce que s4allese décollent. L'action de la trypsine
est ensuite inhibée par I'ajout de 4 volumes deemitontenant du sérum. L'ensemble est
centrifugé a 1 100 rpm (rotor pour tubes de 50 ralladcentrifugeuse Jouan B3.11) pendant
7 min. Une fois le surnageant éliminé, le culotudalre est repris dans 6 mL de milieu afin
de procéder aux dilutions voulues pour I'ensememedrd’au moins une flasque de routine,
puis d’'autres supports suivant le type d’expérielcéaliser. Les milieux sont changés tous

les 2 jours.

2c - Congélation et décongélation des cellules

Les cellules sont conservées dans de l'azote kqurebur cela, les culots cellulaires
obtenus aprés traitement a la trypsine sont regass du SVF et 10% de DMSO
(diméthylsulfoxyde, SIGMA) qui a un effet cryoproteur. Les échantillons sont ensuite
placés dans des cryotubes pendant 24 h a -80 YC dadiffectuer un refroidissement

progressif, avant d’étre stockés dans I'azote dig 180 °C).

La décongélation des cellules doit se faire rap@npour réduire le contact des
cellules avec le DMSO qui, a température ambiagitoxique pour les cellules. Pour cela, le
contenu d'un cryotube est versé directement dangrand volume de milieu de culture
chauffé a 37 °C, puis le mélange est centrifugél@drpm (rotor pour tubes de 50 mL de la
centrifugeuse Jouan B3.11) pendant 7 min. Aprémigdition du surnageant, le culot
cellulaire est repris dans 6 mL de milieu de celtgui sont ensuite transférés dans une
flasque de 25 cfn

Les cellules étant congelées puis décongelées é&emre de SVF, une période
d’adaptation au sérum de cheval est nécessaimir2 gpres la décongélation, le milieu avec
SVF est remplacé par du milieu contenant 5% de 8WV5% de sérum de cheval pendant
48 h. Passé ce délai, les cellules sont cultivées du milieu ne contenant que du sérum de

cheval. L'entretien de ces cellules est décrit daqaragraphe précédent.
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3 - Incubation des cellules avec des acides gras

La préparation des AG et le protocole d’'incubati@s cellules ont été inspirés d’'une
étude menée sur les cellufedu pancréas par Karaskov et ses collaborateuragkavet al .,
2006).

3a - Préparation des acides gras

Une solution de NaOH 0,1 M filtrée est chauffée0a° pour solubiliser les acides
palmitique et oléique, par salification (formatida sels alcalins a partir d’acides gras), a une
concentration de 10 mM ou 50 mM. Pour facilitend¢orporation des AG par les cellules, ces
acides gras doivent étre complexés a de l'albundimesérum bovin, BSA. Une solution
aqueuse filtrée de BSA dépourvue d’AG (BSA-fattydafree, SIGMA) a 5% (m/v) est
chauffée a 65 °C avant d'y ajouter I'acide gragguffé a 70 °C, a cinq fois la concentration
finale voulue (ces solutions seront par la suiteédis au 1/5 dans du milieu de culture). Le
mélange doit étre encore une fois chauffé a 65 éadant 10 min avant d'étre refroidi a
température ambiante. Si les AG conjugués a la BSAont pas utilisés dans la journée, ils
peuvent étre congelés a -20 °C. Auquel cas, ilsot\étre décongelés par un chauffage a

65 °C pendant 10 min, puis refroidis a températumbiante avant d’étre utilisés.

3b - Conditions de culture

Pour une extraction de lipides, les cellules sattivées dans des boites de cultures
« coatées » (Corning) de 10 Tjusqu'a ce qu’elles atteignent au moins 90% deleence.
Pour des expériences d'efflux d’iodure, les celiusent cultivées sur des plaques 24 puits
jusqu’a atteindre 100% de confluence. Les solut®AS& conjugués a la BSA sont diluées au
1/5 dans du milieu de culture ne contenant padeset I'incubation des cellules se fait a
37 °C pendant 16 h.

3c - Récupération des cellules

Le protocole utilisé pour récupérer les celluleseapncubation avec des AG est basé
sur celui utilisé pour I'entretien des lignées (itédans le paragraphe Il 1322 — Entretien des
lignées) avec l'utilisation de trypsine. Cependdes, AG rendant les cellules visqueuses et

difficiles a culoter, ce protocole a d( étre adggiér récupérer le maximum de cellules.

En effet, a la fin de l'incubation avec des AGpnidieu est récupéré et transféré dans
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un tube de 15 mL. Les cellules sont rincées avert e PBS qui est également récupéré et
transféré dans le tube. 1 mL de trypsine est ajetties cellules sont placées pendant 2
minutes a 37 °C. La réaction est arrétée par ltajeu3 mL de milieu de culture contenant du
sérum. Les cellules sont ensuite transférées dartsble de 15 mL puis centrifugées a
4 000 rpm (rotor Awel SL180) pendant 7 min. Le siggant est éliminé délicatement a la
pipette pour ne pas aspirer le culot cellulaire.cuéot est repris dans 10 mL de PBS avant
d’étre centrifugé a nouveau. Apres élimination cik du surnageant, le culot est repris dans
2 mL de PBS puis les cellules sont comptées sur aaftlele de Malassez. Le volume
contenant le nombre de cellules voulu, selon le typxpérience a effectuer, est prélevé puis

centrifugé.
D - Plasmides

Deux plasmides ont été utilisés dans cette étuderdtdécrits dans le tableau 4. Ces
plasmides sont « stockés » dans des bacté&selserichia coli de type DHB, qui sont
conservées a -80 °C avec 25% de glycérol (stoategty).

La culture des bactéries transformées en milieu(lLBia Bertani : tryptone 10 g/L,
BIOKAR ; d’extraits autolytiques de levure 5 g/LI@KAR ; et NaCl 5 g/L, SIGMA)
supplémenté par 100 pug/mL d’ampicilline (Amp) petrrfi@amplification de ces plasmides.
Pour cela, les bactéries provenant des stocks rglysént étalées sur un milieu LB solide
(obtenu par ajout de 2% (m/v) d’agar) + Amp a 37p¥ddant 2 jours, avant d’étre cultivées
en milieu LB liquide + Amp, a 37 °C, sous agitatiosur la nuit. L’extraction et la
transformation des levures par ces plasmides séantitsl dans le chapitre Matériel et

Méthodes, IlI- Méthodes de biologie moléculaire.

Sélection dang Sélection dang

Plasmide . Origine Caractéristiques
la bactérie la levure
Plasmide multicopie portant 4
_ (Cox and ) o
Résistance a domaines d’activation UPRE dans |e
pPW344 . URA3 Walter, o
I'ampicilline 1996) promoteur minimaCYC1 en amont
du génd.acZ
Vecteur centromérique portant la
Résistance a (Marchalet séquence codant pour la protéine de
pFI38gF-GFP . URA3 ) R
I'ampicilline al., 2002) | fusion FUR4-GFP sous le contréle du

promoteur GAL 10

Tableau 5 : Plasmides utilisés
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Il - Méthode de génétiqgue : obtention de doubles ntants

Saccharomyces cerevisiae est une levure bourgeonnante. Elle peut se repeode
maniére asexuée par bourgeonnement. Cette levure également un ascomycete
hétérothallique. Ceci impligue que sa reproductsenuée entre 2 individus haploides de
signe sexuel oppos®&lATa et MATa) résulte en un individu diploide qui, apres méi(se
sporulation chez la levure) donne naissance a gueasontenant des spores haploides. Cette
particularité en fait un excellent outil pour deasalyses génétiques classiques et permet
d’obtenir des doubles mutants sans avoir recodgsaechniques de biologie moléculaire. En
effet, 'élaboration d’un double mutant nécessiteloisement entre deux souches haploides,

de signe sexuel opposé, et portant des mutatiaingdaelles. Un exemple en est donné dans

la Figure 29.
Souches : hemlAa x end3A a
Génotypes : hem1::LEU2 ; trp1-; his3- ; ura3; leu2 ; MATa end3::KanMX4; his3-; ura3-; leu2-; lys2-; MATa
Phénotypes : G418 ; trp ; his ; ura ; leu* ; lys* G418R; trp*; his™; ura; leu ; lys

lObtention des diploides (24 a 48 h, sur YPG)

MATa  hem1::LEU2 END3 trpl-  his3- ura3- leu2- LYS2

Génotype du diploide : —_—
MATa HEM1 end3::KanMX4 TRP1 his3- ura3  leu2- lys2-

Milieu de sélection des diploides : YNB + His + Ura + G418
Elimination des haploides hem1A et end3A4

trp-, G418 sensible leu;, lys
llMiIieu ACK (sporulation, 3-5 jours)
Spores + diploides végétatifs
lkiuing 3 Péther
Spores uniquement (striées sur milieu complet + ALA, 24 h)

‘llTest en goutte

.
M|I|eux.9ermet,tant VPG + ALA
d’obtenir le phénotype

d haloid YNB
des spores (haploides) :

es spores (haploides VPG

YPG + ALA + G418
YNB + ALA + His + Ura + Leu
YNB + ALA + His + Ura + Lys

|

Sélection par recoupement des spores étant a la fois hem1A4 (donc LEU*) et end34 (donc G418 résistantes).

Figure 29 : Exemple d'élaboration d'un double mutam: cas dehem1A end3A
Le geneKanMX4 confere la résistance a un antibiotique : le G4&&-aminolévulinate (ALA) palie la
déficience causée par la mutatltmmlA. Modifiée d’aprés la these de Ludovic Pineau, 2008

Dans un premier temps, les souches haploides de s&xuel opposé sont croisées sur

un milieu complet YPG solide pendant 24 a 48 m dfobtenir des individus diploides. Ces
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diploides sont ensuite sélectionnés grace a la lémngmtation fonctionnelle des auxotrophies
des deux souches haploides apres étalement suitien sélectif (YNB + aa et/ou ba). Dans
notre exemple, I'auxotrophie pour le tryptophandalsouchénemlA va étre complémentée
par la souchend3A. Il ne sera donc pas nécessaire de mettre dwpilyphe dans le milieu

sélectif.

Les diploides sont alors déposés sur un milieypdeutation ACK pendant 3 a 4 jours.
Ce milieu, pauvre en nutriments, ne contient qud'at®tate de potassium, une source de
carbone difficile a utiliser pour la levure. Ceti@rence va induire la méiose/sporulation des
diploides qui se traduit par la formation d’'un asaqntenant quatre spores haploides par
diploide. Les diploides n'ayant pas sporulé somhigés par un traitement a I'éther qui
permet également de dégrader la paroi des asqaeslib€rer les spores (« killing & I'éther »
(Dawes and Hardie, 1974)).

Les spores isolées sont alors étalées sur un nailielet YPG avant d’étre analysées
par un test en goutte. Ce dernier test consistepaseéé des gouttes de 10 pL contenant
environ 10 000 cellules sur différents milieux g&s. Apres 2 a 3 jours de culture, ce test
permet de déterminer le phénotype et de déduirgélmtype des spores. Les souches

recherchées sont alors conservées a -80 °C aved@sfigcérol.

[l - Méthodes de biologie moléculaire

A - Extraction d’ADN plasmidique a partir de cultur e bactérienne

La technique d’extraction et de purification degntédes que nous avons utilisée est
adaptée de celles de Birnboim (Birnboim and Doly;2%t de Ish-Horowicz (Ish-Horowicz
and Burke, 1981).

Les bactéries transformées par le plasmide d'intsvét cultivées dans 1,5 mL de
milieu LB + Amp a 37 °C, sous agitation, sur latnédiprés centrifugation de cette culture a
10 000 g, pendant 2 min, le culot est réecupéré dafAgiL de solution 1 (glucose 0,9% (m/v),
EDTA 10 mM, Tris HCI 25 mM) auxquels sont ajouté¥)31L de solution de lyse (solution
2 : NaOH 0,2% (m/v), Sodium Dodécyl Sulfate (SD$9) (m/v)). L'ensemble est incubé a
4 °C pendant 10 min avant d’y ajouter 150 pL deutswmh de neutralisation (solution 3:
acétate de sodium 3 M, pH 5,2) pour une autre iawoi sur glace pendant 10 min. Le tube

est alors centrifugé a 10 000 g pendant 5 min. 4DQe surnageant sont alors récupérés
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avant d'y ajouter 800 uL d’éthanol absolu. L’enseané$t a nouveau centrifugé a 10 000 g
pendant 10 min a 4 °C. Le culot est resuspendu #d@g.L de solution 4 (Tris HCl 10 mM,

EDTA 1 mM, acétate de sodium 0,15 mM) et 200 ultldiéol absolu sont ajoutés avant une
derniere centrifugation a 10 000 g, pendant 10 @ih,°C. Une fois le surnageant éliming, le
culot est séché et pour finir, TADN plasmidiqué espris dans 20 pL d’eau. Les plasmides

ainsi purifiés sont conserves a -20 °C.

B - Transformation de levures

Les levures ont une paroi rigide, en plus de leamiorane plasmique, qui, du fait de
son épaississement en phase stationnaire, représenbbstacle pour leur transformation.
C’est pourquoi les levures a transformer sontesrgur un milieu YPG solide moins de 24 h

avant la transformation.

Une colonie prélevée sur le milieu gélosé est sudpe dans 100 pL de solution A
(acétate de lithium 100 mM, Tris HCL 10 mM, EDTAnIM, sorbitol 1 M) puis incubée a
27 °C pendant 1 h. Aprés centrifugation a 9 OO@mdant 1 min, le culot cellulaire est repris
dans 5 pL de solution contenant 'ADN plasmidigue& mélange est alors incubé a
température ambiante pendant 10 min. 100 pL deisol@ (acétate de lithium 100 mM,
polyéthyléne glycol 4000 (m/v), EDTA 1 mM, Tris HCO mM) sont ajoutés pour une autre
incubation de 30 min a 27 °C. Les cellules, renduempétentes par les traitements
précédents, subissent alors un choc thermique M5 42 °C avant d’étre centrifugées a
9 000 g pendant 1 min. Le culot est alors resuspelahs 100 puL de solution C (Tris HCI
10 mM, EDTA 1 mM, sorbitol 0,6 M) qui seront étaks un milieu sélectif adéquat.

C - PCR guantitative en temps réel (RT-gPCR)

Les effets des AGS sur la transcription des geerdsathsporteurs ont été étudiés grace
a la technique de PCR (polymerase chain reactiaaptgative en temps réel. Celle-ci se
décline en trois grandes étapes : I'extraction ABN totaux, la transcription inverse des
ARNmM en ADN complémentaires (ADNc) par RT-PCR (ReeeTranscription-PCR) et la
guantification de I’ADNc cible par gPCR (quantitegiPCR).

1 - Extraction des ARN totaux

La premiére étape de cette expérience, I'extradties ARN totaux, a été effectuée
avec le kit RNeasy Mini de QIAGEN. Ce kit a été eh@iour sa simplicité d’utilisation mais
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surtout parce qu'il permettait I'extraction des ARI¢ tous les types cellulaires que nous

avons étudiés avec une qualité suffisante pouanag/se de qPCR.

Le protocole de lyse et la quantité de cellulebség different selon le type de cellule
étudié. Les levures sont cultivées en milieu ligui@x1G levures sont récupérées aprés
centrifugation du volume adéquat a 4 °C, 1 00@andant 5 min. Apres élimination du
surnageant, les levures sont lysées de facon nugmanie culot est repris dans 600 pL du
tampon de lyse du kit (tampon RLT auquel 10 pLBddercaptoéthanol sont ajoutés pour
1 mL de tampon) puis transféré dans un tube a baouakec environ 600 pL de billes en
verre stériles (0,6 mm, Fisher Scientific, Bioblpdke tube est ensuite placé dans un agitateur
(Biospec) ou les cellules sont cassées par 3 mgisata 5 000 tours/min de 20 s, entre
lesquelles le tube est placé sur la glace pendast@ur éviter que I'échantillon ne chauffe et

ne se dégrade.

Quant aux cellules humaines, qu'il s'agisse dedamou de cellules fraichement
dissociées, I'extraction d’ARN se fait sur’i€ellules. Aprés plusieurs lavages au PBS, les
culots de cellules sont repris dans 600 pL de taniloh contenant dys-Mercaptoéthanol.

La lyse se fait par au moins 5 aspirations du lgs&ide d’'une seringue équipée d’une

aiguille de 0,5 mm de diamétre.

Apres la lyse, 600 pL d’éthanol absolu sont ajow#téslysat afin de précipiter les
acides nucléigues et la purification des ARN perhmencer. Les étapes du protocole sont
les mémes quel que soit le type de cellule considééchantillon est placé sur une colonne
RNeasy de silice. Par une centrifugation de 1890 g, le lysat passe a travers la colonne
et les acides nucléiques sont retenus par la siliogjours par centrifugation, plusieurs
lavages de la colonne sont effectués avec les tasnBW1 et RPE du kit afin d’éliminer
'ADN et les protéines de la colonne. Enfin, les MRsont €élués par une derniere
centrifugation avec 50 pL d’eau RNase-free (foump@ le kit), puis congelés a -80 °C

jusqu’a leur utilisation.
2 - RT-PCR

L’ARN est dégradé par les RNases. Ces enzymesrésestantes car capables de se
renaturer méme aprés dénaturation par chauffage psésentes chez tous les organismes et
notamment sur les mains du manipulateur. Ceci daitrARN une molécule fragile, a
manipuler avec précaution (port de gants, utilisatie vaisselle et de solutions stériles ou
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traitées afin d’éliminer les RNases). C’est I'une daisons pour lesquelles les ARNm vont

étre recopiés en ADNc simple brin, qui sont momagjifes, par RT-PCR.

Cette étape est réalisée avec la transcriptasersmvé&uperscrift Il (Life
technologies), une enzyme catalysant la synthésBNic simple brin a partir d’'une matrice
d’ARN. Les ARNm vont étre ciblés grace a des amor@ppelées « oligo(dT) » dans ce
manuscrit) ciblant la queue polyadénylée des ARNatunes, puis amplifies comme lors

d’'une PCR classique.

La RT-PCR se fait sur 12 pL d’ARN totaux auxquemsajoute 1 pL d'oligo(dT) a
0,2 ug/uL. Le tout est chauffé a 70 °C pendant B afin de dénaturer les ARN, avant
incubation sur glace. Sont ensuite ajoutés 6 pltadypon 5X de I'enzyme, 2 uL de dNTP
(Agilent Technologies) a 1,25 mM, 2 pL de dithi@itol (DTT, Life technologies) a 0,1 M,
5 uL d’eau et 2 uL d’enzyme (ou d’eau, pour le odletnégatif).

Ce mélange réactionnel est incubé a 25 °C pendantni® pour permettre aux
oligo(dT) de s’hybrider aux ARNm, puis a 42 °C pantdl h 30 min pour I'élongation des
amorces, et enfin a 70 °C pendant 15 min pour tigsad’enzyme. En fin de réaction, les
ADNCc synthétisés sont dilués au dixieme et peuetrd stockés a 4 °C pour une utilisation

dans les 24 h, ou a -20 °C pour une utilisatios gloignée dans le temps.

3 -aPCR

La derniére étape de la RT-gPCR permet d’amplédtede quantifier, tout au long de
la PCR, les ADNc correspondant aux genes d’intgaétl’utilisation d’amorces spécifiques
(décrites dans le Tableau 4) et d’'une sonde fleergs. Cette derniére, le SYBRGreen
(applied biosystems), ne fluoresce que lorsqu'sdidfixe sur de '’'ADN double brin. Ainsi,
plus il y a d’ADN synthétisé, plus la fluorescenmegmente. Celle-ci est mesurée par le

systeme de détection Gene Amp 7500.

3a - Procédure expérimentale

La gPCR se fait dans les puits d’'une plague 96splibhermo scientific, AB-1900).
Chaque puits contient le mélange réactionnel stiva@ pL de SYBR Green, 4,8 pL d’eau,
0,1 pL d’'amorce sens a 25 uM, 0,1 pL d’amorce sartis a 25 uM et 5 pL d’ADNc (obtenu

avec ou sans transcriptase inverse) ou d’eau (demniégatif).
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Le protocole d’amplification est le suivant : 50 pe€ndant 2 min, puis 95 °C pendant
10 min, et enfin 40 cycles composés de deux étas °C pendant 15 s et 60 °C pendant

1 min.

Les amorces utilisées, certaines congues gracegitidl Primer-BLAST disponible

sur le site internet PubMed, les autres tiréestidles, sont répertoriées dans le tableau ci-

dessous :
Geéne ) )
o Amorce sens Amorce anti-sens Amplicgn Source
ciblé
Primer-
ALG9 5-GCAGGCCAGGCAATGTCACG-3’ 5-ACCGGTGCCTTCACACCACG 110 nt
BLAST
Primer-
OLE1 5-ACTACGCTGTCGGTGGTGTTTC-3' 5'-GGCCCCACCATTTAGCGG2C-3’ 144 nt
BLAST
Primer-
HXT4 5-CCAGCTGATGCTTTGTCGCCAG-3' 5-CGGAGGCGGGCTTCTTTGG3 151 nt
BLAST
Primer-
FUR4 5-TGCCGGTGTTGTCTGCTCAGA-3’ 5-AACCGGGCAAGCAAGGAGCS' 170 nt
BLAST
Primer-
OPT2 5-TGTCTGGGGTGCAATTGGGCC-3' 5'-CCCCAGCGCTTCCAAACAGG’ 117 nt
BLAST
Primer-
PTR2 5-GCCGACCAGCTTCCTAAGCGG-3’ 5'-ATAGGCCGCCCAGAACCCGYE 186 nt
BLAST
(Potironet
GAPDH 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAS’ 87 nt
al., 2007)
(Potironet
HIF1 5'-CCGCAAGCCCTGAAAGCGCA-3' 5-GCTCTGTTTGGTGAGGCTGTCG-3' 256 nt 1. 2007)
al.,

Tableau 6 : Amorces utilisées pour la gPCR

ALG9 (Asparagine-Linked Glycosylation) a été utilisémone géne de ménage chez la
levure.OLEL code pour I'enzyme désaturant les AGS chez laréeWiXT4, FUR4, OPT2 et
PTR2 sont les genes des transporteurs de glucose céyrd’oligopeptides et de peptides,
respectivement, chez la levu@APDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) a été
utilisé comme gene de ménage chez I'lhumbir1 est le gene codant pour le facteur 1 de
transcription humain induit par 'hypoxie. Les ammes utilisées pour I'étude menée chez la
levure ont été synthétisées par la société Inwtmpglors que celles utilisées pour I'étude

menée chez '’humain ont été synthétisées pas iétédeurofins MWG Synthesis GmbH.

3b - Analyse des résultats

Au terme des 40 cycles d’amplification, on obtigmiur chaque puits une courbe
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d’amplification (Figure 30A) correspondant a l'ingté de fluorescence mesurée en fonction
du nombre de cycles effectués. Au cours de I'ancplion, la fluorescence augmente de
maniére exponentielle jusqu’a atteindre un platéauseuil de fluorescence est fixé dans la
zone de croissance exponentielle de la courbe 1@&ig0B, seuil fixé a 0,4). Ce seuil permet
de déterminer le Ct de chaque amplification, céslire le nombre de cycles effectués pour
atteindre ce seuil de fluorescence. Plus il y aDN& ciblé par le couple d’amorces en

guestion, moins il faudra effectuer de cycles d’liicption pour arriver a ce seuil de

fluorescence.

Amplification Plot Amplification Plot

A) 100 B) 100
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Figure 30 : Analyse des résultats de gPCR
A) Courbes d’amplification de tous les puits d'ylaque. B) Courbes d’amplification obtenues poucaunple
d’amorce avec un seuil de fluorescence fixé a O)4Expression du gén®LE1, exprimé @ pourcentage (
I'expression dALGY, aprés culture des levures en présence d’ergbsté@iéate, ergostérol seul, et ergostér
myriocine.

Les Ct obtenus pour chaque couple d’amorces voos mermettre de quantifier
I'expression des genes ciblés. Pour pouvoir compiaegpression des genes cibles dans
différentes conditions, il est nécessaire de lébrea. Pour cela, IACt, différence entre le Ct

obtenu pour le géne ciblé et le Ct obtenu pourleegde ménage (dont I'expression ne varie
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pas), est calculé comme suit :
ACt = Ct géne cibl¢ - Ct géne de ménage

Puis, leACt est exprimé en pourcentage d’expression du demeénage (Figure 30C)

grace a la formule suivante :

% du géne de ménage = 100 x 27A¢t

Ces genes de ménage s8hG9 (Asparagine-Linked Glycosylation) pour une étude
chez la levure, €6BAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) poumkin.

3c - Validation des amorces

Les séquences des amorces utilisées pour cibleeless de levure ont été obtenues
grace au logiciel Primer-BLAST, mis a dispositionr de site de PubMed. Les couples
d’amorces, avant d’étre utilisés, doivent étre d&di Pour cela, il faut vérifier que
'amplification de I'’ADNc obtenue avec ce coupleadiorces est bien spécifique et

« linéaire ».

La spécificité du couple d’amorces pour un ADNc eibkt, au préalable, vérifiée au
moment de la construction des amorces sur le klgiiimer-BLAST. En effet, apres avoir
géneéré plusieurs couples d’amorces, ce logiciefigédans les bases de données que ces

amorces ne s’hybrident qu’au géne ciblé.

La spécificité de I'amplification, c’est-a-dire tigplification d’un seul produit PCR, se
vérifie dans un premier temps a la fin de la malaifoan, avec les courbes de fusion obtenues
pour un couple d’amorces, représentant les vanatite fluorescence émise en fonction de la
température. Le calcul de la dérivée de ces coutbere des pics correspondant a la valeur
de la température de fusion du couple d’amorceu(€i@l). Si un seul pic est observé pour
un couple d’amorce, alors I'amplification est sfifcie. Cette spécificité est par la suite
confirmée par une électrophorése sur gel d'agateseroduits de PCR.
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Figure 31 : Dérivée d'une courbe de fusion obtenuygour un couple d'amorces

Pour étre validé, un couple d’amorces doit égalenaemplifier un ADNc cible de
maniere linéaire. En effet, il existe une relatiomeaire entre la quantité d’ADNc cible
présente dans le milieu réactionnel et le Ct obsgres amplification. Si on représente le Ct
en fonction du log base 10 de la concentration &Né& on obtient une droite standard
(Figure 32) par régression linéaire. Un couple aieras respecte la relation de linéarité si la
pente de la droite est comprise entre 3,3 et 3,4j k= coefficient de corrélation fRest

supérieur a 0,99.

30 -
25 -
20 -
& 15 -
10 - y=3,4045x + 14,241
_ R?=0,9909
0 . . ; ; .
0 1 2 3 4 5

Log(concentration)

Figure 32 : Droite standard obtenue pour un couple'amorces avec plusieurs concentrations d’ADNc
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IV - Méthodes de biochimie

A - Mesure de l'activité B-galactosidase

L’induction de 'UPR a été étudiée en mesuranttiate -galactosidase des levures
transformées par le plasmide pPW344. Ce derniempode quatre séquences d’activation
UPRE (UPR element) dans le promoteur minimal CY@&amont du genkacZ, codant pour
la B-galactosidase. En cas d’accumulation de protémasrepliées dans le RE, les protéines
régulatrices de 'UPR vont se fixer sur les UPREpthsmide induisant ainsi la transcription
du génelLacZ, puis sa traduction efi-galactosidase. Mise en présence d’'ONPG (Ortho-
nitrophénylg-galactoside, incolore), un analogue structuradatesubstrat naturel, le lactose,
une coloration jaune va apparaitre suite a 'hyggelde 'TONPG par I18-galactosidase en
ortho-nitrophénol (o-nitrophénol, jaune) et galaetdincolore). Ainsi, plus il y aura d&
galactosidase synthétisée, plus la coloration $aume, ce qui renseigne sur le taux
d’induction de 'UPR.

Le test s'effectue sur f@ellules. Aprés centrifugation, le surnageantétistiné. Le

culot cellulaire peut étre stocké a -80 °C pour utilésation ultérieure.

Le culot est repris dans 1,5 mL de tampon Z (60 M&8HPO,, 40 mM NaHPQ,,
10 mM KCI, 1 mM MgSQ, 50 mM B-mercaptoéthanol, pH 7). Afin d’évaluer le nombee d
cellules prises en compte pour le test, 100 pladauspension sont prélevés et dilués au 1/10
dans de I'eau osmosée pour une mesure d'absorizal€® nm (DGyy). Les cellules en
suspension restantes sont alors lysées par ajol®@e L de sodium dodécyl sulfate (SDS)
0,1% (m/v) et de 200 pL de chloroforme grace aagitation au vortex pendant 30 s. Apres
décantation, 400 pL de la phase supérieure sonsféi@s dans un tube a hémolyse. Ces
400 pL constituent le volume (V) de cellules uéligour le test. 600 pL de tampon Z sont

ajoutés.

La réaction est initiée par l'addition de 200 pLONIPG a 4 mg/mL (préparé
extemporanément dans du tampon Z) au temps t=@uhee est placé dans un bain marie a
30 °C jusqu’a lI'obtention d’'une coloration jaune téaction est alors stoppée par I'ajout de
500 pL de NaC@1 M (lap-galactosidase étant inactive a pH alcalin) eefepts de réaction

(t) est noté.

Les échantillons sont centrifugés pendant 5 mirD@ @, afin de culoter les débris

82



Matériel et Méthodes

cellulaires. Le surnageant est ensuite transféns de tube a hémolyse propre pour une
mesure d’absorbance a 420 nm @4p afin de déterminer la quantité d’o-nitrophérminfié
et a 550 nm qui permettra d’estimer la contamingpi@anles débris cellulaires.

L’activité B-galactosidase est estiméa I'équation suivante :

D040 — (1,75 X DOssp)

1000 x
t XV X DOgy

ou t est le temps de réaction exprimé en min, & Volume de cellules utilisé exprimé en

mL.

B - Détection et quantification de I'apoptose

L’induction de I'apoptose, la mort cellulaire pragimée des cellules, a été mesurée
grace au kit de détection ELISA® de Roche Diagnostics. Ce kit utilise la technique
immuno-enzymatique ELISA (Enzyme-Linked ImmunosotbA&ssay), qui, par l'utilisation
d’anticorps spécifiques, permet de doser une pretéians un liquide biologique. Le test
ELISA de ce kit cible les oligonucléosomes issusadigzagmentation de ’ADN nucléaire, le

stade ultime de I'apoptose.

L’immunodétection (Figure 33) se fait grace a deumticorps (Ac) : le premier Ac
dirigé contre les histones des oligonucléosomesagblé a la biotine qui interagit avec la
streptavidine qui recouvre les puits de la placuérfie par le kit ; le deuxieme Ac dirigé
contre 'ADN des oligonucléosomes est couplé a @mzyme, la HRP (horseradish
peroxidase), qui mise en contact avec son sub$&&TS®, donnera une coloration verte,

dont l'intensité sera mesurée par spectrophotoeétri

@] O
(@]
o S o .
®) O
OOD © @
(@] @]
Q

Plaque Acanti-histone  Echantillon Ac anti-ADN Substrat
recouverte de biotinylé contenantles  coupléalaHRP ABTS
streptavidine oligonucléosomes

Figure 33 : Schéma récapitulatif du principe du tesELISA P-“S pour la détection de I'apoptose
Modifiée d’aprés Roche Diagnostics.

83



Matériel et Méthodes

Avant l'utilisation du kit, des plaques 96 puitsaptEes a la culture cellulaire sont
ensemencées a“éellules par puits. Une fois que les cellulesamftiéré au support, c'est-a-
dire environ 4 h aprées I'ensemencement, celleswei Faitées avec des acides gras comme
indiqué dans le chapitre 11 1332 — Conditions diuce. Apres centrifugation de la plaque a
200 g, pendant 10 min, le surnageant est élimims. ¢ulots cellulaires sont repris dans
200 pL de tampon de lyse et I'ensemble est incubéniB0a température ambiante. Apres
centrifugation de la plaque pendant 10 min a 2020g.L de surnageant sont transférés dans
les puits d’'une plaque dont les 96 puits sont reedawde streptavidine. Seront également
déposés sur la plaque un contrdle positif constimiéomplexes ADN-histones, et un tampon
d’incubation (blanc pour la mesure de DO). 80 pimdiuno-réactifs (mélange des Ac anti-
histone biotinylés et Ac anti-ADN couplés a la HR¥®nt ajoutés. La plaque est couverte
d’un film adhésif avant d’étre placée sous agitaid300 rpm (agitateur de plaque [RMS2
Minishaker), pendant 2 h a température ambianteeg\pvoir éliminé la solution, les puits
sont rincés trois fois avec 250 puL de tampon d'imtigm. Aprés élimination de ce dernier,
100 pL de substrat ABT%Ssont ajoutés. La plaque est mise sous agitatsguja |'apparition
d'une coloration suffisante pour la mesure de D@.rEaction est arrétée par I'ajout de
100 pL de solution ABT®Stop, avant de mesurer la R@a I'aide d’'un spectrophotométre

adapté a la lecture de plaques (Mithras LB940,H&ait Technologies).

C - Western blot

La technique du Western blot permet d’étudier denigra spécifique, I'expression
d’'une protéine dans un échantillon biologique. Wwis les protéines extraites des cellules,
celles-ci sont séparées selon leur poids moléeufzar électrophorése, puis transférées sur
une membrane ou les protéines d’intérét seronttie par un Ac primaire, puis révélées par
un Ac secondaire couplé a une enzyme. Cette tegbm@geteé utilisée pour mettre en évidence
I'induction de I'UPR dans les cellules humainesgadiant le taux de phosphorylation de la
protéine elF& (voir Introduction, chapitre II- A- 3a- L'UPR).

1 - Extraction, dosage et préparation des échantihs protéiques

Toutes les étapes nécessaires a I'extraction désipes, effectuées a partir de cellules
cultivées sur des boites de 6 cm de diametre jasgd% de confluence, doivent se faire sur

glace et avec des solutions stockées a 4 °C, afimter la dégradation des protéines.

Les cellules sont rincées trois fois avec du PB$eA élimination du PBS, un volume
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(10 pL/cnf) de tampon de lyse (Tris HCI 10 mM, pH 7,5 ; DOG% (m/v) ; NP-40 1%
(v/v)) additionné de 2% (v/v) du cocktail d’inhibiirs de protéases Complete (Roche) et de
1% du cocktail 3 d'inhibiteurs de phosphatasesnf@igest déposé sur les boites. Ce tampon
permet de solubiliser les membranes et d’en egttas protéines sans les altérer. Les cellules
sont récupérées de facon mécanique a l'aide d’attogr, transférées dans des tubes 1,5 mL
propres et vortexées avant d’étre incubées suregtendant 30 min. Aprés un nouveau
passage au vortex, les lysats sont centrifugéd3 44 000 rpm (rotor Awel SL180), pendant
5 min afin de les clarifier. Le surnageant conterlastprotéines est récupéré et doseé par la

meéthode de I'acide bicinchoninique (BCA, Sigma).

La méthode BCA utilise deux types de solutions sdlfate pentahydrate de €et
de l'acide bicinchoninique (BCA). Le EuUforme un complexe avec les protéines et peut
ensuite étre réduit en Euen présence de certains aa ou de liaisons papesligyViechelman
et al., 1988). Le BCA, quant & lui, forme un complexecdeleur violette avec le Glidont
lintensité, mesurée par spectrophotométrie a 582 est proportionnelle a la quantité de
protéines présentes dans I'échantillon. Le promadilisé est tres simple : dans un tube a
hémolyse, 3 uL d’échantillon a doser (ou de tamp@hyse pour le blanc) dilués dans 47 pL
d’eau sont mis en présence de 1 mL de sulfate lpgoitate de CH dilué au 1/50 dans du
BCA. Le tube est vortexé puis incubé a 37 °C, adturité (le réactif étant sensible a la
lumiere) pendant 30 min. Aprés un autre passageodex, la DQg, des échantillons est

mesurée.

Afin de déterminer la quantité de protéines contedames les échantillons, il est
nécessaire d'effectuer, au préalable, une gamnienéde BSA, c’est-a-dire des échantillons
contenant des quantités (en pg) croissantes de B&Aétermination de la D) de cette
gamme va permettre de tracer une droite étaloréseptant la D€, en fonction de la
guantité (en pug) de BSA. En reportant les valeurB@g;, mesurées pour les échantillons de
protéines sur cette droite, la quantité de progadeceux-ci pourra étre déterminée.

Une fois les échantillons dosés, les volumes datdyadéquats sont complétés avec du
tampon de lyse afin d’obtenir des échantillons @agiuL de protéines, puis un volume
identiqgue de solution Laemmli 2X (Sigma, Tris H&A51mM, pH 6,8 ; SDS 4,5% (v/v) ;
glycérol 30% (v/v) ; bleu de bromophénol 0,002% kst ajouté. Aprés un passage au
vortex, les échantillons ainsi préparés sont dééata 37 °C pendant 1 h, avant d’étre stockés
a -20 °C. Cette facon de préparer les échantilfmrsnet de travailler avec des lysats de
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méme concentration, et donc de déposer les mémaseslide lysat pour I'électrophorese.

2 - Electrophorése et transfert sur membrane

Les protéines (dépodt de 20 ug de protéines) sparéés sur un gel de polyacrylamide
en condition dénaturante (SDS-PAGE) composé d'urdgeséparation a 8%, et d'un gel de
concentration a 5% (Tableaux 7 et 8), coulés I'prés I'autre dans une cassette Invitrogen
(1 mm d’épaisseur), placée dans une cuve d’éldutr@se Xcell Surelock™ (Invitrogen). Un
marqueur de poids moléculaire, le RPN8OOE (GE IHeait), est utilisé afin de suivre la
migration des protéines d’'intérét dans le gel. Ligration des protéines se fait dans du
tampon d’électrophorese TG-SDS 10X (Tris 0,25 Mycigle 1,92 M, SDS 1% (v/v),
Interchim) dilué au 1/10, a 30 mA, pendant 1h adéad’'un générateur PowerEase500

(Invitrogen).

Gel de séparation a 8% Gel de concentration &5 %
Eau 3,3mL 2,6 mL
Tampon 4X (Tableau 8) 1,5mL ImL
Acrylamide-bisacrylamide 1,2 mL 400 pL
TEMED 6 puL 4 uL
Persulfate d’'ammonium 10% (m/v) 60 uL 40 uL

Tableau 7 : Composition des gels de polyacrylamide

Tampon 4X pour gel de Tampon 4X pour gel de
séparation concentration
Tris 18,07 g 6,06 g
SDS 10% (wi/v) 4 mL 4 mL
Eau gsp 100 mL gsp 100 mL
pH 8,8 6,8

Tableau 8 : Composition des tampons pour les gele déparation et de concentration

Suite a I'électrophorése, les protéines du gel s@msférées sur une membrane de
«sach »

Whattman/gel/membrane nitrocellulose/papier Wattanousses) est effectué puis placé

nitrocellulose (GE Healthcare). Pour cela, un (3 mousses/1l papier

dans une cassette de transfert Invitrogen. Le rgergat placé dans la cuve d’électrophorése.
Du tampon de transfert froid (Tableau 9) est ajautdiveau de la cassette de transfert, et de
I'eau froide ainsi que de la glace de part et d@ade la cassette dans la cuve. Le transfert se

fait a 200 mA, pendant 1 h.
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Tampon de transfert CAPS 10X
Méthanol 100% 50 mL CAPS 22,199
CAPS 10X 50 mL Eau gsplL
Eau 400 mL pH 11,8

Tableau 9 : Composition du tampon de transfert

3 - Immunodétection

Le transfert effectué, la membrane est récupérées/ée trois fois avec du PBS, avant
d’étre incubée pendant 2 h, sous agitation a 4&@s du TBS-Tween 20 0,1% (v/v, TBS-T)
contenant 5% (m/v) de lait afin de saturer lesss#igr lesquels les Ac pourraient se fixer de
maniere aspeécifique. Apres 3 lavages successiftadmembrane avec du TBS-T sous
agitation, a 4 °C, pendant 5 min, celle-ci est dfpéeuen s’aidant du marqueur de poids
moléculaire, et les fragments de membranes sontbésc avec les Ac primaires (dont la
provenance et les dilutions dans du TBS-T conteb&m{m/v) de lait sont indiquées dans le
Tableau 10) correspondants aux protéines cibléds;@, sous agitation douce, sur la nuit.
Aprés 3 lavages de la membrane avec du TBS-T, @, 438us agitation et pendant 5 min,
celle-ci est incubée avec un Ac secondaire (tabl€gudirigé contre les IgG de I'organisme
dans lequel les Ac primaires utilisés ont été prisdlet couplé a la HRP, a 4 °C, sous

agitation, pendant 2 h.

Apres 3 lavages de la membrane avec du TBS-T rt#éipes d’intérét sont réevélées a
I'aide du kit Enhanced ChemiluminescencECL) Western Blotting Analysis System (GE
Healthcare), sur des films photographiques HigHdP@ance Chemiluminescence Film (GE

Healthcare). Les signaux obtenus sont scannégjpaitifiés a I'aide du logiciel ImageJ.

Anticorps Dilution utilisée source
Polyclonal rabbit anti-elF2 1/500 Cell signalingcheology
Polyclonal rabbit anti-Phospho-elF2 1/200 Cell algrg Technology
Polyclonal mouse anfi-tubuline 1/2000 GE Healthcare
anti-rabbit I9gG HRP-linked 1/5000 GE Healthcare
anti-mouse 1gG HRP-linked 1/5000 GE Healthcare

Tableau 10 : Récapitulatif des anticorps utilisés
Tous les Ac nommés dans ce tableau ont été dilgsdl TBS-T contenant 5% (m/v) de lait écréemé.
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D - Etude des lipides

1 - Extraction des lipides totaux

Pour I'étude des phospholipides, les extractiondipldes totaux se font selon la
méthode décrite par Folch (Folehal., 1951), dans laquelle I'utilisation de solvantsmpet,
apres une lyse mécanique des cellules, de dénatupeécipiter les protéines et de solubiliser

les lipides.

10® levures ou 1D cellules humaines sont récoltées par centrifugatiois lavées a
'eau distillée pour les levures et au PBS pourcigltules humaines. Aprés centrifugation et
élimination du surnageant les culots cellulairest sepris dans 1 mL d’eau distillée puis
transférés dans des tubes a essai en verre pybmuchon (16 mm de diamétre, Pyrex
Labware) auquel on rajoute 500 uL de billes enev@@6 mm de diamétre, Fisher scientific
Bioblock) et 4 mL de chloroforme:méthanol 2:1 (v/kgs tubes sont agités pendant au moins
1 h & 1 500 rpm grace & un agitateur de tubes’I¥XR basic Vibra® (SIGMA®) équipé
d'une plateforme pouvant accueillir 36 tubes (fKASIGMA®). Aprés centrifugation des
tubes a 1 500 rpm (rotor 1323 de la centrifugeustidth Universal 2S) pendant 5 min, la
phase supérieure aqueuse est éliminée. La phaseiqug restante est lavée avec 1 mL de 2N
KCI/Méthanol 4:1 (v/v), sous agitation pendant 1.nApres une autre centrifugation dans
les mémes conditions que précédemment, la phaszisue aqueuse est encore une fois
éliminée. La phase organique est de nouveau lavaec aun mélange
de chloroforme/méthanol/eau 3:48:47 (v/vlv), sougitaiion pendant 10 min. Aprés
centrifugation, la phase supérieure aqueuse asinéliet la phase organique est transférée
dans un tube propre ou elle sera lavée encore aisea¥ec du chloroforme/méthanol/eau
3:48:47 (vlvilv), sous agitation pendant 10 min.|&&age doit étre répété jusqu’a ce que la
limite entre les deux phases (agueuse et organiga#) propre. Aprés une derniére
centrifugation et I'élimination la phase supériearpieuse, la phase organique est transféree

dans un tube & hémolyse en verre afin d’étre é¢apsus flux d’azote.

Selon la classe de lipides étudiée et le type dieepeée a effectuer, les extraits

lipidiques ne seront pas resuspendus dans le m@rants

2 - Purification des phospholipides sur colonne dsllice

Suite a I'évaporation des extraits lipidiques tataous flux d’azote, les échantillons
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sont repris dans 2 mL de dichlorométhane pour f#ipation des PL sur colonne de silice

(Agilent Bond Elut SI, 1 mL, Agilent Technologies).

Les colonnes de silice sont préalablement lavées aymL de méthanol puis 2 mL de
dichlorométhane. Les échantillons de lipides stmtsaléposés sur les colonnes. Les PL et la
silice étant des molécules polaires, celles-ci wotdragir. En effet, les PL vont s’adsorber a
la colonne de silice. Un premier lavage de la coboamec 2 mL de dichlorométhane va
permettre d’éliminer les lipides non polaires. lghgcolipides seront par la suite éliminés par
un deuxiéme lavage avec 3 mL d'acétone. EnfinPlessont élués par I'ajout de 2 mL de

chloroforme/méthanol/eau (50:45:5, viviv), puispgas sous flux d’azote.

3 - Analyse en spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS) permet de détettdridentifier des molécules
organiques, mais aussi de caractériser leur steiatbimique en les fragmentant. Cette
technique consiste a séparer des molécules chafigés} en phase gazeuse en fonction de
leur rapport m/z (masse/charge). En effet, le boddraent électronique d’'une molécule
organique va entrainer son ionisation, positivanégative selon le type de solvant dans lequel
I'échantillon est repris. Les ions moléculaires aoisenus renseignent sur la masse molaire
de la molécule. Des ruptures de liaisons chimiqueas/ent également se faire au sein de cet
ion moléculaire donnant lieu a des ions fragmeataatéristiques de I'espéce étudiée. Ces
ions fragments sont alors séparés grace a un chaagpétique et/ou électrique, en fonction
de leur rapport m/z, et constituent le spectre desm de la molécule étudiée.

Pour les analyses d’extraits lipidiques totaux elPd purifiés sur colonne de silice en
MS, les échantillons, apres évaporation des sayaont repris dans 100 pL de diéthylamine
pour une analyse en « mode ionisation négativehir{(golipides) ou dans 100 uL de d’acide
formique pour une analyse en « mode ionisationtipesh. Les échantillons de lipides ont été
analysés grace au spectrométre de masse PerkirtgdimerInstruments APl 165. Les
spectres obtenus ont été traités a l'aide du legiklassLynx v4.1 afin d'attribuer une
intensité a chaque valeur de m/z. Le profil molécal du sphingolipide inositol
phosphocéramide (IPC) a été établi en mode ionisatégative, grace a l'identification de
l'ion fragment ayant un rapport m/z de 241, camti§ue de la déshydratation de I'inositol
phosphate. Le profil moléculaire des PC, quant ,aaldité établi en mode ionisation positive,
grace a l'identification de l'ion fragment caraéséique des PC de rapport m/z de 184.

Les données provenant du logiciel MassLynx ont épéées dans une feuille de calcul
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Excel créée au sein du laboratoire, ou les intéasie chaque valeur de m/z sont transformées
en pourcentage du pic majoritaire (qui, lui, copmsd a 100%). Le bruit de fond est éliminé
par un seuil minimum d’intensité fixé a 5% du pi@joritaire. Pour les especes de PC,
l'identification des pics est réalisée par la comson automatique des valeurs

expérimentales avec les valeurs théoriques cakpl@er les especes attendues.

4 - Purification des PC par chromatographie sur coohe mince

Suite a I'évaporation des extraits lipidiques sflug d’azote, les échantillons sont
repris dans 100 pL de chloroforme/méthanol 2:1 (\geur la purification des PC par
chromatographie sur couche mince ou TLC (thin-laygomatography).

Ce type de chromatographie permet de séparer lesitoamts d’'un mélange grace a
deux phases non miscibles : une phase stationgaiirest une plaque de verre recouverte de
bandes de silice de faible épaisseur (plagque Tka&dliésant des liaisons plus ou moins fortes
avec les molécules a séparer ; et une phase liquidsolvant, qui par capillarité, va entrainer

et décrocher les molécules retenues par la phaisenstaire pour les séparer.

Avant de séparer les especes lipidiques des étibastila plaque TLC (Whatmann,
LK5) est prélavée avec du chloroforme/méthanol (¥/¢) dans une cuve en verre adaptée
(cristallisoir, Figure 34A). Apres séchage sous hoie aspirante, la plaque TLC est trempée
dans une solution d’acide borique a 2,3% (m/v) grép dans de I'éthanol. Elle est ensuite
séchée, tout d’abord sous la hotte aspirante pértdarin, puis, une fois emballée dans du
papier aluminium, dans un four Pasteur a 100 °C q@nth min. Les échantillons de lipides
sont ensuite déposés dans la zone de concentmtemviron 2 cm du bas de la plaque
(Figure 34B) a l'aide d'une seringue Hamilton. Laaque est alors replacée dans le
cristallisoir contenant 50 mL de chloroforme/éthaeal/triéthylamine (30/35/7/35, viIviviv).
Le solvant, entrainé sur les couches minces dmgilar capillarité, va permettre la séparation
des différentes espéces de lipides contenues @anéchantillons. Aprés environ 2 h de
migration et le séchage de la plaque sous hottgijag'évaporation complete du solvant, une
solution de primuline (5mg dans 100 mL dacétoae/e80:20, v/v), une molécule
fluorescente hydrophobe, est vaporisée sur la platjles lipides sont visualisés sous UV
(Figure 34C).

Les bandes correspondant a I'espéce recherchée (uatne cas, des PC) sont
identifiées grace a I'ajout d’'une molécule standardla plaque (Figure 34C), puis récupérees
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et placées dans des tubesémolyse. L'élution des F de la silicese fit pal deux lavages
successifs avec 2 mledcchlaoforme/méthanol/eau (51, v/v/v) etd’'un dernier lavage av
2 mL deau. Les surnageis sont récupérés a chaque étape puicés dans un tube
hémolyse propre. Apres urzentrifugation de 8 min 3 000 g, la phaserganique inférieur
contenant les PC est trans:e dans un tube a hémolyse prc Aprés disage des PC, déc

dans le chapitre suivari®chantillor est évapor@uis repris dans 1 mL « chloroforme
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Figure 34 : Purification de PC par TLC
A) Lavage de la plaque TLC as ui cristallisoir. B) Dépdt des échantillons lipjues sur la plaque.
Visualisation des lipides par exgition aux UV apres traitement a la primuline. ddolade roue montre le
dépdts correspondants aux PCandards, dont différentes quantités (en pg) o€ déposées, permett
l'identification des PC dans nos éantillons

5 - Dosage de PC par détermination colorimétrique

La quantité de PC eraits par TLC a étdéterminée par unméthodecolorimétrique
(Stewart, 1980) utilisantomme réactildu ferrothiocyanate’ammoniun (2,8% FeC, (m/v),
3% NHSCN (m/v). La formation de complexesphospholipde-ferrothiocyanate
d’ammonium donne ne cobration rouge dont l'intensité, proportionrle a la quantité d
phospholipides contenus d; I'échantillon, est déterminée par spectrntométric a 488 nm,
par comparaison a une gare étalor

La réacion colorimétique se fait par I'ajout de 1 mL de réacti2 mL d’échantillor
(dilués au 1/40 et au 1/20 gr les échantillons de PC). L’ensemble estexé pendant 1 mil

puis centrifugé 1 min 200 g. La phase inférieure est récupérée est )4g5 €St mesurée.

6 - Expériencede flottaison

L'effet des AGS sura formation des vésicules a été étudié des expériences
flottaison, effectuées en caboration avec le Dr Joélle Bigay de I'inst de Pharmacologi
Moléculaire et Cellulaire deUniversité Sophia Antipolis.

La formation des vsicules COP | au niveau de I'appareil Golgi débute par |
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recrutement de la protéine Arfl du manteau qui ciiradlubourgeonnement de la membrane.
Lorsque la courbure de ce bourgeonnement est anifffis la protéine ArfGAP1 (chez
’lhomme) ou la protéine Geslp (chez la levureyestutée afin d’inactiver la protéine Arfl et
terminer le processus de vésiculation. Le recruterde ces protéines se faia un motif
particulier appelé ALPS. Ce domaine protéique, mgiructuré en solution, s’insere
majoritairement dans les membranes de forte coerbtites régions phospholipidiques peu
ordonnées (Bigagt al., 2005).

Dans les expériences de flottaison, des liposomegliagmeétre variable ont été
reconstitués a partir de PC extraits des levhesslA cultivées en condition d’accumulation
d’AGS ou en condition témoin. Ces liposomes ontrétdnstitués a partir de PC (entre 1 et
1,3 mg) purifiés de levure, et évaporés sous vidgy'a obtenir des films homogénes. Ces
films sont resuspendus a une concentration de 15an®1, dans une solution d'HEPES
50mM, pH 7,2 et dacétate de potassium 120 mM. elprcing étapes de
congélation/décongélation dans I'azote liquide siespensions de liposomes ont été extrudées
de facon séquentielle a travers un extrudeur marfdehnti) équipé de filtres de
polycarbonate dont la taille des pores diminue (@2 ; 0,1 ; 0,05 et 0,03 mm). Apres avoir
estimé le rayon des liposomes obtenus par diffusigmamique de la lumiere (ou DLS,
Dynamic Light Scattering), ceux-ci sont stockéseenpérature ambiante et doivent étre

utilisés dans les 2 jours suivant I'extrusion.

JT 4

Un mélange de liposomes et de protéines Gsclp @éetese dans la partie inférieure
d’'un gradient de saccharose (de la partie infégi@ua partie supérieure : 30%, 25% et 0% de
saccharose). Aprés ultracentrifugation a 240 00R0g5C, pendant 1 h, les liposomes ayant
recruté ou non des protéines Gcslp, se retrouvam$ th phase supérieure du gradient.
100 pL de cette fraction supérieure ont été calkeqiuis analysés sur gel SDS-PAGE.
L'utilisation du colorant fluorescent sypro-oran@éolecular Probes) permet de visualiser la
protéine Gceslp et de la quantifier aprés exposiiox UV. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de fixation de Gcslp a la fraction esicmale considérée, par comparaison a la

guantité totale de Geslp chargée (100%).

IV - Méthodes de microscopie

A - Microscopie confocale

La protéine de fusion Furdp-GFP, dont I'expressaoété induite dans la souche de
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levure hemlA cultivée dans différents milieux, a pu étre obserga microscopie confocale
grace a une station Olympus FV1000 équipée d’'umasdope inversé a fluorescence (1X-81,
Olympus). La fluorescence verte de la GFP a étégisirée aprés une excitation a 488 nm,
puis détectée par un détecteur spectral entre B08trb30 nm. Les images ont été acquises
grace au logiciel FLUOVIEW v1.6. Des images en contraste interférentiel (tréssion)

ont également été réalisées.

B - Microscopie électroniqgue a transmission

La microscopie électronique a transmission (ME€}é@achoisie pour la visualiser des
vésicules de sécrétion, dont 'accumulation a Btiiite dans la souche de levulresnl,

sec6" par incubation & température non permissive (39 °C

Un culot de 2.1bcellules a été préfixé avec du glutaraldéhyde%, If¥éparé dans du
tampon cacodylate (Caco, 0,5 M, pH 6,9), pendanm8@ puis fixé pendant 2 h dans la
méme solution avec 2% de glutaraldéhyde. Aprescengrifugation a 75 g, les cellules ont
été lavées deux fois avec du Caco a 0,5 M, puiffixéss pendant 2h avec du QsiD2%,
préparé dans du Caco a 0,1 M. Suite a la fixatescellules ont été déshydratées incubation
deans des solutions contenant des concentratiorssantes d’éthanol (de 50 a 100%). Les
cellules ont alors été incorporées dans une résReavhite). Une incubation a 60 °C pendant
24 h permet la polymérisation de la résine. Le biegultant, contenant les cellules, a été
coupé a l'aide de l'ultramicrotome Leica UC6 équiPé@n couteau en diamant afin d’obtenir
des coupes ultrafines de 60 nm d’épaisseur. Cessaulpafines sont placées sur des grilles
de carbone avant d’étre incubées dans une soldmétate d’'uranyle a 2% préparée dans de
'éthanol a 70% pendant 2 min, puis dans du cit@dgeplomb pendant 7 min, afin de
contraster les échantillons. Enfin, les grillestssxaminées avec le microscope électronique

Jeol 1010 & 80 kV. Les images sont acquises avaanigra digitale Quemesa (Olympus).

VI - Méthodes de mesure d’activité des canaux ioniees

A - Efflux d’iodure

La mesure des efflux diodure, autrement dit la ummesdes changements de
concentrations eff” radioactif de part et d’autre de la membrane piase) nous a permis
d’étudier la fonctionnalité du CFTR, mais égalemdatdeux autres canaux QClsye; et

Clcg), sur une population cellulaire. Cet iode radidaémet un rayonnement qu’il est
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possible de détecter et de quantifier.

L' 23" a été préféré atfCl pour plusieurs raisons. Tout d’abord, les canaarare
ont une meilleure sélectivité pour I'iode que pteirchlore. De plus, les ion$™™ ont une
demi-vie trés courte (30 jours pour l'isotoff@ contre 300 000 ans pour ¥CI). Enfin,

I' 29 est dix fois moins onéreux que’fEl.

Les cellules, cultivées dans des plaques 24 pusiguja ce qu'elles atteignent 100%
de confluence, sont rincées plusieurs fois avemiieu d’efflux (NaCl 136,9 mM ; KCI 5,4
mM ; KH,PO, 0,3 mM ; NaHPO, 0,3 mM ; NaHCQ 4,2 mM ; CaC] 1,8 mM ; MgC} 0,8
mM ; MgSQ, 0,4 mM ; HEPES 10 mM ; Glucose 5,6 mM) afin d’éler les cellules mortes.
Elles sont ensuite incubées dans 500 pL de sola@mcharge (milieu d'efflux contenant
1 uCi/mL de'*INa) pendant 1 h, au cours de laquelle la quadiitéle radioactif s’équilibre

de part et d’autre de la membrane plasmique.

Toutes les étapes qui suivent sont effectuéesidel'du robot Multiprob®IEX de
Packard. Plusieurs ringcages sont effectués avecmdieu d'efflux pour éliminer la
radioactivité non incorporée avant de remettre pD@e solution d’efflux sur les cellules. Le
surnageant est collecté toutes les minutes et pgiaee un tube a hémolyse (pour un comptage
ultérieur de la radioactivité) puis remplacé pawvotume équivalent de solution d’efflux. Les
trois premiers prélévements correspondent a Iefflasal de 1, reflet de la sortie passive
des ions . Les six prélévements suivants sont obtenus ersepoé d'agents
pharmacologiques activant les canaux chlorure (cbmotique pour les canaux sgdi
sensibles au gonflement de la cellule, A23187 guiue ionophore calcique pour les canaux
Clca et Fsk+Gst pour le canal CFTR). La sorti&”¥ est ainsi mesurée pendant 9 min. A la
dixieme minute, les cellules sont lysées pendanir@mB80 minutes sous agitation grace a
I'ajout de 500 puL de NaOH (0,1 N) / 0,1% SDS (pH).7(dette étape permet de récupérer la
radioactivité résiduelle contenue dans les cellgesle déterminer la radioactivité totale.
Enfin 'ensemble des fractions collectées dangubss a hémolyses sont mesurées en coups

par minute (cpm) grace a un compte€obraOll, Packard).

Les résultats en cpm sont exprimés sous la formsdie d'ions'?? (k) exprimée en

min™. lls sont calculés grace a la formule suivante :

Lo In(*251 t;) — In(*?°I ¢,)
tz - tl
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ol 3 t; et '3 t, sont respectivement la radioactivité mesurée (en) Gqaum tempsitet b.
Afin de s’affranchir des variations causées parstatie passive des radioéléments, les

résultats sont ensuite exprimes gig-Kkpasa(Figure 35).
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Figure 35 : Représentation graphique des efflux didure
Le tracé représente I'évolution de la vitesse d#esdes ions“1 radioactifs (k) en fonction du temps. Les k
et kasapermettant de s’affranchir de la sortie passiveides radioactifs sont indiqués par des fleches.

B - Mesure de I'activité calcique intracellulaire

Les variations calciques intracellulaires des lepm@6HBE140et CFBE4loont été
mesurées grace a la sonde fluorescente Fluo-4-goatdixyl-ester (Fluo-4-AM,
FluoProbe®). La structure de cette sonde, présentée dariguaer36, dérive de chélateurs de
calcium tels que 'EGTA ou le BAPTA, et lui permde se lier de facon spécifique au

calcium.

q
CH,COCH,0 0 o}
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Figure 36 : Structure chimique de la sonde Fluo-4-K

La sonde Fluo-4-AM est liposoluble. Cette propritiépermet de pénétrer dans les
cellules. Une fois dans le cytoplasme, elle estrdlydée par les estérases cellulaires, ce qui
rend la sonde capable de fixer le calcium intratalie. La longueur d’'onde d’excitation de la

sonde est de 488 nm, et celle d’émission de 522Lfimensité de fluorescence émise est
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directement proportionnelle a la quantité de catciatracellulaire libre. Afin d’'introduire la
sonde Fluo-4-AM dans les cellules, celles-ci sommubées pendant 20 min a température
ambiante dans une solution de KrebsZ@8aCl 118,4 mM ; KCl 4,7 mM ; CagR,5 mM ;
KH,PO; 1,2 mM ; MgSQ 1,2 mM ; NaHCQ 25 mM ; Glucose 11,7 mM ; pH 7,4) contenant
3 UM de Fluo-4-AM.

Pour des mesures de variation du calcium intraeé&ilglobal, les cellules sont
disposées sur le microscope inversé ZEISS Z1 éaigpé lampe COLIBRI. La fluorescence
émise par la sonde, reflétant I'activité calciqnérdcellulaire, est mesurée toutes les 2 s
pendant 5 min, puis analysée par le logiciel Axgvin v4.8.2.0. Pour cela, 12 cellules sont
choisies dans le champ observé. La fluorescen@debds ces 12 cellules est mesurée pendant
1 min, avant I'ajout de 100 uM d’ATP (adénosingliisphate). En effet, 'ATP, en se fixant
sur les récepteurs P2-purinergiques (récepteurl€a@ux protéines Gq) présents a la surface
des cellules, va enclencher une cascade d’évensmardcellulaires : i) activation de la
phospholipase C, ii) accumulation &)Hii) vidange des stocks calciques du RE dans le
cytoplasme, iv) accumulation de DAG, v) activatida la PKC, vi) activation des canaux
calcigues de la membrane plasmique. Ainsi, la #@aoence émise dans le cytoplasme

reflétera la totalité du calcium de la cellule (g 37).
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Figure 37 : Mobilisation calcique globale par 'ATP

La fixation de I'ATP sur le récepteur P2-purinengggentraine I'activation de la protéine Gq. Cellera a so
tour activer la phospholipase C (PLC). Cette enzpeat alors cliver le phosphatidylinositol 4sphosphat
(PIR,) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphatis). LIP3, aprés fixation sur son récepteur (BIP
localisésur la membrane du RE, induit la sortie du calciéticulaire dans le cytoplasme (vidange calcique
DAG, quant a lui, va activer la protéine kinase érpettant I'activation des canaux calciques de éanbran
plasmique et l'influx de calcium dans la cellulea concentration calcique cytoplasmique sera pasuit
rétablie par les pompes Sarco/endoplasmic retic@afftATPase{SERCA), qui sont responsables de I'er
du calcium dans le R
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Pour des mesures de variation des réserves cadciueéticulum endoplasmique
uniquement, la solution de Krebs ZCa@ontenant la sonde Fluo-4-AM est éliminée puis
remplacée par de la solution Krebs 6Q&laCl 118,4 mM ; KCl 4,7 mM ; KbPO, 1,2 mM ;
MgSQO, 1,2 mM ; NaHCQ@ 25 mM ; Glucose 11,7 mM ; pH 7,4) afin d’élimines apports
calciques extracellulaires, avant d’étre placédesunicroscope inversé. Cette fois-ci, 10 uM
de thapsigargine seront ajoutés. En effet, la igapgine est un inhibiteur spécifique des
pompes SERCA (Sarco/endoplasmic reticuluni*@& Pases), des protéines membranaires
du RE permettant de pomper le calcium cytosoligiia de le stocker dans le RE.
L’inhibition de ces pompes va empécher I'entréealeium dans le RE. L’augmentation de la
fluorescence émise dans le cytoplasme refléte fa flui calcium réticulaireia les récepteurs
a ;.

Les résultats sont exprimés @yF0) — 1, ou F correspond au signal fluorescent, et
FO a l'intensité de fluorescence basale. L'airessoaurbe est calculée sous GraphPad Prism

V6, puis représentée sous forme d’histogramme.

VIl - Méthodes statistigues

Les résultats sont exprimés selon leur moyenne M.SBrsque deux conditions sont
comparees, la significativité statistique entre desx moyennes est calculée par le teds
student. Si plus de deux conditions sont compataesignificativité statistique entre toutes
les moyennes comparées est calculée par la methd@/A (ANalysis Of VAriance) en
combinaison avec un test de comparaison multipkypke Bonferroni ou Sidak.
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Chapitre | : Effets des acides gras

saturés sur la voie de sécrétion
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Résumé de la premiere publication

Saturated fatty acids alter the late secretory pattvay by modulating

membrane properties

Traffic, publié en ligne le 2 Octobre 2013, DOI.1D11/tra.12117.

Laurie-Anne Payet, Ludovic Pineau, Ellen C. R. Snyer, Jenny Colas, Ahmed Moussa,
Brigitte Vannier, Joelle Bigay, Jonathan Clarhaut,Frédéric Becq, Jean-Marc Berjeaud,
Clarisse Vandebrouck and Thierry Ferreira

Dans cette premiére publication, nous nous somm&gessés aux mécanismes
moléculaires et cellulaires de la lipotoxicité assecaux AGS. Dans des études menées
précédemment par notre équipe, il avait été momtaés un modele cellulaire eucaryote
simple, la levure&saccharomyces cerevisiae, et en particulier la souchemlA (voir Objectifs
de Il'étude, I- Comprendre l'implication des AGS slar voie de sécrétion), qu’une
accumulation d’AGS modifiait la fluidité des membes (Deguilet al., 2011), induisait
'UPR par une accumulation de protéines mal replidans le RE (Pineagt al., 2009),
altérait le trafic des protéines membranaires @ime al., 2008) et conduisait a la mort des
cellules par apoptose (Pineatal., 2009). Dans la cellule, les AGS peuvent étregirée dans
des lipides complexes de type céramides/sphingeigou dans des PL. Notre objectif, dans
ce premier article, était d’identifier les contrilmns relatives des céramides/sphingolipides et
des PL saturés aux effets des AGS sur la voie detin et la survie cellulaire. Dans ce
chapitre, nous ferons référence aux figures praviede cette premiére publication. Celles-ci

seront notées Fig. p1, suivi du numéro correspdralémnfigure au sein de I'article.

Les AGS altérent la morphologie des vésicules decsétion.

Il avait déja été montré au sein de notre laboratavant le début de ma these, que
Furdp, notre protéine modele, était bloquée a ttiesde I'appareil de Golgi en condition
d’accumulation d’AGS (Pineast al., 2008). Ce blocage pouvant étre corrigé par l&ajou
d’'oléate, nous avons alors émis I'hypothése sedmudlle I'accumulation d’AGS pourrait
altérer le processus de vésiculation a la sorti€agpareil de Golgi, et par conséquent, le
trafic de Furdp. Afin de visualiser les vésicules sirétion émergeant du résetaans

golgien (TGN) « en route » vers la membrane plagmigous avons utilisé le double mutant
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thermosensibldiem1A,sec6A™, dont la culture en absence d’ALA permet d’accuenues
AGS, et a température non permissive (39 °C) dgquaples processus d’exocytose et donc
d’accumuler les vésicules de sécrétion. Ces demient été visualisées en microscopie
électronique a transmission (MET). Nous avons gasmontrer que le nombre de vésicules
formées en condition d’accumulation d’AGS se troudavisé par 3 (Fig. p1-1A) par rapport
au nombre de vésicules accumulées en conditiomsiltlee normale. De fagon surprenante,
suite au blocage de I'exocytose, nous avons puredisgue les vésicules qui se forment dans
des conditions d’accumulation d’AGS n’arboraiens pestructure sphérique des vésicules de
sécrétion classiques (Fig. p1l-1B) mais une strachalygonale (Fig. p1-1C a p1-1E). Un
autre type de structures présentant une double namebpossede également cette
organisation polygonale (Fig. p1-1C a 1-F). Cepatdanalgré leur structure atypique, ces
vésicules de sécrétion n'ont pas perdu leur capacdibler et a fusionner avec la membrane

plasmique, puisqu’elles ne sont pas (ou peu) obssheésque I'exocytose n'est pas bloquée.

Les AGS affectent donc la voie de sécrétion tardiveniveau du TGN, en réduisant
le nombre de vésicules de sécrétion a destinatola dhembrane plasmique, ce qui pourrait
rendre compte d’une diminution de I'efficacité diaminement des protéines a la membrane

plasmique par cette voie.

Les céramides/sphingolipides interviennent dans legtapes précoces de la voie de

sécrétion.

L’altération de la morphologie du TGN pourrait peow de I'impact indirect des AGS
sur la régulation des génes impliqués dans la fibomales vésicules, notamment de ceux
codant pour les protéines formant les manteauXejoaes nécessaires a la vésiculation. Afin
de tester cette hypothése, une analyse transciigptena été réalisée par Ellen Snyder lors de
son stage de L3 au sein de notre équipe. Celle-peranis de mettre en évidence la
dérégulation de 92 genes en condition d’accumuladidGS (Table supplémentaire p1-S2),
mais aucun en relation avec la formation des véssciDe facon intéressante, 16 de ces géenes
dérégulés sont en connexion directe avec I'hnomsiestgpidique (métabolisme des stérols,
PL et sphingolipides, Table pl-1). Certains de géses présentent des homologues
fonctionnels chez I'humain. C’est notamment le desSCS7, codant pour une enzyme

catalysant I'hydroxylation des sphingolipides, ddeipression est réprimée en condition
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d’accumulation d’AGS. Son homologue humd®\2H (fatty acid 2-desaturase), lorsqu’il est
régulé négativement dans les adipocytes, est &ssocine réduction de I'expression du
transporteur de glucose GLUT4 (Geb al., 2010). De facon intéressante, notre analyse
transcriptomique a également mis en évidence lalaggn négative par les AGS de quatre
genes codant pour des transporteurs de nutrimguoes,nous qualifieront également de
perméases, parmi lesquels se trouvent celui copant notre protéine modéld;UR4
(perméase a uracile) et celui codant pour un ttepr de glucoséiXT4, 'homologue
levurien des transporteurs de gluco&UT. Scs7p étant I'enzyme responsable de
I'hydroxylation des sphingolipides, nous nous somm@emandés comment le taux
d’hydroxylation pouvait influencer le trafic de Byr. Dans un premier temps, nous avons
montré une diminution de I'hydroxylation des sphligides en conditions d’accumulation
d’AGS (Fig. p1-2A). Puis, nous avons utilisé la gloeiScs7A, dans laquelle le gerges7 a été
invalidé, transformée par le plasmide pFL38gF-Géeiitenant la construction de la protéine
de fusion Furdp-GFP sous le contréle du promotedmdtible par le galactoggAL10 (décrit
dans le chapitre Matériel et méthodes, |- D- Pldgs)i. En conditions d’accumulation d’AGS
(dans la souchkemlA), Furdp ne parvient pas a rejoindre la membraasnpique (Fig. p1-
2B et pl1-2E). Dans la soucles7A, dans laquelle les sphingolipides ne sont pasaxytks
(Fig. p1-2C), le trafic de Furdp a la membrane migsie est légérement altéré mais pas
complétement aboli (Fig. pl-2D et pl-2E). Ces tésal indiquent que le taux
d’hydroxylation des sphingolipides est importanupde trafic optimal des protéines a la
membrane plasmique mais qu’il n’est pas le sewduadmpliqué dans le blocage complet du

trafic en cas d’accumulation d’AGS.

Les céramides/sphingolipides, du fait de leur abood dans les radeaux lipidiques,
ont un réle critique dans le tri des protéines asrg la sortie de I'appareil de Golgi et a
destination de la membrane plasmique (Sueta., 2011; Surmaet al., 2012). Plutdt que le
taux d’hydroxylation, nous avons alors émis I'hypEse selon laquelle ce serait plutot la
guantité de céramides/sphingolipides qui seraitiomple dans le blocage du trafic de Furdp a
la membrane plasmique. Pour cela, nous avons pracémé étude statistique plus poussée
des données de transcriptomique. Ceci nous a pa&fenisettre en évidence que les géenes
impliqués dans la voie de biosynthése précoce gémgolipides étaient réprimés en
condition d’accumulation d’AGS (Fig. p1-3A et B).r,Gdans une étude précédente, nous
avions montré que le taux de sphingolipides comgdeaugmentait dans ces conditions
(Pineauet al., 2008). Le palmitate, qui est ’AGS s’accumulanéfprentiellement dans nos
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expériences, est le substrat de la sérine palmitayisférase, I'enzyme impliquée dans la
premiere étape de biosynthése des sphingolipidigsiré-38). Une hypothése raisonnable
serait donc que, pour contrer les effets déléterd'sine accumulation de

céramides/sphingolipides, la cellule réagisse gulaét négativement les géenes impliqués

dans leur biosynthése.

De plus, l'accumulation de céramides/sphingolipidest connue pour réprimer
I'expression de genes de transporteurs de nutran@tenthert al., 2008; Chunget al.,
2001; Skrzypelet al., 1998), induisant la mort des cellules par promtnutritionnelle. Afin
d’évaluer limpact du taux de sphingolipides sur teafic de Furdp en condition
d’accumulation d’AGS, la synthése des sphingolipide été inhibée par la myriocine,
I'inhibiteur de la serine palmitoyl transférasediie 38 et Fig. p1-3B). La myriocine n'a pas
permis de restaurer le trafic de Fur4p a la menmsbpdasmique (Fig. p1-4A). Néanmoins, elle
a permis de restaurer I'expression des genes dgpwweeurs de nutriments (Fig. p1-4C) mais
egalement d’abolir 'UPR induite par les AGS (Rid--4D).

L-Sérine Palmitoyl-CoA

%iocine

3-kétodihydrosphingosine

|

Dihydroshingosine (DHS) € 5 DHS-1-P

N

Céramide Phytosphingosine

Phytocéramide Phytosphingosine-1-P

v

a-hydrophytocéramide

\

Inositol-phosphocéramide (IPC)

\

Mannose- inositol-phosphocéramide (MIPC)

\

Mannose- (inositol-phospho),-céramide (M(IP),C)

Figure 38 : Voie de biosynthése des céramides/spbailipides chez la levure
La myriocine est utilisée comme inhibiteur de ladynthése des céramides/sphingolipides. P : Phtespha
Modifiée d’aprés (Dicksost al., 2006).
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Les céramides/sphingolipides ne sont donc paseldés scteurs du défaut de trafic de
Furdp a la sortie de I'appareil de Golgi, mais sibed modulateurs importants de la régulation
transcriptionnelle des genes de perméases etrdiitiion de 'UPR. lls agissent donc dans

les étapes précoces de la voie de sécrétion.

Les PL saturés sont des régulateurs clés de la foation des vésicules au niveau du TGN.

Une caractéristique importante du RE et de l'agpate Golgi réside dans la
composition de leur membrane, riche en PL insaturés taux de PL saturés, quant a eux,
augmentent tout au long de la voie de sécrétiont ptieindre un maximum au niveau de la
membrane plasmique (Tableau 2). Des taux élevéBLdmsaturés résultent en un « loose
lipid packing », nécessaire au recrutement desejmed impliquées dans la formation des
vésicules (voir chapitre Introduction, Ill- B- Foation des vésicules). La protéine Gcslp,
dont le recrutement est crucial pour terminer lecpssus de vésiculation, est impliquée dans
le transport rétrograde de Il'appareil de Golgi versRE, mais aussi dans le transport
vésiculaire post-golgien. Nous avons vu précédenmapes les vésicules de sécrétion avaient
une structure anormalement polygonale en conditi@rcumulation d’AGS. Nous nous
sommes alors demandés si le recrutement de Gesypiptaut de méme s’effectuer dans ces
conditions. Pour cela, nous avons utilisé la soudieenlA,SEC7RFP, permettant
'accumulation d’AGS et I'expression de Sec7p-RERe protéine résidente drens Golgi
fusionnée avec la protéine fluorescente RFP. Geitiehe a été transformée par le plasmide
pRS315-GCS1-GFP permettant I'expression de la ip®tde fusion Geslp-GFP. Lorsque les
AGS s’accumulent, Geslp n'est pas colocalisée évgmotéine résidente du TGN, Sec7p.
Gceslp semble, dans ces conditions, redistribuée ldasytosol (Fig. p1-5).

Afin de mieux comprendre les mécanismes intervedans la formation des vésicules
au niveau du TGN, une expérience de flottaisonr{@édans le chapitre Matériel et méthodes
IV- D- 6- Expérience de flottaison) a été effectistr les PC purifiés a partir des levures
hemlA cultivées en conditions d’accumulation d’AGS. Dipesomes de différents diametres
ont été générés avec ces PC et le recrutementslip@ar ces liposomes a été déterminé. Le
recrutement de Gecslp augmente avec la courburdipgs®mes (ceux de faible diamétre)
composeés de PC obtenus en condition normale dere{Fig. p1-6B et 6D), alors que Gcslp

est tres peu recrutée par les liposomes composB€ dibtenus en condition d’accumulation
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d’AGS, quel gque soit leur diametre. En effet, larsges AGS s’accumulent, le taux de
phospholipides saturés augmente, ce qui rend lesbna@mes plus ordonnées/compactes.
Comme nous l'avons déja évoqué, plus que la coarbarla membrane, le recrutement de
Gcslp nécessite un « loose lipid packing » (voapdine Introduction, 1ll- B- Formation des

vésicules). Nos résultats montrent que, dans deambmames composees de PL saturés,
'augmentation de la courbure ne compense pasdiates de «loose lipid packing ». Ce
processus pourrait rendre compte de la localisad®rGeslp dans le cytosol et pourrait
participer a la réduction du nombre de vésiculesné®s au niveau du TGN dans des

conditions d’accumulation d’AGS.

En conclusion de cette premiere publication, naos pu déterminer que lors d’'une
accumulation d’AGS, les céramides/sphingolipidesssagent de facon précoce dans la voie
de sécrétion, en diminuant la transcription des g&leetransporteurs qui entrent dans la voie
de sécrétion, mais également au niveau du RE avdédlenchement de 'UPR. Nous avons
egalement montré que les PL saturés agissaientgstlisement dans la voie de sécrétion, sur
le trafic des protéines, par une vésiculation édeEn effet, lorsque les AGS s’accumulent, il
y a moins de vésicules formées et leur structute aeermalement polygonale. Nous
proposons également un mécanisme moléculaire p@ligeer ce probléme de vésiculation :
les membranes des vésicules en formation lors dacmumulation d’AGS, sont trop

ordonnées pour pouvoir recruter Geslp et termmerdcessus de vésiculation.
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Saturated fatty acids (SFA) have been reported to alter
organelle integrity and function in many cell types,
including muscle and pancreatic f-cells, adipocytas,
hepatocytes and cardiomyocytes. SFA accumulation
results in increased amounts of ceramides/sphingolipids
and saturated phospholipids (PL). In this study, using
a yeast-based model that recapitulates most of the
trademarks of SFA-induced lipotoxicity in mammalian
cells, we demonstrate that these lipid species act at
different levels of the secretory pathway. Ceramides
mostly appear to modulate the induction of the unfolded
protein response and the transcription of nutrient
transporters destined to the cell surface, On the other
hand, saturated PL, by altering membrane properties,
directly impact wvesicular budding at later steps in
the secretory pathway, i.e. at the trans-Golgi Network
level. They appear to do so by increasing lipid order
within intracellular membranes which, in tumn, alters
the recruitment of loose lipid packing-sensing proteins,
raquired for optimal budding, to nascent vesicles. We
propose that this latter general mechanism could account
for the well-documented deleterious impacts of fatty
acids on the last steps of the secretory pathway in several
call types.

Key words: Arf-GAP1, loose lipid packing., protein
trafficking, trans-Golgi network, type 2 diabetes,
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Obesity and dyshpdermia predispose . individuals o
meatabolic disorders including type 2 diabetes (T2D) and
cardiovascular diseases. The increasing prevalence of
this metabolic syndrome is closely correlated with thi
worldwide genaralization of the Western-diet which is
axcessivaly nich in saturated fat, onginating from both
animal -and wvegetal (2.0, palm ail) sources. In obese
individuals, the incidenca of the metabalic syndromea is
generally associatad with high plasma levels of long-chain
{i.8. 16 carbons and above) saturated fatty acids (SFAI(T,2)
When the storage capacity of adipocytes is exceeded,
SFA begn 10 accumulate into tissuss not suited Tor lipid
storage, among which muscle cells and pancreatic f-cells
are prime axamples (1)

Exposure of pancreatic p-cells to SFRA sltsrs insulin
sacretion (3] and mndeces a so-called ER {endoplasmig
reticulum)-stress that can ultimately lead to cell death by
apoptosis (4], These processes are beligved to participate
in insulin-deficiency wvia p-cell dysfunction and, on the
longer tarm, a dacreéase in fcell mass. In muscla cells,
major impacts of SFA sppear to be a downregulation of the
insulin receptor (5t and of the glucose transporter GLUT4
(&, 7). Collectively, these mechanisms could account for
both insulin-deficiency and insulin resistance in T20,

Howewear, the precise maolecular mechanisms of SFA
toxicity-are still a matter of debate: it has been proposed
that SFA could alter ER function either by promoting
a cellular accumutation of ceramides/zphingolipids, as
potent apoptosia inducers (8.9, or by redistributing
themsalves within phospholipids  (PL: (10=-121). By
increasing membrane order, saturated PL could impact
saveral ER-based processes such as vesicular budding,
calcium homeastasis and protein translocation and folding
(13} Maost likely, thesa effects may act in combination for
the induction of the ER-stress, the trademark of which is
theinduction.of acomplex, coordinated signaling pathway,
known as the unfolded protemin response (UPR]

S5F& may also have impacts laterin the secretory pathway.
Indeed, impairment of f-cell function by the 5FA palmitate
iz gssociated 1o decreased glucose-stimulated insulin
release {14}, In muscle cells, downregulation of the GLUTY
transporter under SFA accumulation relates, at least in
part, 1o its impaired translocation to the plasma membrang
|6}, Finally, SFA-shutdown of adiponectin secretion, one of
thie most abundant-and functionally significant adipokines
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for improvemeant of whola body insulin sensitivity and
glucose tolerance, relies on its targeting to the lysosome
for degradation in adipocytes (15).

In this study, we took advantage of a8 simple yeast-based
model, which recapitlulates the main characleristics of
lipatoxicity in human caells, 1o carefully track the ralative
contributions of ceramides/sphingolipids and saturated PL
to SFA impacts on the secretory pathway, with a main
emphasis on its later steps.

Results

SFA alter the morphology of the trans-Golgi network
We have recently developed a yeast-based assay that
brings together most of the trademarks of the lipid-induced
ER-ztress observed in pancreatic f-cells (11). This system
is based on a knock-out mutant of the A-aminolevulinata
[ALA) synthase (hemTA; Figure 514). This strain can
synthesize haam only if the medium is supplemsnted with
ALA. Since haem is reguirad in veast as the prosthetic
group of Qleip, the fatty acid desaturase, as well as
several enzymes of the ergosteral (ERG) pathway, the
hem 1A strain suffers double-lipid depletion whan grown in
the abzence of ALA, i.e. loss of both ERG and unsaturated
fatty acids (UFA) (16,17 When transferred from ALA-
supplemented to YPD medium supplemented with or
without an exogenous source of ergosteral (YPD + ERG
and YPD, respectively), hem1A cells stop growing as
early as Bh after the shift {16]. This arrest correlates
with an accumulation of SFA [mainly myristic (C14:0),
palmitic [C16:0) and stearic (C18:0) acids| at the expensa
of unsaturated forms [UFA; palmitoleic (C16:1) and aleic
IC18:1) acids] (17),

As with pancreatic p-cells, SFA accumulation is associated
with  significant impacts on the ER function and
marphology, In a process that can be synergized by
ERG (11): endogenous SFA accumulation results in the
induction of the UPR and, if ERG and long-chain SFA
[namely palmitate) are supplied as exogenous SOUrces,
in a swelling of the ER that appears as clefts expanding
throughout the cytosol.

In the later secretory pathway, we have also demonstrated
that SFA result in the preclusion of the delivery of a model
plasma membrane transporter, the uracil permease Furdp,
to its final dastination (17). Under SFA accumulation and in
a way independent of the addition of an exogenous ERG
source, Furdp fails to exit the Golgi and is rathar divertad
to the vacuole for degradation (Figure S14A).

These two processes are paralleled by an increase in the
saturation rate of FL and results in an orderng of the
membrang bilayers (18] (Figure S1EL Interestingly, cell
growth can be fully racovered, the UPR alleviated and
trafficking to the plasma membrane restored if selective
LIFA, =uch as the mono-unsaturated fatty acid oleic acid,
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are added to the medium (Figure 518, (181). Under these
conditions, exogencus UFA are efficiantly incorporatad
within PL and restore membrane properties to narmal (18],

In this study, we hypothesized that preclusion of Furdp
in the late secretory pathway could be related to general
affects of SFA on organelle functionfintearity. Indead, to
account for permease diversion fraom the Golgi to the vac-
uole, a simple explanation would be that SFA could have a
general impact on vesicle formation at the trans-Golgi Met-
work, Toevaluate this hypotheasis, we usad a strain bearing
a thermosensitive mutation in the SECE gene, encoding
a protein required for optimal targeting and fusion of
secretory vesicles to sites of exocytosis at the plasma
membrana (191, As shown in Figure 14, as compared to
contrgl conditions, a threefold decrease in the number of
accurnulating vesicles was observed under endogencous
SFA accumulation at the non-permissive temperaturs,
Moreover, under these conditions, many vesicles dis-
played an intriguing polygonal shape (Figure 1C-E), which
appeared very different from the normal, charactaristic,
raund moarphaology (Figure 1B). Intriguingly, some of the
accurmulating structures under SFA accumulation were
delineated by two distinct membranes (Figure 1C-F.
Cwerall, these polygonal structures represented 66% of
the total vesicle population {estimated from 30 indepen-
dent cells] within the hemTA, sec™ strain under SFA
accumulation, In order 1o addrass whether thase strug-
tures conserved some ability to be efficiently targeted to
and fused with the plasma membrane, such as regular
sacretory vesiclas, their number was compared betwean
hemlA and hem1A, secE™ cells. In this aim, cells were
grown for 7hin YFD at 28°C before transferto 39°C for 2 h,
and the number of polygonal structures was determined
as described in the legend of Figure 1. Interestingly, the
average number of polygonal structures per cellwas found
tobe 19721 in hem 1A, sec™ and 2.5+ 0.3 in hemia
cells, respectively (n=30; p =0.0001). This ocbservation
strangly suggests that the polygonal structuresfvesicles
induced by SFA accumulation can be efficiently targetad
and tethered to active sites of exocytosis at the plasma
membrang in the non-secé™ background.

In summary, we concluded from these experimeants
that 5FA affect the organizations of the trans-Gaolgi
networkflate  secretory  pathway, by decresasing the
number of secretory vesicles en route to the plasma
membrane. This process could account for altered delivery
of proteins destined to the cell surface, including Furdp,
ta their final destination.

Genome wide transcription profiling reveals intense
remodeling of specific lipid biosynthetic pathways
under SFA accumulation

& possible explanation to account for SFA alterations of
the Golgi morphology could be their indirect impacts on
the regulation of genes encoding tethers, coats andfor
accessory protens of the Golg vesicular machinery, such
as members of the COPI complex (201,
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To check this hypothesis, we conducted a genomic anal-
vsis on hemlA cells by companing their transcriptomic
profiles under growth in complete meadium supplemented
with ergosterol and oleate (YPD = ERG+ OLEL, or with
ergosterol alone (YPD + ERG; SFA accumulation). Differ-
ential expression analysis, conducted with a cut-off of 1.7
for fold change (FC) and of 0.0025 for the pvalue, iden-
tified a total of 92 genes with dysregulated expression
under SFA accurnulation, 71 being overexpressed and 21
baing downregulated {Tabls 52).

Howewver, among these genes, none of them appeared to
be related to the COPI machinery and, mare generally, to
vesicle formation (Table 52). Instzad, 16 showed direct
connections to lipid homeostasis (Table 1), including
sterol, fatty acid and sphingolipid metabolisms, somes
of which displaying strong functional similarities with
mammalian homologues known to be related to T2D,

For example, SFA accumulation resulted in the upregula-
tien of Olalp, a homologue of the human stearcyl Cod
desaturase 1 (3CD1). SCD7 levels have been demon-
strated 1o be strictly related to sensitivity to SFA in
humans. Indeed, enhanced expression of SCOT protects
f-cells from lipoapoptaosis (10), whereas low hepatic SC01
activity is associated with fatty liver and insulin resistance
in chese individuals (21).

Particularly pertingnt hits fram our genomic  screen
wera also two members of the £H [implicated in
zine homeastasis; (221] family ((ZH2 and ZH4). 1ZH are
homologues of mammalian adiponectin receptors (22)
which mediate antidiabstic metabolic effects (231 It
tharefore appears that a core, basic pathway could have
been conserved from yeast to human, for cells to adapt
lipotoxicity, via the conserved |ZH/AdipoRC membrans
sensors/receptors.

Another interesting observation was the upregulation of
two genes encoding broad-specificity lwsophospholipid
acyltransferases, namely ALET and /CT7. Alelp and
letlp have heen shown to display a strong preference
for unsaturated acyl-Cod substrates (24,251, One may
therefore assume that, under conditions of UFA scarcity,
cells may try to counter saturated FL accumulation by
specifically targeting UFA 1o PL. Interestingly, Alelp
dizplays human homolaguas, balonging 1o the membrana-
bound O-acetyltransferases (MBOAT], namely MBOAT 1,
2, 5 and 7, all of thern showing a strong preference
for unsaturated substrates (26). These proteins, which
could constitute potential targets for future therapies, will
deserve particular attention.

Sphingolipid metabolism could also be altered in yeast
under SFA accumulation  since two gsnes encod-
ing enzymes involved in this pathway were found
to be downregulated (YPC7 and S5CS7; Table 1 and
see below). Scsip, which catalyzes the hydroxyla-
tion of ceramides/sphingolipids, has a dirsct functional
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homeologue in mammalian cells, known as FA2H. Rele-
vantly, FAZH has been connected to insulin resistance,
since depletion of FAZH inhikits both basal and insulin-
stimulated glucose uptake {ISGU) in adipocytes (27) (sea
belowl.

In more to this first obeervation, we focused in this study
on the ceramidefsphingolipid metabolism for additional
reasons. First, the late steps for complex sphingolipid
synthesis take place in the Golai apparatus (28], Second,
sphingolipids have been shown to play critical roles in
the sorting of specific sets of cargo proteins, en route
to the plasma membrang, at the Golgi level [28), Third,
implication of ceramides/sphingalipids in insulin resistance
and lipotoxicity has been clearly demonstrated (30]. These
lipd species have been scmehow connectad to insulin
signal transduction, chronic inflammation, lipotoxicity
in several organs and nutrient transport (30,311 This
latest process refers to the property of ceramides to
downregulate nutrient permeases in yeast (32,33] and
mammalian cells {31}, which could, in turn, lead to
call death by starvation. Howewver, the mechanisms of
action of ceramides/sphingolipids on permease bioganesis
remain poorky understood. Consistently, we could observe
the transcriptional downregulation of four different genes
encoding nutrient transporters under SFA accumulation,
narnely the high-glucose affinity transporter Hxtdp (a strict
functional homologue of the human glucose transporter
GLUTY), the uracl permease Furdp, the oligopeptide
transporter Opt2p and the ditripeptide transporter Ptr2p
{Table 52).

Altogether, thesa chservations prompted us 1o invastigate
in further detail the connections betwsen parmsase
biogenasis and the ceramide/sphingolipid pathway undear
SFA accumulation in our yeast madel.

Ceramides/sphingolipids act at early steps

of the secretory pathway

Az already mentioned, amaong the two genas involved
in ceramide/sphingolipid biosynthetic pathway that wera
shown to be downregulated under SFA accumulation,
was the SC57 gens, encoding a sphingolipid alpha-
hydroxylase. Accordingly, SC57 downregulation corre-
lated with the accumulation of hypo-hydroxylated forms
[twofold increase for complex sphingolipids (Figure ZA4)
and ninefold increase for ceramides (Figure 521, Sph-
ingolipids are important components of the lipid rafts,
Interestingly enough, accelerated diffusional mobility of
raft-associated lipids has been shown to be increased
under depletion of FAZH (the mammalian Scs7p homo-
loguel, a process that could account for enhanced degrada-
tion of both GLUT4 and the insulin receptor in adipocytes
under these conditions (271, It therefore seemed important
to test whaether preclusion of sphingelipid hydroxylation
could account for Furdp mistargeting in our yeast maodel. In
this aim, Furdp trafficking was evaluated in a scs7 deleted
strain. In such a strain, even if hydroxy-sphingolipids were
hardly detectable (Figure 2C, rightl, Furdp delivery to
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Table 1: SFA-gysregulated genes related to lipid metabolism

Résultats

Gene name n valug Fold Change  Description

Downregulated genas

ERGE 2.83E=-06 =1.74457734 C-22 sterol desaturase, a cytochrome P4ED enzyme that catalyzes the formation of the
C-22123) double bond in the steral side chain in ergosterc! biosynthesis; may be a target
of azole antifungal drugs

YPCT 288E-06 —1,7330822Z8 Alkeline ceramidase that also has reverse (Cof-independant) ceramide synthase activity,
catalyzes both breakdown and synthesis of phytoceramide; ocverexpression confers
furmanisin B1 resistance

SC57 0.00107647 —1.80540177  Sphingalipid alpha-hydroegylase, functions in the alpha-hydrosylation of
sphingolipid-associated very long-chain fatty acids, has both cytechrome BB-like and
hydroxylase/desaturaze domainz, not essential for growth

FAAT 000227836 —2.25301102 Long-chain fatty acyl-Cod synthetase, activates imported fatty acids with a preferance Tor
12:0-C16:0 chain lengths; functions in long-chain fatty acid import; accounts for most
acyl-Cod synthetase activity, localized to lipid particles

Upragulated genes

NCT 1.65E=06 27454811 Inesitol-3-phosphate synthase, invelved in synthesis of incsitol phesphates and
inositol-containing phospholipids, transcription is coregulated with other phospholipid
biosynthetic genas by Ino2p and Inadp, which bind the UASING DMNA elameant

1£H4 4.36E-06 51719371  Membrane protein involved in zine ion homeaastasis, mamber af the four-protein IZH family,
expression induced by fatty acids and altered zinc levels, deletion reduces sensitivity 1o
axcess zing, possible rola in starol metabalism

RTAT B.40E—06 AB023Z56  Protain involved in T-aminccholesteral resistance; has seven potential membrane-spanning
regions, expression is induced under both low-hemea and low-oxygen conditicns,
miember of the fungal lipid-translocating exporter (LTE) family of protein

1ZHZ 1.44E-05 22640908  Plasma membrang protain involved in zing homeostasis and osmotin-induced apoptosis;
transcription regulatad by ZapTp, zinc and fatty acid levels; similar to mammalian
adiponecting; deletion increases sensitivity to elevated zinc

FAAG 217E-05 20488887  Long-chain fatty acyl-Cod synthetase, activatas imported fatty acids with a preferance for
£12:0-C16:0 chain lengths; functions in lang-chain fatty acid import; impartant for survival
during stationary phase; localized to lipid particles

ALED 247E=05 20267613 Broad-specificity lysophospholipid acyltransferase, part of MBOAT family of
membrane-bound D-acyltiransferases; kay companent of Lands cyela; may have rala in
fatry acid exchange at sn-2 position of mature glycerophospholipids

ICT1 J42E-05 2.2208792  Lysophosphatidic acid acyltransferase, responsible for enhanced phosgholipid synthesis
during organic sclvent stress; null displays increased sensitivity 1o Calcofluar whita;
highly expressad during organic salvent stress

ATFT E.87YE=05 24021583 Alcchol acatyltransferase with potential roles in lipid and steral metabelism; respensible for
the major part of volatile acetate ester production during fermentation

QLET JB4E-05 44421267 Deltal3) fatly acid desaturasa, requirad for mono-unsaturated fatty acid synthasis and for
normal distribution of mitochandria

MGAZ 000021876 1.7790116  ER membrane protein involved in regulation of OLET transcription, acts with homolag
Spr23p; inactive ER form dimerzes and ona subunit is then activated by
umguitin/proteasoma-dependent processing followed by nuclear targeting

FASZ 000025185 1.7266125  Algha subunit of fatty acid synthetase, which catalyzes the synthesis of long-chain
saturated fatty acids: contains the acyl-carrier protain domain and beta-ketoacyl
reductase, beta-ketoacyl synthase and self-pantethainylation actvities

HEST 0.00113412  1.7001732  Protain implicated in the regulation of ergestarol biosynthesis; one of 3 seven mambar

gene family with & commoen essential functicn and non-essential unigue functions; similar
to human axysteral binding protein (OSEP)

Gene descriptions are from tha Saccharomyces Genome Databasa (http:ihvwwewe yeastagenoma. orgl].

the plasma membrane was not fully abclished (Figure
20, right; compare ERG and scs74 in Figure ZE} How
ever, significant accumulation of intracellular Furdp could
be observed in this strain (Figure 20, right; Figure 2E).
This demanstrates that, if hydroxy-sphingolipid levels are
clearly important for optimal permease delivery to the
cell surface, the moderately decreased amounts observed
undsr SFA accumulation (Figure 24, right) cannot account,

4

by themselves, for the complete block in Furdp trafficking
chserved under these conditions (Figure 2B, right]

To get a broader view of the potential impacts of SFA
on caramide/sphingolipid synthesis, we reconsiderad our
rmicroarray data and applied a hierarchical clustering on
27 wyeast genes involved in this pathway (Table 53}
This approach identified nine genes of the sphingolipid
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Résultats

SFA Impact the Late Secretory Pathway

Figure 1: SFA impact the late secretory pathway, hem!A, seci cells werg growenin ¥ PE or YPD +ALA during 7h. The accumulation
of secretory vesicles was induced by incubating the cells at 33°C for Zh, Cells were harvested end prepared for electron microscopy
obzorvation as described in the Marerals and Methods. A) The number of secretory vasicles par cell was determined inat least 30
different cells; The p value was caleulated by a twa-tailed f-1est, Using the Gras=ean PrisM 5 software, *** p=0.0001, Maans + SEM
ara indicated, Charactansto electron microgranhs of the vesicles are showed for cells grown in gither YPD = ALA (B) ar YPD [C-F).
Eighity-seven percent of 31 random sectiens-of hemlA, sech™ cells grown in YPD, from three independent experiments, exhibited
palygonal structuresvesicles at nan-parmissive temperatura {C=F), In marked contrast, hemlA; 5287 cells grown in YPD -+ ALA did
nat display any such strugturas, but rathar raund vasiclas, with a bright content delinsated by a single membrans (8}

pathway with a highly significant deregulsied expression
(p-= 0,02, seven of which being downregulated [(FASE,
LACY, 8C57, YPCT, LCRZ, TSEC13, LAGT, and two upreg-
ulated (I5CT and SKNT) (Figure 34}, When considering
these genes in the context of the overall sphingelipid
pathway [Figure 3B), ong may anticipals a global decreass
of ceramide/sphingalpd. synthasis dus 1o a shutdown of
the early staps, However, we have already reported that
SFA accumulation results in complex sphingolipid acou-
rulation in yeast [namely IPC, MIPC and MIFPIZC; (17)]
and guantification of ceramides in this study revealed an
ovarall increase of these species under the same con-
ditions {Figure 52}, The apparant discrepancies belween
expectad and measured ceramide/sphingolipid amounts

Traffic 2013

likehy find their expianation in the fact that palmitats,
which s the main SFA-accumulating species under our
axpernimental conditions, is the substrate of sarine palmi-
toyltransferase (SPT under the farm of paimitovl-Cod), the
first enzyrme of the ceramidefsphingolipid pathway (Figure
3B} In reaction to this, knowing the deleterious effects of
high ceramidefsphingohpid levels, cells may react by shut-
ting down the overall pathway at the transcriptional level

Since high ceramide amounts have baen demonstrated
to kill both yeast and mammalian cells by inducing intra-
cellular nutrent limitation subsequent 1o nutrient trans-
porter downregulation [31,32,38), we next guestioned
il these lipid species may contnbute to the observed

5
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palmitaoyl transferases inhibitor myriocin (Figure 44), As

expectad, treating SFA-intoxicated cells with myrnogin
resullad in decreased levels of ceramides (Figure 520,
Surprisingly, however, myniocin failed o rgstore nar-
mal Furdp trafficking (Figure 4A,B], demanstrating that

Résultats

Figure 2: Impacts of hypo-
hydroxylated - sphingolipids on
Furdp trafficking. A} hemia cells
werg grown in ¥YPD-ERG <+ OLE
ar ¥PO+ERG {5FA accumulaton)
for 7h ‘before bpid extraction and
ME analysiz in the  negative  1an
moe. The mature sphingalipid farms
IPC-C {mfz=08208) &nd IPC-B/B’
|z =236 Da), which differ from each
ather by ang hydraxyl group, ara nd-
catad, AL Arbitrary Units, B) hemTA
[pFI38gF-GFP) cells ware grown in
YPD +ERG or YPD+ERG+OLE for
Th and Furdp-GFP synthasis was
induced. by adding palsctose 1o
the medium befora visualization of
GFP by confocal microscapy, ¥ 10000
|pFI3BgF-GFP) and ‘scs7a (pFI3BgF-
GFP) cells. were grown to the sta-
tianary phase in YFD, befora shifting
to. garly exponsntial phase (2x7109
calsmL~') In fresh YPRaff, Saven
hours  after the -shift, lipids were
axtracted for MS analysis of tha |IPC
species. In the negstve won mods
{C) and Furdp-GFP was wsuahzed
after galaciose addition D). Bar: 1 pm,
Bl In arder to normalize the rela-
tive expression of Furdp-GFF a8t the
plasma membrane, the plasma mem
brangfintracellular flugrescence ratio
|Furdp-GFE PhAfintra) was estimaiad
g5 described in the Matenals and
Methods. AL Arbatrary Units. The g
value was calculated by & two-silad
t test, using the cRaPHPAD PRISN B
softwars, *: p<0.058. "% p=0.01
PARE p = 00001, Means+SEM are
indicated

hiah ceramede/sohingolipid levels are not, by themselves,
responsiole for impaired permease localization

Ve next gusstioned if ceramidesfsphingolipids could act
at earlier steps of permease hiogenasis. SFA accumu-
lation is associated 1o the wranscriptional downregula-
tion of nutrient permeases (Table 5210 To evaluate the
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ERG+ OLE

B Malonyl-Coh

3F-ketodihydrosphingosine

TSC10

Dihydrosphingosine

\\S UR2

Ceramide synthase
LAGE, LACY, LIPT

L1

Ceramide A > Ceramide B
i

FENZ, SUR4
é\—-—-—_—_— Palmitoyl-CoA + Serine
e, TSEE Serine palmitoyltransferase
l 4eu, ‘Jf (inhibited by Myriacin)

= Phytosphingosine

Ceramide B .}. Ceramide C > Ceramide D

Figure 3: SFA-induced remodel-
ing of the sphingolipid pathway.
Al Higrarchical clustering of selected
genes of the sphingolipid  path-
way, hemia celis were grown 1o
the stationary phase in YPD -+-ALA,
befere shifting 1w early exponen-
tial phase (2x10° cellsmL™'| 1o
¥YPD -+ ERG+4 OLE or YPD+ERG
|SFA accumuiation], After 7h grawth
m the indicated conditions, dil-
ferantial expression analysas were
driven on 4 independant Bialoge
cal samples (1-4), as descrnbed
in' tha: Maternals and Methods,
Among the 27 genes involved
the caramidefsphingobpd pathway
n yaast (Table 53, @ showsd
significant veriations in expressicn
|FC=1.2 and p valua.=0.02} under

| Ceramides SFA accumulaticn, ? bBeing down-

Phosphatichylnositcl \L AURL
Inositel-phosphoceramide (IPC)

GOP-Mannose .,l, CSG1, C56G2, CSH1
Mannose-inositol-phosphoceramide (MIPC)

Phosphatigybeostel |, 1PTL, SKN1
Mannose-(inosital-P), ceramide (M(IP),C)

potential involvernent of cerarmides/sphingolipids in this
process, the mRNA of the glucose tranporter AXTE
wera guantified by RT-gPCR (Figure 4C) under miyri-
ocin treatment. As shown, mynocin restored  mRNA
amounts to levels very similar to what obsarved under
non SFA-accumulating  conditions.  Interestingly, simi-
lar results wera obtained for Furdp, Opt2p and Pir2p
Idata not-shown), showing that permease transcrptional
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regulated {green) and 2 upregulated

{redl; B} Outline: of the sphingelipid

pathwiay in the yeast Saccharomyces

rersvisiag. Intermediatas af the sph-

151 ingalipid pathway ~are shawn  in

regular lettering and genes are in itak-

ies. Genes which are eithar down-

5 lgreen) ar upregulsted ired) under

Poler Heed group  SFA accumulation sre also indicated.
Adapted ffom Dicksan (34).

downragidation is likely a ceramide/sphingolipid regulated
process,

Finally, tha involverment of ceramides/sphingoiipids on the
induction of tha ER-stress under SFA accumulation was
avaluated, SFA accumulation is known to result in ER-
strass-and induction of the UPR. Interestingly, myriocin
abohshed SFA-nduced UPR (Figurs 4D}
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Figure 4: Physiological effects of myriocin under 5FA accumulation. &) hamIA, enods (pFIEBgF-GFP cells were grown 1o
the stationsry phase m YPE + ALA, befora shithng to sarfy exponential phase (2x 108 cellsml=") in fresh ¥PRatf+ERG+ OLE orin
YPRaff + ERG supplemented with myriocin &t the indicated concentrations. Seven hours after the shift, Furdp-GFP expression was
induced by adding galactose, and GFP fluarescence was visualized 12 hlater. Bar, 1 pm. B) The Furag-GFP PM/Intra ratio was: estimated
as deacniped in the legend of Figure 2. AU, Arbitrary Units. The p value was caleulsted by g two-tailed ¢ test, using the GRAPH=AR
pRIEM B software, * 77 p = 0.0001. ns: non-significant, Means + SEM are indicated. C and ) hem 1A (pJC1 04| cells- were grown to the
atationary phase (n YPD + ALA, befare shifting to early exponential phase (2% 10% cellembL="} in fresh YPD 4+ ALA or ¥PD = ERG 4+ OLE
and ¥PD + ERG supplemanted with mynocin at the indicatad concantraticns. Aftar 7 h fellowing the shift to the mdicated mediom, calls
wera harvested 10 measure HX T4 expressions by AT-gPCR (C1, or to guantify f-oalactosidase activities to follow induction of the UPR
[, 3z described in Materials and Methods. AU Arbitrary Units. RT-qPCRA wvalues are expressed a5 a percentage of ALGS expression,
used asa standard. Values are means = 50 of at least three independant determinations,

Taken together, this set of data shows that ceramides/ Saturated PL as key regulators of vesicle formation
sphingolipids are not the main actors of Furdp trafficking at the trans-Golgi network
defect at the Golgl et but are important modulators A striking charactenstic of the ER and the Golgiapparatus

of both SFA-nduced UPR induction and permease i5 that thewr membranes are constiuted of highly
transcripteonal downregulation unsaturated PL species, wheareas saturatsd PL lewals
a Traffic 2013
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increase later secratory pathway, to reach a maumum
at the plasma membrane {36). High levels of unsaturated
PL rezult in loose lipid packing, a biophysical parameter
that appaars 1o ke crucial for the recruitment of selected
proteins reguired for optimal vesicular budding. Prime
examples are the members of the Arf-GAFPT family, ons
of thern being Geslpn yeast. Goeslp has baen shown Lo
meadiate both Golg-ER and post-Golgl vesicle transpart in
yveast (37). Interestingly, delation of the GCS7 gene and
of its hamalog AGEZ results in Gelgl fragmentation and
preclusion of post-Goigl transport (38)

Arf-GART proteins respond to membrang  curvaturs
through the membrane absorption of 8 specific motif,
refarred to as ArfGAF] Lipid Packing Senscr {ALPS; [39)),
In fact, the ALPS motif doss not recognize membrane
curvature per se, thatis, a curvad geometry, but looss lpid
packing, which is a conseguence of membrane curvature
[38). Since increased amounts of saturated PL under SFA
atcumulation have bean shown 1o increase lipid packing
(18], we then guestionad if abnormal Golgl morphology,
poor secratary vesicle formation and conseguant Furdp
trafficking defect could be the consequence of dirsct
impacts of saturated PL on Geslp recruitment to the
trans-Gologr network. Indeed, if wa could not succeed in
determining the precise PL composition of the polygona
structures displayed in Figure 1, we have -already
demonstrated that SFA accumulate within the PL of
microsomal fractions under our expenmental conditions
(11, This strangly suggests that PL compasition is altered
in a similar fashign ‘within the organalles of the entire
secretony pathway, including the trens-Golg network and
secrelony vesicles, under SEA accumulation,

In @& first step, we evaluated the recruitment of Gsclp
(Ges1p-GFP; Figura B} to the Golgi complex in wiva, by its
coiocalization with the trans-Golg resident protein Secip
(Sac?p-RFP; Figure §; (37)). As shown in Figure &, Geslp
failed to colocalize with Sec¥p under SFA accumulation,
but rather appeared redistributed within the cytosol

To evaluste if saturated PL could sccount by themsalves
for altared Gestp recruitment (o membranes, we used
a flotation assay in which lposgemes of defined FL
compositions and associated proteins can be recovered
at the top of a density gradient (Figure €4, (39)} In this
aim, liposomes were obtamned from phosphatidyvicholine
[PCI species purtfied from hemTA cells grown either
in tha prasence [ALA-PCH or in the abssnce [YPD-
PCH of ALA (Figure 311 ALA-PC are mainty constituted
of di-unsaturated species (e, besring two mono-
unsaturated fatty acyl chains; 558%), followed by monao-
unsaturated species. (one saturated chan and one
meno-unsaturated chain; 40%) -and saturated species
[two saturated chains, 8% and form highly disordared
miarmoranas (17,181, On the other hand, saturated forms
raize up to 40% in YFD-PC (56% mono-unsaturgted
spacies and 5% drunsaturated speces] and resalt in
highly ordered, packed membranss (17,181, As shown In
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ALK YPD
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Figure 5: SFA accumulation impairs Geslp recruitment to
the trans-Golgi network. hem i, SECTAFF cells transformed
with the pRS3TH-GFP-GCS1 plasmid were grown for 7hon
YPD+ ALA or YPD |SFA accumulation) and befare visualization
of the Ggs1p-GFP and Sec?p-RFP fusion proteins by confocal
micecscopy, Barn 1w

Figure BB, the:binding of Geoslp to ALA-PC liposomes
strongly iIncreassd with mambrans curvature, Le. smaller
liposome radius, in a very similar rmanner as what could be
ochserved with liposomes obtained with a purified mano-
unsaturated species, palmitoyl-cleyl PC (POPLC; Figure
53). By contrast, Geslp poorly associated with YFD-
PC liposomes, whatever their size (Figure 6C) Similar
results could be cbtamngd whean the same expenments
were conducted with dimyristoyl PC liposomes {a
saturated species; DMPL, Figura 531, This axparimant
demonstrated that Geslp cannet bind YPD-PC liposomes,
ikely because of increased lipid packing relatad to high
saturated PL amounizs. This: process could therefore
account Tor Geslp rmislocalization m owivo and may hksly
participata n the ohservad raduced vesicular budding at
the trans-Golgl network,

Discussion

The mpacts of SFA in f-cell death/dysfunction have bean
the object of inlense investigalions, and are supposad
1o occur via complementary actions: including reduced
ER-to-Galgi protein trafficking 140}, induction of ER-stress
and apoptotic pathways 4,13} and: Inhibition of insulin
sacretion (3% SFA accumulation correlates with increased
amounts of saturated PL which could, in turm, alter
membrane properties and tharefore account for the
abserved cellular affects (131, However, since palmitate
3 the substrate of SPT (Figure 381, these impacts of SFA
are alsg paralleled by and correlated with an increase in
caramides andior selective sphingolipid spscies (Figure

9
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28 and Figure 52; (8,411 A major point of this study
was therefore o address more precissly the relative
contriputions of ceramides/sphingolipids and saturated FL
to SFA toxecity (far summary, see Figure 74),

Using myriocin, a specific SPT inhibitor, we could first
demonstrate that ceramidesfsphingolipids mediate SFA-
induced downregulation of nutrient fransporters at the
transcriptional levet (Figure 4C). High ceramide levels have
paan demonstrated to killboth yveast and mammalian calls
by inducing Intracellular nutnant limitation subssguent to
nutrient transporter downregulation (31,32,36), A similar
process could therefore participate diractly, a1 least in
part, to SFA toxcity. The fact that the glucose transporter
GLUTL homologue Hxtdp betongs to the list of ceramide
targets (Figure 4C), sugoests that this mechanism could
alsg account for previously repoerted SFA inhibition of
ISGUIE, 7, which feads 10 insulin resistance in diabates.
Relevantly, treating musclas with SPT inhibitors maka
them resistant o palmitate inhibition of ISGL in isolated
soleus musclas (8),

A second observation s that ceramides#sphin;ﬁnhpiﬁs
mediate SFA-related induction of the ER-stress/UPR
pathways in our yesst model (Figurs 40} Since ER-
stress is closely related to cell death, these data nicely
correlate with previcus studies showing that inhibitors
of the ceramide biosynthetic pathway {i.e. fumanisin B

10

a7
66
45

Ges1p recruitment to vesicles &) Fun
fied Geslp was incubated without cr with
aither ALA-PC or ¥YPG-PC liposoms af dif-
ferent redius and fcaded at the bottom of
a three steps sucrose gradient balore can-
trifugation (see Matenals and Methods for
details), Baottom (B Z50uLi, middie (M
150 pl) and top (T: 100 uLl fracticns were
coltectad and-analyzed. B and C| Gesip
recrultment 1o liposome was determined
by analyais of top fractions on SOS-PAGE
and comparison o 100% protein fraction
ltotal loaded protein volume diuted intg
100uL fingl top volumel. Typical results:
with ALA-PC liposama (B) or with YPG-PC
lipasame [C). Dl Cambined results from
twia lipid purifications with two indepen-
gent extrusiorn each. Liposome size varied
for each axpariment and was hare refarrad
dapanding an thie pore size of the polycar-
tonate filters used in each condition

and mynooin} abolsh SFA-induced apoptosis of pcells
(14,471 Altogether, (hese observalions demonstrats that
high ceramidg/sphingoliod levals are not the primg cause
of protein trafficking disruption;

Interestingly, SFA alter the late secretory pathway in
two ways, i.e, by decreasing the amount of secretory
vesicles emearging from the frens-Golgl network (Figure
14}, but also by caalyzing the accumulation of intriguing
polygonal vesicular structures (Figure 1C-Fl. Formation
of & spherical vesicle is a complex process that requires
the orchestration of several elamentary events, including
membrang deformation by protein coats, to Initiate the
budding, and local lipid redistributions to obtain specific
areas of positive and negabive curvature {Figure 7BL
& central actor of vesicle formation in the Golgi is the
small G protein Arfl (43). Af1-GTF imtiates membrang
curvature and dissociates upon GTP hydrolysis when a
mature curved lattice is formed. Arfl release from the
mature vesicle is driven by Arf-GAP1 {or Geslpian yeast)
that promgtes GTF hydrolysie in A1, Arf-GAPT/GosTp
i5s. specifically recruited to the highly curved/mature
vesicle v its  loose  lipid-packing  sensor ALPS
motif [39}.

Ve bring in this study several ines of evidence suggesting
that saturated PL directly impact vesicle formation by
two means [Figure 7B). First, conical lipids are reqguired
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Figure 7: Summary of SFA impacts on the secretory pathway. &) Excess palmitate can be siher drven to the ceramida/sphinoolipd

pathway or to the PL pathway, leading 1o high saturated PL

Hevels. In tumm; high ceramidefsphingolipid -amaunts, downregulate the

transcription of target nutrient transporters (e.g. Hxdpland result in the induction of the UPR in the early secretary pathway, On tha
ather kand, saturated PL inerease membrare order and impact vesicle farmation at the Trans-Golgi netwark, reducing the number of
secratory vesicles “en route” ta the plasma mambrane, 8) A medel for decreasad vesicular budding in response to high saturated PL

smounts, SEA accumulation within PE shifts

PL shape fram rather conical to cylindrical. This results In an overall Increassa in lipid packing

which, intuen, alters Gespl recruitrmant o nascant vasicles. Sea text for detaiis.

to form areas of positive and negativa curvature, and
SFA accumulation within PL Is known to shift PL shapa
from conical to rather cylindrical (17). Such SFA-related
conigal-FL depletion is expected to after membrane
bending and could therefors account for the formation of
the ohserved non-sphencal, polygonal vesiclesfstructures
[Figure 1C-F). Second, accumulation of saturatsd PL
results in increased membrang order (e high lipid
packing; (18)] which alters Ges1p recruitmant to ipgsomes
in vitra (Figure 6C and i3 likely 1o account for the observed
SFA impacts an Gos 1p targeting 1o the Golgi in vivo (Figure
E). Altegether, these processes may participate actively to
disrupting the overall secretary pathway.

I extrapolated 1o mammalian cells, such a general
mechamsm could account, at least partly, for the many
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dysregulations In the sacretory pathway that have been
reported for adipocytes, muscle and pcells in response
to SFA, including altered vesicular budding in the ER [40),
decreased GLUTA translocation to the plasma membrane
(6,71 and decline in adipenectin secration {15}

Materials and Methods

Strains and culture conditions

Saccharsmiycas cerawisias strains usadin this study ara listed in Tabie 51

Tha el A celts were grown aergiically ot 28°C m YP0 medium [1%
Yeast exfract fev), 1% Paptone e, 2% Glucoze (wil] supplementad
with 80pgmb=" ALA Accumulation of endogenous 5FA was ohtained
A pravisussy descnbed 1 1 By sultrsting the calls in YED supplameniad
or- nat with 8opgmL~! ERG. Whare indicated, myniocen [Sigmal was
added tram @ steck solution in OMS0, and 1% Tween 80 vl was
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used as tha source of oleic acid (OLE]. For Furdp biogenesis studies, cells
were transformed with the centromeric plasmid pFl3ggF-areen fluorescent
protein (GFP). This plasmid codes a FUIARA fusion gene, encoding Furdp
with @ C-tarminal GFF tag wnder the control of the mducible GALTD
promotar (44, Furdp-GFF synthasis was induced by sdding galactose to
a final concantration of 4% fwiivl to a YPRaH madium in which Raffinoss
14 %0 wiiv) 15 substituted to Glucese to avod the repressan of Glucoss an
the GALTO promoter. Far visuslizetion of secretory vesicles, the hemTa,
sect'™ strain was used. Cells were grown 1o early logarithmic phase n
¥PO medivrn supplemented or not with Bopgml=1 ALA, a1 ZE°C for
7h, befora shift at 38°C for 2 h to induce tha accumulation of secratory
vesiches, Localization of Ges1p was conducted wsmg a single-copy plasrmd
axprassing Goslp teoped at the amino terminus with GFP ([pRS31 5-GFP-
GC3E1; 437

Microarrays

ANA extraction was from 2x107 cells using a commercial kit iRMeasy
Mini Kit, Ciagen), For each condition of growth, samples were prepared
from four individual biological samples. Agilent’s Yeast oligo microarray
contains G0-mer oligonuclectide probes o G256 annotaled ORFs lor
the S2EE0 swrain of S cerevimss. The ORF list was downloaded
from the Saccharomyces Genome Databsse [5GD: httpafgenome-
wwwes stanford edu/Saccharamyces at Stanford Unnersity. For statsucal
confidences and datermination of differential gene expression, deta files
waore analyzed using the froe software B oassociated to packages of
‘Bioconguctor project, Developed workfiows begen by data normalization
using Robust multichio avarage (RMA) mathod (45] that allows reduction
ol block effect done a1 the probeset level. The second steo of data analysis
workflow consists in selecting differentially expressed genes betweasn
‘control” and ‘experiment’. The statistical algorithm SAM {Significance
Analysis of Migroarrays) (48] was used to compute p vales and FC for
aach pene. Selected genes were obtained using a cut-off bath for FC and
p value (FC Cutoff = 1.7, p value Cut-off = 0.0025).

Real-time gquantitative polymerase chain reaction

ANA extraction was from 2x107 cells using a commaercial kit (RReasy
Mini Kit, Qisgen}. Reverse transcription-PCR (RT-PCR) was done with
SuparScript Il {Invitrogenl using the procedurs supplied by the manu-
facturer. Gene expression was assessed relatng [0 asparagee-bnked
giycosylation [ALGH expression by real-time guantitative PCR {RT-gPCR}
with tha GeneAmp 8500 Seguence Detection System and SYER Groen
chemistry (Applied Biosystemsl, The RT-gPCR primers used were
ALGS forward GCAGGCCAGGCAATGTCACG, ALGS revarsa ACCGETGC-
CTTCACACCACT, HXTS torward CCAGCTGATGCTTTGTCGCCAG, HXTY
reverse COGOEAGGCGEGCTTCTTTGGEA. The amplicon:s were sequanced
directly using the ABI PRISM Big Cwe Terminatoe™ Cycle seguenc-
ng Ready Reaction kit |Appled Biosystemsl and ABI PRISM 310
automatic sequENCer.

Lipid analyses and mass spectroscopy

Lipid extracts were preparsd from 10'% (PC purificetion for floatation
assays) or 108 [E5HMS analysis] yeast cells, grown as indicated, accord
ing to Fersirg et &, (16), The final organic phase was evaporated
and PLfsphingofpids were dissobved in 100wl chioroformymethanolHa O
1TE6:6, vivowd for analysis by mass spectrometry or 100 gl chiaros
farmfmethanal (2:1) for PC purification.

In grder 1o analyze sphingolipid species by mass spectrometry (M3, 1%
Pyl diethylaming was added to the samples for analysis in the negative
ion made. The molecular prafile of inositol phosphoceramide (IPCH was
oitained by scanning for the negative ion precursors of miz 241, specific
for the dehydration product of inositol phosphate {170,

For flotation assays, PC species were purified a3 described by Farreira
atal. (16]. PC amounts warg estimated by the ammaniom terrothiosyanate
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mathod {47). After avaporation, PC samples were finally resuspended to a
concentration betvesn 1 and 1,3 mg ml Vin ehlorefarm

f-Galactosidase assays

The UPR can be manitored in yeast by using reporter enzymes, such as
p- palactosidase encoded by the Lacd gene, whose synthesis is placed
under contred of the UPR element IUPRE). UPAE s a 2Zbp sequence
prasent in the promoters of genes that are activeted by the UPR (48}
Im this aim, hemria cells wers transformed with plasmid pJC104 bearing
& UPRE-CYC-Lac gene fusion, provided by D, Peter Walter (Univergity
of California; [48)). p-Galactosidase assays were performed at 30°C as
praviously described (17,

Confocal and electron microscopy

Samples were examined by confocal laser Scanning microscopy using 4
Bin-Rad MBC 1024 eqguipped with a 15-m\W argon-krypion gas laser. GFP
fusion proteins and SecTp-AFP were wisualized by axcitation at 488 nm
and BEE nm, respectively, and with 8 527 nmn pass band filter or & 605 nm
pass band filter, respactively {35 nm widthl. Cuantificetion of Furdp-GFP
at the plasma membrane was performed accordng to the procedurs
described by Malaskowski et al, (48], For gach experiment, a minimum of
G0 cells ware randomly selacted and exsmined. To detarmine the plasma
membranefntracelbular ratio, GFP fluorescence intensities both over the
plasma membrane and in intracellular erees in each call were averaged
to calgulate the ratio of plasma membrane over intracellular intensity. For
evaluation of data, unpaired Student's ¢ test was used using the GRAFHPAD
PrizM 5 softwars. Mean values and SEM are given.

For alectron microscopy, hemTAa, secé™ calls o carbon-costed grids were
praparad as dascribad by Glauert et al. {50). To visualize secratory vasicles,
gricks warg linally immersad inoa staning sokution, 1o sprove contrast in
the microscope, composad of 2.5% wranyl acetate in alcohal 70% and lead
citrate. & 1010 Jeol electron microscope was used in gxamining sections
at B0 KV, Microaraphs were obtained with a digital camera Cuemesa from
Olympus.

Protein expression and purification
FulHength Goslp expressed in Eschenchia colf was purified as dascribed
by Poon et al, (511,

Liposome preparation and Flotation experiments

& drigd filrm was prepared by evaporation of 1.3 mg of enher punfied ALA-
PC or YPO-PC lipids in chkoroform, and then resuspended in S&me HEPES
pH 7.2 and 120 mu K-acetate. Atter five stops of thawny and freezing
in liguid mitrogen, the liposome suspension was extruded sequentially
through |pore siza) 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 and 0.03 mm polycarbonate filkars
using a hand extruder {Avantil at a final lipid concentration of 1-2.5mm,
The Fposome radius was estimated by Dynamic Light Scattering {DLES) in
a Dyna Pro instrument. Liposomas were stored at room temperature and
used within 7 days afler preparation

Acknowledgments

Wi are very grateful to Anne Canteresu and Emile Bere [Confocal and
Electron Microscopy feciities of FRE CMRS 3511, Poitiers, Francel for
their precious advice regarding confocal and electron microscopy imeging
and Lidwine Trouilh [Bsochips Platform, LISBP, Toulouse, Francel for
performing microarray preparations and analyses. We thank Dr. Peter
Walter (Univarsity of California, USA[, Dr. Rosine Haguenauar-Tsapis
(Institut Jacques Monod, Paris, France) and Dr. Jeffray E. Gerst (Weizmann
Institute of Science, Fehowot, Israell for strains and plasmids. We also
acknowladge Drs. Brunc Antonny (Universitd de Nice-Sophia Antipolis,
Valkonne, France) and Miroslava Spanowva [Université de Poiters, Poitiers,
Francel for their frudful comments on the manuscript. This weork was

Traffic 2013

117



supported by the Franch MEMAT lwith a grant to L. A, P.|. tha CHRE, the
EFSD [European Foundation for the Study of Diabetes) and the FEDER
|Fonds Européen de Développement Régionall

Supporting Information

Additional Supportng Information may be found in the online version of
this artiche:

Table 81: Yeast strains used m this study,
Table §2: SFA-dysragulated genes.

Table 53: List of the genes mvohed in sphingolipid pathway used for
higrarchical clustenng,

Figure 51: A yeast model for lipotoxicity. 4 hem 1A calls can syntheses
nagm only if the medium s supplementad with A-aminolevalinate [ALALL
Since haern s used as the prosthete group of Olelp, the fatty acid
desaturase, and of several enzymes of the ergostensl pathway, hemla
cells accurnulate saturated fatty acids (SFA| and suffer ergoatencl depletion
when grown in the absence of ALA [YPDL As with pancreatic f-oells, SFA
accumulation is essociated with ER-swelling and induction of the unfolded
protein response [UPRI o this organelle, but also with the diversion of
selective plagma membrane proteing, such as the uracd permease Furdp,
from the Golgi apparatus 1o the vacusle for degradation. Full growth can be
recovered if the cells are grown in the presence of exogenous sources of
ergosterol and unsaturatad fatty acids (UFAL, such as the mono-unsaturated
species oleic acid. B) On a biophysicel point of view, SFA accurmulation
correlates with an ingrease in the saturation rate of phospholipids which
regulls, in turn, moan ardering of the membrane bdayers, Ses tex for
detals

Figure 52: Ceramide quantification. hemia cells were grown in the
miedia indicated for Th before lipid extraction and ME analysis in the
positive ion mode. The relative quantities of the phytoceramide species
11 BO260-B (miz=6%6.70a8) and t18:0/26:0-C [nyz=T12.7 Da), which
warg the mast represented ceramides in our samples and differ from
each other by ane hydrosyl group, were estimated by comparison to
N-cotadecanoylphytcaphingosing (Avanti Polar Lipeds, Inc), used &s a
standard. Their schematic structuras are also displayed. These species
ware unambiguously identified by scanning for the positive ion precursors
of miz 282.3 |2}, AL debitrary Units,

Figure 53: Ges1p recruitment to lippsomes of defined composition
and various radiuses. To detarming the role of unsaturated lipids on
Goslp recruitment, purified Gos1p was inculbated with sither pure DOPC
|dicl=oyl phesphatidylcholins), pure POPC (palmitoylcleyl PC1 or pure
DMPC idimyristoyl PCI liposomes of different radius Ji.e. extruded through
pohycarbanate filters of respective pore size 0.4 pm (T2), 0.1 pm (T3 and
0.03 pm (T3, or no addad lipasomeas [T1]], then loaded at the bottom
of a three steps sucrose gradient bafore centrifugation as describad in
Figura 6. Gcs1p recruitment to liposoma was guantified by analysis of top
fractions on SDE-PAGE and comparison to 100% protein fraction itotal
oaded protein volume diluted into 100 kb final top volumel.
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Supplemental data

Supplemental Table 1: Yeast strains used in this stud y

Résultats

Strain

Y10000

hemlA a
hemlA a
SCS7A

sec6A®

hem1A, end3A
hem1A, sec6A®

SP1-SEC7RFP

heml1A, SEC7RFP

Genotype

Wild type (MAT)a his3 leu2 lys2 ura3

Mating type (MAT)a trpl his3 ura3 leu2 hem1::LEU2
(MAT)a trpl his3 ura3 leu2 hem1::LEU2

(MAT)a his3 leu2 lys2 ura3

(MAT)a leu2 trpl ura3 sec6—4 (ts)

(MAT)a his3 ura3 hem1::LEU2 end3::KanMX4
(MAT)a trpl his3 ura3 hem1::LEU2 sec6—4 (ts)

(MAT)a canl his3 ura3 leu2 ade8 trpl1::TRP1::TPI1-SEC7-
RFP

(MAT)a his3 ura3ad8 YDR232W::kanMX4 trpl::TRP1::TPI1-
SEC7RFP

Source

Euroscarf

(Pineau et al., 2009)

(Pineau et al., 2009)

Y 10858 (Euroscarf)

TFY15, (Ferreira et al., 2002)
(Pineau et al., 2008)

This study, progeny of hem1A a x
TFY15

(Robinson et al., 2006)

This study, progeny of SP1-
SEC7RFP X (MAT)a haploid
progeny of Y23591 (Euroscarf)
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Résultats

Supplemental Table 2: SFA-dysregulated genes

Gene descriptions are from the Saccharomyces genome database (http://www.yeastgenome.org/).

FC: Fold Change

Down-regulated genes

Gene
name

HXT4

ADE17

HO

OPT2

ERGS5

PTR2

YPC1

HPT1

HMS1

YLR049C
CWP1

YMR144W

COX4

PHM6
GCV2

ADE4

ADE1

SCS7

SAG1

FUR4

FAA1

Pvalue

2.97E-07

6.44E-07

7.36E-07

1.83E-06

2.53E-06

2.77E-06

2.88E-06

7.74E-06

3.12E-05

0.00012805
0.00023571

0.00024068

0.00034465

0.00034929
0.00039635

0.00043879

0.00044975

0.00107647

0.00142242

0.00184114

0.00227896

FC

-1.76769547

-2.12246367

-1.76502852

-2.0173451

-1.74467734

-2.53806285

-1.73308228

-1.72854188

-1.96510269

-1.71521425
-2.49563586

-1.71651176

-1.91059552

-1.98222854
-1.70874481

-1.70785768

-2.01530513

-1.80540177

-1.73545467

-1.73120857

-2.25801109

Description

High-affinity glucose transporter of the major facilitator superfamily, expression is induced by
low levels of glucose and repressed by high levels of glucose

Enzyme of 'de novo' purine biosynthesis containing both 5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucleotide transformylase and inosine monophosphate cyclohydrolase activities, isozyme
of Adel6p; adel6 adel7 mutants require adenine and histidine

Site-specific endonuclease required for gene conversion at the MAT locus (homothallic
switching) through the generation of a ds DNA break; expression restricted to mother cells in
late G1 as controlled by Swi4p-Swi6p, Swi5p and Ash1p

Oligopeptide transporter; member of the OPT family, with potential orthologs in S. pombe and
C. albicans; also plays a role in formation of mature vacuoles

C-22 sterol desaturase, a cytochrome P450 enzyme that catalyzes the formation of the C-
22(23) double bond in the sterol side chain in ergosterol biosynthesis; may be a target of azole
antifungal drugs

mediates transport of di- and tri-peptides

Alkaline ceramidase that also has reverse (CoA-independent) ceramide synthase activity,
catalyzes both breakdown and synthesis of phytoceramide; overexpression confers fumonisin
B1 resistance

Dimeric hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, catalyzes the formation of both
inosine monophosphate and guanosine monophosphate; mutations in the human homolog
HPRT1 can cause Lesch-Nyhan syndrome and Kelley-Seegmiller syndrome

Basic helix-loop-helix (bHLH) protein with similarity to myc-family transcription factors;
overexpression confers hyperfilamentous growth and suppresses the pseudohyphal
filamentation defect of a diploid mepl mep2 homozygous null mutan

Putative protein of unknown function

Cell wall mannoprotein that localizes specifically to birth scars of daughter cells, linked to a
beta-1,3- and beta-1,6-glucan heteropolymer through a phosphodiester bond; required for
propionic acid resistance

Putative protein of unknown function; localized to the nucleus; YMR144W is not an essential
gene

Subunit IV of cytochrome ¢ oxidase, the terminal member of the mitochondrial inner membrane
electron transport chain; precursor N-terminal 25 residues are cleaved during mitochondrial
import; phosphorylated; spermidine enhances translation

Protein of unknown function, expression is regulated by phosphate levels

P subunit of the mitochondrial glycine decarboxylase complex, required for the catabolism of
glycine to 5,10-methylene-THF; expression is regulated by levels of 5,10-methylene-THF in the
cytoplasm

Phosphoribosylpyrophosphate amidotransferase (PRPPAT; amidophosphoribosyltransferase),
catalyzes first step of the 'de novo' purine nucleotide biosynthetic pathway
N-succinyl-5-aminoimidazole-4-carboxamide ribotide (SAICAR) synthetase, required for 'de
novo' purine nucleotide biosynthesis; red pigment accumulates in mutant cells deprived of
adenine

Sphingolipid alpha-hydroxylase, functions in the alpha-hydroxylation of sphingolipid-associated
very long chain fatty acids, has both cytochrome b5-like and hydroxylase/desaturase domains,
not essential for growth

Alpha-agglutinin of alpha-cells, binds to Agalp during agglutination, N-terminal half is
homologous to the immunoglobulin superfamily and contains binding site for a-agglutinin, C-
terminal half is highly glycosylated and contains GPI anchor

Uracil permease, localized to the plasma membrane; expression is tightly regulated by uracil
levels and environmental cues

Long chain fatty acyl-CoA synthetase, activates imported fatty acids with a preference for
C12:0-C16:0 chain lengths; functions in long chain fatty acid import; accounts for most acyl-
CoA synthetase activity; localized to lipid particles
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Up-regulated genes

Résultats

Gene
name

YBLO65W

PAU9

PAU2

YKLO71W

PUG1

PAU20

YBRO16W

BIO2
YORO19W

INO1

HPF1
NCE103

PYC1

PAU4

1ZH4

oswz
RTA1

PAU15
PRM7

NDE1

PAU14

NCA3

PUT1

YOR338W

GDH3

Pvalue

3.29E-11

3.20E-09

1.15E-08

2.67E-08

1.06E-07

2.03E-07

1.01E-06

1.04E-06
1.14E-06

1.55E-06

2.16E-06
2.48E-06

3.01E-06

4.04E-06

4.36E-06

5.36E-06
6.40E-06

7.31E-06
7.72E-06

8.60E-06

8.62E-06

1.02E-05

1.23E-05

1.39E-05

1.44E-05

FC

2.1115275

2.0119407

2.1238698

2.2000996

2.2784343

2.2994762

1.7044751

2.1401966
1.8247839

2.7454811

1.8256446
2.1826678

1.7633309

2.1875373

5.1719371

2.3524975
4.8023256

1.7305407
2.1633181

1.7628928

2.1202317

3.1101102

2.1391025

3.0611703

1.9906548

Description

Dubious open reading frame unlikely to encode a protein, based on available experimental and
comparative sequence data; partially overlaps verified ORF SEF1/YBL066C; YBLO65W is a non-
essential gene

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions

Member of the seripauperin multigene family encoded mainly in subtelomeric regions, active
during alcoholic fermentation, regulated by anaerobiosis, negatively regulated by oxygen,
repressed by heme

Putative protein of unknown function; expression induced in cells treated with the mycotoxin
patulin, and also the quinone methide triterpene celastrol; green fluorescent protein (GFP)-fusion
protein localizes to the cytoplasm

Plasma membrane protein with roles in the uptake of protoprophyrin X and the efflux of heme;
expression is induced under both low-heme and low-oxygen conditions; member of the fungal
lipid-translocating exporter (LTE) family of proteins

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions; expression induced by low temperature and also by anaerobic conditions;
induced during alcoholic fermentation

Tail-anchored plasma membrane protein containing a conserved CYSTM module; predicted to
be palmitoylated; has similarity to hydrophilins, which are involved in the adaptive response to
hyperosmotic conditions

Biotin synthase, catalyzes the conversion of dethiobiotin to biotin, which is the last step of the
biotin biosynthesis pathway; complements E. coli bioB mutant

Protein of unknown function that may interact with ribosomes, based on co-purification
experiments

Inositol-3-phosphate synthase, involved in synthesis of inositol phosphates and inositol-
containing phospholipids; transcription is coregulated with other phospholipid biosynthetic genes
by Ino2p and Ino4p, which bind the UASINO DNA element

Haze-protective mannoprotein that reduces the particle size of aggregated proteins in white
wines

Carbonic anhydrase; poorly transcribed under aerobic conditions and at an undetectable level
under anaerobic conditions; involved in non-classical protein export pathway

Pyruvate carboxylase isoform, cytoplasmic enzyme that converts pyruvate to oxaloacetate;
highly similar to isoform Pyc2p but differentially regulated; mutations in the human homolog are
associated with lactic acidosis

Member of the seripauperin multigene family encoded mainly in subtelomeric regions; active
during alcoholic fermentation, regulated by anaerobiosis, negatively regulated by oxygen,
repressed by heme

Membrane protein involved in zinc ion homeostasis, member of the four-protein 1ZH family,
expression induced by fatty acids and altered zinc levels; deletion reduces sensitivity to excess
zinc; possible role in sterol metabolism

Protein of unknown function proposed to be involved in the assembly of the spore wall

Protein involved in 7-aminocholesterol resistance; has seven potential membrane-spanning
regions; expression is induced under both low-heme and low-oxygen conditions; member of the
fungal lipid-translocating exporter (LTE) family of protein

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions

Pheromone-regulated protein, predicted to have one transmembrane segment; promoter
contains Gen4p binding elements

Mitochondrial external NADH dehydrogenase, a type Il NAD(P)H:quinone oxidoreductase that
catalyzes the oxidation of cytosolic NADH; Ndelp and Nde2p provide cytosolic NADH to the
mitochondrial respiratory chain

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions; identical to Paulp

Protein that functions with Nca2p to regulate mitochondrial expression of subunits 6 (Atp6p) and
8 (Atp8p ) of the Fo-F1 ATP synthase; member of the SUN family; expression induced in cells
treated with the mycotoxin patulin

Proline oxidase, nuclear-encoded mitochondrial protein involved in utilization of proline as sole
nitrogen source; PUT1 transcription is induced by Put3p in the presence of proline and the
absence of a preferred nitrogen source

Putative protein of unknown function; YOR338W transcription is regulated by Azflp and its
transcript is a specific target of the G protein effector Scp160p; identified as being required for
sporulation in a high-throughput mutant screen

NADP(+)-dependent glutamate dehydrogenase, synthesizes glutamate from ammonia and
alpha-ketoglutarate; rate of alpha-ketoglutarate utilization differs from Gdhlp; expression
regulated by nitrogen and carbon sources
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1ZH2

YNLO024C

AADG6

FAA4

ALE1

MEP2

MOH1

PAU11

ICT1

AAD16

RRT1

ADI1

FET3

PAUL

PAU18

ATF1

PRM7

OLE1l

PAUS8

ARN2

DAN3

YOR385W

CHAl1

ARO10

YER184C

DON1

PAU16

MGA2

PAU10

BAG7

1.44E-05

1.71E-05

2.04E-05

2.17E-05

2.47E-05

2.66E-05

2.85E-05

3.18E-05

3.42E-05

4.10E-05

4.43E-05

4.64E-05

6.00E-05

6.22E-05

6.91E-05

6.97E-05

7.80E-05

7.84E-05

8.59E-05

8.75E-05

0.00012675

0.00013967

0.00015592

0.00016344

0.00016912

0.00018213

0.00019481

0.00021876

0.00023536

0.00023829

2.2640908

2.5639689

2.2218694

2.0488887

2.0267613

1.7043315

1.7727188

2.0049327

2.2208792

1.8354379

1.7631292

2.1733248

2.0876311

2.0191731

2.1632965

2.4021553

2.177254

4.4421267

1.9530609

1.7483281

1.8817939

1.9030061

1.8540776

2.5693869

1.7838712

1.7594059

1.924277

1.7750116

1.8166751

1.8453348

Résultats

Plasma membrane protein involved in zinc homeostasis and osmotin-induced apoptosis;
transcription regulated by Zaplp, zinc and fatty acid levels; similar to mammalian adiponectins;
deletion increases sensitivity to elevated zinc

Putative protein of unknown function with seven beta-strand methyltransferase motif; green
fluorescent protein (GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm; YNL024C is not an essential
gene

Putative aryl-alcohol dehydrogenase; involved in oxidative stress response; similar to P.
chrysosporium aryl-alcohol dehydrogenase; expression induced in cells treated with the
mycotoxin patulin

Long chain fatty acyl-CoA synthetase, activates imported fatty acids with a preference for C12:0-
C16:0 chain lengths; functions in long chain fatty acid import; important for survival during
stationary phase; localized to lipid particles

Broad-specificity lysophospholipid acyltransferase, part of MBOAT family of membrane-bound
O-acyltransferases; key component of Lands cycle; may have role in fatty acid exchange at sn-2
position of mature glycerophospholipids

Ammonium permease involved in regulation of pseudohyphal growth; belongs to a ubiquitous
family of cytoplasmic membrane proteins that transport only ammonium (NH4+); expression is
under the nitrogen catabolite repression regulation

Protein of unknown function, has homology to kinase Snf7p; not required for growth on
nonfermentable carbon sources; essential for survival in stationary phase

Putative protein of unknown function and member of the seripauperin multigene family encoded
mainly in subtelomeric regions; mRNA expression appears to be regulated by SUT1 and UPC2
Lysophosphatidic acid acyltransferase, responsible for enhanced phospholipid synthesis during
organic solvent stress; null displays increased sensitivity to Calcofluor white; highly expressed
during organic solvent stress

Putative aryl-alcohol dehydrogenase; similar to P. chrysosporium aryl-alcohol dehydrogenase;
mutational analysis has not yet revealed a physiological role

Identified in a screen for mutants with increased levels of rDNA transcription; dubious open
reading frame unlikely to encode a protein, based on experimental and comparative sequence
data

Acireductone dioxygenease involved in the methionine salvage pathway; ortholog of human
MTCBP-1; transcribed with YMRO10W and regulated post-transcriptionally by RNase Il (Rnt1p)
cleavage; ADI1 mRNA is induced in heat shock conditions

Ferro-O2-oxidoreductase required for high-affinity iron uptake and involved in mediating
resistance to copper ion toxicity, belongs to class of integral membrane multicopper oxidases
Member of the seripauperin multigene family encoded mainly in subtelomeric regions, active
during alcoholic fermentation, regulated by anaerobiosis, negatively regulated by oxygen,
repressed by heme; identical to Paul4p

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions; identical to Pau6p

Alcohol acetyltransferase with potential roles in lipid and sterol metabolism; responsible for the
major part of volatile acetate ester production during fermentation

Pheromone-regulated protein, predicted to have one transmembrane segment; promoter
contains Gen4p binding elements

Delta(9) fatty acid desaturase, required for monounsaturated fatty acid synthesis and for normal
distribution of mitochondria

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions

Transporter, member of the ARN family of transporters that specifically recognize siderophore-
iron chelates; responsible for uptake of iron bound to the siderophore triacetylfusarinine C

Cell wall mannoprotein with similarity to Tirlp, Tir2p, Tir3p, and Tirdp; member of the
seripauperin multigene family encoded mainly in subtelomeric regions; expressed under
anaerobic conditions, completely repressed during aerobic growth

Putative protein of unknown function; green fluorescent protein (GFP)-fusion protein localizes to
the cytoplasm; YOR385W is not an essential gene

Catabolic L-serine (L-threonine) deaminase, catalyzes the degradation of both L-serine and L-
threonine; required to use serine or threonine as the sole nitrogen source, transcriptionally
induced by serine and threonine

Phenylpyruvate  decarboxylase, catalyzes decarboxylation of phenylpyruvate to
phenylacetaldehyde, which is the first specific step in the Ehrlich pathway

Putative zinc cluster protein; deletion confers sensitivity to Calcufluor white, and prevents growth
on glycerol or lactate as sole carbon source

Meiosis-specific component of the spindle pole body, part of the leading edge protein (LEP)
coat, forms a ring-like structure at the leading edge of the prospore membrane during meiosis ||
Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions

ER membrane protein involved in regulation of OLE1 transcription, acts with homolog Spt23p;
inactive ER form dimerizes and one subunit is then activated by ubiquitin/proteasome-dependent
processing followed by nuclear targeting

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions

Rho GTPase activating protein (RhoGAP), stimulates the intrinsic GTPase activity of Rholp,
which plays a role in actin cytoskeleton organization and control of cell wall synthesis;
structurally and functionally related to Sac7p
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PAU12

SUE1
YMR316C-
B

CRF1
PDR10
YPS3
PAU13
TDA4

RTS3
PAUG

FAS2

HES1

YGLO39W
TIS11

DIAL

ROG3

0.00031686

0.00032814
0.00038874

0.00039238

0.00044777

0.000548

0.00062698

0.00073228

0.00082652
0.0008502

0.00095185

0.00113412

0.00116853
0.00128386

0.00134481

0.00166387

1.9716065

1.8273099
1.7142699

2.3870356

1.7793012

2.1716388

1.9056727

2.2403327

1.7623321
1.8134481

1.7266125

1.7001732

2.3585109
1.8752267

1.8382475

1.7586805

Résultats

Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions
Mitochondrial protein required for degradation of unstable forms of cytochrome c

Dubious open reading frame unlikely to encode a functional protein, based on available
experimental and comparative sequence data

Protein that interacts specifically in vivo with phospholipid translocase (flippase) Dnf3p; similar to
Cdc50p, which is an essential interaction partner of the flippase Drs2p

ATP-binding cassette (ABC) transporter, multidrug transporter involved in the pleiotropic drug
resistance network; regulated by Pdrlp and Pdr3p

Aspartic protease, member of the yapsin family of proteases involved in cell wall growth and
maintenance; attached to the plasma membrane via a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor
Protein of unknown function, member of the seripauperin multigene family encoded mainly in
subtelomeric regions; expression is induced after ethanol shock

Putative protein of unknown function; null mutant is sensitive to expression of the topl-T722A
allele

Putative component of the protein phosphatase type 2A complex

Member of the seripauperin multigene family encoded mainly in subtelomeric regions, active
during alcoholic fermentation, regulated by anaerobiosis, negatively regulated by oxygen,
repressed by heme; identical to Paul8p

Alpha subunit of fatty acid synthetase, which catalyzes the synthesis of long-chain saturated
fatty acids; contains the acyl-carrier protein domain and beta-ketoacyl reductase, beta-ketoacyl
synthase and self-pantetheinylation activities

Protein implicated in the regulation of ergosterol biosynthesis; one of a seven member gene
family with a common essential function and non-essential unique functions; similar to human
oxysterol binding protein (OSBP)

Oxidoreductase shown to reduce carbonyl compounds to chiral alcohols

mRNA-binding protein expressed during iron starvation; binds to a sequence element in the 3'-
untranslated regions of specific mMRNAs to mediate their degradation; involved in iron
homeostasis

Protein of unknown function, involved in invasive and pseudohyphal growth; green fluorescent
protein (GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm in a punctate pattern

Protein that binds the ubiquitin ligase Rsp5p via its 2 PY motifs; has similarity to Rod1p;
mutation suppresses the temperature sensitivity of an mck1 rim11 double mutant; proposed to
regulate the endocytosis of plasma membrane proteins
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Supplemental Table 3: List of the genes involved in sphingolipid pathway used for hierarchical clusteri ng

This list was obtained from the Saccharomyces genome database (http://www.yeastgenome.org/).

Gene name ORF name
AUR1 YKLO04W
CsSG1 YPLO57C
CSG2 YBRO0O36C
DPL1 YDR294C
FEN1 YCRO034W
IFA38 YBR159W
IPT1 YDRO72C
ISC1 YERO19W
LAC1 YKLO08C
LAG1 YHL003C
LCB1 YMR296C
LCB2 YDRO0O62W
LCB3 YJL134W
LCB4 YOR171C
LCB5 YLR260W
LIP1 YMR298W
PHS1 YJLO97W
SCS7 YMR272C
SKN1 YGR143W
SUR2 YDR297W
SUR4 YLR372W
TSC10 YBR265W
TSC13 YDLO15C
TSC3 YBR0O58C-A
YDC1 YPLO87W
YPC1 YBR183W
YSR3 YKRO053C
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Supporting Figure 1
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haem is used as the prosthetic g of Olelp, the fatty acid desaturase, and of seveizymes of the ergostel
pathway,heml4 cells accumulatesaturated Fatty Acids (SFA) and suffer Ergosteepletion when grown i
the absence of ALA (YPD). As th pancreaticB-cells, SFA accumulation is associd with EF-swelling and
induction of the Unfolded ProteiResponse (UPR) in this organelle, but also wie diversion of selectiv
plasmamembrane proteins, sucts the Uracil permease Furdp, from the Gappaiatus to the vacuole fi
degradation. Full growth can becovered if the cells are grown in the present exogenous sources
Ergosterol and Unsaturated FalAcids (UFA), such as the mo-unsaturated specs oleic acid. (B) On
biophysical poinbf view, SFA acumulation correlates with an increase in theratitin rate of phospholipid
which results, in turn, in an order of the membrane bilayers. See text for details.
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Supporting Figure 2
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Supporting Figure 2: Ceramide quantification

heml4 cells were grown in the incated media for 7 h before lipid extraction and Bifalysis in the positive io
mode. The relative quantities of { phytoceramide species t18:0/-B (m/z = 696.7Da) andt18:0/26:0-C (m/z
= 712.7 Da), which were the nt repesented ceramides in our samples and difom each other by or
hydroxyl group,were estimated bcomparison to -octadecanoyRhytosphingosine (fanti Polar Lipids, Inc.)
used as a standar@iheir schemat structures are also displayed. These sp were urambiguously identifie
by scannindor the positive ion prcursors om/z282.3 (Guaret al., 2010).A. U.: Arbitrary Units.
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Supporting Figure 3: Gcslp recruitment to liposome®f defined composition and various radiuses

To determine the role of unsaturated lipids on @agtruitment, purified Geslp was incubated withesi pure
DOPC (dioleyl PC), pure POPC (Palmitoyl-Oleyl PC)pare DMPC (dimyristoyl PC) liposomes of different
radius (i.e. extruded through polycarbonate filigrsespective pore size 0.4 um (T2), 0.1 pm (&) @.03 pm
(T3), or no added liposomes (T1)), then loaded hat bottom of a three steps sucrose gradient before
centrifugation as described in fig 6. Geslp reonaitt to liposome was quantified by analysis offtagtions on
SDS-PAGE and comparison to 100 % protein fractiotal loaded protein volume diluted into 100 plafiiop

volume).
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Chapitre Il : Implication des
acides gras satures dans la

mucoviscidose

129



Résultats

Résumé de la deuxieme publication

Cystic fibrosis airway cells are lipointoxicated byhypoxia-related palmitate

accumulation

Article en révision dans la revue “American Jouroél Respiratory Cell and Molecular
Biology”.

Laurie-Anne Payet, Linette Kadri, Sébastien Giraud, Caroline Norez, Jean Marc

Berjeaud, Christophe Jayle, Sandra Mirval, Frédéric Becq, Clarisse Vandebrouck,

Thierry Ferreira.

La mutation la plus fréquente responsable de laowiscidose résulte d’'un défaut de
trafic de la protéine mutante F508del-CFTR versdeatination finale. Nous avons émis
I'hypothése selon laquelle le facteur n'ayant paspéis en compte chez les patients CF, leur
profil phospholipidigue membranaire, pourrait érd'origine de, ou du moins participer a
I'efficacité moindre des correcteurs du F508del-RFJans les essais cliniques par rapport
aux résultats obtenus vitro. Dans cette deuxiéme publication, nous nous sondoes
intéressés aux contenus en AG des PL de cellulghébples bronchiques humaines
homozygotes pour la mutatiédrb08del-CFTR, et & leur implication dans la voie de sécrétion
dans le contexte de la mucoviscidose. Dans ce tthapious ferons référence aux figures
provenant de cette publication. Celles-ci serotée® Fig. p2, suivi du numéro correspondant

a la figure au sein de I'article.

Du palmitate s’accumule dans les PC des cellules deatients CF, mais cette

accumulation n’est pas directement corrélée a la mation F508del-CFTR.

Les extractions des PC des cellules épithélialstiement dissociées de bronches CF
et non-CF et leur analyse en spectrométrie de n{d4Sg ont été initiées par Linette Kadri
lors de son stage M2 au sein de notre équipe. @ariment a ce que nous avons lu dans la
littérature, la premieére observation que nous avaite portait sur I'absence de différences
concernant les PC contenant des AGPI, c’est-aairePC(38:3), entre cellules de patients
CF (Fig. p2-1B) et non-CF (Fig. p2-1A). En revanchespece PC(32:0), composée de deux
palmitates (C16:0) était beaucoup plus abondams W cellules de patients CF comparées
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aux non-CF, au détriment de I'espéce de PC(36dhposeée de deux oléates (C18:1). Les
cellules de patients CF présentaient un profil @epRis saturé que les non-CF (reflété par le
pourcentage d’espéces de PC ne contenant pas die diaison (DB), DB=0, Fig. p2-1E), au
détriment des especes di-insaturées (DB=2, FiglE)2-La méme étude menée dans les
lignées cellulaires correspondantes (16HBEXIoCFBE410 qui seront nommeées dans ce
manuscrit lignées non-CF et CF, respectivement)oatr@ que les deux types cellulaires
présentaient exactement le méme profil de PC (¢glLC et 1D), I'espece majoritaire étant
PC(36:2), et 'espece PC(32:0) étant retrouvéeamnfaible quantité. Ces données démontrent
gue les CFBE4Ipbien qu’étant des cellules épithéliales bronchsggnumaines homozygotes
pour la mutatior-508del-CFTR, tout comme les cellules de patients CF, ne egitépas le
contenu phospholipidique retrouvé dans les celltrf@shement dissociées. Cette différence
de profil lipidique proviendrait d’un facteur prégedans les poumons des patients que nous

n'avons pas dans les conditions de cultanatro.

Afin d’améliorer ce modele cellulaire, nous avomsig I'hypothese selon laquelle
'accumulation de palmitate dans les PC des cdalldgithéliales bronchiques serait la
conséquence d'une hypoxie induite par la couchasg&pade mucus visqueux dans les
bronches de patients CF. En effet, les enzymesysatd la désaturation des AGS en AGI
sont oxygene-dépendantes (Los and Murata, 1998)s Das conditions d’hypoxie, elles ne
sont plus fonctionnelles et des AGS s’accumulerdtré\ hypothese a été renforcée par
I'observation selon laquelle le taux de transooiptdu facteur & induit par I'hypoxie HIF1q,
était significativement supérieur dans les celldegatients CF (Fig. p2-2A) comparées aux
non-CF. Nous avons tenté de reproduire cette hgpenicultivant les lignées CF et non-CF
en chambre hypoxique, dans laquelle 'oxygéne paettotalement remplacé par de I'azote.
Ces expériences ont également été menées pare et lors de son stage M2. Les PL ont
été extraits et analysés en MS, puis dans le lawod’ une vision plus quantitative que les
abondances relatives représentées sur les speetresmsse, le rapport PC(32:0)/PC(36:2),
reflétant le taux de saturation des PC, a éte lgakpartir des spectres de masse. Pour les
deux lignées cellulaires, la culture en chambre okigue induit une augmentation
significative du taux de saturation (Fig. p2-2C28)). Cependant, les taux de saturation
observés sont loin d’étre aussi spectaculairescqug observés dans les cellules de patients
(Fig. p2-2B). Priver les cellules d’oxygene résuitenc bien en I'accumulation d’AGS.

Néanmoins, les 48 h de culture en hypoxie qui détabpliquées dans les expériences
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présentées dans la publication, ne sont pas sutéisgpour mimer le profil lipidique des

cellules de patients CF.

Nous avons donc opté pour une stratégie alternadige utilisée dans les cellulfs
humaines (Karaskogt al., 2006), consistant en I'apport exogéne d’AG con@gya la BSA.
L’incubation des CFBE4Icavec 1% de BSA (Fig. p2-3A) confere aux cellules puofil
lipidique se rapprochant de celui observé pouplgents non-CF (Fig. p2-1A). L'utilisation
de 1 mM de palmitate, la concentration classiquernéhsée avec les cellulgs entraine
'accumulation de cet AG dans les PC, I'espéce ntajee, sinon la seule, étant PC(32:0). Le
taux de saturation obtenu avec cette concentraegopalmitate étant trop élevé par rapport a
celui observé chez les patients CF, nous avons #&sté une gamme de concentrations de
palmitate allant de 0 a 1 mM. Les spectres de masmactéristiques des profils obtenus pour
0, 100 pM, 250 pM et 1 mM de palmitate (Fig. p2-3Apntrent une augmentation de
l'espece PC(32:0) avec la concentration de paleitaistée. De facon plus générale,
laugmentation de la concentration de palmitatesdén milieu de culture entraine une
augmentation des especes saturées (DB=0, Fig. patBBétriment des espéces mono- et di-
insaturées (DB=1 et DB=2 respectivement, Fig. p2-28in de trouver la concentration en
palmitate nous permettant de mimer le profil ligik des patients CF, nous avons comparé
les taux d’espéces de PC saturées (DB=0) obtgmés @ancubation des CFBE4lavec
différentes concentrations de palmitate, avec celoservé chez les patients CF. La
concentration de 100 uM de palmitate est cellenguis permet de nous rapprocher au plus
pres du profil observé chez les patients CF (R2¢30).

L’augmentation du taux de saturation des PC induitun stress du RE et altére I'activité
du F508del-CFTR corrigé.

L’incubation des cellule§ avec du palmitate est connue pour induire I'apsptde
ces cellules (Cunhat al., 2008). Pour cette raison, nous avons mesuré Einmu de
'apoptose des CFBE4lcubées avec des concentrations croissanteslohigia, grace a
un test ELISA (décrit dans le chapitre Matériel reethodes, IV- B- Détection et
guantification de l'apoptose). Dans ce type cellalal’apoptose n’est induite de fagon
significative qu’a partir de 250 uM de palmitateg(Fp2-4A, panneau de gauche) et peut étre
corrigée tres efficacement par I'ajout de 50 uMlekte (Fig. p2-4A, panneau de droite).
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Lorsque nous nous sommes intéressés aux profitBgies correspondants, nous avons pu
observer que l'incubation des CFBE4avec 50 uM d’oléate en combinaison avec 250 uM
de palmitate, induisait une tres forte diminution’dspéce PC(32:0) (Fig. p2-4B, panneau de
gauche) qui était 'espece majoritaire en I'absedcdéate (Fig. p2-3A). L'incubation des
CFBEA410 en présence d'oléate seul conduit a un profitliquie différent de celui obtenu en
BSA, avec une accumulation de l'oléate dans I'espe€(36:2) (Fig. p2-4B, panneau de
droite). Ceci suggeére gue I'ajout d’'oléate danmlieu de culture des CFBE41oontenant
du palmitate induit le remodelage du profil de R€cune diminution de I'espece PC(32:0),

confirmant I'implication du palmitate a forte comteation dans I'induction de I'apoptose.

Néanmoins, 100 uM de palmitate, la concentratiamsmmermettant de mimer le profil
lipidique des patients CF, n’induit pas l'apoptodes CFBE41o Sachant que dans les
cellules B et chez la levure, I'apoptose s’accompagne de RUfPineauet al., 2009;
Diakogiannakiet al., 2008), nous avons donc mesuré linduction detess du RE par la
détermination du taux de phosphorylation d’'elfe la voie PERK (décrit dans le chapitre
Introduction, II- A- 3a- L'UPR, Figure 15). L'inction des CFBE4Icavec 100 pM de
palmitate induit une augmentation Iégére mais Baative du taux de phosphorylation
d’elF2a comparé a celui obtenu avec le contréle BSA (pi34C). Ceci suggere qu’a cette
concentration, la voie PERK-elktZst activée. L’ajout de 50 uM d’oléate, suffisaptaur

corriger I'induction de I'apoptose, semble rédueestress, mais pas de facon significative.

L’induction d'un stress du RE par lincubation d€BE416 avec 100 uM de
palmitate, suggere qu’a cette concentration, Kjrité du RE pourrait étre affectée, et par
conséquent, le repliement et le trafic des prog#pmurraient étre altérés. Le F508del-CFTR,
normalement retenu dans le RE, peut étre achemimén@mbrane plasmique par des agents
pharmacologiques. Cette correction du trafic pauégalement étre perturbée par I'ajout du
palmitate dans les PC. Afin de tester cette hymathkactivité du F508del-CFTR, corrigé par
du miglustat, a été mesurée dans les CFBEdfies incubation avec 100 uM de palmitate,
par la technique des efflux d’iodure. Sans coroecpar miglustat, F508del-CFTR n’est pas
retrouvé a la membrane plasmique et sa stimulaf@eifique par un mélange de forskoline
(Fsk) et de génistéine (Gst) n’induit pas d'efflddodure (Fig. p2-5A). Au contraire,
I'incubation des CFBE4I@vec miglustat restaure le trafic de F508del-CEIIR membrane
plasmique, et un flux d'iodure peut étre mesur@systimulation par Fsk+Gst. Cependant, ce

flux est diminué de 35% lorsque les CFBE4dnt été préalablement incubées avec 100 um
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de palmitate (Fig. p2-5A et 5B) comparé au contBEA. Le palmitate a donc un effet sur
I'activité du F508del-CFTR corrigé. Par la suiteusaous sommes demandés si cet effet
était spécifique du F508del-CFTR ou s'il pouvaiteégénéralisé aux autres protéines
membranaires. Pour cela, nous avons testé I'actildtdeux autres canaux chlorure présents a
la membrane plasmique : LJi (stimulé par un choc osmotique) etcCl(stimulé par
'ionophore calcique A23187). Tout comme pour |e088el-CFTR corrigé, I'activité des
canaux Clyen et Ck, avait diminué de 15% et 30% respectivement, suitencubation des
CFBE410 avec 100 uM de palmitate (Fig. p2-5C).

En conclusion de cet article, nous avons montrédguealmitate s’accumulait dans les
PC membranaires des cellules épithéliales bronekigles patients homozygotes pour la
mutation F508del-CFTR. Cette accumulation pourrait étre la consequeneel'tdypoxie
retrouvée au niveau des poumons de ces patierts. mzdre modele cellulaire amélioré afin
de mimer le profil phospholipidique observé cheg patients, nous avons montré que cette
augmentation du taux de saturation des PC avait @dfets : I'induction de I'UPR et
I'altération de l'activité du F508del-CFTR corrigé.
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At a glance:

The mistrafficking of the F508del-CFTR. mutant form, responsible for Cystic Fibrosis (CF),

can be corrected by pharmacological chaperones, but these molecules showed limitations in

clinical trials. We show in the present study that freshly isolated CF bronchial epithelial cells

are lipointoxicated by hypoxia-related palmitate accumulation, This process results in the

induction of an Endoplasmic Reticulum stress and alters the correction of F508del-CFTR by

molecular chaperones. Therefore, relicving lipointoxication in CF cells may be a way to

synergize corrector effects and optimize their therapeutic action.

This article has an online data supplement, which is accessible from this issue's table of

content online at www.atsjournals.org
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Abstract

Rationale: The Fi08del-CFTR mutation, responsible for Cystic Fibrosis (CF), leads to the
retention of the protein in the endoplasmic reticulum (ER). The mistrafficking of this mutant
form can be corrected by pharmacological chaperones, but these molecules showed
limitations in clinical trials, We hypothesized that important factors in CF patients may have
not been considered in the fn witro assays. CF is also associated with an altered lipid
homeostasis, i e a decrease in polyunsaturated fatty acid levels in plasma and tissues.
However, the precise fatty acyl content of membrane phospholipids from human CF bronchial

epithelial cells has not been studied to date.

Objectives: Since the saturation level of phospholipids can modulate crucial membrane
properties. with potential impacts on membrane protein folding/trafficking, we analyzed this

parameter for freshly isolated bronchial epithelial cells from CF patients.

Methods: Phospholipids were analysed by Electrospray lonization Mass Spectrometry.
Apoptosis and ER stress were quantified using ELISA and Western-blotting, respectively.

Correction of F508del-CFTR activity was assessed by the iodide efflux technigue.

Measurements and main results: Palmitate, a saturated fatty acid, accumulates within
Phosphatidylcholine (PC) in CF freshly isolated cells, in a process that could result from

hypoxia. The observed PC pattern can be recapitulated in CEFBE4 1o cells by incubation with

138



Résultats

100 M Palmitate. At this concentration, Palmitate induces an ER stress and leads to a

decrease in the activity of the corrected F508del-CFTR.

Conclusion: Freshly isolated CF cells appear to be lipointoxicated by hypoxia-related
Palmitate accumulation. This phenomenon could be an important bottleneck for F508del-

CFTR trafficking correction by pharmacological means in clinical trials.

Number of words: 249

Keywords: Cystic Fibrosis-Related Diabetes, phosphatidylcholing, saturated fatty acids, ER

siress, apoplosis
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Introduction

Cystic fibrosis (CF), a genetic discase caused by mutations in the CFTR (CF Transmembranc
conductance Regulator) gene, encoding a plasma-membrane chloride channel, has been
deseribed for the first time in 1936 and 1938 by Franconi and Anderson, respectively (1, 2).
The corresponding gene was identified later in 1989 (3. 4). The most common mutation
worldwide, the deletion of phenylalanine at position 508 (F3(8del-CFTR), leads to the
retention of the corresponding protein in the endoplasmic reticulum (ER) and its degradation

by the ER-associated protein degradation (ERAD) pathway (5-7),

The mistrafficking of F308del-CFTR to the plasma membrane can be restored by
pharmacological agents. Among these correctors, 4-PBA (sodium 4-phenylbutyrate) (8), CPX
(8-cyvclopentyl-1.3-dipropylxanthing) (8), VX809 (9) and miglustat (10) have been tested in
clinical trials but, until now, they appeared to be less efficient in vive than in vitro (11-14).
Our study falls within this context. We hypothesized that important factors in CF patients may
have not been taken into consideration in the in vitre assays, therefore accounting for the

climcal trial failure,

Before the CFTR gene discovery, CF had already been related to an altered lipid homeostasis,
particularly to low concentrations of polyunsaturated fatty acids (PUFAY), such as linoleic acid
{C18:2, (15)) and docosahexaenoic acid (C22:6, (16-18)), in CF patient plasma and tissues.

Fatty acids (FA) are components of phospholipids (PL) and the species containing PUFA,

3
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particularly phosphatidylcholine (PC), were also shown to be decreased in CF patient plasma

(19).

Nevertheless, no study clearly determined the precise fatty acyl content of membrane PL in
bronchial epithelial cells from CF patients. The unsaturation level of PL regulates crucial
biophysical membrane properties and can therefore alter membrane protein folding and/or
trafficking. Indeed, in previous studies using a simple eukaryotic model, the weast
Saccharomyces cerevisiae, we showed that saturated fatty acid (SFA) accumulation within PL
decreases membrane fluidity (20) and results in the accumulation of mistolded proteins within
the ER, with the further induction of an ER-based response referred to as the Unfolded
Protein Response (UPR). If sustained, this ER stress can ultimately lead to apoptosis (21).
Vesicular budding is also perturbed under SFA accumulation (22). If such a lipointoxication
occurred in CF patient cells, it could alter F508del-CFTR trafficking correction by

pharmacological means.

In the present study, we therefore focused on the fatty acyl content of membrane PL in
bronchial epithelial cells from CF patients. We first show that Palmitate (C16:0) accumulates
within PC from CF patient cells but not in the corresponding CFBE41o™ cell line. Then, this
CF cellular model was optimized to mimic the PL content encountered in CF patients and to
evaluate the impacts of SFA-containing PL on ER stress induction and F508del-CFTR

correction by pharmacological agents,
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Materials and methods

Freshly isolated bronehial epithelial cells

The study was approved by our local institutional ethics committee. Human lung tissue was
obtained from seven non-CF individuals and ten F308del-CFTR/FS08del-CETR individuals
{mean age of 64 and 28 yrs respectively). Following lobectomy. bronchial tubes were isolated
from lung samples, washed with phosphate-huffered saline (PBS) and cut out in small
segments. Epithelial cells were dissociated using enzymatic isolation for 24 h at 4°C with
0.1% (viv) protease and (L01% (v/v) deoxyribonuclease in a medium previously described

{23). Freshly isolated cells were washed again with PBS before experiments,

Cell culture

The human bronchial epithelial CFBE4 1o (F308del-CFTR/F508del-CFTR) and 16HBE 40
{wild type CFTR) cell lines, gencrously provided by Dr. D Grunert (24), were maintained at
37°C in 5% COs and 95% 05 1na culture medium (MEM, 31095, Life Technologies, Saint
Aubin, France) supplemented with plasmocin (5 pg/ml) and 10% scrum (v/v). Cells arc
frozen and thawed in a fetal bovine serum-containing medium before being cultured
progressively in a horse serum-containing medium as described by Andersson ef al, (25). For
hypoxia experiments, cells were grown into a hypoxia chamber at 37°C in 5% CO; and 95%

Na during 48 h.
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FA preparation and cell treatment

Palmitate and Oleate preparation and cell treatment were described by Karaskov and

colleagues (26).

Lipid extraction, phosphelipid purification and mass spectrometry analyses

10° cells were harvested, washed with PBS and resuspended in | mL of water. Lipids were
extracted as described by Folch et al. (27). The final organic phase, after evaporation, was
dissolved in 1% (v/v) formic acid for ESI-MS (Electrospray lonization Mass Spectromeiry).
The molecular profile of PC species was specifically obtained by scanning for the positive ion

precursors of m/z 184, characteristic of choline phosphate.

Real-time guantitative PCR (RT-gPCR)

RNA was extracted from 107 cells using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France)
and reverse-transcribed with SuperScript I1 (Life Technologies) according to the
manufacturer’s instructions. Hypoxia-inducible factor la (HIF1a) expression was assessed
relative to Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression by RT-gPCR
with the GeneAmp 9500 Sequence Detection System and SYBR Green chemisiry (Life
Technologies). The primers used were: GAPDH, 5"-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3" and
5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3"; and HIF-Ja, 5'-CATTACCCACCGCTGAAACG-

3 and 5°-TTCACTGGGACTATTAGGCTC-3" (28).
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Apoptosis quantification

Apoptosis was monitored using the cell death detection kit ELISA™™ (Roche, Meylan,

France) according to the manufacturer’s mstructions,

Western blot

Cells were lysed as described by Fresquet and colleagues (29). Western blot was performed as
described by Karaskov and colleagues (26) with antibodies directed against the
phosphorylated eukaryotic translation initiation factor 2o (P-elF2o, Cell Signaling, Beverly,
MA, USA), elF2a (Cell Signaling), B tubulin (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Germany); secondary antibodies (Abcam, Paris, France) conjugated to horseradish peroxidase
{(HRPY; and the Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate (Millipore, Molsheim,

France) detection system. Immunoblots were scanned and quantified using Image) software,

Todide efflux

The activity of chloride channels was assessed by the iodide efflux technique as already
described (30). All chemicals are from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), except
miglustat {Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada), forskoline and genistein (LC

Laboratories, Woburn, MA, USA).
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Resulis

Palmitate accumulates within PC of bronchial epithelial cells from CF individuals, but this

accumulation is not directly related to the F508del-CFTR mutation

Lipids extracted from freshly isolated bronchial epithelial cells of non-CF and CF patient lung
samples were analyzed by ESI-MS. Characteristic PC profiles and the main peaks
corresponding to molecular species of PC are displayed in Figure 1A (non-CF patient) and 1B
(CF patient). The detailed composition of the various PC species in each sample is displayed
in Supplemental Table El. Interestingly, the most prominent differences between non-CF and
CF patients were not observed for PC species bearing PUFA chains (e, g PC(38:3); compare
Fig. 1A and 1B). Rather, the obtained PC profiles revealed that PC(32:0), a PC species
bearing two saturated (7. e. Palmitate C16:0) side chains, was very abundant in CF patients (2-
fold increase; Fig, 1B), as compared to non-CF patient cells (Fig. |A and Table E1). This shift
towards more saturated hpid species can be visualized by representing the PC Double-Bond
(DB) index (Fig. 1E). As shown, in CF patients, this shift is manifested by a dramatic increase
of PC with two saturated acyl chains (i.e, total number of double bonds in both acyl chains is
zero; DB=0} at the expense of PC with two monounsaturated acyl chains (DB=2). As shown
on Figure 1A, the most represented DB=2 specics corrgsponds to PC(36:2), a PC bearing two
Oleate chains {(C18:1). To check the link between the F3(8del-CFTR mutation and Palmitate

accumulation within PC, the same experiment was performed on non-CF (Fig. 1C) and CF
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(Fig. 1D} bronchial epithelial cell lines, Surprisingly, the two cell lines displayed the exact

same PC profile, and no Palmitate accumulation within PC could be observed in the presence

of the F308del-CFTR mutation {compare Fig. 1C and 1D; Table El). The same observation

could be made with the MM39 and CF-KM4 cell lines (non-CF and CF tracheal gland cell

lines, respectively; unpublished data).

This demonstrated that the F308del-CFTR mutation is not responsible for the observed

Palmitate accumulation per se,

The Palmitate accumulation within PC could be the result of hypoxia

To account for the discrepancies between the CFBE41lo” cell line and freshly isolated

bronchial epithelial cells from CF patient lungs in terms of their lipid composition, we

hypothesized that hypoxia could be the link between the disease and the observed Palmitate

accumulation. Indeed, CF respiratory airways are obstructed by a thick layer of viscous

mucus, which deprives the epithelial cells of oxygen (31). This process could result in the

inactivation of the oxygen-dependent enzymes that desaturate FA (32), resulting in SFA

accumulation within the cells. To test this hypothesis, the expression of the hypoxia-inducible

factor la (HIF1a), a transcription factor activated by the decrease in oxygen availability (33),

was determined in freshly isolated cells from CF and non-CF patient lungs (Fig. 2A).

Interestingly, HIFla expression levels were significantly higher in CF patient cells compared

to the non-CF ones, therefore reinforcing our original hypothesis.
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In a next step, we tried to recreate the hypoxia conditions in vitro, by growing 16HBE140
and CFBE4 10’ cells in a hypoxia chamber, where oxygen was totally replaced by nitrogen for
48 h (Fig. 2C and 2D). Lipids were extracted from the cells and analyzed by ESI-MS (detailed
PC compositions are given in Supplemental Table E2). To get a more quantitative vision, the
saturation rate (SR}, corresponding to the ratio of the characteristic PC(32:0) over PC{36:2)
species (Fig. 1) was calculated from the mass spectra obtained. The analyses revealed that the
SR was 4-fold higher in hypoxia than under normoxia for both cell lines. In other words,
oxygen scarcity resulted in Palmitate accumulation within PC species. However, the SR
obtained under hypoxia were not as spectacular as the ones observed in freshly isolated CF
cells (Fig. 2B). These discrepancies are likely related to: i) lower PC(32:0) levels in both cell
lines grown under normoxia, compared to non-CF patient cells (Fig. 1E), and i) a short-term
incubation in the hypoxia chamber which may not fully mimic the chronic hypoxia that CF

patients are subjected to

Altogether, if these experiments clearly demonstrated that hypoxia could account for the
Palmitate accumulation observed in vive, the use of a hypoxia chamber to mimic the CF PC

pattern in the CFBE410™ cell line showed important limitations.

Exogenous Palmitate supply can be used to mimic the PC pattern observed in vivo

We therefore developed an alternative strategy, already used with mammalian [-cells (26), to
accumulate palmitate within PC of CFBE410” cells. BSA-conjugated Palmitate was added 1o

10
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the CFBE410” cell cultures at a final concentration of 1 mM, for 16 h, before lipid extraction
and analysis by ESI-MS. As shown on Figure 3A, CFBE410o™ cells incubated with 1% BSA
displayed a non CF-like PC profile (Fig. 1A). In contrast, when incubated with 1% BSA-1
mM Palmitate, PC(32:0) became the major, if not the only, PC species in CFBE41o™ cells.
These data indicate that exogenous Palmitate can be efficiently incorporated within PC, but

that 1 mM Palmitate is too high to reproduce the freshly isolated CF cell PC pattern.

Therefore, various BSA-conjugated Palmitale concentrations, ranging from 0 to 1 mM
Palmitate, were tested. Characteristic PC profiles obtained with representative Palmitate
concentrations (Fig. 3A) showed that PC(32:0) species levels increased with Palmitate
concentration in the medium (detailed PC compositions are given in Supplemental Table E3).
Maore generally, increasing the exogenous Palmitate supply resulted in an increase of the
saturated species (Fig. 3B, DB=0), at the expense of the mono- and diunsaturated species
(Fig. 3B; DB=1 and DB=2, respectively). To find the concentration which could mimic the
CF PC pattern at best, we compared the IDB=0 obtained for each tested concentration with the
one obtained for CF patients (Fig, 3C). 100 uM Palmitate resulted in a PC profile matching at

best the CF PC pattern,

11
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High PC saturation rates induce apoptosis in bronchial epithelial cells

Both in yeast and [ cells, Palmitate accumulation has been shown to induce apoptosis (21,
34). To evaluate whether this could be also the case for bronchial epithelial cells, CFBE41o
cells were incubated with the same Palmitate concentrations as the ones used for the PC
profile study, and apoptosis induction was monitored by an ELISA test. Apoptosis was
significantly induced from a Palmitate concentration of 250 uM (Fig. 4A, left panel).
Interestingly, the addition of 50 uM Oleate, an UFA, was enough to alleviate this palmitate-

induced apoptosis (Fig. 4A, right panel).

PC(32:0), the major PC species when CFBE4 107 cells were incubated with 250 pM Palmitate
(Fig. 3A), decreased dramatically when 30 pM Oleate was added in combination with
Palmitate (Fig. 4B, left panel). Moreover, CFBE4lo™ cells incubated with Oleate alone
displayed an increase in PC{36:2) amounts (Fig. 4B, right panel), compared to the BSA
control (Fig. 3A). These data show that Oleate addition to CFBE410™ cells, cultured in the
presence of Palmitate, induces a remodeling of the PC profile with the decrease of PC(32:0)

specics.

Interestingly, the 100 uM Palmitate concentration, which results in a PC pattern similar to the
one encountered in CF patients, did not induce apoptosis in CFBE41o™ cells (Fig. 4A). In
yeast and in [} cells, apoptosis induction by SFA is paralleled by UPR induction (21, 35), In
mammalian cells, UPR is composed of three independent pathways: IRE1 (inositol requiring

12
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1), ATF6 (activating transcription factor 6) and PERK (protein kinase like ER kinase). PERK,
which is the preferential target of SFA toxicity in B-cells, phosphorylates the a-subunit of the
cukaryotic initiation factor 2u (elF2a) after activation by an ER stress. Thus, the
phosphorylation rate of ¢lF2a can be used as a marker of the SFA-induced ER stress (26, 34-
36). As shown on Figure 4C, incubation of CFBE410” cells with 100 uM Palmitate resulted in
a slight but significant increase of the phosphorylation rate of elF2a, as compared to the
control (BSA), suggesting that, at this Palmitate concentration, the PERK pathway is already
induced. However, 50 pM Oleate addition failed to fully alleviate elF2a phosphorylation by

Palmitate (Fig. 4C).

Effects of exogenous Palmitate supply on corrected F308del-CFTR activity

Thereafter, we hypothesized that Palmitate accumulation within PC of CF patient cells could
alter F508del-CFTR trafficking correction by pharmacological agents. Figure 5A shows a
representative iodide efflux trace obtained for the study of the F508del-CFTR activity,
Without treatment with miglustat, F508del-CFTR could not reach the plasma membrane and
the relevant iodide efflux was close to zero. After treatment with miglustat, iodide efflux was
restored, but was 35% lower when cells were incubated with Palmitate (Fig. 5B). The same
decrease in F30Rdel-CFTR activity after Palmitate treatment was observed with isoLAB,
another F508del-CFTR trafficking corrector (37) (unpublished data). This Palmitate effect

was not specific for F508del-CFTR activity. Indeed, the activity of Cl, and Clgye channels,
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two other plasma membrane chloride channels, displayed 30%- and 15%-decreases,

respectively, after CFBE410™ cells incubation with palmitate (Fig. 5C).

In yeast, we have already shown that Oleate can alleviate Palmitate impacts on protein

trafficking (38). We therefore measured the F508del-CFTR activity, after treatment with

Palmitate and/or Oleate and correction with miglustat. Unfortunately. an addition of 50 pM

Oleate, a concentration sufficient to relicve apoptosis induction (Fig. 4), failed to restore a

maximal iodide efflux in CFBE4 10" cells under Palmitate treatment (unpublished data). Higher

concentrations of Oleate also failed to restore the maximal F308del-CFTR activity

{unpublished data).
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Discussion

In the present study. we show that Palmitate accumulates within PC from freshly isolated CF
bronchial epithelial cells, but not in the corresponding CFBE4 1o cell line under standard
culture conditions (Fig. 1), This Palmitate accumulation could be the consequence of hypoxia
(Fig. 2). but the culture the CFBE41o cells in a hypoxia chamber did not allow to fully
recapitulate the Saturation Rate (SR) of PC from freshly isolated CF cells. Then, we
developed an alternative strategy and showed that incubation of CFBE410” cells with 100 pM
Palmitate resulted in a PC profile that appeared fairly similar to the one encountered with CF
patients (Fig. 3), This Palmitate concentration did not appear obviously toxic to the cells, but
resulted in an ER stress (Fig. 4). These data suggest, it extrapolated to the epithelial airway

cells from CF patients. that CF cells display a lipointoxication-like phenotype.

UPR induction in CF is a controversial subject. Some studies demonstrated an atypical UPR
induction in CF, characterized by the lack of the PERK-elF2a induction (39, 40), while others
showed the absence of ER stress in CF cells (41), However, if these studies were performed
on very different cell types, ranging from CF primary cultured cells to heterozygote CF cell
lings, they have a common point: all the cells were cultured in a “classical” medium, such as
the one we used for the CFBE41o™ cells without Palmitate treatment, which results in PC
profiles that are quite different from the one encountered in CF patient cells when collected

and manipulated just after the surgery (Fig. 1)
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We therefore propose, based on the results presented in this study, that UPR. induetion is not
related to Fi(l8del-CFTR expression per se, but to secondary alterations in the cellular lipid

composition (lipointoxication) related to hypoxia.

A wvery interesting point is the role of Palmitate in f-cell death and its relevance to the
etiology of Type 2 diabetes. As already mentioned, such as demonstrated here for epithelial
cells, f-cell exposure to long chain SFA, including Palmitate, results in ER stress (34, 35),
which can ultimately lead to cell death by apoptosis. This process is believed 1o contribute o
the decrease of the p cell mass, leading to a deficient insulin secretion and therefore the
development of Type 2 diabetes (42). In CF, with the advancing patient age, the most
common comorbidity is cystic fibrosis-related diabetes (CFRD) (43). It has been shown in
CFRD pP-cells an abnormal CI' channel function leading to thick wviscous secretions
obstructing the exocrine pancreas, and a significantly reduced percentage of insulin-producing
cells within islets (44-47). The data presented in this study may shed a new light on the
underlying mechanisms. Indeed, one may assume that hypoxia-driven Palmitate accumulation

may well be a crucial determinant for p-cell dysfunction in CFRD.

We also show that increasing the SR of PC has a significant impact on F308del-CFTR
trafficking correction by miglustat. Indeed, the incubation of CFBE410™ cells with 100 pM
Palmitate results in the decrease of F508del-CFTR iodide efflux, reflecting the CI” current. To

account for this observation, we can formulate two hypotheses, which may be not exclusive

16

153



Résultats

one o the other; the decrease in CI' current could be due o alterations in irafficking

correction of the F308del-CFTR protein to the plasma membrane due to general impacts of

saturated PL on the secretory pathway, or to a loss of function of the corrected protein. High

saturated PL levels impact membrane propertics in many ways. First, they tend to decrease

membrane fluidity/increase membrane order, which is not compatible with most of the

cellular processes that require high membrane dynamics, such as protein translocation/folding

in the ER (21). Second, they tend to increase bilayer thickness, which should match the

thickness of the hydrophobic membrane-spanning regions of an integral protein to avoid

exposure of hydrophobic residues to water, a phenomenon known as hydrophobic-mismatch

{for review, see (48)). As a consequence, increasing membrane thickness may have dramatic

consequences on the tolding, and therefore the trafficking and/or function, of membrane-

embedded proteins such as the CFTR channel. Finally, PL shape itself modulates important

biophysical parameters, including membrane curvature and lipid packing (22). As shown on

Fig. 1E. PC species containing two SFA display a cylindrical shape (DB=0, Fig. 1E) while PC

containing two UFA display an overall conical shape (DB=2, Fig. 1E). Therefore, Palmitate

accumulation within PC species is expected to shift the shape of the overall PC population

from conical to rather cylindrical (Fig. 1E). Conical lipids are required to form areas of

positive and negative curvature, and therefore SFA-related conical-PL depletion is expected

to alter membrane bending. Moreover, conical lipid deprivation also results in increased lipid

packing which alters the recruitment of loose lipid packing-sensing proteins required for
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optimal budding, to nascent vesicles (22). Altogether, these processes could account for a

global disruption of the entire secretory pathway.

Owverall, SFA accumulation within membrane PL is expected to have very broad and general

impacts on membranc-embedded proteins in the CF cell. Relevantly, we could show in this

study that several Cl channels, including the corrected F508del-CFTR, are impacted either in

their trafficking and/or function under SFA accumulation, with, as a consequence, a

significant decrease in iodide efflux (Fig. 5). This strongly suggests that human CF bronchial

epithelial cells are lipointoxicated by SFA, a process that ought to be considered for the

development of future therapeutic strategies.

To conclude, if understanding the precise impacts of SFA on F508del-CFTR trafficking

and/or function will require further work, such as the analysis of the delivery of the mutant

form to the plasma-membrane under SFA accumulation in overexpressing models, data

presented in this study may bring some new explanations concerning the discrepancies

between in vitro and in vive effects of correctors. We propose that hypoxia-related SFA

accumulation impacts on membrane properties could be an important bottleneck for F508del-

CFTR trafficking correction by pharmacological means in clinical trials. Relieving

lipointoxication in CF cells may well be a way to synergize corrector effects and optimize

their therapeutic action.
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Figure legends

Figure 1: PC profiles of CF and non-CF cells

Positive ion mass spectra specific for molecular species of PC. Lipids were extracted from
bronchial epithelial cells of A) non-CF or B) CF patient lungs, and from C) non-CF and D)
CF bronchial epithelial cell lines. The total carbon chain length (x) and number of carbon-
carbon double bounds (y) of the main PC molecular species are indicated (x:v). A, U,
arbitrary umit. E) The relative percemtage of saturated (DB=0) versus monounsaturated
{DB=1) and diunsaturated (DB=2) species were calculated from the mass spectra. Values are
means = 5D of at least three independent measurements. Schematic representations of the

major PC species are included.

Figure 2: Relationship between PC saturation rate and hypoxia

A) HIFla expression in non CF and CF patient bronchial epithelial cells, expressed as a
percentage of GAPDH, used as a standard. Each point represents the mean of three
determinations for one patient sample. Saturation rate (SR) of B) patient cells, C) non-CF and
C) CF bronchial epithelial cell lines after incubation or not into a hypoxia chamber without
oxygen during 48 hours. SR corresponds to the ratio PC{32:00/PC(36:2), calculated from the
mass spectra, Each point represents the mean of three determinations for one patient or one
passage. The Pvalue was calculated by a two-tailed 1 test, using Graphpad Prism 6 software.

= p=0.05.**; p=0.01. ***: p=0.001. Means = SEM are indicated.

Figure 3: Effects of exogenous Palmitate intake on the fatty acyl content of PC

A) Positive 1on mass spectra specific for molecular species of PC extracted from CFBE4 10

cells after incubation with 1% BSA, 100 pM Palmitate, 250 pM Palmitate or 1 mM Palmitate
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during 16 h, The total carbon chain length (x) and number of carbon-carbon double bounds
{y) of the main PC molecular species (x:y) are indicated. A. U.. arbitrary unit. B} Relative
percentage of saturated (DB=0) versus monounsaturated (DB=1) and diunsaturated (DB=2)
species of CFBE4 1o after incubation with Palmitate at the indicated concentrations, were
calculated from the mass spectra. C) Relative percentage of saturated PC species of
CFBE4lo™ cells after incubation with Palmitate concentrations ranged from 0 to 1 mM.
Values are means = SD of at least three independent measurements, Schematic

representations of the major PC species are included.

Figure 4: Effects of fatty acyl content of PC on apoptosis induction

A} Apoptosis quantification in CFBE41o™ cells after incubation with Palmitate (left) and with
Palmitate and/or Oleate (right), during 16 h, using the cell death detection ELISA™"® kit
{Roche). The Pvalue was calculated by a One-way ANOVA test, using Graphpad Prism 6
software **#%; P<0.0001; ns, no sigmficant difference compared to the conirol (BSA). B)
Positive ion mass spectra specific for molecular species of PC from CFBE4lo™ cells after
incubation with 250 uM Palmitate + 50 pM Oleate and with 50 pM Oleate during 16 h. The
total carbon chain length (x) and number of carbon-carbon double bounds (y) of the main PC
molecular species (x:y) are indicated. A. U., arbitrary unit. Schematic representations of the
major PC species are also included. C) Phosphoryviation rate of elF2a, an ER stress marker.
Left: representative western blot of total protein extracts from CFBE4lo’ cells after treatment
with Palmitate and/or oleate. Right: quantification of elF2o phosphorylation as ratios of P-
elF2e versus total elF2a, assuming a value of 1 for the ratio determined from the control
(BSA). All values, obtained from at least three independent experiments, were normalized to
a loading control (f tubulin).

Figure 5: Effects of fatty acyl content of PC on CI' channels activity
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A) Representative traces of iodide efflux curves obtained after stimulation of the F508del-
CFTR activity by Forskoline (Fsk, 10 pM) + Genistein (Gst, 30 uM) in CFEE41o™ cells
incubated or not with 100 pM Palmitate, and treated with 100 uM miglustat during 2 h. B}
Histograms show the mean relative rate of F508del-CFTR activity corrected or not by
miglustat atter treatment with Palmitate (n=4). C) Histograms show the mean relative rate of
Clyyen after its stimulation by an osmotic choc, and Clg, after its stimulation by the calcium
ionophore A23187 (1 pM) in CFBE410™ cells treated or not with Palmitate (n=4). Means +
SEM are indicated. The Pvalue was calculated by a two-tailed ¢ test, using Graphpad Prism 6
software. *: p<0.05. **: p<0.01. ¥**: p<0.001. ns: no significant difference compared to the

control BSA.
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Supplemental table E1: PC composition of CF and non-CF cells

Results are percentage of PC means + 5D, obtained from the mass spectra of at least three
independent experiments.

PC (30:0)

mjz [M+H] 706

Non-CF patients fi-'_lrl
CF patients _:?'}_
16HBE1dn tﬂﬂ

CFRE410 ;Iﬂ

(30:1)

(32:0)
734

8.5
+0.8

18.37
+33

{32:1)
732

2.7
+2.4

448
tle

(34:0]
762

4.1
1.2

4.31
+0.2

134:1)
760

238
+ 8.0

24.14
+21

13.6
1.5

13.0
2.0

{34:2)
758

15.8
+71

10,94
1.4

24.5
t2.1

158
t20

(36:1)
788

BB
+33

6.10
+25

111
16

10.8
+15

135:2)
TBE

15.9
+2.1

10,27
+21

38.2
t3.2

40.0
6.5

(36:3)
T84

2.8
3.0

8,23
+35

4.9
+0.02

(38:2)
8214

2.8
+0.8
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(38:3)
Bi2

6.4
2.6

5.92
+2.1

25
+0.05

16

Supplemental table E2: PC composition of 16HBE14o™ and CFBE4lo cells after incubation in a

hypoxia chamber

Results are percentage of PC means + 5D, obtained from the mass spectra of three independent

experiments,

PC (30:0)

mfz[M+H] 708

16HBE140" 1.2
hypaxia +16
CFBE41o 13
hypania +1.8

{30:1)

704

(32:0)
734

4.9
+16

4.9
0.6

(32:1)
732

2.3
+0.5

16
(.04

(34:0)

762

134:1)
TR0

18.7
+25

17.3
0.3

{34:2)
758

2.9
+21

221
£33

{36:1)
TRE

9.4
+20

10.2
1.4

35:2)
a6

25.4
£31

6.1
t2.5

(36:3)
T84

5.6
+11

&1
1.3

(38:2)

414

(38:3)
812

30
£14

25
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Supplemental table E3: PC composition of CFBE410o cells after incubation with different palmitate
concentrations

Results are percentage of PC means & 5D, obtained from the mass spectra of at least three
independent experiments.

[ (30:0)  {30:1) (320} (321) (3&0)  (341)  (3%:2) (381} (36:2)  (3m:3]  (38:2)  (38:3)
myz [h.-'I+H]I 106 F04 734 732 762 Fe0 758 TBE 786 784 214 g12
CFBE410 1.3 1.0 6.1 39 37 26.3 16.6 7.8 15.2 9.7 2.0 4.2
BSA +19 +14 +1.5 +0.6 +04 +41 +2.7 +0.02 +2.2 +372 +0.1 +0.7
CFBE410 1.0 o 13.5 4.9 4.6 29.4 15.1 6.9 11.7 7 0.9 29
10 b Pal 1.4 0 t4.1 0.3 0.5 +21 1.0 0.1 27 1.6 +1.3 102
CFBE41a 0.8 o 10.5 58 4.7 336 1E.9 5.8 10.3 B4 L1} 2.2
25 pM Pal +12 +0 +0.4 +0.1 +£05 +12 1.4 +0.1 +05 0.4 +0 +01
CFRE41o 0 ] 13.6 7.0 4.7 ang 20.5 6.3 10.4 4.4 0 2.3
50 pM Pal +0 +0 +1.9 +0.1 +0.1 +22 +1.2 +0.1 +0.5 +0.8 +0 £0.2
CFBEALD 0 o 14.6 8.2 4.8 330 20.3 5.3 8.5 4.3 0 4]
BO ph Pal +0 +0 +09 +003 2072 +04 t 0.6 +0.3 +0.5 +0.6 +0 +0
CFRE41a’ a o 15.8 BT 4.6 311 21.7 4.9 8.6 4.0 0 0.6
100 puhd Pal +0 =0 26 +0.4 0.4 +0.5 +07 002 +10 0.3 +0 1.0
CFEE41n 1.0 o 7.2 5.0 4.1 167 13.4 2.8 4.5 13.0 L1} 2.4
150 uh Pal +13 +=0 + 9.6 +332 *01 +4.1 + 2.0 + 0.6 + 0.6 +*1.3 +0 +*0.1
CRBEdln 0 o 52.4 7.0 35 16.9 13.7 4] 3.5 3.0 0 4]
250 pbd Pal +0 +0 +1.3 +0.1 +04 +1.0 +05 +0 +0.1 + 0.04 +0 0
CFBE410 a o 824 0 o 10.0 7.6 a 1] a L1} o
500 i Pal +0 +0 t1.8 t0 +0 +1.0 t0.8 +0 t0 +0 +0 +0
CFBE41a’ a o 713 02 u] 99 7.8 a 1] 38 0 u]
1 mbd Pal +0 0 +13.4 + 1.6 L] +21 +219 ta 0 + 7.5 +0 0
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Résultats complémentaires de la deuxiéeme

publication

La comparaison des profils de PC des individus no@F fumeurs et non-fumeurs

renforce I'hypothése de I'hypoxie comme facteur indisant 'augmentation du taux de

saturation des PC chez les patients CF.

Dans cette deuxieme publication, nous avons majueéle taux de saturation des PC
des cellules de patients CF était plus élevé glue des patients non-CF. Pour expliquer cette
différence de profil lipidique entre les deux paiidns, nous avons émis I'’hypothese selon
laquelle I'accumulation de palmitate dans les PE€ndrait d’une perte de fonction des
enzymes désaturant les AGS en AGI suite a une ligpBette hypothése a été renforcée par
i) la mesure du taux d’expression ld&1a, plus élevé chez les patients CF, ii) la culture e
chambre hypoxique augmentant le taux de saturadies PC, mais aussi par iii) une

observation que nous avons pu faire sur les prd@l®C des individus non-CF.

En effet, parmi les individus non-CF que nous avénsliés, deux populations se
distinguaient : les fumeurs et les non-fumeurs. Naxons comparé les profils de PC obtenus
a partir des cellules épithéliales bronchiqueschainent dissociées de patients non-CF
fumeurs et non-fumeurs, par MS. Les taux de satmatcorrespondant au rapport

PC(32:0)/PC(36:2) et calculés a partir des spectresnus, sont présentés dans la Figure 39.

De facon surprenante, parmi les individus non-@E,fumeurs et les non-fumeurs ne
présentent pas le méme profil de PC reflété paadg de saturation des PC. En effet, les
fumeurs présentent un taux de saturation presquéodi plus élevé que celui des patients
non-fumeurs, indiquant une accumulation de palmithx fois plus élevée chez les fumeurs
par rapport aux non-fumeurs. Les fumeurs voientslémonches obstruées par les dépbts de
goudron apporté par la fumée de cigarette (Gradtaah, 1963). Cette obstruction crée une
hypoxie, qui pourrait, tout comme le ferait le muépais et visqueux dans les bronches de
patients CF, désactiver les enzymes oxygene-déptasddésaturant les AGS et donc résulter

en I'accumulation de palmitate dans les PC.
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Cependant, il est important de noter que les taensaturation observés chez les
patients non-CF fumeurs sont également bien au{@ekiron 2,5 fois supérieurs) de ceux
observés chez les patients CF. En effet, le phpratles patients CF, d’'un point de vue du
profil de PC, est intermédiaire entre les profits mhtients non-CF non-fumeurs et non-CF
fumeurs. Pour expliquer cet état intermédiaire reaens eémis I'’hypothese selon laquelle il y
aurait des degrés d’hypoxie différents chez cds fropulations. En effet, I'hypoxie est peu
ou pas présente chez les patients non-CF non-fam@hez les patients non-CF fumeurs, elle
est causée par I'accumulation de goudron dans tasches, alors que chez les patients CF,
elle résulte de I'accumulation de mucus. Si le gonche peut étre évacué des bronches des
patients non-CF fumeurs, les bronches des pat{gfatsont quotidiennement désencombrées
de leur mucus par des séances de kinésithérappratesre. L’hypoxie serait moins
importante chez les patients CF comparés aux patieon-CF fumeurs, ce qui pourrait

expliquer les taux de saturation plus bas chepdésnts CF.
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Figure 39 : Taux de saturation des PC des cellulele patients CF et non-CF
Les rapportsPC(32:0)/PC(36:2) ont été calculés a partir destepe de masse obtenus pour les cel
épithéliales bronchiques fraichement dissociéepalenons provenant de patients CF, et de patiemsCio
fumeurs et non-fumeurs. **** : p<0,0001 ; ** : p<@L.

L’augmentation du taux de saturation des PC altereégalement 'activité calcique des

cellules CF.

Dans cette deuxiéme publication, nous avons égalementré que I'augmentation du
taux de saturation des PC des CFBE4ho I'ajout de palmitate exogene altérait I'adévilu

F508del-CFTR corrigé, mais aussi de deux autresuzadllorure présents a la membrane
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plasmique : Glen et Cka Ces résultats suggerent que les PC saturés aaffede facon
générale I'activité des protéines membranairesiaaes le cas qui nous intéresse, des canaux

ioniques.

La mucoviscidose est également associée a une ulliég de I’homéostasie
calcique. En effet, il a été montré au sein deenétjuipe que la déplétion des stocks calciques
du RE (induite par I'inhibition des pompes SERCAsaque la mobilisation calcique globale
(induite par I'ATP, voir chapitre Matériel et Métthes, VI- C- Mesure de l'activité calcique
intracellulaire) étaient plus élevées dans lesulsdl CF comparées aux non-CF (Antigay
al., 2009; Antignyet al., 2008). Néanmoins, la correction du trafic de FE)EFTR puis
I'utilisation de I'inhibiteur 172 du CFTR ont persnde montrer que la simple présence de
F508del-CFTR a la membrane plasmique permettaitedtaurer une mobilisation calcique
normale (Antignyet al., 2008). Dans ce contexte et dans le but de caisat@u mieux notre
modele CFBE41loamélioré en termes de composition lipidique, nawmns étudie, dans une
expérience préliminaire, les effets de l'augmeatatdu taux de saturation des PC sur

I'activité calcique globale (Figure 40) et la défué des stocks calciques du RE (Figure 41).
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Figure 40 : Mobilisation calcique globale
Les CFBE41loont été préncubées avec ou sans palmitate (BSA) pendant 16rilux calcique global a é
induit par 100 uM d’ATP puis visualisé grace adade Fluo-4AM par microscopie a fluorescence. A) Tre
représentant I'évolution de la fluorescence dedades Fluo-4AM en fonction du temps. B) Histogram
représentant les aires sous courbes calculépartir des tracés précédents. C) Histogramme reptas
l'intensité des pics obtenue a partir des tracés. istogrammes représentent les moyennes + SHEMnuldén:
71 cellules, obtenues sur deux expériences indgpéesl ua : unité arbitraire. *** : p<0,001. **<0,01.

La mobilisation calcique globale, induite par I'AT& été mesurée dans les CFBE41o
aprés leur incubation avec du palmitate (voir clnepMatériel et Méthodes, I- C- 3-
Incubation des cellules avec des acides gras). tiza®s représentant les variations de

fluorescence de la sonde Fluo-4-AM (Figure 40A) @etrmis de calculer les pics de

172



Résultats

fluorescence reflétant principalement l'influx dal@um dans la cellule par les canaux
calciques localisés a la membrane plasmique (Fig0€, et les aires sous courbes reflétant
'ensemble de la mobilisation de calcium (proverdmt’'extérieur de la cellule et des réserves

stockées dans le RE, Figure 40B).

L’intensité des pics de fluorescence diminue d’emvi5 fois des 'ajout de 100 uM de
palmitate dans les CFBE41t&raduisant une forte altération de I'influx cajge provenant de
I'extérieur de la cellule par 'augmentation duxale saturation des PC dans les CFBE410
(Figure 40C). Les aires sous courbe (Figure 40Bjytreat que I'ajout du palmitate diminue
de moitié I'influx calcique global dans les CFBE41@ette baisse de I'influx calcique global
dans les CFBE41@prés incubation avec du palmitate semble essentieht attribuée a
l'altération de I'entrée de calcium extracellulai@es résultats montrent que I'activité des
canaux calciques localisés a la membrane plasmiqué,comme les canaux chlorure, est

altérée par 'augmentation du taux de saturatiegnRie.

Dans une autre expérience préliminaire, nous nomsres intéressés a l'influence du
taux de saturation des PC des CFBE4Lo la déplétion des stocks calciques du RE, ieduit
dans un milieu ne contenant pas de calcium pahdasigargine qui inhibe les pompes
SERCA. Comme décrit préecédemment, les traceés @ les variations de fluorescence
de la sonde Fluo-4-AM (Figure 41A) ont permis diewlar les aires sous courbes reflétant les
réserves calciqgues du RE (figure 41B) et les picsflderescence reflétant I'intensité

maximale du flux calcique intracellulaire (FigurgQ).
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Figure 41 : Déplétion des stocks calciques apréscimbation avec du palmitate
Les CFBE4loont été préncubées avec ou sans palmitate (BSA) pendant 16ithibition des pompe
SERCA a été induite par 10 uM de thapsigarginérehux calcique a été visualisé grace a la sontim-AM
par microscopie a fluorescence. A) Tracés repréasefiévolution de la fluorescence de la sonde Hu&M en
fonction du temps. Histogrammes représentant Bhiess sous courbes et C) l'intensité des,pcalculés
partir des tracés. Les histogrammes représentemhigzennes + SEM obtenus avec au moins 60 celluées.
unité arbitraire. *** : p<0,001. ** : p<0,01. 173
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Les intensités des pics de calcium (Figure 41C)estréserves calciques du RE
(Figure 41B) diminuent peu a peu avec l'augmentatienla concentration en palmitate
utilisée. Ces résultats montrent que l'augmentation taux de saturation des PC des
CFBEA410 altére la déplétion des stocks calciques du R&eriblerait que 'augmentation du
taux de saturation des PC entraine une diminutiorstdak calcique mobilisable dans les
CFBEA410.

Cette diminution des stocks calciques du RE esemée d’AGS a également été
montrée dans les cellul@yGwiazdaet al., 2009) et les cellules hépatiques (Wetedl., 2009)
mais les mécanismes responsables de cette rédudéisnstocks ne sont pas connus.
Néanmoins, nous pouvons formuler trois hypothésess réserves calciques seraient
diminuées i) par une altération de linflux de dahc dans la lumiére du RE, la pompe
SERCA étant inhibée par les AGS tial., 2004), ii) par une fuite du calcium luminal vers
le cytoplasme de la cellule, ce qui pourrait rermrepte de I'induction de I'apoptose, iii) par
une diminution de la quantité de calcium libre dEn&E, celui-ci pouvant étre complexé a

des protéines luminales, telles que les chaperpdoesil est un cofacteur connu.
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Les AGS alterent 'ensemble de la voie de sécrétitm modulant la fluidité des
membranes (Deguiét al., 2011), ils perturbent le trafic des protéinesaasbrtie du RE
(Prestonet al., 2009), entrainant une surcharge protéique dansortepartiment et le
déclenchement de 'UPR en réponse a ce stressaf{Rehal., 2009). Cette réponse, si elle est
maintenue peut conduire a I'apoptose des celll®@sebuet al., 2009). Les AGS perturbent
également le trafic des protéines a la sortie aeplreil de Golgi (Pineagt al., 2008). Les
AGS entrent dans la composition d'espéces lipidqueus complexes que sont les
céramides/sphingolipides et les PL saturés. Liaition des roles de ces deux types de lipides
dans les perturbations de la voie de sécrétios)j gime I'étude des mécanismes moléculaires
de la formation des vésicules en cas d’accumulati&®S chez la levuresaccharomyces

cerevisiae ont été les premiers objectifs de ces trois andédkése.

Ainsi, dans un premier article, nous avons pu nesntrque les
céramides/sphingolipides interviennent dans legestgprécoces de la voie de sécrétion mais
aussi au niveau transcriptionnel (Pagetl., 2013b). En effet, ces espéces sont impliquées
dans la régulation négative des genes de transp®rt@embranaires mais aussi dans
'induction de 'UPR au niveau du RE. Nous avonalément montré que les PL saturés
intervenaient plus tardivement dans la voie deétiger et notamment dans la formation des
vésicules au niveau du TGN (Payet al., 2013b). Ces résultats sont résumeés dans la

Figure 42.
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=
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Figure 42 : Schéma récapitulatif des effets des AGS&r la voie de sécrétion
Les acides gras saturés (AGS) ont des impactsatolgng de la voie de sécrétion. Les céramidesigphipide:
affectent la voie de sécrétion précoce par la s§wa de I'expression des génes de perméases
déclenchement de 'UPR (Unfolded Protein Resporisey. phospholipides saturés, quant a eux, inteneie
plus tard dans la voie de sécrétion en altétarformation des vésicules de sécrétion et dentdfic de
perméases a la membrane plasmique. Celles-ci sajéasb vers la vacuole pour dégradation.
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Les vésicules de sécrétion sont beaucoup moins meusds lorsque des AGS
s’accumulent, et adoptent une forme polygonale,ragetment a une structure normalement
sphérique. Grace a notre collaboration avec le d2llg Bigay de I'Université de Sophia
Antipolis, nous avons pu préciser les mécanismdgaulaires responsables de l'altération de
la formation des vésicules. En effet, il était corque les protéines de la famille ArfGAP1
devaient étre recrutées afin de désactiver la ip®tarf, et induire la dépolymérisation du
manteau COP | pour finaliser le processus de viggion (Tanigaweet al., 1993). La fixation
d’ArfGAP1 sur la vésicule en formation se fait grd un motif ALPS (Bigagt al., 2005;
Mesminet al., 2007). Ce motif se structure en une héli@@mphiphile qui, pour s’ancrer dans
la bicouche, nécessite un écartement suffisant téies polaires des PL («loose lipid
packing »). Ceci peut étre obtenu, soit par augatiemt de la courbure, soit par augmentation
du taux de lipides coniques (e.g. PL contenantAd&Bll cis) (Bigayet al., 2003). En accord
avec ces données, nous avons pu montrer dansatotie que les liposomes formaésitro a
partir de PC saturées n'étaient pas capables dmiteecGceslp, I'homologue levurien
d’ArfGAP1, et ceci malgré une courbure importari@e. mécanisme altérerait le processus de
vésiculationin vivo, ce qui contribuerait a la réduction du nombrevésicules formées en

condition d’accumulation d’AGS.

Ces résultats apportent une vue d’ensemble deoptegres associés a la lipotoxicité
lite aux AGS dans l'étiologie du diabete de typeSR.'accumulation d’AGS avait été
corrélée avec la mort ou le dysfonctionnement @dalesp par un trafic des protéines réduit
entre le RE et l'appareil de Golgi (Prestenal., 2009), I'induction de 'UPR puis de
'apoptose (Diakogiannakét al., 2008; Pineau and Ferreira, 2010), et I'inhibitide la
sécrétion d'insuline (Hagmaa al., 2005), les espéces lipidigues mises en jeu dass c
différents processus n’avaient pas été clairenaantifiées. Il avait été montré, aussi bien
chez la levure que dans des cellules de mammifgnes,des taux élevés de céramides
pouvaient, en plus de leur propriétés proapoptesgunduire la mort des cellules par une
régulation négative des transporteurs de nutrim@kzypeket al., 1998; Chungt al., 2001;
Guentheret al., 2008). Dans notre étude, nous avons montré quédpiHXhomologue des
transporteurs humains de glucose GLUT, faisaitipalds perméases régulées négativement
par les taux élevés de céramides en accumulat®@$l Nous avons également montré que
les PL saturés altéraient la formation des vésicatedonc le trafic des perméases jusqu’a la
membrane plasmique (Payet al., 2013b). Ceci suggere que, dans les cellyles
pancréatiques, les PL saturés en diminuant la géal® vésicules de sécrétion formeées, et les
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céramides en réduisant le taux d’expression daspmateurs de glucose (et par conséquent la
sécrétion d’'insuline stimulée par le glucose (Asdarand Long, 1947)), pourraient agir de
facon synergique sur linstallation de I'hyperglytié dans les diabétes de type 2, en

conduisant a I'épuisement progressif de ces csllule

Il serait intéressant de poursuivre cette étudegppurification et la caractérisation des
vésicules de forme polygonale formées en conditd@tcumulation d’AGS. En effet, si
'analyse effectuée sur les lipides totaux a moutré augmentation du taux de saturation des
PL, le contenu phospholipidique spécifique de @sscules n’a pas encore pu étre déterminé.
Sachant que 'accumulation d’AGS ne bloque pasdlféctde toutes les protéines intégrées de
la membrane plasmique (nous avons cité I'exempléPab@lp (Pineawt al., 2008) chez
Saccharomyces cerevisiae ; chapitre Introduction, IlI- C- Trafic des pratés membranaires),

il serait également intéressant de déterminerpge te protéines cargos transportées par ces
vésicules. Cependant, ce travail nécessite d'iflenpréalablement des marqueurs protéiques
qui leur soit spécifiques afin de pouvoir les « iomopurifier » et les analyser. Furdp et
Pmalp, dont le trafic n'est pas altéré de la méagerf par 'accumulation d’AGS, figurent
parmi les marqueurs potentiels que nous pourriestert. |l serait également possible, une fois
les protéines marqueurs identifiées, de déternmerature de ces vésicules, a savoir s'il
s’agit de vésicules de type HDSV ou LDSV (décriless le chapitre Introduction, II- B- 3-
Transport vésiculaire vers la membrane plasmig8aghant que Pmalp est une protéine
cargo des vésicules de type LDSV, il est possible Furdp soit une protéine cargo des
veésicules HDSV ou qu’elle soit transportée par soes-population de LDSV, différente de

celle acheminant Pmalp vers la membrane plasmique.

Le diabete de type 2 est une maladie qui se mamifaglivement. Avec I'allongement
de I'espérance de vie des individus souffrant dal&oviscidose, une autre forme de diabete
s’est développée. Il s’agit du diabéte lié a la awigcidose ou CFRD. La mucoviscidose, ou
du moins celle causée par les mutations de cldstdlds queF508del-CFTR, résulte de
I'altération du trafic de la protéine mutante. Nowais sommes demandés quel pouvait étre le
lien entre l'altération de la fonctionnalité de Vaie de sécrétion et le développement de
diabéte dans le contexte de la mucoviscidose. Quitétude menée chez la levure, nous
avons émis I'hypothese selon laquelle le contepidiue membranaire pourrait corréler ces
deux faits. C’est pourquoi, dans un second artetiggour la toute premiere fois, nous avons
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caractérisé le contenu phospholipidigue des memabrdas cellules épithéliales bronchiques
fraichement dissociées a partir de préléevementmdmons de patients homozygotes pour la
mutationF508del-CFTR (Payetet al., 2013a).

Lorsque nous avons comparé le contenu phosphajigddes cellules épithéliales
bronchiques provenant d’échantillons de poumongatients CF a ceux des patients non-CF,
contrairement a ce que nous avions pu lire daligdeature, I'effet majoritaire ne portait pas
sur des variations des taux de PL contenant desl,AG&s plutdt sur une augmentation
significative de I'espéce de PC(32:0), contenanixdealmitates, chez les patients CF. Nous
avons également montré que cette accumulation kieitpe dans les PC serait liée a une
hypoxie, qui est généralement observée chez ceaenfsmtdu fait de l'obstruction des
bronches par un mucus épais, visqueux et diffcédiminer. Afin d’étudier les conséquences
cellulaires de cette accumulation de PC(32:0) dassmembranes, nous avons décidé de
travailler sur la lignée cellulaire correspondai@EBE410. Cependant, cette lignée ne
subissant pas les mémes contraintes physique®s/iednches dans le corps des patients, ne
présentait pas le méme profil phospholipidique tpsecellules fraichement dissociées. Les
conditions hypoxiques étant trop difficiles & mettn ceuvre de fagon routiniere, nous avons
opté pour I'apport exogene de palmitate afin de enika profil phospholipidique des patients

CF, ce que nous avons obtenu avec I'apport de M@gipalmitate (Payedt al., 2013a).

Grace a ces nouvelles conditions de culture desH2EB, nous permettant de mimer
le profil lipidique des patients CF, nous avonsmantrer que les cellules épithéliales de
bronche CF n’étaient pas apoptotiques mais entgituee stress du RE (Payattal., 2013a).
Ces résultats sont intéressants puisque I'inducd®hUPR dans les cellules CF est sujette a
controverse. En effet, les avis sont contradictoisar la question. Certaines équipes ont
montré une induction atypique de I'UPR dans la mismidose, dans laquelle la voie PERK
ne serait pas induite (Nangal., 2006; Blohmkeet al., 2012). D’autres ont montré I'absence
totale de stress du RE dans les cellules CF (Hglsiskl., 2007). Cependant, ces études ont
ete effectuées sur différents types cellulairesiddaet ses collaborateurs (2006) ont travaillé
a partir de cultures primaires de cellules épitiédi bronchiques, collectées aprés une
transplantation. Hybisket al. (2007), quant a eux, ont utilisé des cultures anies de
cellules épithéliales bronchiques mais égalemenx dignées cellulaires : les CF15 (cellules
épithéliales nasales, homozygotes p&808del-CFTR) et les HelLa (dérivées de cellules

cancéreuses du col de l'utérus, n’exprimant Pa$R) transfectées aveCFTR ou F508del-
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CFTR. Enfin, Blomke et ses collaborateurs (2012) onnhimalé la lignée cellulaire 1B3-1
(cellules épithéliales bronchiquef508del-CFTR/W1282X-CFTR). Néanmoins, ces trois
études possedent un point commun : tous ces typldacres ont été cultives dans des
conditions de normoxie, qui n‘engendrent pas, dartse modele, d’accumulation d’AGS
dans les PL. Les différences dans lintensité d¢éPR observées dans ces études sont
probablement liées a des variations des taux désswn de F508del-CFTR, qui est un
substrat de 'ERAD, en fonction du modele cellidaonsidéré. A partir des résultats obtenus
dans notre étude, nous proposons un autre modgudtion de 'UPR dans la mucoviscidose,
qui serait relié, non pas a une accumulation diemame mal repliée du CFTR dans le RE,
mais a une perturbation indirecte de I'hnoméostigsidique cellulaire, résultant de I'hypoxie.

Notre étude apporte de nouveaux €léments de réfleconcernant le développement
du CFRD. En effet, il a été montré que I'expositichronique des cellulegg au palmitate
induisait un stress du RE (Cunétaal., 2008; Diakogiannakét al., 2008) pouvant conduire a
la mort de ces cellules. Ce processus cellulairdriboie a la diminution de la masse de
cellulesf, conduisant & une sécrétion d’'insuline insuffisagtt au développement du diabéte
de type 2. Dans les cellulgs mucoviscidosiques, il a été montré que le fonctenent
anormal du CFTR induisait I'obstruction des canparcréatiques, a cause de la trop grande
viscosité du mucus, et de la réduction du pourgentie cellule$ (lannucciet al., 1984;
Abdul-Karim et al., 1986; Soejima and Landing, 1986; Kelly and MoraA13). Nous
pouvons légitimement penser qu'une baisse de lacii@prespiratoire chez les patients CF
devrait provoquer, au-dela des cellules épithdiddeonchiques, une accumulation d’AGS
dans d’autres types cellulaires, dont les cellBlgmncréatiques. Ceci pourrait constituer un
facteur déterminant du dysfonctionnement des esdildans le CFRD. Dans ce contexte, il
serait pertinent de caractériser le contenu phogptiigjue des cellulef de patients CF afin
de confirmer notre hypothese. Cependant, si I'dieret I'analyse de cellules épithéliales
bronchiques sont rendues possibles par la fréquetetéve des transplantations pulmonaires
chez les patients CF, des préléevements pancréatigpiseront probablement réalisables que

post-mortem.

La culture des CFBE4l1len présence de palmitate nous a également pemnis d
montrer que I'augmentation du taux de saturation i€ altérait la correction du trafic de
F508del-CFTR par miglustat (Payattal., 2013a). Cette molécule (Leonastdal., 2012), tout
comme le 4-PBA (Rubenstein and Zeitlin, 1998), RXOMcCartyet al., 2002) ou le VX-
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809 (Clancyet al., 2012) a été testée en essai clinique mais n'agpaéré d’améliorations
significatives chez les patients traités. Selonrendtypothese, les divergences observées
pourraient étre la conséquence d'une sous-estimates impacts des perturbations de
’lhoméostasie lipidique dans les lignées cellukairevitro. Trois hypotheses non exclusives,
illustrées dans la Figure 43, peuvent étre émises @xpliquer les effets de I'accumulation
des AGS sur la diminution de lactivité du F508@#TR corrigé par miglustat : i) une
altération de la correction du trafic, ii) une dmiion de la stabilité de la protéine F508del-

CFTR corrigée a la membrane plasmique, iii) ou basse dans la fonctionnalité du canal

corrigé.
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Figure 43 : Schéma récapitulatif des effets du palitate sur la voie de sécrétion de F508del-CFTR cagé

A) Dans la cellule mucoviscidosique, le F508G8TR ne passe pas controle qualité du rétic
endoplasmique (RE) et est envoyé au protéasomedgguadation. B) Le miglustat peut restaurer lfctra Iz
membrane plasmique du F508del-CFTR et donc la ts@ard’ions chlorure (C). En pésence de palmita
I'activité du F508delcFTR corrigé par le miglustat est altérée. Troipdifiéses peuvent étre formulée |
expliquer cette baisse d'activité : 1) le palmitateait un impact sur le trafic de F508@HTR, il y en aura
donc moinsa la membrane plasmique, 2) le palmitate jouenaitls stabilité de la protéine a la membi
plasmique, cette derniére serait donc plus viterindlisée, 3) le palmitate affecterait directeni@ativité de le
protéine en modulant sa conformation & la membpéasmique.

Afin d’aborder ces différents points plus avant|i¢mée cellulaire que nous utilisons
actuellement présente des limitations. En effetsatait préférable d’utiliser un modéle
cellulaire dans lequel le F508del-CFTR serait spriexe, de sorte a pouvoir le détecter plus
aisément et analyser de facon plus fine sa lo¢@isa@ellulaire et sa fonctionnalité par des
techniques de biochimie et de biologie cellulaidiquitination de surface, pulse chase,

immunomarquage...). Cependant, il faudra considéreis d& cas, que ces modeles de
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surexpression nous éloignerons des conditions plogggues retrouvées chez les patients CF.

Si nos hypothéses sont exactes, diminuer les effedsPL saturés sur I'activité du
F508del-CFTR corrigé pourrait constituer une nol@vedpproche thérapeutique afin
d’améliorer le traitement des patients CF par @secteurs pharmacologiques existants. Par
exemple, il a déja été montré que I'oléate pouwaitiger les effets des AGS sur la voie de
sécrétion dans la levuaccharomyces cerevisiae (Pineauet al., 2008; Pineauat al., 2009) et
dans les cellulef (Dhayal and Morgan, 2011). Forts de ces obsemstinous avons donc
envisagé qu'un co-traitement composé d'un correcetud’'une source d’AGI pourrait
constituer une solution efficace pour optimiser testements actuels. Cependant, dans la
cellule mucoviscidosique, nous avons montré queadid, bien qu'il corrige les effets de
'augmentation du taux de saturation des PL syrofaose, ne palliait pas complétement les
impacts sur 'UPR, et qu’il ne restaurait pas Iaté du F508del-CFTR corrigé (Payeital .,
2013a).

Nous avons conscience que notre modele d’apporteaeogle palmitate présente
certaines limitations, et qu’il pourrait introduides biais dans nos expérimentations. En effet,
si ce modele nous permet de mimer le profil phospiuidue des patients CF, il nous éloigne
guelque peu de la physiologie de la pathologie. Rlpécifiguement, nous avons émis
'hypothese selon laquelle cette augmentation dux tde saturation chez les patients
résulterait d'une inhibition des désaturases despAGune carence en oxygene : il s'agirait
donc d’'une accumulation endogéne d’AGS. Dans laquiteé de ce travail, nous allons donc
nous concentrer sur le développement d'un modeles giroche de cette situation
physiologique. En prenant I'exemple de notre mod@&&lA, nous avons alors tenté de
bloguer la synthése de 'héme dans les CFBEgaoutilisation d’un inhibiteur spécifique : le
succinyl-acétone (Zhang and Gerhard, 2009). Matheement, [l'utilisation de cette
molécule n'a pas eu d’impact sur le contenu en ASS BL. Une alternative que nous
envisageons aujourd’hui consisterait a inhiberadement la désaturase majoritaire des AGS
chez 'homme : 'enzyme SCD1 (Stearoyl-CoA desaterd) (Matsuet al., 2012).

A plus long terme, nous concentrerons nos effoutsla recherche de molécules
pouvant corriger les effets des AGS, de facon plampléte et efficace que loléate.
L’ensemble des données présentées dans ce marsuggére que I'impact le plus amont et
le plus direct des AGS concerne la modulation degrgtés biophysiques des membranes

cellulaires, avec pour conséquence une altératiofa donctionnalité des organelles. Nous
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soupgonnons donc que les molécules les plus efficaourraient étre de nature lipidique ou,
tout du moins, lipophiles, et présenter une stnactle type conique. L'utilisation couplée des
modeles levurien et humain est actuellement enscdans le laboratoire pour le criblage de

molécules présentant de telles propriétées.
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Effets des acides gras saturés sur la voie de sémg. Relation avec la mucoviscidose

Résumeé :Les acides gras saturés (AGS) altérent la foncailiténdes organites dans
de nombreux types cellulaires. Il a été proposé qgeeprocessus, également nommé
lipointoxication, puisse étre responsable de piusigpathologies humaines telles que le
diabete de Type 2.

Au niveau cellulaire, 'accumulation d’AGS est aséeca une augmentation du taux
de saturation des phospholipides (PL) membranaiess, composants majoritaires des
membranes des organites, mais également du taogrdmides, impliqués dans I'induction
de I'apoptose.

Dans une premiere partie de ce travail, nous aetudié, chez le modele cellulaire
simple Saccharomyces cerevisiae, la contribution relative des PL saturés et dearnées a la
cytotoxicité des AGS. Nous avons pu démontrer g@seckramides agissaient a des étapes
précoces de la voie de sécrétion, alors que lesaRlrés impactaient des étapes plus tardives
en altérant en particulier la formation de vésisude sécrétion.

Parallelement, nous avons également constaté quetalx dAGS était
significativement augmenté dans les PL membranaless patients atteints d’'une maladie
génétique, la mucoviscidose. La mutation la plégdente responsable de cette maladie,
résulte en la rétention de la protéine corresporddans le réticulum endoplasmique. Des
molécules pharmacologiques, capables de corrigérafee de la protéine a sa destination
finale ont été isoléed vitro, mais des limitations importantes ont pu étre ohises lors des
tests cliniques. Nous proposons dans le présent soangue la lipointoxication liée aux
AGS pourrait étre un écueil important a l'utiligatides correcteurs actuels pour le traitement
de la mucoviscidose.

Mots clés : palmitate, phospholipides, céramides/sphingolgidstress du RE,
apoptose, formation des vésicules, trafic des prete diabéte de type 2, diabéte lié a la
mucoviscidose.

Abstract: Saturated fatty acids (SFA) have been reportedtéo organelle integrity in
many cell types. This process, also known as liioity, has been proposed to be responsible
for several human pathologies such as type 2 diabet

At the cellular level, SFA accumulation is assamivith an increase of the saturation
rate of membrane phospholipids (PL), the major campts of organelle membranes, and an
increase of ceramides levels, implicated in apagpiosiuction.

In the first part of this work, we took advantageaosimple yeast-based model to
study the relative contributions of saturated Pld aeramides to SFA cytotoxicity. We
demonstrated that ceramides act early in the segrpathway, while saturated PL impact the
later steps, and particularly the formation of stmny vesicles.

In parallel, we observed that SFA amounts were ifstgmtly increased in the
membrane PL of cystic fibrosis (CF) patient cellse most common mutation responsible for
this genetic disease results in the retention efdbrresponding protein in the endoplasmic
reticulum. Pharmacological agents, which correctntiigrafficking of the protein, have been
isolated in vitro, but they did not show signifitamprovements in clinical trials. We propose
in the present manuscript, that SFA-related lipmirdation could be an important bottleneck
for the use of these pharmacological agents inadlirrials.

Keywords: palmitate, phospholipids, ceramides/sphingolipiR, stress, apoptosis,
vesicular budding, protein trafficking, type 2 ditd®e CFRD (Cystic Fibrosis Related
Diabetes).
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