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Introduction 

Introduction 

La mucoviscidose est un problème de famille. Pas seulement parce qu’il s’agit d’une maladie 

génétique, mais parce qu’elle perturbe tout un ensemble de canaux. En réalité lorsque le canal 

chlorure CFTR (en anglais « Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator ») est muté dans la 

mucoviscidose, c’est toute une famille de canaux ioniques qui subit des défauts de fonctionnements. 

Dès lors, dans cette pathologie, on observe un défaut de sécrétion d’ions chlorure mais aussi une 

augmentation de Ca2+ intracellulaire. Nous avons trouvé pertinent d’étudier les phospholipases C dans 

le contexte de la mucoviscidose car il s’agit d’enzymes i) qui régulent l’homéostasie calcique cellulaire 

en contrôlant un nombre important de canaux perméables au Ca2+ et ii) qui activent indirectement les 

protéines kinases C (PKC) tout en favorisant la mobilisation des réserves calciques du réticulum 

endoplasmique, deux voies de signalisations impliquées dans l’activité de la protéine CFTR. 

Ce projet de thèse vise à étudier dans quelle mesure les phospholipases C contrôlent l’homéostasie 

calcique ainsi que la sécrétion d’ions chlorures dépendante de CFTR dans les cellules épithéliales 

bronchiques. Dans ce manuscrit nous discuterons des relations qui existent entre les phospholipases C 

et CFTR dans une cellule épithéliale bronchique normale et dans une cellule épithéliale bronchique qui 

exprime la mutation CFTR-F508del. 

 

I. L’homéostasie calcique dans la mucoviscidose 

La mucoviscidose est caractérisée par des anomalies de l’homéostasie calcique dans les cellules 

épithéliales des voies aériennes. Cela va avoir des retombées sur l’activité du canal CFTR, sur 

l’inflammation cellulaire ou encore sur les propriétés du mucus. C’est pourquoi il est important de 

comprendre les régulations calciques dans une cellule mucoviscidosique par rapport à une cellule qui 

n’est pas affectée par la maladie, de façon à pouvoir corriger les dysfonctionnements. Dans cette 

première partie nous définirons la mucoviscidose et nous verrons que l’augmentation calcique dans 

cette pathologie a des aspects positifs, notamment vis-à-vis de la sécrétion chlorure et la sécrétion de 

fluides, mais également des effets indésirables, comme par exemple l’augmentation des médiateurs 

de l’inflammation. 

 

A. La mucoviscidose : maladie génétique aux symptômes pulmonaires dramatiques 

La mucoviscidose a été décrit pour la première fois par le Dr Dorothy Andersen en 1938. A cette époque 

les nouveaus-nés meurent des causes de l’obstruction pancréatique et le Dr Andersen nomme cette 

pathologie : fibrose kystique du pancréas. La cause de la maladie est encore inconnue mais Andersen 
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et ses collègues suggèrent qu’il pourrait s’agir d’une maladie héréditaire, la pathologie touchant 

parfois plusieurs enfants issus d’une même fratrie (ANDERSEN, 1938; Andersen and Hodges, 1946). 

Il a fallu attendre 1989 pour que le gène responsable de la maladie soit découvert.  Ce gène code pour 

la protéine CFTR et il est localisé sur le chromosome 7 (Riordan et al., 1989). La protéine CFTR est un 

canal chlorure exprimé au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales de l’organisme. Il 

existe environ 2000 mutations sur le gène de CFTR responsables de la mucoviscidose 

(https://www.cftr2.org; De Boeck et al., 2014; Sosnay et al., 2013), certaines sont corrélées à une 

progression très grave de la maladie, c’est les cas des mutations faux-sens comme la mutation 

CFTR-F508del qui concerne plus de 80 % des patients (Bellis et al., 2017; Rafeeq and Murad, 2017). 

D’autres mutations sont associées à une progression moins sévère de la maladie, c’est le cas par 

exemple de la mutation W361R.  

 

 Des mutations de la protéine CFTR aux manifestations cliniques de la pathologie 

Les mutations 

Ainsi la plupart des mutations sur le gène qui code pour la protéine CFTR entraînent des défauts de la 

sécrétion chlorure dont la sévérité est variable. Les mutations sont divisées en six classes en fonction 

de l’impact de la mutation génétique sur l’expression et la fonction de la protéine (Figure 1). 

Figure 1 : Effet des différentes classes de mutation du gène codant pour le canal CFTR sur 

l’expression/fonction de la protéine 

Les mutations de classe I, II et III sont associées à une absence de fonction de la protéine CFTR à la membrane 
plasmique et correspondent à un phénotype sévère. Les mutations de classe IV, V et VI  sont associées à la 
présence d’une fonction résiduelle de la protéine CFTR à la membrane plasmique et représentent les mutations 
les moins graves de la mucivoscidose (D'après Bell SC, De Boeck K, Amaral MD; Rafeeq and Murad, 2017) 
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Succinctement, la classe I correspond à une absence de production de la protéine CFTR, la classe II à 

une rétention de la protéine CFTR dans le réticulum endoplasmique puis une dégradation par le 

contrôle de qualité, la classe III à un défaut de fonction de la protéine CFTR, la classe IV à une 

diminution de la fonction canal chlorure, la classe V à une diminution de l’expression de la protéine 

CFTR et la classe VI à un défaut de stabilité du canal CFTR à la membrane. Les mutations de classe II, 

qui comprennent la mutation CFTR-F508del, sont les plus fréquentes et concernent plus de 80 % des 

patients (De Boeck et al., 2014; Elborn, 2016). Dans le cas de la mutation CFTR-F508del, la protéine est 

mal repliée, séquestrée dans le réticulum endoplasmique, ne sera pas adressée à la membrane mais 

sera dégradée par la voie du rotéqsome. La protéine CFTR-F508del peut être partiellement corrigée à 

la membrane plasmique par un abaissement de la température à 27°C. Une fois à la membrane cette 

protéine CFTR-F508del possède cependant une diminution de fonction ainsi qu’une réduction de sa 

stabilité à la membrane. Il est ainsi proposé que le système de classification soit revisité car une 

mutation peut finalement appartenir à plusieurs classes à la fois (Froux et al., 2018).   

Les voies respiratoires, le pancréas, le foie, les intestins, la peau et le système reproducteur sont les 

principaux organes touchés par la mucoviscidose et en fonction de l’âge des patients, les symptômes 

de la maladie vont varier. Ainsi jusqu’à l’âge de 10 ans, les manifestations les plus problématiques sont 

les atteintes pancréatiques et digestives qui entraînent des troubles de la croissance. Ces enfants ont 

aussi des infections pulmonaires récurrentes à S. aureus et H. influenzae qui sont prises en charge avec 

des antibiotiques (Bellis et al., 2017; Rowbotham et al., 2019). Puis à l’adolescence peuvent apparaitre 

une cirrhose et les troubles pulmonaires deviennent plus préoccupants avec l’installation d’une 

infection pulmonaire chronique à P. aeruginosa sous forme de biofilms qu’il devient plus difficile de 

traiter (Lee and Yoon, 2017; Mulcahy et al., 2014). Par la suite les infections pulmonaires à répétition 

deviennent très graves et peuvent nécessiter la greffe de poumons qui reste le seul moyen de 

supprimer les troubles pulmonaires dans la mucoviscidose (Elborn, 2016).  

L’état le plus préoccupant de la maladie concerne donc les pathologies pulmonaires qui sont 

responsables du décès de 90 % des patients (Davies, 2002). En effet, dans la maladie, nous observons 

un défaut de sécrétion d’ions chlorure ainsi qu’une augmentation de l’absorption de Na+ par le canal 

ENac, ce qui entraîne la production d’un mucus visqueux associée à une déshydratation de la surface 

des voies respiratoires (Boucher, 2002; Donaldson and Boucher, 2007; Elborn, 2016). 

 

Les traitements 

L’espérance de vie des nouveau-nés atteints de la mucoviscidose était de quelques mois seulement 

dans les années 1940 (Davis, 2006). Depuis les années 2000, l’espérance de vie est d’environ 40 ans 

dans les pays développés et aujourd’hui, grâce au développement des médicaments, de la 
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kinésithérapie respiratoire et de la greffe de poumons, on compte plus d’adultes que d’enfants atteints 

de la maladie (Bellis et al., 2017). Il existe deux catégories de médicaments pour traiter la pathologie, 

i) les traitements qui visent à combattre les symptômes et les infections bactériennes et comprennent 

les solutés salins hypertoniques, les corticoïdes, les antibiotiques et ii) les traitements qui ciblent la 

protéine CFTR et qui varient en fonction de la mutation considérée (Rafeeq and Murad, 2017). Cette 

dernière catégorie de traitement inclut l’ivacaftor (VX 770, Kalydeco®), un potentiateur qui augmente 

la probabilité d’ouverture du canal CFTR lorsqu’il est exprimé à la membrane, et le lumacaftor (VX 809), 

un correcteur qui permet de ramener une partie de la protéine CFTR retenue dans le réticulum 

endoplasmique à la membrane plasmique (Van Goor et al., 2009, 2011). Ainsi le VX 770 est préconisé 

pour le traitement des mutations de classe III, IV et V tandis que l’association du VX 770 et du VX 809, 

dans la spécialité Orkambi®, est préconisée pour les mutations de classe II et notamment la mutation 

CFTR-F508del. L’association des deux molécules, un correcteur et un potentiateur, donne de bons 

résultats in vitro mais les réponses aux traitements chez les patients sont variables (Masson et al., 

2019). Un autre correcteur a récemment été développé et testé en essais cliniques : le tezacaftor (VX 

661). Ce dernier, en combinaison avec l’ivacaftor, augmente la fonction respiratoire et réduit 

l’exacerbation pulmonaire chez les patients porteurs de la mutation CFTR-F508del (Rowe et al., 2017; 

Taylor-Cousar et al., 2017).   

 

 Régulations de la protéine CFTR 

Les régulateurs endogènes du canal CFTR 

La protéine CFTR appartient à la famille des transporteurs ABC (en anglais « ATP binding cassette ») 

qui permettent le transport d’un certain nombre de substrats aussi variés que la bile ou les 

médicaments, via l’hydrolyse de l’ATP (Locher, 2016). La protéine CFTR se compose de deux domaines 

transmembranaires de six segments chacun (TMD1 et TMD2) et de deux domaines de liaisons aux 

nucléotides situés sur la face cytosolique (NBD1 et NBD2) entre lesquels s’insère le domaine 

régulateur R (Figure 2) (Liu et al., 2017; Riordan et al., 1989).  
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Deux mécanismes sont formellement requis pour l’activation de la protéine CFTR : i) la 

phosphorylation du domaine R par la protéine kinase A (PKA) puis ii) la fixation de l’ATP au niveau des 

NBDs (Anderson et al., 1991; Liu et al., 2017; Picciotto et al., 1992; Strickland et al., 2019; Tabcharani 

et al., 1991). Ainsi la PKA, en phosphorylant de nombreuses sérines situées sur le domaine R, est le 

principal acteur dans l’ouverture du canal CFTR. Cependant, d’autres protéines kinases peuvent 

moduler l’activité du canal CFTR : c’est le cas de la protéine kinase C (PKC), des tyrosine kinases 

p60c-Src et Pyk2, et aussi de la protéine kinase activée par l’AMP (AMPK) (Kunzelmann and Mehta, 

2013). Ainsi, la PKC permet i) d’activer le canal CFTR, même en absence de la PKA, et ii) d’augmenter 

l’activation du canal CFTR par la PKA (Berger et al., 1993; Chappe et al., 2003). Les tyrosine kinases 

p60c-Src et Pyk 2 augmentent l’activité de CFTR par le biais de phosphorylations (Billet et al., 2015; 

Fischer and Machen, 1996). L’AMPK, de son côté, est une protéine kinase qui inhibe CFTR, également 

par des mécanismes de phosphorylations (Hallows et al., 2000, 2003; Neuman et al., 2018). Enfin les 

phosphatases 2A (PP2A) et 2C (PP2C) sont deux protéines qui affectent de façon importante le 

fonctionnement du canal CFTR en diminuant son activité via des mécanismes de déphosphorylation 

(Luo et al., 1998; Thelin et al., 2005; Travis et al., 1997).  

Figure 2 : Structure et principaux régulateurs de la protéine CFTR-WT 

La protéine CFTR se compose de deux domaines transmembranaires TMD1 et TMD2, de deux domaines de liaison 
aux nucléotides situés sur la face cytosolique NBD1 et NBD2 et du domaine régulateur qui est situé entre les 
domaines NBD1 et NBD2. Parmi les activateurs endogènes de la protéine CFTR nous avons : la protéine kinase A 
(PKA), la protéine kinase C (PKC), la protéine kinase G (PKG), la protéine kinase CK2 (CK2), la nucléoside 
diphosphate kinase (NDPK), les kinases SGK1/PIKfyve (en anglais serum and glucocorticoid dependent 
kinase/phosphatidylinositol-3-phosphate-5-kinase), Epac (en anglais exchange protein directly activated by 
cAMP), et les tyrosine kinases PYK2 et c-src. Parmi les inhibiteurs endogènes de la protéine CFTR nous comptons : 
la protéine kinase activée par l’AMP (AMPK), la tyrosine kinase SYK, les protéines phosphatases PP2A et PP2B, 
les phosphodiestérases 3, 4 et 5 (PDE3,4,5) les kinases WNK1,4/SPAK (en anglais with no lysine 
kinase/SPS-related proline/alanine-rich kinase) (Csanády et al., 2019; Kunzelmann and Mehta, 2013).  
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Les régulations de canaux ioniques par CFTR 

Le canal CFTR est aussi un régulateur de beaucoup d’autres canaux ioniques, parmi lesquels nous 

pouvons citer de manière non exhaustive : le canal sodique ENac (Mall et al., 1996; Rubenstein et al., 

2011; Stutts et al., 1995), le canal potassique ROMK (Konstas et al., 2002; Ruknudin et al., 1998) ainsi 

que les canaux calciques TRPC6 et TRPV4 (Bertrand et al., 2015; Henry et al., 2016). Le canal CFTR 

régule également des canaux chlorure qu’il serait intéressant d’activer pour compenser le défaut 

d’activité du canal CFTR muté et restaurer l’hydratation des épithélia (Mall and Galietta, 2015; Martin 

et al., 2018). Par exemple, le canal ORCC (en anglais « outwardly rectifying chloride channel ») est un 

canal chlorure qui serait plutôt exprimé au niveau de la membrane basolatérale (Hwang et al., 2000b; 

Szkotak et al., 2003), qui est activé par la PKA et l’ATP, et dont l’activité dépend de la protéine CFTR 

(Jovov et al., 1995a, 1995b). Le canal SLC26A9 est un autre canal chlorure qui est exprimé dans les 

cellules épithéliales, qui est constitutivement actif mais qui peut être stimulé par la forskoline et dont 

l’activité dépend de la protéine CFTR (Bertrand et al., 2009, 2017; Lohi et al., 2002; Salomon et al., 

2016). Enfin, une relation étroite existe entre CFTR et la famille des anoctamines, qui représentent une 

famille de canaux chlorure activés par le calcium (CaCC). Il a ainsi été montré que l’activité de la 

protéine CFTR régule négativement les CaCC (Kunzelmann et al., 1997; Ousingsawat et al., 2011; Wei 

et al., 1999). Il a également été montré que la présence du canal TMEM16A est requise pour 

l’expression et l’activité du canal CFTR (Benedetto et al., 2017, 2019). Par ailleurs, en présence de la 

protéine CFTR-F508del, l’expression du canal TMEM16A, qui appartient à cette dernière famille de 

canaux, est diminuée (Ruffin et al., 2013).   

 

B. Augmentation globale du Ca2+ dans la mucoviscidose 

 La régulation des canaux TRP est dysfonctionnelle dans la mucoviscidose 

Lors de la découverte de la protéine CFTR, Riordan et ses collègues ont choisi le terme « régulateur », 

qui constitue la dernière lettre du sigle de la protéine, car ils ont observé que lorsque CFTR est muté, 

un certain nombre de canaux ioniques présentent également des troubles fonctionnels. De ce fait, la 

protéine CFTR, au-delà de son rôle de canal ionique, influence les réponses cellulaires.  

Ainsi, des études effectuées par notre équipe (Antigny et al., 2011a; Vachel et al., 2015) mais aussi par 

d’autres laboratoires (Henry et al., 2016; Huguet et al., 2016; Prandini et al., 2016) ont révélé un 

dysfonctionnement de certains canaux TRP lorsque CFTR n’est plus exprimé à la membrane. Certains 

canaux possèdent une activité augmentée, c’est par exemple le cas du canal TRPC6, tandis que d’autres 

ont une activité qui est diminuée, c’est le cas du canal TRPV2 (Antigny et al., 2011a; Lévêque et al., 

2018) (Figure 3). 
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CFTR-WT 

CFTR-F508del 

Figure 3 : Aperçu des canaux TRP qui sont dérégulés dans les cellules qui expriment la protéine 
CFTR-F508del 

Le canal CFTR-WT cohabite avec de nombreux canaux ioniques de la famille des TRPs à la surface cellulaire. Nous 
retrouvons, par exemple, les canaux TRPV4, TRPA1, TRPV6, TRPC6, TRPM7 et TRPV2. Des régulations 
fonctionelles ont été établies entre le canal CFTR-WT et certains de ces canaux. Ainsi le canal CFTR-WT régule 
négativement les canaux TRPV4 et TRPC6, ce dernier régule, à l’inverse, positivement le canal CFTR-WT, et le 
canal TRPM7, quant à lui, contrôle négativement le canal CFTR-WT. Il apparaît que l’expression du canal CFTR à 
la membrane est cruciale dans la régulation des canaux TRPs puisque le défaut d’expression de CFTR à la 
membrane plasmique entraîne des défauts de régulation de ces différents canaux de la famille des TRPs. Ainsi 
l’entrée calcique par les canaux TRPA1, TRPC6, TRPV4 et TRPV6 est augmentée suite à une stimulation par des 
bactéries, l’OAG (1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol, analogue du DAG), le 4α-PDD (4⍺-phorbol-12,13-didecanoate, 
agoniste de TRPV4) et le CaCl2 respectivement, dans les cellules qui expriment la protéine CFTR-F508del par 
rapport aux cellules qui expriment la protéine CFTR-WT. L’augmentation de l’influx calcique par ces canaux 
entraîne une activation de la réponse inflammatoire. Le canal TRPC6 est aussi activé par le DAG intracellulaire et 
le canal TRPV6 est un canal constitutivement actif régulé par le Ca2+ et la voie PLC-PIP2. D’un autre côté, l’influx 
calcique par le canal TRPV4 en réponse à un choc hypo-osmotique dans les cellules épithéliales est diminuée dans 
les cellules qui expriment la protéine CFTR-F508del, tout comme l’influx calcique par le canal TRPV2 en réponse 
à son agoniste le cannabidiol dans les macrophages. Ceci a pour conséquence des troubles de la régulation du 
volume cellulaire et une diminution de la phagocytose. Enfin, la stimulation du canal TRPM7 par son agoniste, le 
naltriben, provoque une diminution de l’influx de Mg2+ dans les cellules qui expriment la protéine CFTR-F508del 
(Grebert et al., 2019). 
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 En outre il existe des liens fonctionnels et/ou physiques entre le canal CFTR et certains canaux TRP. Le 

canal CFTR régule par exemple négativement les canaux TRPV4 et TRPC6 (Antigny et al., 2011a; Henry 

et al., 2016). Réciproquement CFTR est régulé positivement par TRPC6 et négativement par TRPM7 

(Antigny et al., 2011a; Huguet et al., 2016). Les différences de régulation des canaux TRP entre des 

cellules qui expriment la protéine CFRT-WT et celles qui expriment la mutation du CFTR la plus 

fréquente (CFTR-F508del) ont été regroupées et publiées sous forme de revue par notre équipe en 

2019 (Grebert et al., 2019) cf annexe. Ainsi, suite à une stimulation par leurs agonistes, l’influx calcique 

des canaux TRPV4, TRPA1, TRPV6 et TRPC6 est augmenté dans les cellules qui expriment le canal CFTR 

muté alors que l’activation par un choc hypo-osmotique ou par le cannabidiol, respectivement, 

diminue l’influx calcique des canaux TRPV4 et TRPV2 lorsque le canal CFTR est muté.  

 
 

 Autres anomalies de l’homéostasie calcique dans la mucoviscidose 

Les canaux TRP ne sont pas les seuls canaux calciques à subir des défauts de régulation lorsque CFTR 

est muté. Ainsi, il a été mis en évidence une diminution de l’activité de la Ca2+-ATPase et une 

augmentation de l’activité des pompes SERCA (en anglais « Sarcoplasmic/Reticulum Ca2+ ATPase ») en 

présence de la mutation CFTR-F508del (Philippe et al., 2015). De plus, il a été observé que la sortie de 

calcium du réticulum endoplasmique suite à une stimulation par l’IP3 est supérieure dans les cellules 

épithéliales qui expriment la mutation CFTR-F508del par rapport aux cellules qui expriment la protéine 

CFTR-WT (Antigny et al., 2008a). Lorsque la protéine CFTR-F508del est séquestrée dans le réticulum 

endoplasmique, celui-ci se concentre autour du noyau au lieu de s’étendre dans la totalité du volume 

cellulaire, comme c’est le cas dans les cellules qui expriment la protéine CFTR-WT (Antigny et al., 

2011b). Il est ainsi proposé que dans les cellules qui expriment la protéine mutée, les récepteurs à l’IP3, 

situés dans la membrane du réticulum endoplasmique, se rassemblent sous forme de clusters avec 

comme conséquence une augmentation de la réponse calcique. La mutation CFTR-F508del affecte 

également le mécanisme d’influx calcique SOCE (en anglais « Store-operated calcium entry »). L’influx 

SOCE est médié par l’interaction entre les protéines Orai1 à la membrane plasmique et la protéine 

STIM1 au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (Nguyen et al., 2018; Stathopulos et 

al., 2013). En présence de la mutation CFTR-F508del, il se produit une augmentation de l’insertion de 

la protéine Orai1 à la membrane. Les deux partenaires STIM1 et Orai1 sont alors plus à même 

d’interagir, favorisant l’entrée de Ca2+ intracellulaire (Balghi et al., 2011). Cette équipe a également 

mis en évidence que ce n’est pas la fonction du canal CFTR, mais sa présence à la membrane plasmique, 

qui contrôle négativement l’influx SOCE. Enfin, l’influx calcique via l’uniport calcique mitochondrial 

dans les mitochondries de cellules épithéliales qui expriment la mutation CFTR-F508del est diminué 

par rapport aux cellules qui expriment la protéine CFTR-WT (Antigny et al., 2009). Ainsi, suite à un 
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influx de Ca2+ ou une sortie de Ca2+ du réticulum endoplasmique, les mitochondries peuvent capter le 

Ca2+ et jouent un rôle important dans le maintien de l’homéostasie calcique.  

 

C. Conséquences physiologiques de la dérégulation calcique 

 Régulation de CFTR par le Ca2+  

Le canal CFTR est majoritairement activé par l’AMPc, mais plusieurs études suggèrent que le Ca2+ 

participe à l’activation du canal. Il a ainsi été montré que l’activité du canal CFTR est diminuée de moitié 

en présence du chélateur calcique BAPTA-AM (Billet and Hanrahan, 2013; Hoque et al., 2010; Zhu et 

al., 2005). De plus,il a été observé qu’une augmentation de la concentration de Ca2+ intracellulaire par 

la thapsigargine, un inhibiteur de la Ca2+-ATPase du réticulum endoplasmique, augmente l’activité du 

canal CFTR-WT et du canal CFTR-F508del corrigé par le VX 809 (Bozoky et al., 2017). D’ailleurs, même 

le LPS de Pseudomonas aeruginosa stimule le courant CFTR-dépendant dans les cellules épithéliales 

bronchiques sous la dépendance du Ca2+ intracellulaire (Buyck et al., 2013). Ces études mettent en 

évidence la fonction du Ca2+ dans l’activité du canal CFTR. Dans cette partie nous discuterons des 

différentes voies d’activation, directes ou indirectes, de CFTR par le Ca2+.  

 

La calmoduline 

La calmoduline est une protéine de liaison au Ca2+ qui régule plusieurs protéines telles que des 

enzymes ou des canaux ioniques (Chin and Means, 2000; Villalobo et al., 2018). Après avoir fixé quatre 

ions Ca2+, la calmoduline établit des liaisons avec des partenaires et participe, de ce fait, à leur 

régulation. Ainsi la calmoduline, une fois activée par le Ca2+, se fixe sur les adénylates cyclases (Halls 

and Cooper, 2011), le canal Orai 1 (Maganti et al., 2018) ou encore le canal potassique voltage 

dépendant Kv7.1 (Sachyani et al., 2014) et intervient dans leur régulation.  

Il a été mis en évidence que la calmoduline régulait aussi CFTR par interaction directe au niveau de son 

domaine R, sous la dépendance du Ca2+ (Bozoky et al., 2017). Par des expériences de résonance 

magnétique nucléaire réalisées sur la protéine CFTR purifiée, trois sites de fixation pour la calmoduline 

ont pu être identifiés, entre les résidus 659-671, 700-715 et 760-780 situés sur le domaine R. Ces 

observations ont été corrélées à des mesures de l’activité du canal CFTR-WT ou muté pour certaines 

régions situées sur le domaine R de la protéine et impliquées dans la fixation de la calmoduline (S768A 

et Δ760-780). L’activité de ces mutants, suite à une stimulation par la thapsigargine (augmentation du 

calcium cellulaire) ou la forskoline (augmentation de l’AMPc), est diminuée par rapport à l’activité du 

canal CFTR non muté, montrant l’importance de la fixation de la calmoduline sur le domaine R dans 

l’activité du canal CFTR. 
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Les adénylates cyclases 

Peu après la découverte de la protéine CFTR, deux voies distinctes ont été attribuées à l’activation du 

canal : la voie dépendante du Ca2+ et la voie dépendante de l’AMPc. Cependant il a été montré que 

certaines adénylates cyclases, qui entraînent une augmentation de l’AMPc intracellulaire, peuvent être 

activées par le Ca2+. Chez l’homme nous dénombrons neuf adénylates cyclases membranaires (AC 1-9) 

et chacune peut être directement ou indirectement activée par le Ca2+ (Halls and Cooper, 2011). Ainsi, 

les adénylates cylcases 1 et 8 sont directement activées par le Ca2+ par une voie dépendante de la 

calmoduline à des concentrations inférieures au micro molaire (Cali et al., 1994; Tang et al., 1991; Wu 

et al., 1993). Ces deux adénylates cyclases possèdent des sites de fixation pour la calmoduline (Gu and 

Cooper, 1999; Vorherr et al., 1993; Wu et al., 1993) et sont stimulées par le couple Ca2+/calmoduline, 

respectivement avec un Kd de 0,1 µM et 0,5 µM. L‘adénylate cyclase 9 est quant à elle activée par le 

Ca2+ de manière indirecte, via les protéines kinase Ca2+/calmoduline-dépendantes (CaM Kinases) II 

(Cumbay and Watts, 2005). Si les adénylates cyclases peuvent être activées par le Ca2+, elles peuvent 

également être inhibées par les kinases et phosphatases sous la dépendance du Ca2+. L’adénylate 

cyclase 9, par exemple, peut être inhibée par la protéine phosphatase dépendante du Ca2+ calcineurine 

(CaN) (Antoni et al., 1998; Martin et al., 2007). D’autre part, les adénylates cyclases 1 et 3 peuvent être 

inhibées respectivement par les CaM kinases IV et II (Wayman et al., 1996; Wei et al., 1996, 1998). En 

résumé, les adénylates cyclases 1, 8, et 9 sont activées de manière dépendante du Ca2+ et les 

adénylates cyclases 1, 3 et 9 sont également inhibées de manière dépendante du Ca2+. En outre, 

Namkung et al., ont montré que l’activation de l’adénylate cyclase 1 par le Ca2+ entraîne une activation 

de la protéine CFTR via la génération d’AMPc (Namkung et al., 2010). Dès lors, d’autres adénylates 

cyclases pourraient participer à l’activation du canal CFTR. Par exemple l’ARNm des AC 1 et AC 3 a été 

mis en évidence dans la lignée épithéliale bronchique CFBE (Lérias et al., 2018) et par ailleurs l’ARNm 

des AC 1, AC 3 et AC 9 a été identifié dans des cellules épithéliales bronchiques primaires (Namkung et 

al., 2010). Nous avons également regardé l’expression des adénylates cyclases 1, 3, 8 et 9 dans les 

principaux tissus qui expriment également la protéine CFTR dans la base de données « Human Protein 

Atlas » https://www.proteinatlas.org/ pour observer dans quelle mesure leur activation pouvait jouer 

un rôle dans l’activation du canal CFTR (Figure 4).  

https://www.proteinatlas.org/
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Cette base de données a étudié par immunohistochimie l’expression des différentes isoformes 

d’adénylates cyclases dans 44 tissus. L’expression des adénylates cyclases 1, 3, 8 et 9 est établi dans le 

nasopharynx, les bronches, le pancréas et le système de reproduction masculin mais l’adénylate 

cyclase 3 est globalement plus faiblement exprimée que les autres. En tenant compte du fait que les 

AC 1, AC 3, AC 8 et AC 9 sont régulées par le Ca2+, il est à supposer que ces isoformes jouent un rôle 

dans l’activation du canal CFTR par le Ca2+ dans les cellules épithéliales du nasopharynx, des bronches, 

du tractus gastro-intestinal, du pancréas et de l’appareil reproducteur masculin. 

 

Les tyrosines kinases 

Une régulation du canal CFTR par des tyrosine kinases dépendantes du Ca2+ a aussi été mise en 

évidence. En effet, Billet et ses collègues ont étudié la voie d’activation du canal CFTR qui passe par les 

récepteurs couplés aux protéines G et ont montré que la stimulation par l’agoniste cholinergique 

carbachol est deux fois plus faible en présence du chélateur calcique perméable BAPTA-AM (Billet et 

al., 2013). Ils ont montré que l’activation du CFTR par le carbachol passe par deux voies de signalisation 

distinctes : la première met en jeu la PKA et la seconde des tyrosine kinases. La première voie 

d’activation n’est pas dépendante du Ca2+ mais la seconde voie est dépendante du Ca2+. Ainsi, deux 

tyrosine kinases ont été imputées dans l’activité du CFTR : les tyrosine kinases Src (proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase) et la tyrosine kinase Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase 2). Celles-ci, toutes deux 

activées par les RCPG (récepteurs couplés aux protéines G) (Litvak et al., 2000; Luttrell and Luttrell, 

Figure 4 : Expression tissulaire des adénylate cyclases 1, 3, 8 et 9 analysée par le projet   « 

The Human Protein Atlas » dans les principaux tissus qui expriment le canal CFTR 

L’expression des quatre protéines a été étudiée par immunohistochimie dans différents tissus provenant de 144 
individus que constitue la base de donnée Suédoise « The human protein Atlas » : 
https://www.proteinatlas.org/. L’expression de chaque protéine s’échelonne de non détectée (ND) à élevée au 
sein des échantillons. AC : adénylate cyclase. Les données concernant l’AC 1 sont préliminaires car observées 
avec des anticorps en cours de validation, les données concernant l’AC 3, l’AC 8 et l’AC 9 sont considérées comme 
fiables car observées avec des anticorps validés.  

https://www.proteinatlas.org/
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2004; Watcharasit et al., 2001), se rassemblent sous forme de complexe pour s’activer réciproquement 

sous la dépendance du Ca2+ (Anguita and Villalobo, 2018; Wu et al., 2006). Le rôle de ces tyrosine 

kinases dans l’activation de CFTR est renforcé par le fait que l’inhibition de la protéine Src, tout comme 

l’inhibition de la protéine Pyk, aboutit à la diminution de l’activation du canal CFTR par le carbachol 

(Billet et al., 2013). En résumé les tyrosine kinases Pyk2 et Src, dont l’activité est régulée par le Ca2+ 

intracellulaire, agissent de concert pour phosphoryler la protéine CFTR au cours d’une stimulation par 

le carbachol.  

 

Les annexines  

Depuis leur découverte dans les années 1980, les annexines ont fait l’objet d’intenses recherches, car 

impliquées dans pléthore de mécanismes fondamentaux cellulaires. Ce sont des protéines de liaison 

au Ca2+ et aux phospholipides et il en existe douze chez l’homme (Annexine 1-11 et Annexine 13) 

(Gerke and Moss, 2002). Elles contrôlent, via leur fixation aux phospholipides membranaires, 

l’endocytose (König and Gerke, 2000; Rentero et al., 2018; Seemann et al., 1997), l’exocytose 

(Bandorowicz-Pikuła and Seliga, 2018; Burgoyne, 1988; Gabel et al., 2015), et les interactions entre 

cellules (Hu et al., 2008; López-Rodríguez et al., 2018). Ces protéines interviennent également dans la 

fonctionnalité de canaux ioniques (Fleet et al., 1999; van de Graaf et al., 2003; Naciff et al., 1996) et 

peuvent même, en s’insérant dans la membrane, faire fonction de canaux ioniques (Arispe et al., 1996; 

Golczak et al., 2001; Isas et al., 2000). Aux vues de leur capacité à réguler les protéines membranaires, 

quelques équipes ont étudié leur impact sur le transport et la fonctionnalité du canal CFTR.  

Une équipe de chercheurs Français a découvert en 1991 de fortes homologies de séquences entre huit 

des douze annexines exprimées chez l’homme et la protéine CFTR entre les résidus 500 et 529 (Chap 

et al., 1991). Cette découverte laisse supposer l’existence de connexions entre les annexines et CFTR 

et en 2007, deux équipes ont impliquées les annexines dans l’activité du canal CFTR.  

En effet, il a été mis en évidence que l’annexine 2, en association avec la protéine de liaison au Ca2+ 

S100A10, active le canal CFTR par une voie dépendante du Ca2+ et de la PKA (Borthwick et al., 2007, 

2008a). L’équipe a identifié la formation d’un complexe membranaire impliquant les protéines 

annexine 2, S100A10 et CFTR suite à une stimulation forskoline + IBMX (3-isobutyl-1-méthylxanthine, 

un inhibiteur de phosphodiéstérases) dans les cellules épithéliales bronchiques 16HBE14o- qui 

expriment le canal CFTR-WT de manière endogène. Le complexe formé par les deux protéines annexine 

2 et S100A10 a été largement étudié et la séquence en acides aminés de la portion de la protéine 

annexine 2 qui permet sa fixation à la protéine S100A10 a été déterminée (Liu et al., 2015a; Réty et al., 

1999). Dès lors, la rupture du complexe formé par ces deux protéines a pu être envisagée pour réaliser 

des expériences de fonctionnalité de la protéine CFTR en présence ou en absence du complexe 

annexine 2-S100A10. Ainsi Borthwick et al., ont observé par des expériences de patch-clamp dans des 



 

22 
  

Introduction 

cellules 16HBE14o-, que l’ajout du peptide bloquant Ac1-14, qui empêche la fixation de l’annexine 2 à 

son partenaire S100A10, diminue l’activité du canal CFTR (Borthwick et al., 2007). Par conséquent, 

c’est bien le complexe formé par les protéines annexine 2 et S100A10 qui intervient dans l’activité du 

canal CFTR. L’équipe a mis en évidence que la formation de ce complexe est sous la dépendance de la 

calcineurine (protéine phosphatase dépendante du Ca2+) et de la PKA (Muimo, 2009). Par ailleurs, dans 

les cellules CFBE41o-, qui expriment la mutation CFTR-F508del de façon endogène, un défaut de 

formation du complexe annexine 2-S100A10-CFTR a été observé (Borthwick et al., 2008a). Par 

conséquent, la protéine CFTR-F508del n’est pas activée de la même façon que la protéine CFTR-WT 

par le complexe annexine 2-S100A10.   

Une autre annexine, l’annexine 5, a aussi été étudiée dans le cadre de la régulation du canal CFTR. 

Cette protéine se lie aux phospholipides membranaires d’une manière dépendante du Ca2+ (Brisson et 

al., 1991; Swairjo et al., 1995). Par des expériences d’interférence par ARN, Trouvé et al., ont montré 

que la diminution de l’expression de l’annexine 5 dans des cellules épithéliales entraîne une diminution 

de l’expression de la protéine CFTR à la membrane et une diminution de l’activité du canal (Trouvé et 

al., 2007). A l’inverse, la surexpression de l’annexine 5 est corrélée à une augmentation de l’expression 

membranaire du canal CFTR ainsi qu’à une augmentation de son activité. En outre, l’annexine 5 

favorise l’acheminement à la membrane et donc la fonction du canal CFTR-WT. L’équipe a par ailleurs 

montré que l’annexine 5 se fixe au domaine NBD1 du CFTR-WT, mais aussi du CFTR-F508del, sous la 

dépendance du Ca2+ et de l’ATP. Il s’est donc révélé possible que l’annexine 5 joue un rôle dans l’activité 

du CFTR-F508del. La mesure de l’activité du CFTR a été réalisée dans des cellules épithéliales 

pulmonaires A549 transfectées avec la protéine CFTR-F508del et il a été observé que lorsque 

l’expression de l’annexine 5 est diminuée, l’activité du CFTR-F508del est significativement diminuée, 

et que la réciproque est également valable : lorsque l’expression de l’annexine 5 est augmentée, 

l’activité de la protéine CFTR-F508del est aussi augmentée de manière significative (Le Drévo et al., 

2008). Cette découverte a été associée à une expérience de biotinylation de surface qui a révélé que 

la sur-expression de l’annexine 5 entraîne une augmentation de l’expression membranaire de la 

protéine CFTR-F508del. De manière très intéressante, le traitement par la thapsigargine, qui augmente 

le Ca2+
 intracellulaire,  dans des cellules qui sur-expriment l’annexine 5, augmente davantage encore 

l’activité et l’expression membranaire du canal CFTR-F508del (Le Drévo et al., 2008).  

L’ensemble de ces études révèle le rôle majeur du Ca2+ intracellulaire, dans la régulation de l’activité 

des annexines, mais aussi dans la régulation de la calmoduline, des adénylates cyclases activées par le 

Ca2+, et des tyrosines kinases Pyk2 et Src, et qui se répercute sur l’activité et/ou l’expression 

membranaire de la protéine CFTR (Figure 5).  
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Même si le Ca2+ joue globalement en faveur d’une activation de la protéine CFTR, d’autres études 

montrent qu’une fois le canal CFTR activé, l’induction d’une augmentation calcique intracellulaire 

entraîne l’internalisation du canal. En effet, le traitement par la thapsigargine ou l’ATP, qui provoque 

une augmentation du Ca2+ intracellulaire, induit une chute du courant CFTR-WT précédemment activé 

par la forskoline (Bozoky et al., 2017; Patel et al., 2018). Pour autant, l’augmentation de Ca2+ 

intracellulaire n’entraîne pas de changement dans la probabilité d’ouverture du canal CFTR-WT (Patel 

et al., 2018). En réalité l’augmentation de Ca2+ cytosolique, lorsqu’elle suit une activation par la 

forkoline, favorise l’internalisation de la protéine CFTR via l’activation du complexe 

calcineurine-dynamine, avec comme conséquence une diminution de son expression membranaire 

(Patel et al., 2018; Rasmussen et al., 2014). 

Figure 5 : Rôle du Ca2+ dans l’activation du canal CFTR  
Le Ca2+ active la calmoduline, qui interagit avec le domaine R pour activer CFTR. Le calcium active aussi l’AC 1 
(adénylate cyclase) (et potentiellement les AC 8 et AC 9), et active le canal CFTR en augmentant l’AMPc 
intracellulaire. Le Ca2+ régule aussi les tyrosine kinases pyk2 et Src qui activent toutes les deux CFTR. Enfin le Ca2+ 
favorise la liaison aux phospholipides membranaires des annexines 2 et 5 et permet la formation de complexes 
entre les trois protéines annexine 2-S100A10-CFTR et entre l’annexine 5 et le domaine NBD1 de CFTR. 
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 Inflammation et infection pulmonaire 

La viscosité du mucus issu de patients atteints de mucoviscidose ainsi que celle du mucus issu de 

modèles animaux pour la mucoviscidose est augmentée (Henderson et al., 2014; Jayaraman et al., 

2001; Tang et al., 2016; Thiagarajah et al., 2004). Il existe majoritairement deux paramètres qui 

augmentent la viscosité du mucus : la diminution du pH intracellulaire et l’augmentation du Ca2+ 

intracellulaire. Ainsi il a été montré que le Ca2+, à pH physiologique, augmente la viscosité du mucus 

(Raynal et al., 2003; Tang et al., 2016). En effet, le calcium se fixe au niveau de sites de fixation au Ca2+ 

sur la mucine pour modifier ses propriétés (Forstner and Forstner, 1975; Ridley et al., 2014). Il a 

notamment été montré que la mucine MUC5B, via l’établissement de liaisons avec le calcium, favorise 

l’assemblage des mucines entre elles (Figure 6).  

 

La protéine MUC5B est exprimée au niveau des glandes salivaires, des glandes nasales, des glandes 

sous-muqueuses respiratoires et au niveau de la vésicule biliaire (Kreda et al., 2012), or ces différents 

organes sont touchés par la production de mucus visqueux dans la mucoviscidose. Il a également été 

montré chez la souris que l’aggrégation d’une autre mucine, la mucine MUC2 exprimée au niveau du 

colon, est favorisée à pH acide et à forte concentration calcique (Ambort et al., 2012). Ainsi, il apparait 

que la diminution de la concentration en Ca2+, au niveau des organes qui expriment différentes 

Figure 6 : L’assemblage intracellulaire de la mucine MUC5B 

Le polypeptide MUC5B se dimérise via ses extrémités C-terminales (en bleu) dans le réticulum endoplasmique. 
Une fois dans l’appareil de golgi, les dimères de MUC5B sont glycosylés puis assemblés en polymères linéaires 
au niveau de leurs extrémités N-terminales (en rouge). Le long de la voie de sécrétion, le pH diminue et la 
concentration en Ca2+ augmente. Les extrémités N-terminales situées au niveau des dimères de MUC5B 
établissent alors des liaisons avec le Ca2+, ce qui favorise l’agglomération des mucines dans les granules de 
sécrétion (Ridley et al., 2014). 
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mucines, pourrait s’avérer propice pour réduire les obstructions par le mucus dans le contexte de la 

mucoviscidose. Il a d’ailleurs été montré que la chélation du calcium par l’EDTA permet de réduire 

l’épaisseur du mucus sécrété par l’épithélium respiratoire dans un modèle murin de mucoviscidose 

(Gustafsson et al., 2012). Le Ca2+, qui augmente la viscosité du mucus, est donc un élément qui aggrave 

l’obstruction chez les patients atteints de mucoviscidose.    

 

Il a été montré que le Ca2+ était directement corrélé à l’inflammation, puisque l’augmentation calcique 

prolongée qui suit une stimulation à l’IL-1β, s’accompagne d’une activation du NF-κB dans des cellules 

épithéliales bronchiques qui expriment un CFTR muté (Tabary et al., 2006). Le NF-κB est un facteur de 

transcription clé dans l’inflammation, y compris dans les cellules épithéliales bronchiques, car il 

contrôle l’expression de médiateurs inflammatoires tels que les interleukines 2, 3, 6, 8 et 12 (May and 

Ghosh, 1998; Ribeiro, 2006). De plus, le fait de chélater le Ca2+ permet une diminution de l’activation 

du NF-κB dans ces cellules, montrant une réelle implication de cet acteur dans l’inflammation des 

cellules bronchiques (Tabary et al., 2006). Par ailleurs, il a été montré que le canal TRPV4, qui est un 

canal sensible au calcium, joue un rôle dans la l’inflammation de l’épithélium pulmonaire de patients 

atteints de mucoviscidose (Henry et al., 2016). Ce canal est régulé négativement par le canal CFTR, et 

surtout, active différentes voies de signalisations impliquées dans l’inflammation. De plus, quatre 

médiateurs lipidiques de la famille des acides epoxyeicosatriénoïques, qui sont également des 

agonistes du canal TRPV4, sont retrouvés dans les expectorations de patients, suggérant une activation 

d’autant plus importante de ce canal dans les cellules pulmonaires des patients atteints de 

mucoviscidose. L’augmentation calcique intracellulaire est aussi associée à une diminution de l’activité 

antimicrobienne des cellules immunitaires qui expriment un CFTR muté. Ainsi les neutrophiles issus 

des patients atteints de la mucoviscidose possèdent des propriété anti-infectieuses diminuées contre 

le pathogène B. cenocepacia. Ceci serait directement attribuable au fait que la concentration en Ca2+, 

qui est augmentée dans les neutrophiles de patients, diminue l’activité de la NADPH, et donc de la 

formation de dérivés actifs de l’oxygène, indispensables pour neutraliser B. cenocepacia (Robledo-

Avila et al., 2018).  

Le Ca2+ est donc plutôt considéré comme un médiateur de l’inflammation, mais il peut aussi intervenir 

favorablement dans la réponse immunitaire. Les macrophages issus de patients atteints de 

mucoviscidose ont une activité phagocytaire diminuée par rapport aux sujets sains (Lévêque et al., 

2017). En effet, il a été montré que la réponse immunitaire efficace contre une infection par P. 

aeruginosa nécessite le recrutemement de TRPV2, canal sensible au calcium. Cependant, un défaut de 

recrutement de ce canal a été mis en évidence dans les macrophages de patients atteints de la 

mucoviscidose (Lévêque et al., 2018).  



 

26 
  

Introduction 

 Le Ca2+ favorise la sécrétion de fluides via l’activation des CaCC 

La sécrétion d’eau par l’épithélium respiratoire suit un gradient de concentration ionique. En effet, elle 

est conditionnée par les compositions ioniques extracellulaire et intracellulaire, et donc par 

l’expression de canaux, pompes et co-transporteurs exprimés au niveau des membranes apicales et 

basolatérales de l’épithélium respiratoire. Ainsi l’absorption d’eau est généralement influencée par 

une entrée de Na+ dans la cellule via le canal ENaC exprimé au niveau apical et via la pompe sodium-

potassium (Na+-K+ ATPase) exprimée au niveau basolatéral. A l’inverse, la sécrétion d’eau est 

conditionnée par la sortie d’ions Cl- vers le milieu extracellulaire par les canaux chlorure, dont le canal 

CFTR (Saint-Criq and Gray, 2017). Le Ca2+ intracellulaire agit sur certains des canaux impliqués dans le 

transport d’eau pour induire une sécrétion de fluides qui est bénéfique au niveau des cellules 

épithéliales. En effet, une corrélation directe entre l’augmentation de Ca2+ intracellulaire et la sécrétion 

de fluide a pu être établie au niveau des cellules séreuses de l’épithélium respiratoire (Lee and Foskett, 

2014). En effet, il a été montré que dans des cellules séreuses bronchiques porcines ainsi que dans des 

cellules séreuses nasales de rat, une augmentation de Ca2+ intracellulaire est corrélée à une diminution 

de la concentration de Cl- intracellulaire et à une diminution du volume cellulaire, traduisant une 

sécrétion d’eau (Figure 7) (Lee and Foskett, 2010; Lee et al., 2007b). Ainsi, dans ces modèles animaux, 

le Ca2+ intracellulaire favorise une sécrétion d’eau qui est dépendante de la sécrétion d’ions chlorure 

mais qui ne serait pas directement dépendante de la fonction du canal CFTR. En effet, les cellules 

séreuses murines qui n’expriment pas CFTR tout comme celles qui expriment CFTR, mais qui sont 

traitées par son inhibiteur, présentent le même efflux d’eau et d’ions Cl- que des cellules qui expriment 

CFTR (Lee et al., 2007b). De même, la sécrétion d’eau induite par le Ca2+ dans les cellules séreuses 

porcines, est inhibée par l’acide niflumique, un inhibiteur des CaCC, mais pas par le GlyH-101, un 

inhibiteur du canal CFTR (Lee and Foskett, 2010). En résumé, le Ca2+ intracellulaire participe à la sortie 

d’eau de l’épithélium pulmonaire via les CaCC.  
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Figure 7 : Activation de la sécrétion d’eau par le Ca2+ intracellulaire 

A) Représentation de l’épithélium des voies aériennes impliqué dans la sécrétion de fluides : les substances qui 
induisent une augmentation de Ca2+, comme l’ATP ou l’histamine, entrainent une sécrétion de fluides par les 
cellules séreuses qui va rejoindre la surface de l’épithélium en même temps que le mucus produit par les cellules 
muqueuses. B) La stimulation par 100 µM de carbachol entraine une augmentation de Ca2+ intracellulaire, 
corrélée à une diminution du volume cellulaire qui représente une sortie d’eau au niveau des glandes séreuses 
respiratoires d’un modèle porcin. C) Représentation schématique de la voie de signalisation conduisant à une 
sécrétion d’eau induite par une stimulation carbachol dans des cellules séreuses respiratoires d’un modèle 
porcin. 1 : Le carbachol entraine une activation des phospholipases C (PLC) puis une augmentation de Ca2+ 
intracellulaire via l’IP3. 2 : le Ca2+ active la sortie d’ions Cl- via les CaCC. 3 : La sortie d’ion Cl- entraine une sortie 
d’ions K+ par les canaux potassiques, qui peuvent également être activés par le Ca2+, du côté basolatéral. 4, 5 et 
6 : la sécrétion d’ions Cl- est soutenue par l’activation des NKCC et l’activité conjointe de l’échangeur Na+/H+ 
(NHE) et de l’échangeur anionique (AE) exprimés au niveau basolatéral. La Na+K+ ATPase intervient dans la 
sécrétion d’ions Cl- via la création d’un gradient Na+ qui vient renforcer l’activité des trois transporteurs NKCC, 
NHE et AE. 7 : CFTR sécrète des ions Cl- mais il apparait qu’il n’intervient pas directement dans la sécrétion d’eau. 
8 : suite à la création d’un gradient Cl- vers le milieu extracellulaire il se forme un transport de Na+ via la voie para 
cellulaire. 9 : le gradient de Cl- et Na+ vers le milieu extracellulaire conduit à une sortie d’eau qui suit un gradient 
osmotique, à travers les aquaporines et également via la voie para cellulaire. D’après (Lee and Foskett, 2010, 
2014)   
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II. Les phospholipases C  

Les phospholipases C peuvent être activées par le Ca2+ mais sont également responsables de 

l’augmentation calcique intracellulaire. Nous exposerons dans cette partie l’expression tissulaire, les 

fonctions physiologiques et la régulation des différentes isoformes de PLC dans le but de comprendre 

leur rôle dans les cellules épithéliales qui expriment également la protéine CFTR.  

Les membranes biologiques sont constituées essentiellement de phospholipides enchassés sous forme 

de bicouches, les têtes polaires vers l’extérieur et les acides gras hydrophobes formant l’intérieur de 

la bicouche. Le rôle des membranes s’étend au-delà de celui de barrière physique, puisqu’elles 

permettent aussi de convertir des signaux extracellulaires en réponses intracellulaires par le biais de 

canaux exprimés à la membrane mais également via l’hydrolyse des phospholipides membranaire par 

les phospholipases en un certain nombre de messagers intracellulaires, tels que le diacylglycérol (DAG) 

et l’inositol triphosphate (IP3) pour citer les plus connus.  

Les phospholipases sont des enzymes qui interviennent dans le métabolisme des 

glycérophospholipides pour former des seconds messagers intracellulaires. Elles sont au nombre de 

quatre : la phospholipase A1, la phospholipase A2, la phospholipase C et la phospholipase D (Figure 8). 

 

Les quatre principaux phospholipides retrouvés au niveau des membranes sont la phosphatidylcholine, 

la phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine et la sphyngomyéline. Deux autres lipides sont 

retrouvés en quantité plus faible : l’acide phosphatidique et le phosphatidylinositol (Suetsugu et al., 

2014). Ce dernier, le moins abondant des lipides membranaires, est néanmoins considéré comme un 

Figure 8 : Sites d’actions des différentes phospholipases sur les glycérophospholipides 

La phospholipase A1 et la phospholipase A2 génèrent chacune un acide gras et un lysophospholipide, la 
phospholipases C produit un diglycéride et un alcool phosphorylé tandis que la phospholipase D génère un acide 
phosphatidique et un alcool. R1 et R2 = acides gras et X = choline, éthanolamine,sérine, ou inositol biphosphate 
d’après (Capper and Marshall, 2001). 
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phospholipide fondamental pour la régulation des fonctions cellulaires. Localisé au niveau du feuillet 

interne de la membrane plasmique, il est globalement inerte, mais sous l’action de kinases, il va subir 

des transformations pour générer des produits phosphorylés : les phosphoinositides. Parmi les plus 

importants des sept phosphoinositides qui existent, nous comptons le phosphatidylinositol-4-

phosphate (PIP), le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) et le phosphatidylionositol-3,4,5-

triphosphate (PIP3) (Di Paolo and De Camilli, 2006).  

L’histoire des phospholipases C (PLC) commence avec l’étude du métabolisme des phosphoinositides 

dans les années 1980. Il a d’abord été observé que le métabolisme des phosphoinositides 

membranaires était corrélé à des variations de Ca2+ intracellulaire (Fain and Berridge, 1979; Michell, 

1975). En parallèle la protéine kinase C (PKC) (Takai et al., 1977) et son activateur endogène, le 

diacylglycerol (DAG), furent découverts (Takai et al., 1979). Toujours au début des années 1980, les 

chercheurs réussirent à purifier les premières PLC (Hofmann and Majerus, 1982; Takenawa and Nagai, 

1981). Par la suite, Streb et ses collaborateurs ont identifié l’IP3 comme second messager responsable 

de la libération des stocks calciques du réticulum endoplasmique (Streb et al., 1983). L’histoire s’est 

compliquée lorsqu’à la fin des années 1980 il est apparu qu’il existait plusieurs isoformes de 

phospholipases C. Rhee et ses collaborateurs ont d’abord découvert 3 phospholipases C de tailles 

différentes qu’ils ont nommé PLC-I, PLC-II et PLC-III (Ryu et al., 1986, 1987), puis de nouvelles PLC ont 

été découvertes dans plusieurs espèces de mammifères en l’espace de deux ans par différentes 

équipes. Il a alors été convenu de nommer les phospholipases C déjà identifiées avec des lettres 

grecques : PLCα, PLCβ, PLCγ et PLCδ (Rhee, 2013). Au début des années 2000, trois nouvelles 

phospholipases C ont été découvertes : PLCε, PLCζ et PLCη (Rhee, 2013). Pour l’anecdote, la 

nomenclature des isoformes de PLC commence désormais à partir de la lettre β car il s’est trouvé que 

l’isoforme α qui avait été isolé ne possédait finalement pas les propriétés des PLC.   

Toutes les phospholipases C ont la même fonction, c’est-à-dire cliver le PIP2 membranaire en IP3 et en 

DAG (Nakamura and Fukami, 2017). En revanche les PLC ne sont pas toutes activées de la même 

manière : selon l’isoforme, elles vont être activées soit par des récepteurs couplés aux protéines G, 

soit par des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) ou encore par le Ca2+ intracellulaire (Figure 9).  
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Dans cette partie seront abordées les différentes isoformes de PLC exprimées chez l’homme, leur 

expression tissulaire et leurs fonctions physiologiques, puis leur régulation. Enfin nous parlerons de la 

pertinence de l’étude des phospholipases C dans les voies respiratoires.   

 

A. Structure  

Les PLC sont divisées en six classes qui diffèrent selon leur structure et leur mode d’activation. Ces six 

classes comprennent les PLCβ, PLCγ, PLCδ, PLCε, PLCζ et PLCη. Les PLC sont chacunes composées d’une 

partie commune entre chaque isoforme : le domaine PH (Pleckstrin Homology) (à l’exception de la PLCζ 

qui ne contient pas ce domaine), quatre motifs EF hands, une région X, une région Y et un domaine C2 

(Figure 10).  

 

 

 

 

  

Figure 9 : Schéma simplifié représentant la signalisation cellulaire impliquant les phospholipases C 

Les PLCβ sont activées par les sous-unités Gα et Gβγ des RCPG, les PLCγ sont activées par les récepteurs à activité 
tyrosine kinase, les PLCε sont activées par les petites GTPases (RAP2B et RHOA), les PLCδ et PLCη sont activées 
par le Ca2+ intracellulaire tandis que les PLCζ seraient constitutivement actives. Une fois activées les PLC 
hydrolysent le PIP2 pour générer deux seconds messagers : l’IP3 et le DAG. L’IP3 entraine la libération des stocks 
calciques du réticulum endoplasmique et le DAG active la PKC (d'après Yang et al., 2013). 
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Le domaine PH se lie à des partenaires cellulaires, comme le PIP2, le PIP3, et les sous-unités βγ des 

protéines G ou les GTPases Rac (Falasca et al., 1998; Paterson et al., 1995; Wang et al., 2000). La 

fonction des domaines EF hands n’est pas totalement comprise. Dans le cas de la PLCδ1, ces domaines 

pourraient se lier au Ca2+ et ainsi favoriser l’interaction du domaine PH avec le PIP2 et dans le cas de la 

PLCβ3 les domaines EF hands servent de liaison aux protéines Gαq (Waldo et al., 2010; Yamamoto et 

al., 1999). Le tonneau TIM (Triose-phosphate isomérase) se compose des régions X et Y correspondant 

à une alternance d’hélices α et de feuillets β (Essen et al., 1996). Le tonneau TIM, qui constitue le 

domaine catalytique de l’enzyme, est le domaine le plus conservé entre toutes les isoformes : c’est 

cette région qui est responsable de l’hydrolyse du PIP2 (Wang et al., 1996). Les PLCγ ont la particularité 

d’avoir deux domaines SH2 et un domaine SH3 entre les domaines X et Y du tonneau TIM. Ces 

domaines peuvent se lier à différents partenaires, comme par exemple EF-1alpha (translational 

elongation factor-1 alpha) (Kim et al., 1999a), les protéines Ras (Yablonski et al., 2001), et les tyrosine 

kinases (Chattopadhyay et al., 1999; Margolis et al., 1990; Meisenhelder et al., 1989). Le domaine C2 

a particulièrement été étudié pour l’isoforme PLCδ1 et contient des sites de fixations au Ca2+. Ce 

domaine permet également la liaison à la membrane via l’interaction avec des protéines et 

Figure 10 :  Domaines structuraux des six familles de PLC qui sont retrouvées chez les mammifères 

PH, domaine « pleckstrin homology » ; EF, domaines « EF hands »; X et Y, domaine catalytique ; C2, domaine 
C2, SH2 et SH3, domaine « Src homology 2/3 » ; RA, domaine « RAS-binding » ; Ras GEF, domaine 
« guanine-nucleotide exchange factor » (d’après Vines, 2012).  
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phospholipides membranaires (Essen et al., 1996; Grobler and Hurley, 1998). Les PLCβ et PLCη 

possèdent un domaine PDZ (Post synaptic density-95, Drosophilia disc large tumor suppressor and 

Zonula occludens-1 protein) qui permet la fixation à d’autres protéines qui possèdent des motifs PDZ : 

c’est le cas de plusieurs protéines qui interviennent dans la signalisation cellulaire, l’assemblage de 

complexes macromoléculaires ou encore la régulation des RCPG (Dunn and Ferguson, 2015; Wang et 

al., 2010). Les PLCε possèdent, en plus de la partie commune qu’elles ont avec les autres PLC, un 

domaine Ras GEF et deux domaines « Ras-binding », RA1 et RA2 sur le schéma. La fonction du domaine 

RA1 n’est pas encore claire, mais le domaine RA2 joue un rôle dans le recrutement à la membrane et 

l’activation des PLCε via la liaison aux petites GTPases Rap et Ras (Bunney et al., 2006). Une fois les 

PLCε activées, le domaine Ras GEF possède à son tour une activité GTPase pour la protéines Rap (Jin 

et al., 2001; Satoh et al., 2006). Ces deux protéines activées peuvent se fixer sur le domaine RA2 des 

PLCε, et renforçer ainsi leur activation.   

 

B. Distribution tissulaire 

Les phospholipases C, en tant que protéines intervenant dans la génération de seconds messagers 

essentiels à la transmission de signaux cellulaires, sont présentes dans la plupart des cellules de 

l’organisme, avec néanmoins certaines répartitions spécifiques du tissu.  

Suite à leur découverte, la PLCβ1 et la PLCβ4 ont surtout été retrouvées au niveau neural (Adamski et 

al., 1999; Homma et al., 1989). La PLCβ2 est plus largement exprimée dans les cellules du sang et la 

PLCβ3 est quant à elle exprimée de manière ubiquitaire (Gresset et al., 2012). La PLCγ1 est une 

isoforme ubiquitaire tandis que la PLCγ2 possède un tropisme pour les cellules sanguines (Suh et al., 

2008). Les PLCδ1, PLCδ3 et PLCδ4 sont présentées comme étant des isoformes largement ubiquitaires 

qui sont aussi bien exprimées dans le cerveau que dans le muscle squelettique, le cœur, les poumons 

ou les organes reproducteurs (Suh et al., 2008). La PLCε est également une isoforme largement 

distribuée qui a été retrouvée notamment dans le foie, le cœur, les reins, le cerveau et les poumons 

(Kelley et al., 2001; Lopez et al., 2001; Song et al., 2001). La PLCζ est uniquement retrouvée au niveau 

des testicules où elle exerce un rôle dans la fonction reproductrice (Nomikos et al., 2017a; Saunders et 

al., 2002). La PLCη1 et la PLCη2 sont les dernières PLC à avoir été découvertes en 2005 et sont décrites 

comme étant très exprimées dans le cerveau (Hwang et al., 2005a; Nakahara et al., 2005).  

L’expression spécifique d’un tissu n’est toutefois pas déterminée, comme en témoigne une analyse du 

protéome humain qui s’intéresse à l’expression des phospholipases C dans 44 tissus provenant de 144 

individus, via la base de données « The Human Protein Atlas » https://www.proteinatlas.org/ (Figure 

12 et Figure 11).  

  

https://www.proteinatlas.org/
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Figure 12 : Expression tissulaire des protéines PLCβ1, PLCβ2, PLCβ3, PLCβ4, PLCγ1 et PLCγ2 analysée 

par le projet « The Human Protein Atlas » dans les organes qui expriment CFTR 

L’expression des six protéines a été étudiée par immunohistochimie dans plusieurs tissus provenant de 144 
individus que constitue la base de données Suédoise « The human protein Atlas » : https://www.proteinatlas.org/. 
L’expression de chaque protéine s’échelonne de non détectée (ND) à élevée au sein des échantillons. 

Figure 11 : Expression tissulaire des protéines PLCδ1, PLCδ3, PLCδ4, PLCε, PLCPη1 et PLCη2 

analysée par le projet « The Human Protein Atlas » dans les organes qui expriment CFTR 

L’expression des cinq protéines a été étudiée par immunohistochimie dans plusieurs tissus provenant de 144 
individus que constitue la base de données Suédoise « The human protein Atlas » : 
https://www.proteinatlas.org/. L’expression de chaque protéine s’échelonne de non détectée (ND) à élevée au 
sein des échantillons. Les données concernant la PLCη1 sont préliminaires car observées avec des anticorps en 
cours de validation, les données concernant les autres isoformes sont considérées comme fiables car observées 
avec des anticorps validés.  

https://www.proteinatlas.org/
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La PLCβ2 par exemple, qui a été décrite à l’origine comme étant très exprimée au niveau des cellules 

hématopoïétiques, est finalement exprimée dans un grand nombre de tissus. La PLCζ n’est pas 

représentée sur les figures car elle est exprimée presque exclusivement au niveau de l’appareil 

reproducteur masculin.  

En regard de cette base de données qui analyse l’expression protéique des PLC pour 144 individus, 

toutes les isoformes de phospholipases C, à l’exception de la PLCβ1, sont exprimées au niveau des 

principales cellules épithéliales qui expriment le canal CFTR, à savoir les cellules épithéliales du 

nasopharynx, des bronches, du tractus gastro-intestinal, du pancréas et du système reproducteur 

masculin.  

 

C. Principales fonctions physiologiques dans l’organisme 

Ainsi chez l’homme, les PLC ont une distribution très large au sein de l’organisme, si ce n’est ubiquitaire 

pour certaines isoformes. Elles sont dès lors impliquées dans un grand nombre de mécanismes 

physiologiques que nous allons aborder de manière non exhaustive dans cette partie. 

Les PLCβ interviennent dans la production de cytokines par les mastocytes (Xiao et al., 2011), la survie 

des macrophages (Wang et al., 2008b), l’inflammation de la peau (Ando et al., 2014), le syndrome 

myélodysplasique (Mongiorgi et al., 2012), la régulation des cellules hématopoïétiques où elles 

possèdent des propriétés antiproliférative (Xiao et al., 2009) et régulent également le fonctionnement 

des neutrophiles (Jiang et al., 1997; Li et al., 2000). Les PLCγ interviennent dans l’érythropoïèse (Liao 

et al., 2002),  la régulation des lymphocytes T (Fu et al., 2010), la maturation des lymphocytes B 

(Hashimoto et al., 2000), l’inflammation (Yu et al., 2005) et la différenciation des ostéoclastes (Chen et 

al., 2008). Les PLCδ jouent un rôle dans la vascularisation du placenta (Nakamura et al., 2005), la 

fertilité (Fukami et al., 2003), le fonctionnement des cardiomyocytes (Nakamura et al., 2014), la 

différenciation des kératinocytes (Nakamura et al., 2003, 2008), la formation des ongles (Kiuru et al., 

2011) et préviennent également les maladies inflammatoires de la peau telles que le psoriasis 

(Kanemaru et al., 2012). Les PLCε interviennent dans le développement du cœur (Tadano et al., 2005), 

mais sont aussi impliquées dans l’hypertrophie cardiaque (Zhang et al., 2013), les maladies 

inflammatoires de la peau (Hu et al., 2010; Takenaka et al., 2011) et la neuro-inflammation (Dusaban 

et al., 2013, 2015). Le rôle de la PLCζ est exclusivement relié à la fertilité (Matsu-Ura et al., 2019; 

Nomikos et al., 2017b; Rogers et al., 2004). Enfin, la fonction physiologique des PLCη n’est pas encore 

déterminée. Leur forte expression au niveau du système nerveux suggère un rôle dans la neurogénèse, 

la neurotransmission ainsi que dans les mécanismes d’apprentissages et de la mémoire. Pour autant, 

il a été montré que la perte de fonction de la PLCη chez la souris n’entraine pas de malformations liées 

au développement cérébral (Kanemaru et al., 2010; Popovics and Stewart, 2012).  
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D. Voies d’activation  

Toutes les phospholipases C, quelles que soient leur isoforme et la cellule considérée, vont produire 

du DAG et de l’IP3. Elles montrent donc toutes la même activité enzymatique, mais leurs mécanismes 

d’activation seront différents selon l’isoforme considérée. A l’état basal, c’est-à-dire en absence de 

stimulation, les PLC ont toutes une activité relativement faible car elles subissent un mécanisme d’auto 

inhibition exercé par la région qui sépare le domaine X du domaine Y au niveau de leur site catalytique : 

le linker X/Y. Cette région est très fortement chargée négativement et les modélisations en 3D ont 

montré qu’à l’état basal cette région entoure le site catalytique avec deux conséquences : i) les PLC ne 

peuvent pas accéder à la membrane car les charges négatives du linker X/Y et des phospholipides 

membranaires se repoussent mutuellement et ii) le site actif de l’enzyme n’est pas accessible pour 

l’hydrolyse du PIP2 (Hicks et al., 2008). Suite à une activation, par exemple par les protéines G ou le 

Ca2+, les PLC sont recrutées à la membrane via leur domaine PH. Une fois que les PLC sont ancrées à la 

membrane, les phospholipides membranaires peuvent repousser le linker X/Y, ce qui libère le site 

catalytique et permet l’hydrolyse du PIP2 (Figure 13). Comme les phospholipases C sont toutes 

auto-inhibées via leur linker X/Y, nous orienterons davantage ce chapitre sur les voies d’activation des 

différentes isoformes. 

 

 

 Les phospholipases C β 

Les PLCβ sont généralement activées par des protéines Gα et Gβγ à la suite de la stimulation de 

récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Toutes les PLCβ (PLCβ1-4) sont activées par les protéines 

Figure 13 : Auto-inhibition des phospholipases C : exemple avec la PLCβ2 

La PLCβ2 est inactivée au niveau basal avec son linker X/Y (vert) qui entoure le site catalytique (rouge) et entrave 
l’hydrolyse du PIP2. La protéine Rac recrute la PLCβ2 à la membrane via son domaine PH (bleu), le linker X/Y se 
voit alors repoussé par les charges négatives des phospholipides membranaires, libérant ainsi le site catalytique 
et permet la formation de DAG et d’IP3. (Hicks et al., 2008) 
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Gαq (Jhon et al., 1993; Lee et al., 1994; Smrcka and Sternweis, 1993). Les PLCβ1, PLCβ2 et PLCβ3 

répondent également à une stimulation par les protéines Gβγ (Boyer et al., 1992; Camps et al., 1992), 

mais ce n’est pas le cas pour la PLCβ4 (Lee et al., 1994). Ainsi l’histamine, le thromboxane A2, l’UTP, la 

bradykinine, la ghréline, pour en citer quelques-uns, sont des ligands endogènes des RCPG susceptibles 

d’activer les PLCβ via les protéines Gq tandis que la somatostatine, les opioïdes, la mélatonine et l’ADP 

sont d’autres ligands susceptibles, quant à eux, d’activer les PLCβ via les protéines Gβγ (Exton, 1996; 

Wettschureck and Offermanns, 2005). Il est également décrit que la protéine Rac qui appartient à la 

famille des RhoGTPases est aussi capable d’activer la PLCβ2 (Illenberger et al., 1998). Enfin, il est décrit 

que l’activité des PLCβ1-3  est régulée négativement par phosphorylations sous l’action de la protéine 

kinase A, la protéine kinase C et la protéine kinase G (Litosch, 2002).  

 

 Les phospholipases C γ 

Les PLCγ sont activées majoritairement par des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTKs) et les deux 

isoformes, PLCγ1 et PLCγ2, sont activées de la même manière : la fixation de ligands au niveau des 

RTKs entraîne la dimérisation des récepteurs et leur autophosphorylation par les tyrosines. Les RTKs 

peuvent ensuite établir des liaisons avec des protéines qui possèdent des domaines SH2, comme c’est 

le cas pour les PLCγ, et les phosphoryler. Cette dernière étape induit un changement de conformation 

des PLCγ et une libération du site actif de l’enzyme (Figure 14) (Gresset et al., 2010).  

 

 

Figure 14 : Activation des PLCγ par les récepteurs à activité tyrosine kinase : exemple avec la PLCγ1 

Suite à la phosphorylation des récepteurs à activité tyrosine kinase, le premier domaine SH2 qui compose le X/Y 
linker sur la PLCγ1 se lie au récepteur. Le récepteur phosphoryle ensuite la PLCγ1 au niveau d’une tyrosine 
spécifique, ce qui induit un réarrangement de la protéine et la libération de son site catalytique (Gresset et al., 
2010). 
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De cette façon, l’IGF-1, le VEGF ou le PDGF sont quelques-uns des ligands des récepteurs à activité 

tyrosine kinase qui sont susceptibles d’activer les PLCγ. Bien qu’il n’est pas encore été rapporté que les 

PLCγ puissent être phosphorylées directement par des tyrosines kinases cytosoliques, il a toutefois été 

décrit qu’elles peuvent être stimulées par des récepteurs dépourvus d’activité tyrosine kinase mais 

qui, par cascades de phosphorylations et recrutements de partenaires protéiques, entraînent en bout 

de chaîne l’activation des PLCγ (Gresset et al., 2012). Deux autres façons d’activer les PLCγ sans passer 

par les tyrosines kinases ont été rapportées. La phosphatidylinositol-3-kinase, qui permet la production 

de PI(3,4,5)P3, active les PLCγ via sa liaison au domaine SH2 (Bae et al., 1998), et la protéine Rac 

entraîne l’activation de la PLCγ2 via sa liaison avec le domaine spPH qui est situé au niveau du X/Y 

linker des PLCγ (Figure 10) (Piechulek et al., 2005; Walliser et al., 2008).   

 

 Les phospholipases C δ 

L’activité des PLCδ est très largement liée à l’activité calcique intracellulaire, et la PLCδ1 est l’isoforme 

la plus sensible au Ca2+. En effet, l’unique régulateur des PLCδ identifié pour le moment est le Ca2+ (Kim 

et al., 1999b) or les PLCδ régulent également, par des phénomènes de rétrocontrôles, l’homéostasie 

calcique en inhibant l’activité de canaux sensibles au calcium activés par le PIP2 (Figure 15).  

 

 

 

La PLCδ1 peut être activée à des concentrations en Ca2+ allant de 0,1 µM à 10 µM  qui correspondent 

à des concentrations cellulaires physiologiques (Allen et al., 1997). Toute stimulation susceptible 

d’augmenter le Ca2+ intracellulaire peut donc entraîner une activation des PLCδ. Ainsi, la stimulation 

de RCPG qui mobilisent le Ca2+ (Nash et al., 2001), ou de canaux calciques comme TRPV1 (Rohacs, 

2015), Orai (Thompson and Shuttleworth, 2011), TRPM8 (Li et al., 2011), TRPV2 (Mercado et al., 2010) 

Figure 15 : Régulation des canaux TRP par les phospholipases activées par le Ca2+ 

L’influx calcique qui transite par les TRP va activer des PLC sensibles au Ca2+, comme les PLCδ, avec comme 
conséquence l’hydrolyse du PIP2 et un rétrocontrôle du canal. Ce type de rétrocontrôle a été observé pour les 
canaux TRPM8, TRPV1, TRPV2 et TRPV6 (Rohacs, 2013).  
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ou TRPV6 (Thyagarajan et al., 2008), conduisent à l’activation des PLCδ. Paradoxalement, l’expression 

de la PLCδ3 est régulée négativement par le Ca2+ et l’AMPc (Lin et al., 2001).   

À leur tour les PLCδ régulent l’activation de différents canaux calciques. Ainsi les PLC activées par le 

Ca2+ régulent positivement les canaux TRPC4 (Thakur et al., 2016), TRPC3, TRPC6 et TRPC7 (Lemonnier 

et al., 2008) et négativement les canaux TRPV6 (Thyagarajan et al., 2009; Velisetty et al., 2016), TRPV2 

(Mercado et al., 2010), TRPM8 (Daniels et al., 2009; Rohács et al., 2005) et TRPV1 (Lukacs et al., 2013).  

 
 

 Les phospholipases C ε 

Les PLCε sont activées par les petites protéines GTPases Rho, Rap, Rac et Ras, qui sont elles-mêmes 

activées soit par des récepteurs à activité tyrosine kinase, soit par des RCPG. Ainsi l’EGF (epidermal 

growth factor en anglais) (Song et al., 2001), le PDGF (platelet-derived growth factor en anglais) (Song 

et al., 2002) ou l’IGF (insulin-like growth factor en anglais) (Zhang et al., 2011), conduisent à l’activation 

des PLCε par fixation à leur récepteur à activité tyrosine kinase respectif. De même, un certain nombre 

de ligands des RCPG, parmi lesquels l’acide lysophosphatidique, la thrombine, la 

sphingosine-1-phosphate, ou encore l’isoprénaline entraînent l’activation des PLCε via les petites 

GTPases (Kelley et al., 2004; Zhang et al., 2011). Les petites GTPases stimulent les PLCε de deux 

manières : par fixation directe au niveau du domaine RA2 ou par fixation sur une autre partie de la 

protéine. Nous entendons de plus en plus parler dans la littérature de la protéine EPAC (exchange 

protein directly activated by cAMP) qui a été découverte il y a une dizaine d’années et qui est un facteur 

d’échange de nucléotide guanyliques. Cette protéine est activée par l’AMPc et entraîne la dissociation 

du nucléotide GDP sur la protéine Rap pour favoriser la liaison de Rap au nucléotide GTP qui représente 

la forme active de Rap. Par l’intermédiaire de cette transformation Rap est capable d’activer la PLCε. 

Ces dernières années, beaucoup d’importance a été accordé à la voie d’activation de la PLCε par EPAC  : 

il a notamment été rapporté que EPAC activait la PLCε dans les neurones (Tong et al., 2017), dans les 

cellules entéro-endocrine (Bala et al., 2014), et dans les cardiomyocytes (Oestreich et al., 2009).  

 

 Les phospholipases C ζ et η 

Les PLCζ sont activées par le Ca2+ intracellulaire, elles possèdent même une sensibilité au Ca2+ qui est 

supérieure de vingt fois à celle de la PLCδ1 (Kouchi et al., 2004). Les PLCζ ont été identifiées pour le 

moment exclusivement dans les spermatides et la régulation de cette enzyme est encore peu 

documentée. 

Les PLCη sont également très sensible au Ca2+ et sont donc activées par une augmentation de Ca2+ 

intracellulaire (Kim et al., 2011a; Popovics et al., 2011). Il a également été montré que ces PLC peuvent 
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être activées par les protéines Gβγ, ce qui suggère que la stimulation des RCPG constitue un autre 

moyen de les activer (Zhou et al., 2008).  

 

E. Fonction des phospholipases C dans les voies respiratoires 

Les phospholipases C ont été largement étudiées dans la physiopathologie pulmonaire. Cependant, 

peu d’études se sont intéressées à ces protéines dans le contexte de la mucoviscidose. Dans le but 

d’identifier les isoformes de phospholipase C qu’il est pertinent d’étudier dans le poumon, nous avons 

rassemblé dans cette partie les études qui ont porté sur la physiologie/physiopathologie associée aux 

phospholipases C dans les voies respiratoires.  

 

 Rôle des PLC dans la physiologie du poumon 

Il a été montré que le développement normal du poumon au stade fœtal est sous la dépendance de 

l’EGF et passe par l’activation des PLCγ (Ramadurai et al., 2003). La PLCδ1, d’autre part, régule 

négativement l’influx calcique qui transite via TRPV6 dans les cellules épithéliales bronchiques 16HBE 

(Vachel et al., 2015). Enfin, il a été identifié que l’activation de la PLCγ1 entraîne une diminution de 

l’expression des protéines claudine-2 et ZO-1, deux protéines qui forment les jonctions serrées, via 

l’activation de la PKCα dans des cellules épithéliales bronchiques (16HBE) (Xu et al., 2013). La PLCγ1 

diminue donc la formation des jonctions serrées et augmente ainsi la perméabilité cellulaire au niveau 

bronchique.  

 

 Bronchopneumopathies chroniques obstructives, asthme et inflammation  

L’air froid est mis en cause dans les bronchopneumopathies chroniques obstructives (BPCO) et 

l’asthme car il entraîne une augmentation des infections bactériennes et virales pulmonaires, la 

production des facteurs de l’inflammation et la sécrétion de mucus. Le canal TRPM8, qui est activé par 

des températures inférieures à 26°C, est mis en cause dans ces phénomènes pathologiques via 

l’activation de la PLCδ1 (Li et al., 2011). En effet la stimulation par le menthol, un agoniste du canal 

TRPM8, ou par le froid induit une augmentation de Ca2+ intracellulaire qui transite par TRPM8 associée 

à l’activation de la PLCδ1 et à l’augmentation de la protéine MUC5AC, protéine majoritairement 

impliquée dans la sécrétion de mucus, dans les cellules épithéliales bronchiques humaines NHBE. La 

PLCγ2 est une autre isoforme de PLC également associée aux phénomènes inflammatoires de 

l’épithélium pulmonaire. En effet, il a été observé qu’au cours d’un épisode inflammatoire, le facteur 

de nécrose tumorale (TNFα) stimulait la cyclooxygénase 2 (COX-2) et le NF-κB avec comme 

conséquence la production de cytokines inflammatoires par une voie impliquant la PLCγ2 et la PKCα 
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dans les cellules épithéliales pulmonaires NCI-292 (Chen et al., 2000). Par ailleurs, la PLCε est 

considérée comme un médiateur de l’inflammation vasculaire au niveau du poumon. Des souris PLCε- / - 

traitées par une inhalation de lipopolysaccharide (LPS) bactérien présentent une diminution de la 

sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires dans le poumon tels que l’IL-1β, l’IL-6 ou le TNFα (Bijli et 

al., 2016).  

L’asthme est une maladie chronique inflammatoire caractérisée par une obstruction des voies 

respiratoires, associée à une inflammation, une production de cytokines inflammatoires et une 

augmentation de la production de mucus par l’épithélium pulmonaire (Holgate, 2012). Les 

phénomènes moléculaires responsables de l’asthme au niveau des muscles lisses respiratoires ont été 

étudiés et la PLCβ2 a été impliquée dans la symptomatologie associée à cette maladie (André-Grégoire 

et al., 2017). En effet, André-Grégoire et ses collaborateurs ont montré que la stimulation des 

récepteurs muscariniques provoque une activation de la protéine Rac1 qui entraîne la stimulation de 

la PLCβ2, conduisant à une augmentation de Ca2+ intracellulaire et à une bronchoconstriction dans les 

cellules musculaires lisses des voies respiratoires humaines aSMC (en anglais « airway smooth muscle 

cells »). La galangine et la fisétine sont deux alcaloïdes aux propriétés anti-inflammatoires proposées 

comme traitement de l’asthme (Huang et al., 2018; Liu et al., 2015b; Zha et al., 2013) et qui exercent 

leur action via l’inhibition des phosphodietérases mais aussi de la PLCβ (Brown et al., 2016). La PLCε 

est aussi incriminée dans la physiopathologie de l’asthme puisqu’il a été montré que des modèles 

murins d’asthme, modifiés génétiquement pour exprimer une forme inactive de PLCε, produisent un 

nombre de leucocytes (éosinophiles, neutrophiles, macrophages et lymphocytes) et de cytokines 

pro-inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-13 et IFNγ) diminué par rapport au même modèle de souris qui 

expriment la forme active de la PLCε (Nagano et al., 2014).  

Ainsi la PLCβ2 et la PLCε favorisent l’asthme, et à l’inverse, il a été montré que la PLCγ1 et la PLCδ1 

interviennent dans la diminution de cette pathologie. En effet, dans un modèle murin d’asthme, la 

PLCγ1 participe à la diminution de la réponse Th2, qui correspond à la réaction allergique, et qui est 

suractivée dans l’asthme (Chen et al., 2017). Par ailleurs, la diminution de l’hypertrophie des cellules 

musculaires lisses des voies respiratoires suite à l’effet des glucocorticoïdes indiqués pour diminuer 

l’inflammation dans l’asthme, agit notamment via la PLCδ1. En effet, l’augmentation de l’expression 

de la PLCδ1 dans ces cellules entraîne une diminution significative de l’hypertrophie (Sasse et al., 

2017).   
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III. Intérêt des phospholipases C dans la mucoviscidose 

Nous allons voir dans cette dernière partie que les produits de la réaction enzymatique des 

phospholipases C (le DAG et la PKC), au même titre que les phospholipases C, augmentent l’activité du 

canal CFTR et plus généralement la sécrétion chlorure (Figure 16).  

 

 
 

A. Les substrats et les produits de la réaction enzymatique des phospholipases C 
modulent le canal CFTR 

Dans cette partie nous allons présenter des maillons intermédiaires entre les PLC et le canal CFTR. Il 

s’agit de protéines et de phospholipides qui modulent la fonction du canal CFTR, de même que son 

expression ou sa stabilisation à la membrane, via des mécanismes de phosphorylations ou 

d’interactions protéiques.  

 La protéine kinase C 

La protéine kinase C (PKC) contrôle la phosphorylation de différents effecteurs cellulaires. En réalité 

sous le terme de protéine kinase C se regroupe toute une famille de protéine kinase membranaire, qui 

comprennent 12 isoformes chez les mammifères (Mellor and Parker, 1998). En premier a eu lieu la 

découverte des PKCα, PKCβ et PKCγ. Trois autres PKC ont par la suite été caractérisées : les PKCδ, PKCε 

et PKCζ (Ono et al., 1987). Trois ans plus tard, trois nouvelles isoformes ont été identifiées : les PKCη, 

PKCθ et PKCι (Osada et al., 1990, 1992; Selbie et al., 1993). Enfin les PKN1, PKN2 et PKN3 (en anglais 

Figure 16 : Schéma représentant les acteurs cellulaires en lien avec les phospholipases C 

PLC : phospholipases C, PIP2 : phosphatidylionositol-4,5-biphosphate, DAG : diacylglycérol, IP3 : 
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate, PKC : protéine kinase C, Epac : exchange protein directly 
activated by cAMP. 
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« PKC-related kinases ») ont été identifiées (Mukai and Ono, 1994; Palmer et al., 1995). Sur la base de 

leur propriétés enzymatiques, ces différentes isoformes ont été regroupées en 4 sous-famille : les cPKC 

(pour classical isoforms en anglais) regroupent les PKCα, PKCβ et PKCγ ; les nPKC (pour novel isoforms 

en anglais) regroupent les PKCδ, PKCε, PKCηet PKCθ ; les aPKC (pour atypical isoforms en anglais) ; et 

enfin les PKN (pour PKC-related kinases en anglais) regroupent les PKN1, PKN1 et PKN3 (Rosse et al., 

2010) (Figure 17).  

 

 

 

De la même façon que les PLC, les PKC sont auto-inhibées à l’état basal via leur domaine régulateur 

(Pears et al., 1990). Ainsi les PKC conventionnelles sont activées par la fixation du Ca2+
 et de 

phospholipides au niveau de leur domaine C2, puis par la fixation du DAG au niveau de leurs domaines 

C1 (Figure 18) (Rosse et al., 2010). Les nouvelles PKC sont également activées par le DAG ou les 

phospholipides par fixation sur les domaines C1 mais ne sont pas sensibles au Ca2+ (Mellor and Parker, 

1998). Les PKC atypiques sont quant à elle activées par interactions avec le complexe PAR6-CDC42 

(Suzuki et al., 2001). Enfin les PKN sont stimulées par la famille des Rho-GTPases (Lim et al., 2006; 

Shibata et al., 1996). Par ailleurs les PKC peuvent également être activées via des liaisons avec des 

Figure 17 : Structure des différentes isoformes de PKC 

Les PKC conventionnelles, les nouvelles PKC, les PKC atypiques et les PKN possèdent un domaine kinase commun 
au niveau C-terminal qui constitue le site de phosphorylation des PKC. Le domaine C1 situé sur les cPKC et nPKC 
correspond au site de liaison au DAG et le domaine C2 correspond au site de liaison des phospholipides et du 
Ca2+. Les PKC atypiques sont activées par la liaison du complexe PAR-CDC42 au niveau du domaine Phox/Bem 1 
et les PKN sont activées par les petites GTPases via le domaine homology region 1 (Lučić et al., 2016; Rosse et al., 
2010).   
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partenaires cellulaires spécifiques. Ainsi, parmi les familles de PKC qui peuvent être activées par les 

produits de l’hydrolyse du PIP2 par les PLC, à savoir le DAG et le Ca2+, nous retrouvons les PKC 

conventionnelles ainsi que les nouvelles PKC.  

 

La PKC active le canal CFTR 

Parmi les protéines kinases qui régulent le canal CFTR, la PKA conserve le rôle prépondérant, mais la 

PKC joue néanmoins un rôle dans l’activation du canal via des phosphorylations au niveau du domaine 

R et du NBD1 (Chappe et al., 2003; Picciotto et al., 1992). En effet, à elle seule, la PKC entraine une 

faible activation du canal CFTR (Berger et al., 1993; Tabcharani et al., 1991). En revanche elle 

potentialise l’activation du canal lorsqu’elle est associée avec la PKA (Chappe et al., 2003, 2004; Jia et 

al., 1997; Seavilleklein et al., 2008). Il a également été montré que la PKC intervient dans l’expression 

membranaire du canal CFTR induite par le VIP (Vasoactive intestinal peptide en anglais) (Chappe et al., 

2008).  

Comme il existe plusieurs isoformes de PKC, nous avons regardé plus précisément lesquelles sont 

impliquées dans l’activation du canal CFTR. Liedtke et al. ont identifié, dans les cellules épithéliales 

pulmonaires Calu-3, la présence des PKCα, PKCβ2, PKCδ, PKCε et PKCζ (Liedtke and Cole, 1998). De plus, 

Figure 18 : Activation de la PKC par le DAG : exemple avec les PKC conventionnelles 

1 : les domaines régulateurs C1 et C2 sont rassemblés autour du domaine kinase pour former une 
structure compacte non activée. Le Ca2+ engage la fixation de la PKC à la membrane en permettant la 
liaison des phosphatidylsérines au niveau du domaine C2. 2 : la PKC se fixe ensuite au PIP2 
membranaire, également via son domaine C2. 3 : la PKC se fixe subséquemment, par des interactions 
électrostatiques, aux phosphatidylsérines membranaires via son domaine C1. 4 : l’activation de la PKC 
a lieu par la fixation du DAG au niveau du domaine C1 de l’enzyme (Lučić et al., 2016). 
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la génération d’oligonucléotides anti-sens dirigés contre les isoformes δ, ε et ζ a révélé une implication 

de la PKCε mais pas des deux autres isoformes dans l’activation du canal CFTR-WT par l’épinéphrine 

(Liedtke and Cole, 1998; Liedtke et al., 2001). L’équipe a également montré que l’oligonucléotide 

anti-sens dirigé contre la PKCε, s’il diminue l’activation de CFTR, n’altère pas l’activité de la PKA. Ceci 

suggère que la PKCε exerce un rôle dans l’activation de CFTR qui n’est pas lié à l’activité de la PKA. Ce 

qui est intéressant à noter c’est que la PKCε est également présente dans la lignée épithéliale CF/T43 

homozygote pour la mutation CFTR-F508del (Liedtke and Cole, 2000). Cette PKC pourrait donc 

également jouer un rôle dans l’activité de la protéine CFTR-F508del corrigée à la membrane.  

Les PKC peuvent aussi jouer un rôle dans la sécrétion chlorure dépendante du canal CFTR en favorisant 

son expression. Par exemple il a été mis en évidence chez la souris que les PKCβ1 jouent un rôle dans 

l’expression de CFTR et la sécrétion chlorure dépendante de CFTR (Umar et al., 2000a, 2000b). De 

même, la PKCε permet l’expression apicale de la protéine CFTR-WT et CFTR-F508del par le VIP 

(Alcolado et al., 2011; Alshafie et al., 2014).  

Il semblerait que parmi toutes les isoformes de PKC ce soit majoritairement la PKCε qui est impliquée 

dans l’activation du canal CFTR.  

 

 La protéine Epac (exchange protein directly activated by cAMP) 

La protéine Epac est un facteur d’échange de nucléotide guanylique activé par l’AMPc (Kawasaki et al., 

1998; de Rooij et al., 1998, 2000). Il s’agit d’une protéine d’intérêt dans notre étude car elle active la 

PLCε (Figure 19 A) (vom Dorp et al., 2004; Evellin et al., 2002; Schmidt et al., 2001) et elle est impliquée 

dans la sécrétion chlorure dans les cellules qui expriment la protéine CFTR (Domingue et al., 2016; 

Ivonnet et al., 2015; Lérias et al., 2018).  
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Epac1 et Epac2 sont deux isoformes de la protéine exprimées de manière ubiquitaire dans l’organisme 

et que l’on retrouve au niveau des poumons (Schmidt et al., 2013). Après activation par l’AMPc, les 

protéines Epac activent les petites protéines GTPases telles que Rho, Rap, Rac et Ras qui activent à leur 

tour des effecteurs cellulaires comme la PLCε, mais aussi la voie des MAP kinases (en anglais 

« mitogen-activated protein kinase ») ou la voie mTOR (en anglais « mechanistic target of rapamycin ») 

(Misra and Pizzo, 2012; Ster et al., 2007). De ce fait, les protéines Epac contrôlent des phénomènes 

variés en passant par la régulation de l’homéostasie calcique via, entre autre, l’activation des PLCε 

(Figure 19 B) (Evellin et al., 2002; Schmidt et al., 2001) jusqu’à la différenciation cellulaire (Bryn et al., 

2006; Shi et al., 2006), la formation des jonctions cellulaires (Cullere et al., 2005; Somekawa et al., 

2005) ou encore la régulation de canaux ioniques tels que les canaux potassiques sensibles à l’ATP, les 

canaux CaV3.1 et le canal ENaC (Helms et al., 2006; Kang et al., 2006; Novara et al., 2004). Nous avons 

également recensé dans la littérature des exemples de régulation de canaux chlorure par la protéine 

Epac qui feront l’objet du prochain paragraphe.  

Domingue et ses collègues ont montré que l’activation du courant CFTR-dépendant, par la forskoline 

ou les acides bilaires désoxycholique et chénodésoxycholique dans les cellules coloniques T84, est 

respectivement diminuée de 70 % et de 85 % lorsque la protéine Epac est inhibée par son inhibiteur 

Figure 19 : La protéine Epac contrôle l’homéostasie calcique cellulaire 

 A : la protéine Epac intervient dans l’activation de la PLCε. La protéine Epac est activée par l’AMPc, elle échange 
une molécule de GDP par une molécule de GTP sur la protéine Rap-GTPase. La protéine Rap ainsi activée entraine 
l’activation de la PLCε. B : la protéine Epac contrôle l’homéostasie calcique cellulaire sous la dépendance de 
l’APMc. Ainsi, elle facilite la sortie de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique et favorise l’hydrolyse du PIP2 via 
l’activation de la PLCε (Holz et al., 2006). 
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spécifique ESI-09 (Ao et al., 2013; Domingue et al., 2016). De façon similaire, Ivonnet et ses collègues 

ont observé que l’activation du courant CFTR-dépendant, soit par le peroxyde d’hydrogène, soit par 

une augmentation de calcium intracellulaire dans les cellules épithéliales bronchiques humaines, est 

également réduite d’environ 80 % lorsque la protéine Epac est inhibée (Ivonnet et al., 2015). Enfin, 

Lérias et ses collègues ont également montré que dans les cellules épithéliales bronchiques CFBE qui 

sur-expriment la protéine CFTR-WT ou la protéine CFTR-F508del, la protéine Epac intervient dans le 

courant chlorure activé par la forkoline mais également par l’ATP et la ionomycine (Lérias et al., 2018). 

De plus, l’existence d’un lien étroit entre CFTR et la protéine Epac a été mis en évidence. En effet, il a 

été montré que la protéine Epac 1 colocalise avec la protéine CFTR-WT et avec la protéine 

CFTR-F508del dans les cellules épithéliales bronchiques CFBE (Lobo et al., 2016). Par ailleurs, cette 

équipe a montré que l’activation de la protéine Epac 1 par son activateur, le 007-AM, stabilise le canal 

CFTR à la membrane, via une augmentation de l’interaction entre CFTR et NHERF1. L’ensemble de ces 

études révèle ainsi le rôle de la protéine EPAC, et donc potentiellement celui de son effecteur, la PLCε, 

dans la sécrétion chlorure dépendante de CFTR.  

 

 Le PIP2 

Nous avons vu dans cette introduction que les produits de l’hydrolyse du PIP2 par les phospholipases C, 

à savoir le Ca2+
 intracellulaire, le DAG et la PKC, agissent tous en faveur d’une activation du canal CFTR. 

Nous allons maintenant aborder le rôle du PIP2, constituant fondamental parmi les lipides 

membranaires et substrat des phospholipases C, dans la régulation du canal CFTR.  

Le PIP2 intervient dans la régulation de canaux ioniques. Ainsi il a d’abord été observé que les canaux 

potassiques ATP-dépendants (K-ATP), tout comme l’échangeur sodium-calcium exprimé au niveau 

cardiaque, sont régulés positivement par le PIP2 et au contraire négativement par les phospholipases 

Cβ (Hilgemann and Ball, 1996). Ensuite, Hilgemann et ses collègues ont montré que les canaux 

potassiques rectifiant entrants, tels que GIRK1/4, GIRK2, IRK1 et ROMK, sont aussi activés par le PIP2 

via une interaction directe (Huang et al., 1998). Enfin, le PIP2 régule le canal ENaC en augmentant, 

d’une part, la probabilité d’ouverture du canal et, d’autre part, le nombre de canaux activés (Yue et 

al., 2002).   

A l’instar de ces canaux, il a été montré par des expériences de patch-clamp que le 

phosphatidylionositol et certains phosphoinositides (dérivés phosphorylés du phosphatidylinositol), 

participent à la régulation du canal CFTR. Ainsi le phosphatidylinositol (PI), le 

phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P) et le PIP2 activent tous les trois le canal CFTR non phosphorylé 

en présence d’ATP, avec une activation beaucoup plus importante, toutefois, pour le PIP2 que pour les 



 

47 
  

Introduction 

deux autres phosphoinositides (Himmel and Nagel, 2004). Si l’on compare l’activation du canal CFTR 

par 10 µM de PIP2 (150 pico ampères) à l’activation par 100 U/mL de PKA (800 pico ampère), nous 

constatons que l’activation de CFTR par le PIP2 n’est cependant pas comparable à celle de la PKA, car 

environ cinq fois plus faible. Le mécanisme d’activation du canal CFTR par le PIP2 n’a pas été clairement 

établi mais il semblerait qu’il n’y ait pas de phosphorylations par des protéines kinases. En effet, en 

absence d’ions divalents, le PIP2 est encore capable d’activer le canal CFTR. Sachant que les ions 

divalents sont nécessaires à l’activité des protéines kinases, Himmel et ses collègues supposent que 

l’activation du canal CFTR par le PIP2 ne passe pas par un mécanisme de phosphorylation, et suggèrent 

plutôt une interaction directe entre le canal CFTR non phosphorylé et le PIP2. Toutefois, si le canal CFTR 

non phosphorylé est activé par le PIP2, il est en revanche inhibé par ce phospholipide membranaire 

lorsqu’il est précédemment phosphorylé par la PKA (Himmel and Nagel, 2004).  

Récemment une équipe a mis en évidence que le PIP2 est un acteur essentiel dans la correction de la 

protéine CFTR-F508del à la membrane plasmique (Abbattiscianni et al., 2016). Ainsi, il a été montré 

que le PIP2, via sa fixation avec le cytosquelette, stabilise la protéine F508del-CFTR à la membrane 

(Abbattiscianni et al., 2016). En effet, l’activation de l’ezrine, une protéine de liaison au cytosquelette, 

et son recrutement à la membrane plasmique requièrent i) la phosphorylation d’un résidu sérine au 

niveau de son site de fixation à l’actine (Bretscher et al., 2002) ainsi que ii) son interaction avec le PIP2 

au niveau de son extrémité N-terminale (Barret et al., 2000; Yonemura et al., 2002). Par ailleurs, la 

diminution du PIP2, induite par l’activation des phospholipases C, diminue la localisation membranaire 

de l’ezrine (Hao et al., 2009). Or il existe des différences de localisation de la protéine ezrine lorsque le 

canal CFTR est muté ou non. Ainsi dans les cellules 16HBE14o- qui expriment la protéine CFTR-WT, la 

protéine ezrine est localisée au niveau apical des cellules tandis que dans les cellules CFBE41o- qui 

expriment la protéine CFTR-F508del, elle possède une expression cytosolique (Favia et al., 2010). De 

plus, il a été montré que la phosphorylation de l’ezrine et sa liaison au PIP2 sont nécessaire pour obtenir 

une expression membranaire de la protéine CFTR-F508del, la stabiliser à la membrane, et favoriser son 

activité suite à une stimulation par la PKA (Abbattiscianni et al., 2016). Les auteurs suggèrent que ces 

deux mécanismes, à savoir la liaison du PIP2 à l’ezrine et la phosphorylation de cette dernière, 

augmentent la liaison du canal CFTR au cytosquelette.  

Ainsi le PIP2 intervient dans la stabilisation à la membrane plasmique et l’activation du canal CFTR. Il 

s’agit d’un acteur intéressant à étudier dans le but de potentialiser l’activité de la protéine CFTR. Même 

si le niveau de PIP2, dans les cellules de lignées qui expriment la protéine CFTR mutée ou dans des 

cellules issues de patients atteints de mucoviscidose, n’est pas différent de celui observé dans des 

cellules contrôles de lignées qui expriment la protéine CFTR normale ou des cellules issues de sujets 
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sains (Cohn et al., 1988; Vachel et al., 2015), l’augmentation de la biosynthèse de ce lipide pourrait 

entraîner des conséquences bénéfiques sur la protéine CFTR-F508del (Figure 20). 

 

B. Les phospholipases C dans la sécrétion chlorure  

Il existe dans la littérature des preuves de l’existence d’une intervention des phospholipases C dans la 

sécrétion chlorure en chambre de Ussing. Dans cette dernière partie nous aborderons les études qui 

vont dans le sens d’une activation de la sécrétion chlorure par les phospholipases C dans plusieurs 

modèles cellulaires qui expriment le canal CFTR.  

 

Le peroxyde d’hydrogène stimule la sécrétion chlorure dépendante de CFTR via sa fixation au niveau 

des récepteurs EP4 couplés aux protéine Gαs (Conner et al., 2013) et il a été observé que la sécrétion 

chlorure dépendante de CFTR activée par l’H2O2 dans les cellules épithéliales bronchiques humaines 

diminue de 80 % en présence de l’inhibiteur pharmacologique des PLC : le composé U73122 (Ivonnet 

et al., 2015). Cette sécrétion chlorure est également dépendante i) du calcium intracellulaire puisque 

le chélateur calcique BAPTA-AM ainsi que l’inhibiteur des récepteurs à l’IP3, le 2-APB, diminuent 

respectivement de 75 % et 80 % la réponse au peroxyde d’hydrogène et ii) de la protéine Epac.  

 Les acides désoxycholiques et chénodésoxycholiques stimulent également la sécrétion chlorure 

dépendante de CFTR en augmentant la concentration d’AMPc intracellulaire (Ao et al., 2013) et il a 

également été mis en évidence que la sécrétion chlorure par ces deux acides biliaires diminue de 60 % 

Figure 20 : Cycle des phosphoinositides 

PIP2 : phosphatidylinositol 4,5- biphosphate, PLC : phospholipases C, DAG : diacylglycérol, PA : acide 
phosphatidique, DGKε : diacylglycérol kinase-ε, CDP-DAG : cytidine diphosphate-diacylglycérol, CDP-DAG 
synthase : cytidine diphosphate-diacylglycérol synthase, PI synthase : phosphatidylinositol synthase, PI : 
phosphatidylinositol, PI4K : phosphatidylinositol 4-kinase, PI4P : phosphatidylinositol-4-phosphate, PI4P5K : 
phosphatidylinositol-4-phosphate-5-kinase, ATP : adénosine triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, CTP : 
cytidine triphosphate, PPi : groupement pyrophosphate, CMP : cytidine monophosphate (Epand, 2017).  
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le courant chlorure CFTR-dépendant lorsque les PLC sont inhibées dans les cellules épithéliales 

coloniques T84 (Domingue et al., 2016). La même équipe a par ailleurs montré que la stimulation par 

les acides biliaires est également réduite par le BAPTA-AM ainsi que par l’inhibition de la protéine Epac 

et le 2-APB mais elle n’est cependant pas affectée par l’inhibition des PKC. Ces résultats suggèrent 

l’implication du Ca2+ intracellulaire dans l’activation de la sécrétion chlorure par les PLC au cours d’une 

stimulation par les acides biliaires. Une autre équipe a montré que la sécrétion chlorure, induite cette 

fois-ci par une stimulation forskoline, dans ces mêmes cellules intestinales diminue de 40 % en 

présence de l’inhibiteur de PLC (Hoque et al., 2010). Il s’est avéré que cette sécrétion chlorure stimulée 

par la forskoline est par ailleurs également dépendante du Ca2+ intracellulaire et des PKC.  

Dans des cellules épithéliales intestinales canines (SCBN), il a été montré que la sécrétion chlorure qui 

suit une activation des récepteurs PAR2 (en anglais « protease-activated receptor 2 ») est diminuée de 

60 % en présence de l’inhibiteur des PLC (van der Merwe et al., 2009). Par ailleurs les auteurs ont 

montré que cette sécrétion chlorure, qui implique les PLC, passe aussi par l’activation des PKCβ1, PKCδ 

et PKCε.  

La sécrétion chlorure dépendante de CFTR qui résulte de la stimulation des récepteurs P2Y par l’UTP 

dans les cellules épithéliales bronchiques humaines est également diminuée d’environ 60 % en 

présence de l’inhibiteur des PLC (Namkung et al., 2010). D’autre part, il a été montré que cette 

sécrétion chlorure activée par l’UTP est dépendante du calcium intracellulaire mais indépendante des 

PKC.  

 

En résumé, en fonction de la stimulation et du modèle utilisés, la sécrétion chlorure dépendante des 

PLC passe soit par la voie calcique, soit par l’activation des PKC, soit par l’activation des deux à la fois. 

A partir de ces exemples publiés dans la littérature nous comprenons maintenant que les PLC, via 

l’activation des PKC et l’augmentation calcique intracellulaire, ont une action sur la sécrétion chlorure, 

et à fortiori sur le canal CFTR. 
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Problématique et objectifs 

Notre objectif au cours de ces trois années de thèse était double et nous avons scindé le projet en deux 

parties. La première a consisté à approfondir le rôle des phospholipases C dans la sécrétion chlorure 

dépendante de CFTR, tandis que la deuxième partie a reposé sur l’étude de la régulation de l’influx 

calcique par les phospholipases C. Ces deux parties du projet ont été menées en parallèle dans les 

cellules épithéliales bronchiques qui expriment la protéine CFTR wild type ou CFTR-F508del.   

 

I. Exploration du rôle des PLC dans la sécrétion chlorure dépendante de CFTR 

La protéine CFTR est régulée par de multiples acteurs cellulaires tels que la PKA, les PKC, les adénylates 

cyclases ou encore le Ca2+, pour n’en citer que quelques-uns. Il s’agit en effet d’une protéine qui est 

connectée à de nombreux canaux et constituants cellulaires : aujourd’hui il est recensé pas moins de 

616 protéines qui établissent des interactions physiques et/ou fonctionnelles avec le canal CFTR 

(https://www.ebi.ac.uk/intact/). La régulation du canal CFTR est encore activement étudiée dans un 

souci d’augmenter la spécificité et l’activité de la pharmacologie existante. Notre recherche se place, 

à ce titre, dans la découverte de nouveaux acteurs cellulaires endogènes qui régulent le canal CFTR. 

Quelques études ont montré que les phospholipases C contrôlent la sécrétion chlorure dans des 

cellules qui expriment la protéine CFTR (Conner et al., 2013; Domingue et al., 2016; Hoque et al., 2010; 

Namkung et al., 2010), cependant aucune isoforme spécifique n’a pour l’instant été mise en cause dans 

cette régulation.  

Le premier objectif était de vérifier l’implication des phospholipases C dans la sécrétion chlorure 

dépendante de CFTR suite à une stimulation forskoline dans les lignées épithéliales bronchiques 

humaines qui expriment soit le CFTR-WT, soit le CFTR-F508del corrigé par la température. Nous avons 

ensuite regardé plus concrètement la participation dans la sécrétion chlorure, activée par la forskoline 

ou l’UTP, de trois isoformes de PLC exprimées dans les cellules épithéliales bronchiques : la PLCδ1, la 

PLCγ1 et la PLCβ3 (Bezzerri et al., 2011; Vachel et al., 2015; Xu et al., 2013). L’enjeu de cette 

investigation était de caractériser les isoformes de PLC qui participent à la régulation endogène de la 

sécrétion dépendante à la fois de la protéine CFTR-WT et de la protéine CFTR-F508del corrigée par la 

température, dans l’intention d’améliorer la conductance dépendante de CFTR par la voie des 

phospholipases C dans le contexte de la mucoviscidose.  

II. Étude de la régulation de l’influx calcique par les phospholipases C 

Les dysfonctionnements ioniques dans la mucoviscidose ne sont pas uniquement le fait du défaut de 

sécrétion chlorure de CFTR. Même si la mutation du canal constitue l’origine de la maladie, plusieurs 
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canaux, autres que CFTR, subissent des défauts de régulation en présence de la mutation 

CFTR-F508del : c’est le cas du canal calcique TRPV6. Ce dernier est régulé par de multiples acteurs, 

dont la β-glucuronidase Klotho (Lu et al., 2008; Takumida et al., 2009), les protéines annexine 2 et 

S100A10 (van de Graaf et al., 2003), et la PLCδ1 (Thyagarajan et al., 2008, 2009; Vachel et al., 2015). 

Parmi les phospholipases C, seule la PLCδ1 a été pour l’instant mise en cause dans la régulation de 

TRPV6. Dans les cellules épithéliales bronchiques qui expriment la protéine CFTR-WT, il a bien été 

confirmé que cette phospholipase régule négativement le canal TRPV6 (Vachel et al., 2015). En 

revanche dans les cellules épithéliales bronchiques qui expriment la protéine CFTR-F508del, cette 

régulation n’a pas encore été explorée.  

Notre deuxième objectif au cours de ce projet de thèse était donc de comprendre la régulation du 

canal TRPV6 par la PLCδ1 dans les cellules épithéliales bronchiques qui expriment la mutation 

CFTR-F508del. Par ailleurs le concours de la PLCγ1 et de la PLCβ3 dans la régulation de cet influx 

dépendant de TRPV6 n’a jamais été exploré : nous l’avons donc étudié dans les cellules épithéliales 

bronchiques qui expriment soit la protéine CFTR-WT, soit la protéine CFTR-F508del.  
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Matériel et méthodes  

I. Culture cellulaire 

Les expériences de ce projet de thèse ont été menées dans des lignées cellulaires bronchiques 

humaines immortalisées et sélectionnées pour l’étude du CFTR par l’équipe du Professeur Gruenert 

(Cozens et al., 1994).  

 

A. Lignées 16HBE14o- et CFBE41o- 

Les cellules 16HBE14o- sont des cellules épithéliales pulmonaires issues d’un patient sain vis-à-vis de 

la mucoviscidose et qui expriment la protéine CFTR-WT, tandis que les cellules CFBE41o- sont des 

cellules épithéliales pulmonaires qui proviennent d’un patient atteint de mucoviscidose et 

homozygote pour la mutation F508del-CFTR. Ces deux lignées ont été offertes au laboratoire par 

l’équipe du Professeur Claude Ferec et présentent l’avantage d’exprimer le canal CFTR de manière 

endogène, permettant d’éviter les éventuels biais liés à la surexpression.  

 

 Milieux de culture 

Les lignées 16HBE14o- et CFBE41o- sont cultivées dans du milieu EMEM (BE12-662F, Lonza) 

complémenté par 10 % de SVF, 1,8 mM de L-glutamine et 0,05 mg/mL de plasmocine (InvivoGen) afin 

d’éviter la contamination par des bactéries et des mycoplasmes.  

 

 Entretien des lignées 

Les lignées sont entretenues en flasque T75 cm2 (3290, Cellbind®, Corning) à la densité de 2.105 cellules. 

Lorsque les cellules atteignent 80 % de confluence, elles sont rincées une fois au PBS sans Ca2+/Mg2+. 

Un volume de 2 mL de trypsine (T4049, sigma) chauffée à 37°C est ensuite déposé dans la Flask. Celle-ci 

est placée 5-10 minutes à 37°C dans l’incubateur jusqu’au décollement des cellules qui peut être 

observé au microscope. La trypsine qui contient les cellules est ensuite prélevée et déposée dans un 

tube falcon contenant 18 mL de milieu de culture, de façon à neutraliser la trypsine. Le falcon est 

centrifugé 5 min à 1000 rpm, le surnageant est aspiré et le culot est repris dans 3 mL de milieu de 

culture EMEM supplémenté avec de la plasmocine. Les cellules sont dénombrées sur cellule de 

Malassez, puis ensemencées dans des boites ou inserts semi-perméables.  
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B. Lignées CFBE-WT et CFBE-ΔF508 

L’expression de la protéine CFTR est faible dans la lignée CFBE41o- et certaines mesures, comme celles 

du courant de court-circuit dépendant du CFTR, nécessitent l’utilisation de modèles qui sur-expriment 

la protéine F508del-CFTR pour enregistrer un signal. Afin d’étudier la fonction du canal CFTR muté à la 

surface apicale, il est nécessaire de corriger le défaut d’adressage de la protéine CFTR-F508del. Une 

telle correction peut être obtenue par des moyens pharmacologiques tels que le VX 809. D’un point 

de vue expérimental, il est également possible de stimuler l’adressage de la protéine mutée en 

abaissant la température à 27-29°C (Denning et al., 1992). C’est ce type de correction à 27°C qui a été 

utilisé au cours de nos expériences. Nous avons ainsi eu recours à la lignée CFBE-F508del qui 

correspond à la lignée CFBE41o- dans laquelle a été transfecté stablement un plasmide codant pour la 

protéine CFTR-508del, et à la lignée CFBE-WT qui correspond à la lignée CFBE41o- dans laquelle a été 

transfecté stablement un plasmide codant pour la protéine CFTR-WT. L’entretien de ces lignées est le 

même que pour les lignées 16HBE14o- et CFBE41o-, seuls les milieux de culture diffèrent.  

 

 Milieux de culture 

Les lignées de sur-expression CFBE-WT et CFBE-F508del sont cultivées dans du milieu MEM 

(10370-047, Gibco) complémenté par 10 % de SVF, 1,8 mM de L-glutamine, 1% de 

pénicilline/streptomycine (P0781, Sigma) et 0,005 mg/mL de puromycine (A1138-03, Gibco) qui 

correspond à l’antibiotique de sélection des deux plasmides.  

  

 Congélation et décongélation des lignées 

Un stock des différentes lignées peut être constitué en congelant des cellules dans de l’azote liquide. 

Pour cela les cellules sont décollées de leur flasque selon le protocole habituellement utilisé pour 

l’entretien des lignées, puis sont reprises dans un volume contenant 90 % de serum et 10% de DMSO 

(agent cryoptrotecteur utilisé pour obtenir une congélation optimale des cellules), puis déposées dans 

des tubes qui sont placés à -80°C pendant 24 heures avant d’être stockés dans l’azote liquide.  

Pour la décongélation des cellules, les tubes sont placés au bain marie à 37°C jusqu’au décollement du 

culot cellulaire. Celui-ci est dispersé dans 35mL de milieu de culture puis centrifugé 5 minutes à 1000 

rpm de façon à éliminer le DMSO. Le surnageant est ensuite aspiré et le culot cellulaire est repris dans 

6 mL de milieu de culture pour être disposé en flasque T25 cm2.  
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C. Cellules humaines épithéliales respiratoires bronchiques (hAECB) 

Certaines des expériences menées sur lignées ont été vérifiées sur des cellules humaines épithéliales 

bronchiques primaires (hAECB) fournies par la société épithélix® (Genève, Suisse) au passage 1. Nous 

avons utilisé un lot de cellules provenant d’un patient sain vis-à-vis de la mucoviscidose et un lot de 

cellules provenant d’un patient porteur de la mutation F508del-CFTR pour réaliser des comparaisons. 

Les cellules hAECB comprennent des cellules ciliées, des cellules à mucus et des cellules basales qui 

peuvent être cultivées en conditions air-liquide, pour obtenir un pseudo-épithélium de cellules 

différenciées. Les essais de culture en air-liquide se sont révélés peu concluants, les expériences 

réalisées avec les cellules hAECB ont donc été menées uniquement sur des cultures en 2 dimensions.  

 

 Milieux de culture 

Les cellules hAECB sont cultivées dans du milieu hAEC culture medium (EP09AM, epithelix) qui contient 

des antibiotiques (Pénicilline 100U/mL et streptomycine 100µg/mL). Ces cellules sont fournies au 

passage 1 et peuvent être entretenues en flasque T75 cm2 (NC-156499, Nunc) jusqu’au passage 7. Du 

milieu DMEM + Glucose GlutaMaxb (31966021, Gibco) complémenté avec 10% de FBS (16250, Gibco) 

est utilisé pour neutraliser la trypsine lors des repiquages. 

 

 Caractéristiques des deux patients 

Le sujet sain et le patient atteint de mucoviscidose dont sont issues les cellules hAECB non CF et CF ne 

possèdent pas les mêmes caractéristiques, au-delà de la présence de la protéine CFTR mutée. Il est 

nécessaire d’en tenir compte au cours de l’analyse des résultats de façon à écrater les éventuels biais 

statistiques.     

 

 Patient non CF Patient CF 

Numéro de lot 02AB067101 CFAB045202 

Age 72 ans 32 ans 

Sexe Homme Homme 

Origine Caucasien NC 

Fumeur Non Non 

Mutation / ΔF508 homozygote 

Date de congélation Janvier 2015 Avril 2013 

Tableau 1 : Informations concernant les deux donneurs de cellules hAECB primaires 
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 Entretien  

Lorsque les cellules atteignent 80% de confluence, elles sont rincées trois fois au PBS sans Ca2+/Mg2+, 

puis un volume de 4 mL de tryspine (15090, Gibco) diluée à 0,05% est déposé dans la flasque. Cette 

dernière est placée 10 minutes à 37°C dans l’incubateur jusqu’au décollement des cellules. Les cellules 

sont ensuite reprises dans 35 mL de DMEM et centrifugées 5 minutes à 1000 rpm. Une fois le 

surnageant aspiré, les cellules sont reprises dans du milieu hAEC culture medium et ensemencées en 

flasque T75 cm2 dans un volume final de 30mL et la flasque est maintenue à 37°C dans l’incubateur.   

 

D. Culture de cellules polarisées 

Les lignées précédemment décrites sont cultivées sur des filtres semi-perméables (3407, 

Corning) de façon à obtenir un tapis cellulaire polarisé différencié se comportant comme un pseudo-

épithélium. L’objectif est de se rapprocher des conditions physiologiques que l’on retrouve dans 

l’organisme au niveau du poumon. Deux protocoles différents ont été utilisés : un protocole de culture 

air/liquide (ALI) (Figure 21) généralement utilisé dans les laboratoires pour les expériences de 

fonctionnalité du CFTR en chambre de Ussing et un protocole de culture liquide/liquide (LI) pour les 

techniques d’immunomarquage et de proximity ligation assay puisqu’il a été montré que la 

différenciation des cellules épithéliales pulmonaires était plus efficace sur les pseudo-épithéliums 

cultivés en liquide/liquide, en regard au marquage des jonctions cellulaires (ZO-1, occludine et 

claudine-1) (Ehrhardt et al., 2006). 

Figure 21 : Représentation de l’interface air-liquide utilisée pour cultiver les cellules épithéliales 

pulmonaires bronchiques 

 
 

 Culture Air/Liquide (ALI) 

La culture ALI est utilisée pour les expériences de fonctionnalité en chambre de Ussing (Figure 21). Les 

plaques d’inserts sont couvertes avec 200µL/puits de fibronectine (F0895, Sigma) et déposées 
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minimum 20 minutes à 37°C dans l’incubateur. Les puits sont ensuite rincés avec 0,5 mL de PBS et 

ensemencés à la densité de 5.105 cellules/puits pour un volume final de 500 µL de milieu avec 

plasmocine. Les plaques d’inserts sont ensuite déposées 5 minutes à l’incubateur, le temps que les 

cellules se déposent sur le filtre, puis 2 mL de milieu de culture sans plasmocine sont ajoutés au niveau 

basolatéral dans chaque insert. Au bout de 2 jours le milieu apical est aspiré pour permettre le 

développement de la culture en air/liquide. Le milieu basal est changé tous les deux jours et les cellules 

sont cultivées pendant 7 à 10 jours avant d’être utilisées.  

 

 Culture Liquide/Liquide (LI)  

La culture LI est employée pour les expériences d’immunomarquage et de proximity ligation assay. Les 

inserts sont recouverts de fibronectine suivant le même protocole que pour la culture ALI, puis les 

cellules sont ensemencées à la densité de 2.105 cellules/puits pour un volume final de 500 µL de milieu 

avec plasmocine. La densité de cellules à ensemencer est plus faible que pour la culture ALI car les 

cellules prolifèrent plus rapidement. La plaque est ensuite déposée 5 minutes à l’incubateur le temps 

que les cellules se déposent sur le filtre, puis 2 mL de milieu de culture sans plasmocine sont ajoutés 

au niveau basolatéral dans chaque insert. Les cellules sont cultivées ainsi pendant 8 à 10 jours et le 

milieu apical (avec plasmocine), comme le milieu basal (sans plasmocine), sont changés tous les 2 jours.  

 

II. Techniques de biologie cellulaire et de biochimie 

A. Western blot 

 Principe 

La technique de western blot permet de déceler la présence de protéines d’intérêt au sein d’un 

échantillon biologique en séparant l’ensemble des protéines contenues dans l’échantillon sur un gel 

puis en marquant les protéines d’intérêt par l’intermédiaire d’anticorps spécifiques. C’est après 

l’invention par Edwin Southern, dans les années 1970, du southern blot (détection de séquences d’ADN 

spécifiques) (Southern, 2015) et du northern blot (détection de séquences d’ARN spécifiques) que 

Harry Towbin et ses collègues optimisent le western blot dans les années 1980 (Towbin, 2015) (Towbin 

et al., 1979). C’est une technique semi-quantitative, très largement répandue dans les laboratoires de 

recherche et de diagnostic, qui permet de mesurer la quantité des protéines d’intérêt contenues dans 

l’échantillon en la rapportant à la quantité d’une protéine de référence qui est connue.  
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 Lyse cellulaire et dosage des protéines 

Pour les expériences de Western blot, les cellules ont été cultivées i) sur boites de 6 mL jusqu’à 80% 

de confluence ou ii) sur inserts en interface air-liquide. Les échantillons sont rincés 2 fois avec du PBS 

froid puis les cellules sont lysées avec i) 100 µL de tampon de lyse par boite (Tableau 2) ou ii) 50 µL de 

tampon de lyse par puits. Un grattoir est utilisé pour récupérer l’ensemble des cellules qui ont adhéré, 

puis les cellules sont récupérées dans un tube eppendorf de 1.5 mL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le tube est vortexé et déposé sur la glace pendant 30 minutes. Il est ensuite centrifués à 4°C pendant 

5 min à 14 000 rpm puis le surnageant qui contient les fractions protéiques est récupéré et placé dans 

un nouveau tube. Le dosage des protéines se fait ensuite en utilisant la méthode BCA (Bicinchoninic 

acid Assay). Dans un tube eppendorf sont mélangés 47 µL d’eau, 3 µL de lysat protéique, 990 µL d’acide 

bicinchoninique (B9643, Sigma) et 20 µL de sulfate de cuivre (102784, Merck). Certains acides aminés 

comme la cystéine, la cystine, le tryptophane et la tyrosine, vont alors réduire le Cu2+ en Cu1+. L’acide 

bicinchoninique, en conditions alcalines, forme alors un complexe violet en se fixant sur le Cu1+. Ainsi, 

plus la solution est foncée, plus la quantité de protéines présentes dans la solution est importante. La 

quantité de protéines peut ensuite être mesurée, à l’aide d’une gamme étalon de concentration de 

protéine connue (la BSA dans notre cas), et un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 562 nm.  

 

 Gel d’électrophorèse et transfert sur membrane de nitrocellulose 

Les western blots sont réalisés en utilisant un système de cassettes jetables (Novex® NC2010, life 

technologies) dans lesquelles sont coulés les gels à la concentration de 10-12% d’acrylamide (Tableau 

3, Tableau 4 et Tableau 5). La concentration est ajustée avec du tampon de lyse de façon à obtenir 50 

µg de protéine par puits avant dépôt sur le gel, puis du laemmli 5X (ID 1624, DGel Electrosystem Inc) 

est ajouté et les protéines sont dénaturées pendant 5 minutes à 95 °C au bain sec. Les cassettes sont 

Tableau 2 : Composition des tampons de lyse 

Tampon de lyse 

Nonidet P-40 : 0,5% (v/v) 

NaCl : 150 mM 

NaF : 10 mL 

Na3VO4 : 1 mM 

Tris HCl : 50 mM 

Pefabloc SC : 1 mM 

pH : 7,6 

Tampon de lyse CFTR 

Nonidet P-40 : 1% (v/v) 

Tris HCl : 10 mM 

DOC : 0,5% (m/v) 

Pefabloc SC : 1mM 

pH : 7,5 
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déposées dans les cuves d’electrophorèse (XCell SureLockTM, Thermo-Fischer) avec du tampon 

d’électrophorèse (Tableau 6) puis les échantillons ainsi que le marqueur de taille de protéines colorées 

(RPN800E, GE Healthcare) sont déposés sur les gels. 

 

 

 Gel de séparation 10%  Gel de séparation 12% Gel de concentration 

H2O 3 mL 2,7 mL 2,6 mL 

Tampon lower 4x 1,5 mL 1,5 mL / 

Tampon Upper 4x / / 1 mL 

Acrylamide 1,5 mL 1,8 mL 0,4 mL 

Temed 6 µL 6 µL 4 µL 

APS 10% 60 µL 60 µL 40 µL 

Tableau 4 : Composition des gels d’acrylamide 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5 : Composition des gels d’acrylamide pour la protéine CFTR 

 

 

 

 

 

 

 Gel de séparation 6%  Gel de concentration 

H2O 2,4 mL 1,26 mL 

Tampon lower 4x 1 mL / 

Tampon Upper 4x / 0,5 mL 

Acrylamide 0,6 mL 0,24 mL 

Temed 4 µL 2 µL 

APS 10% 40 µL 20 µL 

Tampon d’électrophorèse 

900 mL H2O 

100 mL TG-SDS 10x (UP91495E, Interchim) 

Tableau 6 : Composition du tampon d’électrophorèse 

Tableau 3 : Composition des tampons lower et upper 4x pour la réalisation des gels d’acrylamide 

Tampon Upper 4x 

Tris : 6.06 g 

SDS 10 % (m/v): 4 mL 

Qsp H2O : 100 mL 

pH : 6,8  

Tampon Lower 4x 

Tris : 18.07 g 

SDS 10 % (m/v): 4 mL 

Qsp H2O : 100 mL 

pH : 8,8  
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La migration est lancée en appliquant les paramètres suivants : 80 mA, 200V pendant 1h45. Une fois 

la migration terminée, le gel est récupéré en brisant la cassette, puis déposé dans le « sandwich » 

composé, dans l’ordre, de : 2 éponges - papier Wattman - gel - membrane de nitrocellulose - papier 

Wattman - 2 éponges comme représenté dans la Erreur ! Source du renvoi introuvable.. Le sandwich e

st monté dans la cassette de transfert (XCell IITM Blot module, Thermo-Fischer) dans laquelle on ajoute 

environ 100 mL de tampon de transfert (Tableau 7), puis de l’eau froide est disposée dans la cuve 

d’électrophorèse pour refroidir le système au cours du transfert et le générateur est programmé selon 

les paramètres suivants : 80 V, 200 mA pendant 1H30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Au laboratoire, les western blots pour la détection de la protéine CFTR sont traditionnellement réalisés 

avec un tampon de lyse plus doux, équivalent à celui utilisé pour des expériences d’immuno-

précipitation, et le système d’électrophorèse utilisé est différent. Les gels de séparation sont coulés à 

6% (Tableau 5) dans un système de plaques en verres (Multiple gel Caster, Hoefer Inc). Après dépôt 

des échantillons sur le gel, la migration est lancée dans la cuve d’électrophorèse (SE250, Hoefer Inc) 

selon les paramètres suivants : 30 mA, 270V pendant 45 minutes. Le transfert se déroule comme 

précédemment décrit avec le système Mini Trans-Blot® Cell de Bio-rad selon les paramétrages 

suivants : 200 mA, 80V pendant 1h. 

 

TG-SDS 10x 

Tris base : 15,15 g 

Glycine : 75 g 

Qsp H2O : 500 mL 

Tampon de transfert CFTR 

700 mL H2O 

200 mL ethanol 96% 

10 mL TG-SDS 10x 

Tampon de transfert 

750 mL H2O 

200 mL ethanol 96% 

50 mL TG-SDS 10x  

Tableau 7 : Composition des tampons de transfert 
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 Dépôt des Anticorps et révélation 

La membrane qui contient maintenant les protéines à révéler est lavée 5 min dans une solution de 

PBS-tween 0,1% pendant 5 min à 4°C sous agitation. Puis elle est mise à saturer dans une solution de 

PBS-tween 0,1% qui contient du lait écrémé (0.5 g/mL) pendant 2h à 4°C sous agitation. La membrane 

est ensuite rincée 3 fois avec du PBS-tween 0,1% et lavée 3 fois 5 minutes à 4°C sous agitation avec 

cette même solution pour éliminer le lait de façon efficace. Cette étape permet de mieux conserver 

les anticorps primaires en vue d’une utilisation ultérieure. Les anticorps primaires (Tableau 8) sont 

ensuite dilués dans la solution de PBS-tween 0,1% et déposés sur la membrane toute la nuit, à 4°C, 

sous agitation. Le lendemain la membrane est rincée et lavée 3 fois avec la solution de PBS-tween 

0,1%, puis les anticorps secondaires dilués au 1/10 000 dans du PBS-tween qui contient du lait sont 

déposés sur la membrane 1h sous agitation à 4°C.  

 

  Dilutions 

Anticorps Référence 
Western 

blot 

Immuno- 

marquage 

Mouse anti-PLCδ1 monoclonal sc-393464, Sancta cruz biotechnology 1/200 1/100 

Goat anti-PLCδ1 polyclonal sc-7521, Santa cruz biotechnology / 1/100 

Mouse anti-PLCγ1 monoclonal sc-7290, Sancta cruz biotechnology 1/200 / 

Mouse anti-PLCβ3 monoclonal sc-133231, Sancta cruz biotechnology 1/200 1/200 

Rabbit anti-PLCβ3 polyclonal PA5-83454, ThermoFischer / 1/200 

Rabbit anti-actine polyclonal A2066, Sigma 1/5000 / 

Mouse anti-CFTR monoclonal MAB 3480, Merck 1/1000 / 

Mouse anti-CFTR monoclonal MAB 25031, R&D Systems / 1/ 100 

Rabbit anti-Annexin A2 polyclonal PA5-14318, ThermoFischer / 1/100 

Mouse anti-Annexin A2 monoclonal sc-47696, Santa cruz biotechnology 1/1000 1/100 

Rabbit anti-S100A10 polyclonal 11250-AP, Proteintech® / 1/100 

Mouse anti-S100A10 monoclonal sc-81153, Santa cruz biotechnology 1/1000 / 

Rabbit anti TRPV6 polyclonal ACC-036, Alomone / 1/100 

Goat anti TRPV6 polyclonal Sc-28396, Santa cruz biotechnology / 1/100 

Mouse anti-NaK-ATPase monoclonal Sc-21712, Santa cruz biotechnology 1/1000 / 

Tableau 8 : Anticorps primaires utilisés en western blot et immunomarquage 

 



 

61 
  

Matériel et méthodes 

B. Transfection de siRNA (small interfering RNA)  

 Principe 

Le principe de la technique, initié à la fin des années 1990 (Fire et al., 1998), est de diminuer 

l’expression de protéines par blocage de leurs ARNm. La synthèse des protéines fait en effet intervenir 

une étape de transcription de l’ADN en ARNm, puis une étape de traduction de l’ARNm en protéines. 

La technique intervient à ce dernier niveau : un petit ARN interférant (siRNA), façonner pour cibler un 

ARNm spécifique, va se fixer sur cet l’ARNm et ainsi empêcher sa traduction. Le siRNA, introduit dans 

la cellule par transfection, est alors pris en charge par le complexe enzymatique RISC (RNA-induced 

silencing complex) qui va séparer les deux brins du siRNA. Le brin complémentaire va se fixer à l’ARNm 

cible ce qui va se traduire par la destruction de l’ARNm ciblé (Nambudiri and Widlund, 2013).  

 

 Protocole 

i. Transfection des cellules épithéliales polarisées 

La transfection de siRNA sur cellules épithéliales polarisées est délicate car l’établissement de jonctions 

serrées ainsi que la formation de plusieurs couches cellulaires rendent la transfection très difficile. 

Ainsi la transfection des telles cellules ne peut être réalisée comme habituellement, c’est-à-dire 2 à 3 

jours seulement avant l’expérimentation, mais s’effectue le jour de l’ensemencement, comme il est 

recommandé pour optimiser la transfection de cellules épithéliales polarisées (Ramachandran et al., 

2013). L’agent de transfection utilisé, l’INTERFERin® (409-10, polyplus-transfection), a été choisi car il 

possède une grande efficacité de transfection, il nécessite de faibles volumes de siRNA et il est 

utilisable avec le sérum et les antibiotiques. Le protocole utilisé pour la transfection des cellules 

épithélale 

100µL de milieu de culture sans sérum et x µL de siRNA (Tableau 9) sont disposés dans un tube 

eppendorf. 4 µL d’INTERFERin® sont ensuite ajoutés et le tube est vigoureusement mélangé au vortex 

pendant 10 secondes. La totalité de la solution est ensuite déposée sur l’insert préalablement 

recouverte de fibronectine. Toute la plaque d’inserts est traitée ainsi puis est mise à incuber entre 10 

et 30 min sous la hotte pour permettre la formation des complexe siRNA/INTERFERin®. Les cellules, 

reprises dans du milieu normal avec sérum et antibiotiques, sont ensuite déposées à la concentration 

de 500 000 cellules/puits pour un volume final de 600 µL et la plaque est mélangée doucement. Du 

milieu de culture est ajouté dans le compartiment basolatéral et la plaque est déposée dans 

l’incubateur à 37°C. La plaque est ainsi laissée dans l’incubateur deux jours, puis le milieu apical est 

aspiré et le milieu basolatéral changé tous les deux jours jusqu’à la réalisation de l’expérimentation.  
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SiRNA Référence Concentration 
Volume pour 100 µL de milieu 

sans sérum 

siRNA PLCδ1 sc-40841 20 nM 1,2 µL 

siRNA PLCγ1 sc-29452 40 nM 2,4 µL 

siRNA PLCβ3 sc-36272 20 nM 1,2 µL 

siRNA controle sc-37007 20 nM / 40 nM 1,2 µL / 2,4 µL 

Tableau 9 : Concentration des siRNA utilisés pour la reverse transfection des cellules épithéliales 

polarisées 

 

 

 

ii. Transfection de cellules épithéliales cultivées sur boites 

Pour les cellules épithéliales cultivées sur boites, le protocole habituel de transfection est utilisé et les 

siRNA sont utilisés à la concentration de 6 nM, concentration à laquelle est obtenue une diminution 

efficace de l’expression protéique. La transfection est réalisée lorsque les cellules ensemencées sur 

boites arrivent à 30-50 % de confluence. 200µL de milieu de culture sans sérum et 1,32 µL de siRNA 

Figure 22 : Protocole schématisé de la reverse transfection de siRNA sur inserts 
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sont disposés dans un tube eppendorf. 8 µL d’INTERFERin® sont ensuite ajoutés, le tube est 

vigoureusement mélangé au vortex pendant 10 secondes et laissé à incuber entre 10 et 30 min sous la 

hotte pour permettre la formation des complexes siRNA/INTERFERin®. Pendant ce temps, le milieu de 

culture des boites est changé par 2 mL de nouveau milieu avec sérum et antibiotique, puis le mélange 

siRNA/ INTERFERin® est déposé sur les cellules. Les boites sont mélangées doucement puis sont 

déposées dans l’incubateur. Les cellules sont utilisées 72h après la transfection.   

 

III. Techniques de biologie et de physiologie cellulaire 

A. Immunomarquage indirect 

 Principe 

L’Immunomarquage indirect est une technique qui permet de visualiser des protéines au sein d’un 

échantillon grâce à des anticorps couplés à de la fluorescence. Les immunomarquages ont été réalisés 

sur des pseudo-épithéliums de cellules différenciées sur inserts après fixation et perméabilisation des 

cellules selon les recommandations de la technique (Donaldson, 2015). Cette technique, 

contrairement au western blot, permet la localisation des protéines dans l’espace. Néanmoins elle 

nécessite l’utilisation d’anticorps spécifiques, qui tiennent compte des structures tertiaires et 

quaternaires des protéines d’intérêt.   

 

 Protocole 

Les cellules sont cultivées sur inserts pendant 8 à 11 jours en interface liquide/liquide. Les inserts sont 

rapidement rincés puis lavés 2 x 5 min au TBS sous agitation. Les cellules sont ensuite fixées avec du 

paraformaldéhide 3% pendant 20 minutes sous agitation. Après 3 nouveaux lavages de 5 minutes au 

TBS les cellules sont perméabilisées avec du triton 0.1% pendant 10 minutes sous agitation. Après 3 

autres lavages de 5 minutes, une étape de saturation avec une solution de TBS-BSA 1% est réalisée 

pendant 1 heure sous agitation. Les anticorps primaires (Tableau 8), dilués dans une solution de TBS-

BSA 1% à la concentration voulue, sont déposés sur la nuit à 4 °C et sous agitation. Le lendemain, après 

3 lavages au TBS, les anticorps secondaires (Tableau 10) ainsi que le marqueur nucléaire TO-PROTM3 

iodide (1/500, Thermo-Fischer), dilués dans la solution de saturation TBS-BSA 1%, sont déposés 

pendant une heure sous agitation. Après 3 lavages de 5 minutes au TBS, les inserts sont découpés de 

façon à garder uniquement le filtre qui est déposé sur lames en verre. Les filtres sont montés avec du 

Mowiol et lamelles de verre de 16 mm de diamètre. Les échantillons peuvent ensuite être observés au 

microscope confocal à fluorescence (FV1000, Olympus).  
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Tableau 10 : Anticorps secondaires utilisés en immunomarquage 

 

B. Duolink 

 Principe 

Le duolink, ou proximity ligation assay (PLA), est une technique qui permet de révéler une proximité 

entre deux partenaires d’intérêts lorsqu’ils sont à une distance inférieure à 40 nm grâce à l’utilisation 

d’anticorps primaires couplée à l’utilisation de sondes d’oligonucléotide (Figure 23). 

 

 

Figure 23 : Principe de la technique de proximity ligation assay 

 

 Protocole 

La technique de PLA est utilisée pour étudier la proximité de deux protéines au sein de cellules 

épithéliales cultivées sur inserts pendant 7 à 10 jours. La première étape nécessite la fixation 

d’anticorps primaires sur une nuit selon le protocole d’immunomarquage indirect décrit 

 Référence  Dilution 

Chicken anti-mouse Alexa Fluor 488 A-21200, ThermoFischer 1/100 

Goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 A-11034, ThermoFischer 1/100 

Donkey anti-goat Alexa Fluor 555 A-21432, ThermoFischer 1/200 

Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 555 A-31572, ThermoFischer 1/200 
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précédemment. Le lendemain les sondes PLA plus et minus (Tableau 11) sont diluées au 1/5ème dans 

du tampon TBS-BSA 1% et laissées à température ambiante 20 minutes.  

 

Sondes PLA Référence 

Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-Mouse PLUS DUO92001 

Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-Rabbit MINUS DUO92005 

Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-Goat PLUS DUO92003 

Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-Goat MINUS DUO92006 

Tableau 11 : Sondes PLA utilisées pour les expériences de duolink 
 
 

Les cellules sont rincées 2 fois 5 min avec du TBS-BSA 1% puis les sondes PLA sont déposées sur les 

cellules (environ 100µL par puits) et la plaque est déposée dans l’incubateur à 37°C pendant 1 heure 

sous agitation. Les cellules sont ensuite rincées 2 fois 5 min avec la solution de lavage A (0,01M Tris, 

0,15M NaCl, 0,05% tween 20). La solution de ligation est préparée au cours du dernier lavage en 

mélangeant la ligation sock au 1/5ème et la ligase au 1/40ème dans de l’eau milliQ. Ce mélange est déposé 

dans les puits et la plaque est mise à incuber 30 min à 37°C sous agitation. Les cellules sont ensuite 

rincées 2 fois 2 min avec la solution de lavage A. Pendant ce temps la solution d’amplification est 

préparée en mélangeant l’amplification stock au 1/5ème et la polymérase au 1/80ème dans de l’eau 

milliQ. À partir de cette étape le reste de l’expérience doit se dérouler à l’abri de la lumière. Ce dernier 

mélange est déposé dans les puits, la plaque est recouverte de papier aluminium puis placée dans 

l’incubateur à 37°C pendant 1h40 sous agitation. Les cellules sont ensuite rincées 2 fois 10 min avec la 

solution de lavage B (0,2M Tris, 0,1M NaCl). Les cellules sont rincées une dernière fois avec la solution 

B diluée au 0,01x. Les inserts avec les cellules sont découpés délicatement à l’aide d’un scalpel et sont 

montés entre lame et lamelle avec 10µL de milieu de montage qui contient du DAPI (DUO82040, Sigma 

Aldrich). Dans les jours qui suivent les échantillons sont observés au microscope confocal.  

Pour chaque condition, 6 enregistrements réalisés sur l’épaisseur du pseudo-épithélium sont analysés 

à l’aide du logiciel imaris (Oxford Instruments) en prenant soin de soustraire le bruit de fond de chaque 

enregistrement. Pour la quantification, le nombre de spots rouges, représentant le signal 

d’amplification de deux sondes qui se sont hybridées, est rapporté au nombre total de noyau au sein 

de l’enregistrement.  
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C. Mesure du courant CFTR en chambre de Ussing 

 Principe 

La chambre de Ussing a été imaginée par le zoologiste danois Hans Ussing dans les années 1950 pour 

mesurer le transport de sodium et de potassium à travers la peau de grenouille (Ussing and Zerahn, 

1951). Le principe de la chambre de Ussing repose sur la propriété d’étanchéité de l’épithélium, ainsi 

que sur l’existence d’une asymétrie de distribution des protéines de transport. Il en résulte un flux 

d’ions et de solutés au travers du tissu. La technique de chambre de Ussing est utilisée pour étudier 

les transports ioniques au travers d’un épithélium d’un grand nombre de tissus ou de culture de 

cellules épithéliales. Pour notre étude, l’objectif est de mesurer le passage des ions Cl-  au travers du 

pseudo-épithélium de cellules pulmonaires humaines différenciées. Pour cela un gradient d’ions 

chlorure est appliqué entre le compartiment basolatéral et le compartiment apical, de façon à favoriser 

le passage des ions dans le sens d’une absorption du côté basolatéral et d’une sécrétion du côté apical.  

 

 Mise en place du système  

Certains composés pharmacologiques, et particulièrement le VX-770, ont la propriété de rester coller 

sur les parois des cuves en plexiglas qui forment les chambres de Ussing. Pour éviter toute 

contamination des tracés, après chaque expérience réalisée, les cuves sont mises à tremper quelques 

heures dans une solution à 1,5 % (m/v) de phosphate (04277, Sigma Aldrich), puis nettoyées avec un 

goupillon. Elles sont ensuite rincées à l’eau puis trempées dans une solution d’HCl 0,1 % afin de 

neutraliser tous les résidus de phosphate. Enfin les cuves sont ensuite mises à tremper dans une 

bassine d’eau milliQ avant de pouvoir être utilisées.   

Un insert vide de référence est disposé entre les chambres apicale et basale. Les électrodes, 

composées d’agar-KCl, sont insérées dans le dispositif : les électrodes de voltage, qui vont mesurer la 

ddp des cellules polarisées, sont placées au plus proche de l’insert et les électrodes de courant, qui 

vont injecter le courant nécessaire pour le maintien de la ddp fixe au cours de l’expérience, sont 

placées à côté des électrodes de voltage. 2 mL de milieu krebs apical et basal (Tableau 12) sont déposés 

dans chacune des cuves, le système de bullage (95% O2 / 5% CO2) est allumé et la référence est fixée à 

0 mV.  
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L’insert qui contient le pseudo-épithélium est ensuite disposé entre les deux chambres de plexiglas à 

la place de l’insert de référence, 4 mL des milieux krebs apical et basal sont disposés dans les cuves et 

le circuit est clampé à 0mV. Le courant de court-circuit, correspondant au courant qu’il est nécessaire 

d’injecter dans le circuit pour annuler la ddp, est mesuré par le voltmètre (VCC MC2, Physiologic 

Instruments), amplifié et visualisé en direct avec le logiciel « acquire and analysis » (Physiologic 

Instrument). Le courant de court-circuit, autrement appelé Isc, est exprimé en µA/cm2. Il représente le 

passage des ions à travers le pseudo-épithélium.   

 

 Protocoles utilisés 

Toutes les substances pharmacologiques utilisées ont été disposées dans les cuves du côté apical, sauf 

indications contraires. Dans tous les protocoles, l’amiloride (100µM) est ajouté au début de 

l’expérience pour bloquer le canal ENaC. Le CFTRinh172 (10 µM) puis l’UTP (100µM) sont également 

ajoutés à la fin de l’expérience dans tous les protocoles pour attester de la spécificité de l’activation 

du CFTR ainsi que de la mobilisation calcique, respectivement.  

Deux types de protocoles sont réalisés. Dans le protocole 1 le canal CFTR est d’abord activé par la 

forskoline (10 µM), puis les inhibiteurs sont ajoutés dans les cuves (Figure 24 A). Dans le protocole 2 

l’ajout des inhibiteurs dans les cuves précède l’activation du CFTR (Figure 24 B).  Ce dernier protocole 

est plus largement utilisé au cours de notre étude.  

 

 

 

Milieu Krebs Apical 

NaCl : 1,2 mM 

Nagluconate : 115 mM 

NaHCO3 : 25 mM 

MgCl2 : 1,2 mM 

CaCl2 : 4 mM 

KH2PO4 : 2,4 mM 

K2HPO4 : 1,24 mM 

Mannitol : 10mM 

pH : 7,4 (NaOH) 

Milieu Krebs Basal 

NaCl : 115 mM 

NaHCO3 : 25 mM 

MgCl2 : 1,2 mM 

CaCl2 : 1,2 mM 

KH2PO4 : 2,4 mM 

K2HPO4 : 1,24 mM 

Glucose : 10 mM 

pH : 7,4 (NaOH) 

Tableau 12 : Composition des milieux utilisés pour la chambre de Ussing 
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 Applications 

L’épithélium rectal présente l’avantage d’exprimer la protéine CFTR en quantité importante et d’être 

accessible par rapport à l’épithélium pulmonaire. Ainsi la chambre de Ussing est utilisée pour mesurer 

le courant de court-circuit sur des biopsies rectales de patients comme moyen diagnostic pour la 

mucoviscidose (Mall et al., 2004) et également pour évaluer l’efficacité de nouveaux médicaments au 

cours des essais cliniques de phase II (Clancy et al., 2013). 

L’utilisation de la technique s’étend au-delà du champ de la mucoviscidose puisqu’elle est utilisée pour 

mesurer la perméabilité apparente de molécules à travers l’épithélium intestinal. Il est par exemple 

possible de corréler la perméabilité de molécules au niveau du jéjunum humain à celle mesurée au 

niveau du jéjunum de rat en chambre de Ussing, pour prédire le passage de nutriments et de 

médicaments de l’intestin vers le sang (Lennernäs, 2007).  

 

D. Mesure du Ca2+ intracellulaire 

 Principe 

L’enregistrement des variations de Ca2+ intracellulaire peut se faire via l’utilisation de sondes calciques 

fluorescentes. Le Fluo-4-AM est un exemple de sonde calcique composée d’un chélateur calcique, d’un 

fluorophore pour permettre la visualisation des variations de Ca2+ et de groupements acetoxymethyl 

ester (AM) qui permettent le franchissement de la barrière cellulaire (Figure 25).    

 

Figure 24 : Représentation des deux protocoles utilisés au cours des expériences en chambre de 
Ussing 
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Grace à l’ajout de groupements AM la sonde est suffisamment hydrophobe pour franchir les 

membranes cellulaires. À l’intérieur des cellules, les groupements AM sont estérifiés par les estérases 

cellulaires et le chélateur calcique se retrouve disponible pour lier le Ca2+ intracellulaire. L’excitation à 

480 nm permet de révéler une émission de fluorescence qu’il est possible de suivre dans le temps et 

qui est le reflet de la concentration calcique intracellulaire.  

 

 Protocole 

Les cellules sont cultivées dans des boites fond verre jusqu’à 80% de confluence. Les boites sont rincées 

deux fois avec une solution de Krebs 2,5 mM Ca2+ puis sont incubées pendant 25 minutes à 

température ambiante et à l’abri de la lumière dans une solution à 3 µM de Fluo-4-AM dilué dans du 

Krebs Tableau 13. Les cellules sont ensuite rincées deux fois avec une solution de Krebs 2,5 mM Ca2+ 

ou 0 mM Ca2+ en fonction de l’expérience, puis la boite est placée sur un microscope inversé (Zeiss). 

Les cellules chargées sont visualisables grâce à l’excitation à 488 nm, une première image (F0) est prise 

sur un champ d’une vingtaine de cellules qui sont individuellement sélectionnées pour réaliser les 

enregistrements. Cette première image correspond à la fluorescence basale émise par les cellules et 

correspondant finalement à la concentration de Ca2+ basale avant toute stimulation. L’acquisition peut 

ensuite être démarrée : la zone sélectionnée est excitée à 488 nm et une image (Fx) est enregistrée 

toutes les 2 secondes durant 5 à 8 minutes. Chaque image Fx est comparée à l’image F0 pour visualiser 

en temps réel la variation de fluorescence.  

 

 
 

 
 
 
 

Figure 25 : Structure de la sonde Fluo-4-AM 
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Milieu Krebs 2,5 mM Ca2+ 

NaCl : 118,4 mM 

KCl : 4,7 mM 

CaCl2 : 2,5 mM 

KH2PO4 : 1,2 mM 

MgSO4 : 1,2 mM 

NaHCO3 : 2,5 mM 

Glucose: 11,7 mM 

Qsp H2O 

pH : 7,4 (NaOH) 

330 mosmol (mannitol) 

Milieu Krebs 0mM Ca2+ 

NaCl : 118,4 mM 

KCl : 4,7 mM 

KH2PO4 : 1,2 mM 

MgSO4 : 1,2 mM 

NaHCO3 : 2,5 mM 

Glucose: 11,7 mM 

Qsp H2O 

pH : 7,4 (NaOH) 

330 mosmol (mannitol) 

 

Tableau 13 : Composition des milieux utilisés pour la mesure de Ca2+ intracellulaire 
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Les résultats sont présentés en trois parties. La première partie aborde le rôle des phospholipases C 

dans le courant chlorure CFTR-dépendant et a abouti à un article scientifique en préparation. Ces 

résultats sont exposés sous la forme d’un article scientifique alimenté de résultats complémentaires à 

l’étude et non publiés. La deuxième partie porte sur l’implication des phospholipases C dans l’influx 

calcique des cellules épithéliales bronchiques non CF et CF et la troisième partie traite plus 

concrètement du rôle de la PLCδ1 et de ses partenaires dans la régulation de cet l’influx calcique. Les 

trois parties du projet ont été menées en parallèle dès le début de la thèse, puis nous avons décidé de 

nous concentrer plus particulièrement sur la première partie qui a donné des résultats intéressants 

pour la compréhension des constituants endogènes fondamentaux impliqués dans la sécrétion 

chlorure. Aussi nous voulons prévenir que les expériences montrées au sein de la deuxième et 

troisième partie correspondent à des résultats préliminaires pour l’étude des phospholipases C dans 

la régulation des canaux TRP dans les cellules épithéliales bronchiques.  

 
 

PARTIE I : Implication des phospholipases C dans le courant chlorure dépendant 
du CFTR dans les cellules épithéliales bronchiques CFBE-WT et CFBE-F508del 
corrigées 

 

A. Contexte 

Parmi les acteurs cellulaires, bien connus à présent, qui participent à l’activité du canal CFTR nous 

retrouvons la PKA, la PKC et l’ATP (Billet et al., 2015; Dahan et al., 2001; Gadsby and Nairn, 1999; Jia et 

al., 1997; Seavilleklein et al., 2008). Un nombre croissant d’articles mettent aussi en avant le rôle du 

Ca2+ dans l’activation du canal CFTR (Billet and Hanrahan, 2013; Bozoky et al., 2017; Domingue et al., 

2016; Ivonnet et al., 2015; Lérias et al., 2018). Les phospholipases C, en produisant, d’une part, de l’IP3 

qui augmente le Ca2+ intracellulaire et, d’autre part, du DAG qui permet d’activer les PKC, peuvent être 

considérées comme des activateurs du canal CFTR. Il a d’ailleurs été montré que les PLC jouaient un 

rôle dans le courant CFTR-dépendant suite à l’activation par le peroxyde d’hydrogène (Ivonnet et al., 

2015), les acides désoxycholique et chénodésoxycholique (Domingue et al., 2016) et l’adénosine 

(Wang et al., 2008a). Nous avons voulu savoir dans quelle mesure les PLC participent, au cours d’une 

activation par la forskoline, au courant CFTR-WT et également, au court d’une stimulation forskoline + 

VX 770, au courant CFTR-F508del corrigé par la température, dans les lignées épithéliales bronchiques 

humaines. 
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B. Résumé de l’article 

Par des expériences en chambre de Ussing sur des cellules cultivées sur inserts nous avons regardé 

l’effet de l’inhibition des PLC (inhibition pharmacologique ou interférence par ARN) en mesurant deux 

paramètres : i) le ΔIsc CFTRinh-172 vingt minutes après l’activation du CFTR par de la forskoline (pour 

les cellules qui expriment la protéine CFTR-WT) ou par de la forskoline + du VX 770, un activateur du 

canal CFTR-F508del (pour les cellules qui expriment la protéine CFTR-F508del), et qui représente la 

portion de courant activée dépendante du canal CFTR (Figure 26 A) et ii) le ratio ΔIsc CFTRinh-172/ΔIsc 

forskoline ± VX 770 qui rend compte du courant CFTR-dépendant encore activé au bout de 20 minutes 

par rapport à l’activation initiale et qui témoigne finalement de la perte du courant en fonction du 

temps (Figure 26 B).  

 

Nous avons, dans un premier temps, regardé l’effet de l’inhibition pharmacologique des PLC par 

l’inhibiteur U73122 ou son analogue inactif U73343 en comparant entre les deux conditions le ΔIsc 

CFTRinh-172 vingt minutes après l’activation du canal CFTR. Nous avons observé que l’inhibition des 

PLC diminue le courant CFTR-dépendant dans les cellules qui expriment la protéine CFTR-WT de 

manière endogène (16HBE14o-) mais également dans les cellules CFBE41o- qui sur-expriment la 

protéine CFTR-WT (CFBE-WT) ou qui sur-expriment la protéine CFTR-F508del corrigée par la 

température (CFBE-F508del). Suite à ces expériences nous avons estimé que les PLC participent à 

hauteur de 33 % dans le courant CFTR-dépendant activé par la forskoline ± VX 770. Nous avons ensuite 

voulu savoir quelles étaient les isoformes de PLC qui rentrent en jeux dans le courant CFTR-dépendant. 

Figure 26 : Paramètres mesurés au cours des expériences en chambre de Ussing 
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Nous nous sommes focalisés sur 3 isoformes de PLC qui sont décrites comme étant exprimées dans les 

cellules pulmonaires : la PLCδ1, la PLCγ1 et la PLCβ3 (Bale et al., 2018; Bezzerri et al., 2011; Rimessi et 

al., 2018; Vachel et al., 2015; Xu et al., 2013). Après avoir vérifié par western blot que ces trois 

isoformes étaient exprimées dans nos lignées épithéliales bronchiques, nous avons transfecté des 

siRNA dirigés contre ces trois protéines dans la lignées 16HBE14o-. Par rapport aux cellules 

transfectées avec le siRNA contrôle, nous n’avons pas observé de différence significative du courant 

CFTR-dépendant avec le siRNA PLCδ1 (ΔIsc CFTRinh-172 = 10,6 ± 1,9 µA/cm2 pour la condition siRNA 

contrôle versus 9,1 ± 1,7 µA/cm2 pour la condition siRNA PLCδ1). Nous avons observé, en revanche, 

une diminution significative du courant CFTR-dépendant avec le siRNA PLCγ1 (ΔIsc CFTRinh-172 = 10,3 

± 1,8 µA/cm2 pour la condition siRNA contrôle versus 6,0 ± 1,6 µA/cm2 pour la condition siRNA PLCγ1) 

et avec le siRNA PLCβ3 (ΔIsc CFTRinh-172 = 7,1 ± 1,1 µA/cm2 pour la condition siRNA contrôle versus 

2,4 ± 0,3 µA/cm2 pour la condition siRNA PLCβ3). La PLCγ1 et la PLCβ3 participent donc au courant 

CFTR-dépendant dans les cellules qui expriment la protéine CFTR-WT de manière endogène. Pour la 

suite du projet nous nous commes concentrés sur la PLCβ3 et nous avons regardé son rôle dans le 

courant CFTR-F508del corrigé par la température dans les cellules CFBE-F508del et dans le courant 

CFTR-WT dans les cellules contrôles CFBE-WT. Nous avons observé que la PLCβ3 participe également, 

à hauteur de 25 %, à la fois dans le courant CFTR-F508del corrigé et dans le courant CFTR-WT. Nous 

avons ensuite comparé par western blot l’expression totale de la protéine CFTR dans les lignées 

CFTR-F508del et CFBE-WT transfectées avec le siRNA PLCβ3 ou le siRNA contrôle pour trouver une 

explication à la diminution du courant CFTR-dépendant observée dans les cellules transfectées avec le 

siRNA PLCβ3. Curieusement nous avons observé une diminution significative de l’expression de la 

protéine CFTR dans la lignée CFBE-WT mais cette diminution n’a en retour pas été observée dans les 

cellules CFBE-F508del. Il est possible que la diminution d’expression de CFTR observée dans les 

CFBE-WT en présence du siRNA PLCβ3 joue un rôle dans la diminution du courant CFTR-dépendant 

mais elle ne peut néanmoins expliquer à elle seule cette diminution puisqu’elle concerne pareillement 

les deux lignées : CFBE-F508del et CFBE-WT. Il faut noter que les western blots CFTR ont été réalisés à 

partir de lysats totaux et ne témoignent pas de l’expression du canal CFTR à la membrane.  

 

Nous avons ensuite regardé si la diminution de courant observée avec l’inhibition pharmacologique 

des PLC et celle observée avec la transfection du siRNA PLCβ3 étaient reliées. Pour cela nous avons 

utilisé l’inhibiteur pharmacologique sur des cellules CFBE-F508del et CFBE-WT transfectées avec le 

siRNA PLCβ3. Nous avons remarqué que l’inhibiteur pharmacologique U73122 diminue de manière 

équivalente le courant CFTR-dépendant dans les siRNA PLCβ3 et les siRNA contrôle, ceci dans les deux 

lignées. Ce résultat semble indiquer que d’autres PLC que l’isoforme PLCβ3 participent au courant 

CFTR-dépendant. En effet, nous avions observé, dans la lignée 16HBE14o-, que la PLCγ1 joue aussi un 
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rôle dans le courant CFTR-dépendant. Cependant la comparaison des ratios ΔIsc CFTRinh-172/ΔIsc 

forskoline ± VX 770 entre l’utilisation de l’inhibiteur pharmacologique des PLC ou la condition siRNA 

PLCβ3 a révélé que l’inhibiteur des PLC induit une chute du courant CFTR-dépendant qui n’est pas 

observée pour la transfection avec le siRNA PLCβ3. Ce résultat révèle donc des différences entre, d’un 

côté, l’effet induit par l’inhibiteur pharmacologique et, de l’autre, celui provoqué par la diminution 

d’expression de la PLCβ3 par la technique de siRNA.  

Le courant CFTR-dépendant enregistré en chambre de Ussing grâce à l’application d’un gradient 

chlorure est un courant global qui comprend, bien sur, l’activité du canal CFTR, mais également celle 

d’autres canaux qui participent à la sortie des ions chlorure et qui peuvent être exprimés du côté apical 

ou basolatéral du pseudo-épithélium. Pour expliquer la chute du courant CFTR-dépendant dans le 

temps en présence de l’inhibiteur U73122, nous avons cherché à identifier la cible de cet agent 

pharmacologique. Ainsi les mêmes expériences (inhibition des PLC puis activation du canal CFTR) ont 

été à nouveau réalisées, mais cette fois en inhibant au préalable les canaux chlorures, autres que CFTR, 

exprimés soit en apical, soit en basolatéral par le DIDS (4’4’-Diisothiocyanatostilbene-2,2’- disulfonic 

acid) dans les lignées CFBE-F508del corrigée et CFBE-WT. Nous avons observé que la chute du courant 

due à la présence de l’inhibiteur des PLC était toujours observée lorsque le DIDS était disposé du côté 

basolatéral de la chambre de Ussing mais qu’elle n’était plus observée lorsque le DIDS était disposé du 

côté apical de la chambre de Ussing. Nous en concluons que les PLC participent au courant chlorure 

CFTR-dépendant en stimulant d’autres canaux chlorures exprimés du côté apical des cellules 

épithéliales bronchiques. Dans le but de savoir si ces canaux étaient activés de manière dépendante 

du Ca2+, nous avons réalisé les mêmes expériences (inhibition des PLC puis activation du canal CFTR) 

en incubant au préalable les cellules avec le chélateur calcique intracellulaire BAPTA-AM. Il se trouve 

que même en présence du BAPTA-AM nous avons observé une chute du courant CFTR-dépendant en 

présence de l’inhibiteur U73122. Nous en concluons que les PLC exercent une action sur des canaux 

chlorures autres que CFTR et qui ne sont pas sous la dépendance du Ca2+ intracellulaire.   

Pour finir nous avons regardé l’influence des PLC sur les canaux chlorure activés par le Ca2+ (CaCC) via 

une stimulation par l’UTP. Dans les deux lignées, CFBE-F508del corrigée et CFBE-WT, nous avons 

observé le même effet, à savoir que la stimulation des canaux CaCC par l’UTP est diminuée en présence 

de l’inhibiteur pharmacologique des PLC, mais également lorsque les cellules sont transfectées avec le 

siRNA PLCβ3.  

 

En résumé nous avons mis en évidence un rôle des phospholipases C dans le courant chlorure 

CFTR-dépendant et également dans le courant chlorure activé par le Ca2+, dans les cellules épithéliales 

bronchiques CFBE-WT mais aussi CFBE-F508del corrigées.  
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Phospholipase C controls chloride-dependent short-circuit current in 

human bronchial epithelial cells 

Chloé Grebert, Fréderic Becq, and Clarisse Vandebrouck 

Abstract  

Chloride secretion by airway epithelial cells is primordial for water and ion homeostasis and airways 

surface prevention of infections. This secretion is impaired in several human diseases, including cystic 

fibrosis, a genetic pathology due to CFTR gene mutations leading to chloride channel defects. A 

potential therapeutic approach is aiming at increasing chloride secretion either by correcting the 

mutated CFTR itself or by stimulating non-CFTR chloride channels at the plasma membrane. Here we 

studied the role of phospholipase C in regulating the transepithelial chloride secretion in human airway 

epithelial 16HBE14o- and CFBE cells over expressing WT- or F508del- CFTR. Western blot analysis 

shows expression of the three endogenous PLC isoforms PLC1, PLC1 and PLC3 in 16HBE14o- cells. 

In 16HBE14o- cells we performed Ussing chamber experiments after silencing each of these PLC 

isoforms or using the PLC inhibitor U73122 or its inactive analogue U73343. Our results show the 

involvement of PLC3 and PLC1 in CFTR-dependent short-circuit current activated by forskolin, but 

not PLC1. In CFBE-WT CFTR and corrected CFBE F508del CFTR cells, siRNA-PLC3 also inhibit CFTR 

dependent current activated by forskolin and UTP-activated calcium-dependent chloride channels 

(CaCC). Our study supports the importance of PLC in maintaining CFTR dependent chloride secretion 

over time, getting maximal CFTR-dependent current and increasing CaCC activation in bronchial 

epithelial cells.   

Keywords: CFTR - Phospholipase C - PLCβ3 - GPCR signalling - CaCC - CFBE epithelial cells 

 

Introduction 

The Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) channel is expressed in epithelial 

cells (airways, intestines, pancreas) and controls chloride, bicarbonate and water transport [1]. CFTR 

gene mutations lead to Cystic Fibrosis (CF), a lethal disease characterized by pancreatic insufficiency, 

pulmonary obstructions, and infertility, among other symptoms. In the case of the most common CFTR 

mutation F508del-CFTR, the protein is prematurely degraded, therefore not expressed at the plasma 

membrane (PM) and not functional. Therefore, most of the therapeutic strategies are aiming at 

correcting the abnormal cell location, stability and channel activity of F508del-CFTR [2]. 
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CFTR activation depends on MgATP binding on nucleotide binding domains and phosphorylation of the 

R domain mediated by PKA, PKC or tyrosine kinases [3]–[7]. More recently, an increasing number of 

studies also showed the importance of calcium or pathways activated by calcium in CFTR activation 

[8], [9]. It is well known that phospholipase C (PLC) are responsible for increasing intracellular calcium 

by hydrolyzing phospholipids. To date, 13 isoforms of PLC in mammalian cells have been characterised 

[10]. Some are tissue-specific, and some have particular catalytic domains and physiological functions 

(for review, see [10]), but they all cleave phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) in diacylglycerol 

(DAG) and inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) [11]. This lipid hydrolysis potentially activates PKC and 

calcium signalling, two pathways involved in CFTR potentiation. For example, exchange protein directly 

activated by cAMP (EPAC), a protein involves in PLC activation and calcium mobilization [12] 

contributes to CFTR dependent chloride secretion by IBMX/forskolin [13], H2O2 [14], deoxycholic acid 

and chenodeoxycholic acid (CDCA) or even forskolin alone [15]. Moreover calmodulin, once activated 

by calcium, directly interacts with the R domain of CFTR to modulate its activity [9]. Ivonnet et al., 

demonstrated that CFTR-dependent Isc activation by H2O2 in differentiated normal human bronchial 

epithelial (NHBE) cultures was mediated by G protein-coupled receptor (GPCR) signaling, involving an 

increased [Ca2+]i and soluble adenylate cyclase (AC) activation, with the assistance of EPAC and PLC 

[14]. Domingue et al., showed that in human colonic T84 cells, CDCA and carbachol stimulation of CFTR 

dependent Isc were both decreased after inhibition of PLC [15].  

Therefore, there is extensive evidence in favour of a physiological involvement of PLC signalling in CFTR 

activity. The aim of our study was to investigate whether PLC could play a role in forskolin-stimulated 

CFTR-dependent short circuit current in normal airway epithelial 16HBE14o-, CFBE-WT cells and in 

temperature corrected CFBE-F508del cells. We identified PLCβ3 and PLCγ1 as the major isoforms, and 

investigated its function in human airway epithelial cells. We propose that these PLC isoforms 

participate in bronchial chloride secretion in either WT-CFTR and corrected F508del-CFTR expressing 

cells in two different manners: one involving non-CFTR chloride channels and one involving CFTR.  

A better understanding of WT-CFTR and F508del-CFTR is crucial in the context of CF to potentiate 

mutated CFTR and we will describe here a way of CFTR regulation involving phospholipases C.  

  

Materials and methods 

Reagents 

Amiloride (A7410), UTP (Uridine 5’ triphosphate, U6875), forskolin (F6886), U73343 (U6881), U73122 

(U6756), fibronectin (F0895), penicillin streptomycin (P0781), DIDS (4,4’ Diisothiocyanatostilbene 2,2’ 

disulfonic acid disodium, D3514), rabbit polyclonal anti human actin (1/5 000, A2066), goat anti mouse 
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secondary antibody conjugated to peroxidase (1/10 000, A0168) and goat anti rabbit secondary 

antibody conjugated to peroxidase (1/10 000 : A0545) were purchased from Sigma-Aldrich; 

CFTRinh-172 (219670), BAPTA-AM (196419), mouse monoclonal anti human CFTR (1/1 000, MAB3480) 

and chemiluminescent HRP substrate (WBKLS0500) were from Merck Millipore; Ivacaftor (VX770, 

S1144) was from Selleckchem; mouse monoclonal anti human PLCδ1 (1/200, (D-7): sc-393464), mouse 

monoclonal anti human PLC1 (1/200 (E-12): sc-7290), mouse monoclonal anti human PLCβ3 (1/200 

(D-7): sc-133231), mouse monoclonal anti human NaK ATPase (1/1 000, 21712) were from Santa Cruz 

Biotechnology; duplex PLC1 siRNA (20 mM, sc-40841), duplex PLC1 siRNA (40 mM, sc-29452), duplex 

PLC3 siRNA (20 mM, sc-36272) control siRNA (control A siRNA, 20 or 40 mM, sc-37007) were from 

Santa Cruz Biotechnology; Puromycin (A1113803) was from ThermoFischer; cOmpleteTM protease 

inhibitor cocktail (11836170001) was from Roche; INTERFERin® (409-10) was from Polyplus 

transfection.  

 

Cell culture 

Non-CF human bronchial epithelial cell line (16HBE14o-) was cultured in Eagle Minimum Essential 

Medium (BE12-662F, Lonza) supplemented with 1.8 mM L-glutamine, 10 % foetal bovine serum (FBS) 

and 0.05 mg/mL plasmocin. CF human bronchial epithelial cell lines stably expressing WT-CFTR (CFBE 

WT) or F508del-CFTR (CFBE F508del) were cultured in minimum essential medium (10370 047, Gibco) 

supplemented with 1.8 mM L-glutamine, 10 % foetal bovine serum (FBS), 1 % penicillin/streptomycin 

and 0.005 mg/mL puromycin as selective antibiotic. For all experiments, cells were grown at air-liquid 

interface until tight junction formation (about 7-10 days) on fibronectin-coated permeable supports 

(12 mm SnapwellTM insert, 1.12cm2 surface area (3407, Corning)). All cells were maintained at 37°C 

in 95 % O2 – 5 % CO2.   

Western Blotting 

16HBE14o-, CFBE-WT and CFBE-F508del cells were lysed with a lysis buffer containing 50 mM Tris-HCl 

pH 7.6, 150 mM NaCl, 10 mM NaF, 1mM Na3VO4 and 0.5% (vol/vol) NP40 supplemented with protease 

inhibitor cocktail at 20 µg/mL. Cells were incubated at 4°C for 30 min and centrifuged at 20,000 × g for 

5 min. After centrifugation, the supernatants were collected and total proteins were quantified using 

the bicinchoninic acid assay (BCA). 50 µg of total proteins were solubilized in Laemmli sample buffer 

(at a 1:5 dilution), run on a 10 % SDS/PAGE gel and transferred onto nitrocellulose membranes 0.45 

µm (10600008, GE Healthcare). Membranes were blocked with 5 % (w/v) skim milk powder in 

Phosphate Buffer Saline (PBS) 0.1 % Tween 20 and incubated at 4°C overnight with primary antibodies. 

Then, membranes were incubated with corresponding horseradish peroxidase-conjugated secondary 
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antibodies for 1h in saturation buffer at 4°C and membranes were incubated with chemiluminescent 

HRP substrate for 2 min. Chemiluminescent signals were acquired using GeneGnome (Syngene) and 

signal intensity was quantified using ImageJ software.  

Short-circuit current (Isc) measurements  

Cells grown on SnapwellTM inserts (16HBE14o-, CFBE-WT or temperature corrected CFBE-F508del at 

27°C for 24 hours [16]) were mounted in Ussing chambers (Physiologic instrument, San Diego, CA). 

Cells were bathed in asymetric apical and basolateral buffer allowing a basal to apical chloride gradient. 

The apical solution contained in mM; 1.2 NaCl, 115 Nagluconate, 25 NaHCO3, 1.2 MgCl2, 4 CaCl2, 2.4 

KH2PO4, 1.24 K2HPO4, 10 mannitol adjusted to pH 7.4 with NaOH. The basolateral solution contained 

in mM; 115 NaCl, 25 NaHCO3, 1.2 MgCl2, 1.2 CaCl2, 2.4 KH2PO4, 1.24 K2HPO4, 10 glucose adjusted to pH 

7.4 with NaOH. Short-circuit currents (Isc) were monitored using a VCC MC2 voltage clamps 

(Physiologic instrument) and recorded using Acquire and Analysis software (Physiologic instrument). 

Apical and basolateral solutions were maintained at 35-37°C for 16HBE14o- and CFBE-WT and at 

33-35°C for CFBE-F508del, to minimize the loss of F508del-CFTR- dependent short circuit current that 

appears around 37°C [17]. Both solutions were gassed with 95 % O2 – 5 % CO2. Pharmacological 

reagents were added to the apical bathing solution: at the beginning of all experiments amiloride (100 

M) was added to inhibit sodium reabsorption, and 20 min later, CFTR activation was induced by 

forskolin (10 M)  VX770 (1 M), a CFTR potentiator. Finally, CFTR-inh172 (10M) was added to 

inhibit CFTR specific Cl- secretion. The use of UTP (100 µM) after CFTR inhibition has been used to 

control calcium activated chloride channels (CaCC) activity. Variations of CFTR dependent short circuit 

current in response to the addition of drugs were measured and represented on graphs as ΔIsc.  

Small interfering RNA transfection  

Decreased expression of PLC1, PLC1 or PLC3 were performed using siRNA transfections of polarized 

16HBE14o- and CFBE41o- stably expressing the WT-CFTR or F508del-CFTR cell lines before Ussing 

chambers experiments. Duplex PLC1, PLC1, and PLC3 siRNA or control siRNA were transfected using 

INTERFERin® during cell seeding, according to the reverse transfection protocol provided by the 

manufacturer, to allow siRNA membrane-crossing before tight-junction formation, as further 

described in [18]. After 2 days, media was replaced, and cells were grown under air-liquid interface on 

SnapwellTM inserts for 5 more days. 

Statistics 

Results are reported as means  SEM of minimum 6 observations. Differences were assessed using the 

Wilcoxon paired test, since for all experiments each treated insert had its control counterpart, with 
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P<0.05 considered significant (*). *P<0.05, **P<0.01. Tests were performed using GraphPad Prism 6 

software.  

 

  

Results 

Phospholipase C pharmacological inhibition decreases corrected F508del- and WT- CFTR dependent 

Isc 

First, we used the polarized bronchial epithelial 16HBE14o- cells, endogenously expressing WT-CFTR, 

to study the consequence of blocking PLC on CFTR-dependent short-circuit current (noted hereafter 

Isc-CFTR). These cells, grown into an air-liquid interface, were mounted in Ussing chambers, forskolin 

(10 M) was added to activate CFTR and 20 min later CFTR was blocked with its specific inhibitor 

CFTRinh-172 (10 M). We determined Isc CFTRinh-172 as it represents the CFTR-dependent fraction 

of the global Isc (Fig. 1). The addition of the broad-spectrum PLC inhibitor U73122 (3 M) before 

forskolin activation significantly reduced Isc-CFTR compared to U73343 addition (3 µM), its inactive 

analogue (Fig. 1A). Then we tested the effect of PLC inhibition on temperature-corrected F508del-CFTR 

activity. To identify the role of PLC in F508del-CFTR activity, we used the CFBE cell line stably 

transfected with F508del-CFTR and its control stably expressing WT-CFTR (Fig. 1B-C). We showed that 

PLC inhibition decreases both corrected F508del-CFTR and WT-CFTR dependent Isc activated by 

forskolin + VX770 or forskolin alone, respectively. 

 

PLC silencing in 16HBE14o- confirms their participation to endogenous WT-CFTR- dependent Isc 

activated by forskolin  

In order to identify the PLC isoforms involved in CFTR-dependent Isc, we focused on the 3 isoforms 

known to be expressed in bronchial cells [19]–[21]: PLCδ1, PLCγ1, and PLCβ3. By western blotting 

experiments, we showed that all three isoforms are expressed in our cell models (Fig. 2). Then, we 

undertook a silencing strategy to downregulate the three PLC isoforms and compared the Isc-CFTR. 

Determination of the Isc CFTRinh-172 shows that PLC1 silencing did not affect CFTR-dependent Isc 

(Fig. 3A and D). On the contrary, PLC1 silencing, or PLC3 silencing, decreased CFTR-dependent Isc by 

50% (Fig. 3B-D). The transfection efficiency of PLCδ1, PLCγ1 and PLCβ3 was controlled by western 

blotting after Ussing chamber experiments and revealed a significant reduction of the three isoforms 

expression (Fig. 3E-F). Our results showed that PLC3 and PLC1 are involved in endogenous WT-CFTR 

potentiation when activated by forskolin.  
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PLCβ3 silencing decreases corrected F508del- and WT-CFTR-dependent Isc in CFBE cells  

Silencing the three PLC isoforms in 16HBE14o- cells indicates that silencing PLCβ3 is more prone to 

decrease forskolin-activated Isc compared to other PLC isoforms. We then measured the effect of 

PLCβ3 silencing on CFTR-dependent Isc in the CFBE cell lines. Figure 4 shows that PLCβ3 silencing 

significantly reduced CFTR-dependent Isc activated by forskolin + VX770 in corrected CFBE-F508del 

cells or by forskolin alone in CFBE-WT cells (Fig. 4A-B). We performed Western blot experiments with 

the cells on inserts mounted in Ussing chambers. We measured a 50% reduction of PLCβ3 protein 

expression in siRNA conditions compared to control siRNA (Fig. 4C-D). Since siRNA transfections were 

performed 7 days before short-circuit measurement experiments, we hypothesized that PLC3 

silencing over a week could have consequences on cellular protein expression as it has already been 

shown that DAG modulates membrane protein expression [22]. Therefore, we achieved western 

blotting experiments to control CFTR expression in PLC3 siRNA and control siRNA transfected CFBE 

cells (Fig. 4E). PLCβ3 siRNA transfection significantly reduced total CFTR protein expression in WT-CFTR 

expressing but not in F508del-CFTR expressing CFBE cells.  

 

PLC pharmacological inhibition also decreases CFTR-dependent Isc in PLCβ3 siRNA transfected cells 

To assess whether PLC pharmacological inhibition and PLCβ3 silencing could lead to the same effect 

on CFTR-dependent Isc, CFBE-F508del and CFBE-WT cells transfected with PLCβ3 siRNA were treated 

with U73122. Figure 5 shows that adding U73122 decreases both control siRNA and PLCβ3 siRNA 

transfected Isc CFTRinh-172 in corrected CFBE-F508del and CFBE-WT cells compared to inactive 

analogue treatment, i.e. U73343. We compared the slope, reflecting the instability of CFTR dependent 

short circuit current over time, for each experiment, by measuring Isc CFTRinh-172 to Isc forskolin 

± VX770 ratio in cells treated with either U73122 or U73343 (Fig. 6A-B), PLCβ3 siRNA and control siRNA 

transfected CFBE cells (Fig. 6C-D) and between both U73122/inactive analogue plus PLCβ3 

siRNA/control siRNA treated CFBE cells (Fig. 6E-F). In fact, for both corrected F508del-CFTR and WT-

CFTR cells, Isc CFTRinh-172 to Isc forskolin ± VX770 ratio is decreased by U73122 (about 0.6 µA/cm2 

and 0.8 µA/cm2, respectively) compared to inactive analogue (0.8 µA/cm2 and 1 µA/cm2, respectively) 

while it does not change between PLCβ3 siRNA and control siRNA conditions (about 0.8 µA/cm2 and 1 

µA/cm2, respectively). These results reveal that CFTR-dependent Isc is stable over time in PLCβ3 siRNA 

transfected cells but decreases when PLC pharmacological inhibition is used. With U73122, for both 

corrected F508del-CFTR and WT-CFTR cells, Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± VX770 ratio of PLCβ3 

siRNA transfected cells is significantly decreased, in the same proportion as for control transfected 

cells (about 0.6 µA/cm2 and 0.8 µA/cm2, respectively). Taken together, it appears that PLC 
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pharmacological inhibition and PLCβ3 silencing modulate CFTR-dependent Isc through two different 

mechanisms. 

 

 

 

Decreased CFTR-dependent Isc by PLC pharmacological inhibition is cancelled by DIDS  

Next, we tested the effect of blocking basolateral or apical non-CFTR chloride channels by adding 4,4’-

Diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic acid (DIDS), a non-CFTR chloride channel inhibitor (Fig. 7), 

since DIDS is known to be deprotonated in aqueous solutions and therefore cannot go through 

biological membranes [23]. Adding DIDS to the basolateral chamber before U73122 did not affect 

CFTR-dependent Isc compared to DMSO condition in CFBE-F508del and CFBE-WT cells according to the 

Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± VX770 ratio (about 0.6 µA/cm2). However, the addition of DIDS to 

the apical chamber before U73122 cancelled CFTR-dependent Isc decrease compared to DMSO 

condition according to the Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± VX770 ratio (about 0.8 µA/cm2 and 1 

µA/cm2 for CFBE-F508del and CFBE-WT, respectively). This result shows that phospholipase C also 

probably potentiates chloride-dependent Isc through non-CFTR chloride channels. Then, we tested the 

effect of blocking intracellular calcium with the cell permeable calcium chelator BAPTA-AM on CFTR 

dependent Isc in presence of U73122 compared to control-treated cells (Fig. 8). The addition of BAPTA-

AM did not affect CFTR dependent Isc as measured by the ΔIsc CFTRinh-172 to ΔIsc Forskolin ± VX770 

ratio (about 0.5 µA/cm2 and 0.7 µA/cm2, respectively). Consequently, since the chloride channels 

inhibited by U73122 are activated even in the presence of BAPTA-AM, we can argue that the Isc 

decrease due to PLC inhibition is not dependent on intracellular calcium. We also measured 

CFTR-dependent short-circuit current in PLCβ3 siRNA or control siRNA transfected CFBE cells in 

presence of DIDS in the apical chamber. Our results show that in our experimental condition ΔIsc 

CFTRinh-172 was still diminished in PLC3 siRNA transfected CFBE cells compared to control siRNA 

transfected CFBE cells (data not shown). This is in agreement with the fact that PLC pharmacological 

inhibition and PLC silencing act on CFTR-dependent Isc through two resolutely different ways. 

 

Both PLC pharmacological inhibition and PLCβ3 silencing decrease CaCC activation in corrected CFBE 

F508del-CFTR and CFBE WT-CFTR cell lines 

PLCs are involved in DAG and IP3 production once activated, and therefore are controlling intracellular 

[Ca2+] increase [24]. Uridine triphosphate (UTP) is known to activate PLC pathway by activating P2Y 

receptors and its corresponding G protein [25], leading to a rise of intracellular [Ca2+], which can in 

turn, stimulates chloride channels activated by intracellular calcium (CaCC) at the plasma membrane. 

P2Y2 and P2Y4 receptors are expressed in the human epithelium and are activated by UTP [26], [27]. 
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In all our experiments, UTP was added at the end of the recordings, just after CFTR inhibition. ΔIsc UTP 

(µA/cm2) was measured to appraise PLC's involvement in CaCC activation (Fig. 9). We observed that in 

the presence of U73122 before forskolin activation, ΔIsc UTP was decreased compared to its inactive 

analogue in both corrected F508del-CFTR and WT-CFTR expressing CFBE cells (Fig. 9A-B). We also 

observed that ΔIsc UTP was decreased in PLC3 siRNA compared to control siRNA transfected CFBE 

cells (Fig. 9C-D). Finally, we showed that PLC inhibition can further decrease ΔIsc UTP in PLC3 siRNA 

transfected CFBE cells (Fig. 9E-F), as it was the case with ΔIsc CFTRinh-172. This set of experiments 

allowed us to conclude that PLC, and especially the PLCβ3 isoform, is involved in CaCC activation by 

UTP in both corrected CFBE-F508del and CFBE-WT cells.  

 

Discussion 

It was already shown that PLC are involved in chloride secretion in CFTR expressing bronchial and 

colonic cells [14], [15], [28], [29]. In this study, we identified PLC as a component controlling the 

chloride conductance activated by forskolin and UTP in polarized bronchial pseudo epithelia expressing 

WT- but also F508del- CFTR. Indeed, we showed that corrected F508del- and WT- CFTR-dependent 

short circuit current stability over time depends on PLC, which exerts its effect through a way involving 

apical chloride channels. In the same time, we showed that PLCγ1 and PLCβ3 were decisive for maximal 

CFTR-dependent Isc activation by forskolin in 16HBE14o- cells. Then, we tested the function of PLCβ3 

in both CFBE-WT cells and temperature corrected CFBE-F508del cells. We found that PLCβ3 expression 

is crucial, in both cell lines, to get maximal CFTR-dependent short circuit-current activation after 

forskolin stimulation. Finally, our experiments revealed that PLCβ3 contributes to UTP stimulated Isc.  

Ussing chambers experiments allowed us to record ions transported by CFTR across bronchial 

epithelium but also by other channels, including chloride ones. Indeed, we saw that when DIDS was 

added in the apical chamber, U73122 failed to decrease short-circuit current over time after forskolin 

stimulation, meaning that chloride channels blocked by DIDS, and expressed at the apical side of 

bronchial epithelium, are involved in short circuit-current. Three non-CFTR chloride channels are 

expressed in bronchial epithelial cells: the outwardly rectifying chloride channel (ORCC) [30], SLC26A9 

[31], [32], and calcium ion activated chloride channels such as TMEM16A [33], [34]. As the calcium 

chelator, BAPTA-AM, did not affect the impact of U73122 on CFTR-dependent short-circuit current 

stability over time, we can exclude TMEM16A to be the target of U73122 inhibitor. Both ORCC and 

SLC26A9 are sensitive to DIDS [32], [35], but it has been proposed that ORCC is rather expressed in the 

basolateral membrane of lung epithelial cells [35]. Some studies showed that SLC26A9 requires CFTR 

activity for its proper functioning and reported a defective SLC26A9 activity that is corrected by VX 809, 
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a CFTR corrector [31], [36]. It seems that SLC26A9 contributes to CFTR-dependent Isc and depends on 

CFTR activity; thus, we suggest that the endogenous DIDS sensitive channel potentiated by PLC in CFTR 

expressing bronchial cells could be SLC26A9.  

 

According to manufacturer instructions, U73122 acts as a specific inhibitor of G protein-mediated 

phospholipase C, which include PLCβ(1-4), PLCγ(1-2), PLCε, PLCδ(1-4), PLCη(1-2), and PLCζ isotypes, 

which all can be directly or indirectly activated, through pathways including calcium signaling [37], [38]. 

Among these PLC families, PLCβ1 and PLCβ4 are mostly expressed in neural tissue, PLCβ2 and PLCγ2 in 

hematopoietic cells, PLCη are found in neuron enriched regions and PLCζ only in spermatids whereas 

PLCβ3, PLCγ1, PLCδ(1-4) and PLCε have a widespread distribution and could be expressed in airway 

epithelium [39] [38] [11]. Moreover, PLCβ3 and PLCε activities are not under the control of intracellular 

calcium and are therefore potentially implicated in CFTR dependent Isc stability over time after 

forskolin stimulation. 

As underlined earlier, PLCβ3, PLCγ1, PLCδ(1-4) and PLCε could as well be expressed in bronchial 

epithelial cells. Western blotting experiments confirmed the endogenous expression of at least PLCβ3, 

PLCγ1 and PLCδ1 in bronchial cells expressing either WT- or F508del- CFTR. We also identified, by siRNA 

transfection, PLCγ1, and PLCβ3 as participating in CFTR-dependent Isc in polarized 16HBE14o- and we 

also confirmed PLCβ3 involvement in CFTR-dependent Isc in corrected F508del-CFTR and WT-CFTR 

transfected CFBE cells. Although CFTR expression was significantly decreased in PLCβ3 siRNA 

transfected CFBE-WT cells, the decreased expression of CFTR was not evident in CFBE-F508del cells. 

This decrease of total CFTR expression in PLCβ3 siRNA transfected CFBE-WT cells is probably related to 

a decreased plasma membrane CFTR expression and associated to a decreased CFTR-dependent Isc. 

However, considering that CFTR dependent-Isc is diminished in all experiments involving CFBE-WT and 

CFBE-F508del, we conclude that the decreased Isc after siRNA transfections of PLCβ3 is not only due 

to a decreased in CFTR expression.  

PLC and CFTR share a common structural domain, which is a PDZ binding motif (class 1 postsynaptic 

density 95/disks large/Zona occludens 1) [40], [41] and functional links have been established between 

Na+/H+ exchanger regulatory factor 1 and 2 (NHERF1/2) and both PLCβ3 [42], [43] and CFTR [44] [45]. 

NHERF 1 interacts with the C terminal domain of CFTR and promotes CFTR plasma membrane 

localization [46] [44]. NHERF1 and NHERF2 play a role in CFTR phosphorylation, and NHERF1 also 

increases CFTR oligomerization [47]. Thus we make the assumption that PLCβ3 could act as an adaptor 

protein that increases NHERF-CFTR interaction and CFTR mediated chloride secretion.  



 

85 
  

Résultats 

On the other hand, PLC1 does not have a PDZ binding motif and its involvement in CFTR dependent 

current in 16HBE14o- cells cannot be related to NHERF. Nevertheless, PLC1 and CFTR both share an 

affinity for SHANK2 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2) (Fig. 10). It has been shown 

that SHANK2 negatively regulates CFTR in NIH/3T3 cells and CHO cells [48], [49]. Therefore, we could 

hypothetize that PLCγ1, by its binding with SHANK2, could take part in CFTR-dependent current by 

decreasing CFTR-SHANK2 interaction.  

It has already been published that PLC are related to calcium activated chloride channels stimulation 

in CFTR expressing cells [29], [50]. Our results support this hypothesis by showing that CaCC activation 

by UTP is decreased in both corrected CFBE-F508del and CFBE-WT cells in the presence of the PLC 

inhibitor U73122. More specifically, we identified that the PLCβ3 isoform contributes in CaCC 

activation as PLCβ3 silencing decreased ΔIsc UTP measured in Ussing chambers. UTP is a ligand of the 

P2Y2 and P2Y4 Gq/11 coupled GPCR that activate PLCβ isoforms [25], [51]. Since U73122 also 

diminished ΔIsc UTP in PLCβ3 siRNA transfected cells, we suppose that other PLC isoforms, activated 

by P2Y coupled GPCR, could be involved in CaCC activation.  

Our study supports the fact that PLC is beneficial for chloride secretion in airway epithelial cells and it 

has been published that PLC also promotes pancreatic secretion in CF pancreatic cells [52]. Indeed, Zhu 

et al., showed that decreased expression of the protein NYD SP27, which has inhibitory effects on PLC 

coupled processes, enhance PKC activity, ATP-induced calcium increase and forskolin-induced Isc 

responses in human CF pancreatic duct cells. From another side, PLC has also been associated with 

negative impact, especially during inflammatory exacerbation where PLCβ3 increase IL-8 secretion in 

human bronchial epithelial cells exposed to P. aeruginosa [21], [53]. 

We found here that PLCβ3 are involved in WT- and F508del-  CFTR-dependent Isc activation by forskolin 

and that PLC are involved in alternative non-CFTR chloride transport and support CFTR-dependent 

chloride secretion over time. Taken together, specific stimulation of PLC could be a way to improve 

lung functions of CF patients.   
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Figure 1: Phospholipase C inhibition decreases WT- and temperature correctedF508del- CFTR-dependent 

short-circuit current. A, B and C left: time course of short-circuit current (Isc) in presence of PLC inhibitor (U73122, 

3 µM) or its inactive analogue (U73343, 3 µM) before cAMP stimulation in Ussing chambers. A: polarised 

bronchial epithelial non CF cells 16HBE14o- were stimulated by forskolin 10 µM. B: temperature corrected 

polarised bronchial epithelial CFBE cells over-expressing F508del-CFTR were stimulated by forskolin 10 µM + 

VX770 1 µM. C: polarized bronchial epithelial CF cells over-expressing WT-CFTR were stimulated by forskolin. 

Right: corresponding bar graphs of ΔIsc CFTRinh-172 for U73343 and U73122. Mean ± SEM Wilcoxon paired test, 

p-value 16HBE14o-, CFBE-F508del and CFBE-WT: 0.0313. 
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Figure 2: PLCδ1, PLCγ1 and PLCβ3 are endogenously expressed in WT-CFTR and F508del-CFTR expressing 

pulmonary epithelial cell lines. Representative western blots developed against PLCδ1 (A), PLCγ1 (B) and PLCβ3 

(C) and loading control β-actin in polarised bronchial epithelial non CF cells (16HBE14o8), CF parental cells (CFBE), 

CFBE cells over-expressing WT-CFTR and CFBE cells over-expressing F508del-CFTR non corrected or corrected at 

27°C during 24 hours.  
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Figure 3: PLCγ1 and PLCβ3 are involved in CFTR-dependent short-circuit current activated by forskolin in 16HBE 

cell line. A, B and C: time course of short-circuit current (Isc) after forskolin activation (10 µM) with PLCδ1 (A), 

PLCγ1 (B) or PLCβ3 (C) downregulation by siRNA and respective control siRNA in polarised bronchial epithelial 

non CF cells 16HBE14o-. D: corresponding bar graphs of ∆Isc CFTRinh-172 to quantify CFTR involvement in 

forskolin activation. Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value PLCδ1 siRNA: 0.2188; p-value PLCγ1 siRNA: 

0.0313; p-value PLCβ3 siRNA: 0.0078. E and F: representative western blots (E) and corresponding bar graphs (F) 

of PLCδ1, PLCγ1 and PLCβ3 expression controlled after Ussing chambers experiments in order to assess silencing 

efficiency. Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for PLCδ1, PLCγ1 and PLCβ3 siRNA: 0.0313. 
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Figure 4: Silencing of PLCβ3 by siRNA decreases CFTR-dependent short-circuit current activation in 

temperature corrected CFBE-F508del CFTR and CFBE-WT CFTR cells. A and B: time course of short-circuit current 

(Isc) of polarized bronchial epithelial CF cells with PLCβ3 siRNA or control siRNA when stimulated by forskolin 

10 µM + VX770 1 µM in CFBE-F508del cells (A) or forskolin 10 µM in CFBE-WT cells (B) and corresponding bar 

graphs of ∆Isc CFTRinh-172 CFTR for each cell line. Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for CFBE-F508del 

and CFBE-WT: 0.0313. C and D: representative western blots (C) and corresponding bar graphs (D) of PLCβ3 

expression controlled after Ussing chambers experiments in each cell line, in order to assess silencing efficiency. 

Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for CFBE-F508del and CFBE-WT: 0.0313. E: representative western 

blots developed against CFTR and loading control NaK in polarized bronchial epithelial CF cells over-expressing 

F508del-CFTR after temperature correction and in polarised bronchial epithelial CF cells over-expressing 

WT-CFTR and respective bar graphs of total CFTR / NaK intensities for each condition. Mean ± SEM Wilcoxon 

paired test, p-value for CFBE-F508del: 0.2324 and p-value for CFBE-WT: 0.0195.  
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Figure 5: Phospholipase C inhibition decreases WT- and temperature corrected F508del CFTR-dependent 

short-circuit current of PLCβ3 siRNA transfected CFBE. A and B: time course of short-circuit current (Isc) obtained 

in polarized bronchial epithelial CF cells with PLCβ3 siRNA or control siRNA in the presence of PLC inhibitor 

(U73122, 3 µM) or its inactive analogue (U73343, 3 µM) when stimulated by forskolin 10 µM + VX770 1 µM for 

CFBE-508del cells (A) or forskolin 10 µM for CFBE-WT cells (B). C and D: corresponding bar graphs of ∆Isc 

CFTRinh-172 CFTR for CFBE-F508del cells (C) and for CFBE-WT cells (D). Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value 

for CFBE-F508del and CFBE-WT: 0.0313. 
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Figure 6: Phospholipase C inhibition decreases WT- and temperature corrected F508del- CFTR-dependent 

short-circuit current over time in non-transfected or PLCβ3 siRNA transfected CFBE cells after forskolin 

stimulation. Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± VX770 ratio of experiments in Fig. 1, 4 and 5 was measured; 

since it represents CFTR-dependent short-circuit current stability over time, in WT- and F508del- CFBE expressing 

cells. A and B: Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± VX770 ratio was measured in the presence of the PLC inhibitor 

(U73122, 3 µM) or its inactive analogue (U73343, 3 µM). Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for 

CFBE-F508del and CFBE-WT: 0.0313. C and D: Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± VX770 ratio was measured for 

PLCβ3 siRNA transfected cells or control siRNA transfected cells. Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for 

CFBE-F508del: 0.5625 and CFBE-WT: 0.3125. E and F: Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± VX770 ratio was 

measured in the presence of the PLC inhibitor (U73122, 3 µM) or its inactive analogue (U73343, 3 µM) for each 

PLCβ3 siRNA transfected cells and control siRNA transfected cells. Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for 

CFBE-F508del and CFBE-WT: 0.0313.  
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Figure 7: Treatment with DIDS in the apical solution, but not in the basolateral solution of Ussing chambers, 

abolishes the effect of U73122 in WT- and temperature corrected F508del- CFTR cells. A and B: time course of 

short-circuit current (Isc) of polarized bronchial epithelial CF cells in the presence of DIDS or control (DMSO) 

before the addition of U73122 and CFTR activation by forskolin 10 µM + VX770 1 µM for CFBE-F508del cells (A) 

or forskolin 10 µM for CFBE-WT cells (B). C and D: respective bar graphs of Isc CFTRinh-172 to Isc Forskolin ± 

VX770 ratio for corrected CFBE-F508del (C) and CFBE-WT (D). Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for 

CFBE-F508del and CFBE-WT with addition of DIDS in apical chambers: 0.0313; p-value for CFBE-F508del and 

CFBE-WT with addition of DIDS in basolateral chambers: > 0.9999.  
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Figure 8: Pre-treatment with BAPTA-AM does not abolish the effect of U73122 in WT- and temperature 

corrected F508del- CFTR CFBE cells. A and B: time course of short-circuit current (Isc) of CFBE cells pre-treated 

with BAPTA-AM (50 µM) or control (DMSO) for 30 min before experiments. In all experiments, U73122 was added 

before CFTR activation by forskolin 10 µM + VX770 1 µM for CFBE-F508del cells (A) or forskolin 10 µM for 

CFBE-WT cells (B) in order to record the slope over time. C and D: respective bar graphs of Isc CFTRinh-172 to 

Isc Forskolin ± VX770 ratio for corrected CFBE-F508del (C) and CFBE-WT (D). Mean ± SEM Wilcoxon paired test, 

p-value for CFBE-F508del: 0.1563 and p-value for CFBE-WT: 0.4375.  
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Figure 9: Phospholipase C inhibition and PLCβ3 silencing decrease CaCC activation by UTP in CFBE-WT CFTR 

and temperature corrected CFBE-F508del CFTR. UTP (100 µM) was added at the end of all experiments 

previously described in order to measure PLC involvement in CaCC activation. A and B: Isc UTP was measured 

in the presence of the PLC inhibitor (U73122, 3 µM) or its inactive analogue (U73343, 3 µM) in CFBE-F508del (A) 

or CFBE-WT (B). C and D: Isc UTP was measured in CFBE-F508del (C) and CFBE-WT (D) cells transfected with 

PLCβ3 or control siRNA. E and F: Isc UTP was measured for PLCβ3 siRNA transfected cells or control siRNA 

transfected cells in the presence of the PLC inhibitor (U73122, 3 µM) or its inactive analogue (U73343, 3 µM) in 

CFBE-F508del (E) and CFBE-WT (F). Mean ± SEM Wilcoxon paired test, p-value for CFBE-F508del and CFBE-WT: 

0.0313.  
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Figure 10: Common partners, identified in literature, between CFTR and PLC support the involvement of PLC 

in CFTR-dependent short-circuit current.  
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D. Résultats complémentaires  

 Effet de l’inhibition pharmacologique des PLC après l’activation forskoline sur le 

courant CFTR-dépendant 

Lorsque les PLC sont inhibées par l’inhibiteur U73122 avant la stimulation forskoline, nous observons 

une diminution du courant CFTR dans le temps. Nous avons également testé l’effet de l’inhibition 

pharmacologique des PLC après une stimulation forskoline dans les cellules 16HBE14o-, CFBE-WT, et 

les cellules CFBE-F508del corrigées par la température (Figure 27 A-C et E ). Nous observons le même 

effet que celui observé lorsque les cellules subissent un prétraitement avec le composé U73122 avant 

l’activation forskoline, à savoir que le pourcentage d’inhibition du courant CFTR-dépendant est 

significativement plus important en présence de l’inhibiteur U73122 par rapport à l’analogue inactif 

dans les trois lignées. Nous remarquons que le courant activé par la forskoline dans les CFBE-F508del 

corrigées diminue en fonction du temps, et cela même en absence du composé U73122. Nous pouvons 

expliquer cette chute de courant par le fait que les expériences ont été réalisées à 37°C, température 

à laquelle la protéine CFTR-F508del, une fois activée, n’est pas stable à la membrane (Froux et al., 

2019). 

En guise de contrôle, la même expérience a été réalisée sur des cellules CFBE-F508del non corrigées 

(Figure 27 E) dans lesquelles la stimulation forskoline est extrêmement faible tout comme la chute de 

courant entrainée par l’inhibiteur U73122. Ces expériences confirment l’implication des PLC dans le 

courant chlorure dépendant de la fonction du canal CFTR à la membrane.  
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Figure 27 : Courant de court-circuit dépendant de l’activation du CFTR dans les lignées 16HBE14o-, 

CFBE-WT et CFBE-F508del en présence de l’inhibiteur de PLC U73122 ou de son analogue inactif. 
A, B, C et D : courant de court-circuit après activation par 10 µM ou 0,1 µM de forskoline suivie de l’ajout de 
l’inhibiteur des PLC U73122 (3 µM) ou de son analogue inactif U73343 (3 µM) dans les cellules 16HBE14o- (A), 
CFBE-WT (B), CFBE-F508del corrigées par la température (C) ou dans les cellules CFBE-F508del non corrigées (D). 
E : histogramme représentant le pourcentage d’inhibition du courant CFTR-dépendant après ajout des molécules 
U73122 ou U73343 par rapport à l’inhibition obtenue avec le CFTRinh-172 pour les cellules 16HBE14o-, CFBE-WT 
et CFBE-F508del-CFTR. T-test non apparié, *p =0,0106, **p =0,0012 pour les cellules CFBE-WT et **p=0,0018 pour 
les cellules CFBE-F508del.     
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 Effet du DIDS sur le courant CFTR-dépendant dans les cellules CFBE-WT 

transfectées avec le siRNA PLCβ3 

Nous avons observé qu’un canal chlorure, autre que CFTR, participait au courant CFTR-dépendant par 

l’intermédiaire des PLC. En effet, lorsque les PLC sont inhibées avec un agent pharmacologique, nous 

observons une chute du courant CFTR-dépendant au cours du temps. Pour les cellules transfectées 

avec le siRNA PLCβ3 nous n’observons pas ce phénomène, en revanche le courant CFTR-dépendant 

activé par la forskoline ± VX 770 est réduit par rapport à celui des cellules transfectées avec le siRNA 

contrôle. Autrement dit les PLC contribuent au courant CFTR-dépendant deux deux manières : elles 

favorisent l’activation du courant CFTR-dépendant par la forskoline et elles interviennent également 

dans le maintien du courant CFTR-dépendant au cours du temps après une activation par la forskoline.  

Nous avons rapidement vérifié si la diminution de l’activité du courant CFTR-dépendant observée par 

la transfection avec le siRNA PLCβ3 pouvait également être attribuée à l’action d’un canal chlorure 

autre que CFTR et qui serait potentialisé par la PLCβ3. Pour cela nous avons regardé l’effet du DIDS, 

disposé du côté apical de la chambre de Ussing, dans des cellules CFBE-WT transfectées avec le siRNA 

PLCβ3 ou le siRNA contrôle (Figure 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous observons qu’en présence de DIDS nous avons toujours une différence d’activation du courant 

entre les CFBE-WT transfectées avec le siRNA PLCβ3 (ΔIsc CFTRinh-172 = 65 ± 5 µA/cm2) et le siRNA 

contrôle (ΔIsc CFTRinh-172 = 112 ± 8 µA/cm2). Cette expérience semble montrer que la transfection 

par le siRNA PLCβ3 affecte une conductance chlorure dépendante de CFTR et non pas d’un autre canal 

chlorure.   
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Figure 28 : Effet du DIDS sur le courant CFTR-dépendant dans des cellules CFBE-WT transfectées 

avec un siRNA PLCβ3 

A : courant de court-circuit obtenu pour les cellules CFBE-WT transfectées avec le siRNA PLCβ3 ou le siRNA 
contrôle en présence de DIDS disposé du côté apical de la chambre de Ussing. B : histogramme représentant les 
ΔIsc CFTRinh-172 pour les deux conditions, N=2.   
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 Effet de l’inhibition des PKC sur le courant CFTR-dépendant dans les cellules 

CFBE-WT transfectées avec le siRNA PLCβ3 

Il est admis que les PKC sont nécessaires pour obtenir une activation maximale du CFTR (Dahan et al., 

2001; Jia et al., 1997; Seavilleklein et al., 2008). Comme les PLC, en produisant du DAG, favorisent 

l’activation des PKC, nous avons regardé si celles-ci étaient finalement responsables de la diminution 

de l’activation du courant CFTR-dépendant lorsque les cellules sont transfectées avec le siRNA PLCβ3 

(Figure 29).    

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
  

Figure 29 : Effet de l’inhibition des PKC sur les cellules CFBE-F508del corrigées et CFBE-WT, 

transfectées avec le siRNA PLCβ3  

A et B : courant de court-circuit de cellules CFBE-F508del corrigées par la température (A) et de cellules CFBE-WT 
(B) transfectées soit avec le siRNA PLCβ3, soit avec le siRNA contrôle. Les cellules ont préalablement été traitées 
avec l’inhibiteur à spectre large des PKC Gö 6983 (1µM) ou avec le véhicule (DMSO) pendant 30 min, avant 
d’ajouter l’amiloride, de faire la stimulation forskoline ± VX 770, puis d’inhiber CFTR avec le CFTRinh-172. B et C : 
histogrammes représentant le ΔIsc CFTRinh-172 suite à l’inhibition des PKC sur les cellules transfectées avec le 
siRNA contrôle ou le siRNA PLCβ3 pour les cellules CFBE-F508del corrigées (C) ou CFBE-WT (D). N=2.  
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Nous constatons que les PKC participent effectivement au courant CFTR-dépendant dans les cellules 

CFBE-F508del corrigées et CFBE-WT, puisque nous avons une petite diminution de courant en présence 

de l’inhibiteur de PKC, le composé Gö6983, dans la condition siRNA contrôle (pour les CFBE-F508del, 

le ΔIsc CFTRinh-172 = 117 ± 9 µA/cm2 pour la condition DMSO versus 112 ± 7 µA/cm2 pour la condition 

Gö6983 et pour les CFBE-WT, le ΔIsc CFTRinh-172 = 71 ± 14 µA/cm2 pour la condition DMSO versus 56 

± 1 µA/cm2 pour la condition Gö6983). Pour la condition siRNA PLCβ3 nous observons une diminution 

similaire du courant CFTR-dépendant en présence de l’inhibiteur de PKC pour les deux lignées (pour 

les CFBE-F508del, le ΔIsc CFTRinh-172 = 76 ± 0,3 µA/cm2 pour la condition DMSO versus 72 ± 0,5 

µA/cm2 pour la condition Gö6983 et pour les CFBE-WT, le ΔIsc CFTRinh-172 = 54 ± 8 µA/cm2 pour la 

condition DMSO versus 49 ± 6 µA/cm2 pour la condition Gö6983). Cette diminution de courant en 

présence de l’inhibiteur des PKC étant similaire dans les deux conditions (4 % pour la condition siRNA 

contrôle versus 5 % pour la condition siRNA PLCβ3 pour les CFBE-F508del et 20 % pour la condition 

siRNA contrôle versus 10 % pour la condition siRNA PLCβ3 pour les-WT), nous suggérons que l’effet du 

siRNA PLCβ3 n’est pas dû à une diminution de l’activité des PKC.  

 

 Essais de stimulation de la PLCβ3  

La PLCβ3 s’avère essentielle pour optimiser la sécrétion d’ions chlorure dépendante de l’activité du 

canal CFTR. En outre, cette protéine joue sur l’activation du courant CFTR-dépendant mais aussi dans 

l’activation des CaCC. Dans le contexte de la mucoviscidose elle est donc bénéfique et il pourrait être 

intéressant de regarder l’effet d’une augmentation d’expression ou d’activité de cette protéine sur le 

courant CFTR-dépendant. Nous avons réalisé quelques essais dans ce sens, mais les résultats n’ont pas 

été très concluants et nous présenterons dans cette dernière partie des essais réalisés, parfois qu’une 

seule fois, mais qui retracent la démarche scientifique suivie.  

i. Traitement par l’acétylshikonine (AS) 

Une équipe chinoise a montré que des cellules de muscle squelettique de rat traitées pendant 2 h avec 

de l’acétylshikonine 1 µM permettait d’augmenter significativement l’expression de la PLCβ3 (Huang 

et al., 2019). Nous avons testé un traitement par l’acétylshikonine 1 µM pendant 2 h sur nos cellules, 

mais nous n’avons pas observé de répercussion sur le courant CFTR-dépendant. Nous avons alors 

essayé un traitement de 24h avec cette molécule à la concentration de 1µM de cellules CFBE-WT 

transfectées avec le siRNA PLCβ3 et nous avons observé une augmentation du courant 

CFTR-dépendant activé par la forskoline similaire pour la condition siRNA PLCβ3 (28 % d’augmentation) 

et siRNA contrôle (41 % d’augmentation) (Figure 30). Nous avons vérifié l’efficacité de l’acétylshikonine 

sur l’expression de la PLCβ3 dans notre modèle par western blot. Cette expérience a révélé une 
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augmentation de l’expression de la PLCβ3 dans les cellules transfectées avec le siRNA contrôle mais 

pas dans les cellules transfectées avec le siRNA PLCβ3. Ce résultat suggère que l’acétylshikonine 

stimule le courant CFTR-dépendant par un mécanisme indépendant de la PLCβ3. Ainsi, le traitement 

par l’acétylshikonine induit une augmentation de courant chlorure dans les CFBE-WT, ce qui constitue 

en soi un résultat intéressant, néanmoins il semblerait que l’effet provoqué par cette molécule ne 

passe pas par la PLCβ3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Traitement par l’acide lysophosphatidique (LPA) 

L’acide lysophosphatidique (LPA) est un ligand des récepteurs couplés aux protéines Gαq/11 et Gαi/o qui 

activent trois voies de signalisation : la voie Rho, la voie PI3K et les PLCβ. Nous avons testé son effet 

sur le courant CFTR-dépendant dans la lignée 16HBE14o- et nous avons observé une augmentation 

significative du courant CFTR-dépendant après traitement avec le LPA (ΔIsc =  2,7 ± 0,2 µA/cm2 pour le 

traitement PBS et ΔIsc = 6,5  ± 1,5 µA/cm2 pour le traitement LPA) (Figure 31). Cette expérience a 

ensuite été réalisée une fois dans des cellules 16HBE14o- transfectées cette fois-ci par le siRNA PLCβ3 

ou le siRNA contrôle. Nous avons enregistré une augmentation de courant dans les deux conditions (4 

µA/cm2 pour la condition siRNA PLCβ3 et 13 µA/cm2 pour la condition siRNA contrôle) par rapport au 

courant enregistré dans les cellules non traitées par du LPA où nous avions une moyenne de 2 µA/cm2 

pour la condition siRNA PLCβ3 et 3 µA/cm2 pour la condition siRNA contrôle. Ce résultat montre que 

l’acide lysophosphatidique semble exercer un effet bénéfique sur le courant CFTR-dépendant dans la 

Figure 30 : Effet du traitement par l’actétylshikonine (AS) 1 µM pendant 24 h sur le courant 

CFTR-dépendant dans des cellules CFBE-WT 

A : courant de court-circuit de cellules CFBE-WT traitées au oréalable pendant 24 h avec de l’acétylshikonine 1 µM 
ou le véhicule (DMSO), puis stimulées avec de la forskoline 10 µM. B : western blot représentant l’expression de 
la PLCβ3 dans les cellules utilisées en A.  
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lignée bronchique qui exprime la protéine CFTR-WT de façon endogène, et que cet effet pourrait être 

dû à l’activation de la PLCβ3. Pour des raisons de temps, cette piste n’a pas pû être vérifiée un plus 

grand nombre de fois mais nous pouvons garder en mémoire que le traitement par l’acide 

lysophosphatidique constitue peut-être une piste pour activer le courant chlorure CFTR-dépendant via 

une activation de la PLCβ3.    
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Figure 31 : Effet de l’acide lysophosphatidique (LPA) sur le courant CFTR-dépendant dans les 

16HBE14o- 

A : Courant de court-circuit de cellules 16HBE14o- traitées pas du LPA 10 µM ou par le véhicule (PBS), puis 
stimulées avec de la forskoline 10 µM. B : histogramme représentant le ΔIsc CFTRinh-172 pour la condition LPA 
et PBS. Les résultats sont présentés en moyenne ± SEM, t-test non apparié, *p=0,0118. 

300 600 900 1200 1500 1800
0

5

10

15

20

25

30

IS
c
 (

µ
A

/c
m

2
)

Temps (s)

PBS

LPA 10 µM



 

107 
  

Résultats 

PARTIE II : Implication des PLC dans l’influx calcique des cellules bronchiques 
épithéliales non CF et CF 

 

A. Contexte 

Cette partie du projet s’appuie sur des travaux de l’équipe qui ont montré que la PLCδ1 intervenait 

dans la régulation de l’influx calcique dans les cellules épithéliales bronchiques non CF (Vachel et al., 

2015). En effet, des expériences d’interférence par ARN de la PLCδ1 réalisées dans la lignée 

16HBE14o- ainsi que dans des cellules humaines épithéliales bronchiques hAECB (Epithelix®) ont 

montré une augmentation significative du pic calcique, suite à une activation par le Ca2+, sur des 

cellules transfectées avec le siRNA PLCδ1 par rapport aux mêmes cellules transfectées avec le siRNA 

contrôle.  

Dans un premier temps nous avons étudié le rôle de la PLCδ1 dans la régulation de l’influx 

calcique grâce à la technique d’interférence par ARN dans les cellules CFBE41o-, puis avec cette 

même technique, nous avons étudié l’implication de deux autres isoformes de PLC, la PLCγ1 et 

la PLCβ3 dans la régulation de l’influx calcique dans les cellules humaines épithéliales 

bronchiques (hAECB) non CF et CF. 

 

B. Résultats 

 Étude du rôle de la PLCδ1 dans la régulation de l’influx calcique dans les cellules 

épithéliales bronchiques CF 

Nous connaissons l’existence d’une régulation de l’entrée calcique du milieu extracellulaire vers le 

milieu intracellulaire par la PLC1 dans la lignée non CF 16HBE14o- ainsi que dans les cellules hAECB 

non CF (épithélix®), mais dans les cellules CF, cette régulation n’a pas encore été documentée. Étant 

donné que les régulations de l’homéostasie calcique dans les cellules CF sont perturbées dans le sens 

d’une augmentation globale de Ca2+ intracellulaire, nous avons étudié dans cette partie le rôle de la 

PLC1 dans la régulation de l’influx calcique des cellules CF dans la lignée CFBE41o-. 

 

i. Mesure de l’influx calcique dans les cellules CFBE41o- transfectées avec le 
siRNA PLCδ1 

Les cellules CFBE41o- ont été transfectées avec le siRNA PLC1, la mesure de Ca2+ intracellulaire a été 

réalisée, puis les cellules ont été récupérées pour l’étude de l’expression protéique par western blot 

(Figure 32). L’influx calcique déclenché par le passage d’un milieu à 0 mM de Ca2+ à un milieu à 2,5 mM 
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de Ca2+ est estimé à 0,7 (a.u) pour les CFBE transfectées avec le siRNA contrôle et à 0,4 (a.u) pour les 

CFBE transfectées avec le siRNA PLC1. Il se trouve que dans les cellules CFBE41o-, l’influx calcique ne 

semble pas être régulé de la même manière que dans les cellules 16HBE14o- : dans les CFBE41o- la 

diminution de l’expression de la PLC1 entraîne une diminution de l’influx calcique, tandis que l’effet 

opposé est décrit pour les cellules 16HBE14o-.  

 

 

  

  

Figure 32 : Effet du siRNA PLC1 sur l’influx calcique dans les cellules CFBE 

(A) Western blot témoignant de l’efficacité de la transfection avec le siRNA PLC1 par rapport au siRNA contrôle. 

La transfection avec le siRNA PLC1 entraine une diminution de moitié de l’expression de la protéine. (B) Courbes 
représentatives de la mobilisation calcique suite à l’activation par une solution à 2,5 mM de Ca2+ pour les 

CFBE41o- transfectées avec le siRNA contrôle (orange) ou le siRNA PLC1 (pourpre). (C) Histogrammes 
représentant le pic calcique préfigurant d’une entrée de Ca2+ dans les cellules pour les CFBE41o- transfectées 

avec le siRNA contrôle (orange) ou le siRNA PLC1 (pourpre). 

C 

-  38 

-  52 

-  76 

-  102 

MW 
(KDa) 

PLCδ1 

Actine 

A 

B 

si
R
N
A C

trl 1

si
R
N
A P

LC

0.0

0.5

1.0

1.5

E
xp

re
s
s
io

n
 P

L
C
 1

n
o

rm
a

lis
é

e
 /

 A
c
ti
n

e

si
R
N
A C

trl 1

si
R
N
A P

LC

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
****

P
e

a
k
 (

a
.u

.)

0 100 200 300 400

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2
0 Ca2+

2,5 mM Ca2+

siRNA Ctrl

siRNA PLC1

Temps (s)

(F
/F

0
)-

1
 (

a
.u

.)



 

109 
  

Résultats 

ii. Mesure de l’influx calcique dans les cellules hAECB CF transfectées avec le 
siRNA PLCδ1 

Dans le but de confirmer le rôle de la PLC1 allant dans le sens d’une régulation positive de l’influx 

calcique des cellules pulmonaires CF, les mêmes expériences ont été réalisées dans les cellules hAECB 

issues de patients à P0 (Figure 33 A et B). Dans les cellules hAECB CF, nous observons la même 

tendance que précédemment, à savoir que lorsque ces cellules sont transfectées avec le siRNA PLC1, 

l’influx calcique est plus faible par rapport à celui mesuré dans les cellules hAECB CF transfectées avec 

le siRNA contrôle. Nous avons également comparé, en guise de contrôle, l’influx calcique dans des 

cellules hAECB non CF transfectées avec le siRNA PLC1 d’une part et avec le siRNA contrôle d’autre 

part (Figure 33 C et D). Nous observons que l’influx calcique déclenché par le passage d’un milieu à 0 

mM de Ca2+ à un milieu à 2,5 mM de Ca2+ dans les cellules hAECB non CF transfectées avec le siRNA 

PLC1 est plus élevé que l’influx mesuré dans les cellules hAECB non CF transfectées avec le siRNA 

contrôle, ce qui est en adéquation avec la littérature (Vachel et al., 2015). Nous nous trouvons donc 

dans un système de régulation de l’influx calcique qui est différent dans le contexte de la 

mucoviscidose par rapport au contexte non pathologique.  
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Figure 33 : Effet du siRNA PLCδ1 sur l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF et CF 

(A) Courbes représentatives de l’influx calcique dans les cellules hAECB CF transfectées par le siRNA PLCδ1 ou le 
siRNA contrôle (Ctrl) et (B) histogramme représentant le pic calcique suite à l’activation de 2,5 mM de Ca2+ pour 
les deux conditions. (C) Courbes représentatives de l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF transfectées 
avec le siRNA PLCδ1 ou le siRNA contrôle (Ctrl) et (D) histogramme représentant le pic calcique suite à l’activation 
par 2,5 mM de Ca2+ pour les deux conditions. Les résultats sont présentés en moyenne ± SEM. Mann-Whitney, 
pour les cellules hAECB CF, ***p<0,0001 et pour les cellules hAECB CF, ***p=0,0006.  
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 Étude du rôle de la PLCγ1 et de la PLCβ3 dans la régulation de l’influx calcique 

des cellules hAECB non CF et CF 

Maintenant que nous avons remarqué que la PLCδ1 régulait négativement l’influx calcique dans une 

cellule non CF, et que cette régulation ne semble pas avoir lieu dans une cellule CF, nous avons étudié 

l’éventuelle implication de la PLCγ1 et de la PLCβ3, dans la régulation de l’influx calcique dans les 

cellules hAECB non CF et hAECB CF.  

La PLCγ1 et la PLCβ3 ont été décrites comme étant exprimées dans les cellules pulmonaires (Bezzerri 

et al., 2011; Rimessi et al., 2018; Xu et al., 2013). Leur expression a été vérifiée dans les cellules hAECB 

non CF et CF au premier passage pour envisager les expériences d’interférence par ARN (Figure 34).   

 

 

 

 

i. Mesure de l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF transfectées 
avec le siRNA PLCγ1 et le siRNA PLCβ3 

L’influx calcique induit par l’exposition d’une solution à 2,5 mM de Ca2+ dans les cellules hAECB non CF 

transfectées avec le siRNA PLCγ1 est significativement diminué par rapport à l’influx observé dans ces 

mêmes cellules transfectées avec le siRNA contrôle (Figure 35 A et B). En revanche, l’influx calcique 

dans les cellules hAECB non CF transfectées avec le siRNA PLCβ3 est significativement plus important 

que celui enregistré dans les cellules hAECB non CF transfectées avec le siRNA contrôle (Figure 35 C et 

D). Nous constatons donc que la PLCβ3 semble également intervenir, au même titre que la PLCδ1, dans 

la régulation négative de l’influx calcique des cellules épithéliales bronchiques non mucoviscidosiques. 

 

Figure 34 : Contrôle de l’expression de la PLCβ3 et de la PLCγ1 dans les cellules hAECB non CF 

et CF au premier passage par western blot 
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Figure 35 : Effet des siRNA PLCγ1 et PLCβ3 sur l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF  

(A) Courbes représentatives de l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF transfectées avec le siRNA PLCγ1 
ou le siRNA contrôle (Ctrl) et (B) histogramme représentant le pic calcique suite à l’activation par 2,5 mM de Ca2+ 

pour les deux conditions. (C) Courbes représentatives de l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF 
transfectées avec le siRNA PLCβ3 ou le siRNA contrôle (Ctrl) et (D) histogramme représentant le pic calcique suite 
à l’activation par 2,5 mM de Ca2+ pour les deux conditions. Les résultats sont présentés en moyenne ± SEM. 
Mann-Whitney, *p=0,0495 et ***p<0,0001.  
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ii. Mesure de l’influx calcique dans les cellules hAECB CF transfectées avec le 
siRNA PLCγ1 et le siRNA PLCβ3 

 

Nous observons que le fait de transfecter les cellules hAECB CF avec le siRNA PLCγ1 augmente 

significativement l’influx calcique par rapport aux mêmes cellules transfectées avec le contrôle (Figure 

36 A et B). Par ailleurs le fait de transfecter ces mêmes cellules avec le siRNA PLCβ3 ne modifie pas 

significativement l’influx calcique dans les cellules hAECB CF par rapport aux cellules hAECB CF 

transfectées avec le siRNA contrôle (Figure 36 C et D). Ainsi ni la PLCγ1, ni PLCβ3 ne semblent prendre 

part à la régulation négative de l’influx calcique des cellules épithéliales bronchiques 

mucoviscidosiques.  
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Figure 36 : Effet des siRNA PLCγ1 et PLCβ3 sur l’influx calcique dans les cellules hAECB CF  

(A) Courbes représentatives de l’influx calcique dans les cellules hAECB CF transfectées avec le siRNA PLCγ1 ou 
le siRNA contrôle (Ctrl) et (B) histogramme représentant le pic calcique suite à l’activation par 2,5 mM de Ca2+ 

pour les deux conditions. (C) Courbes représentatives de l’influx calcique dans les cellules hAECB CF transfectées 
avec le siRNA PLCβ3 ou le siRNA contrôle (Ctrl) et (D) histogramme représentant le pic calcique suite à l’activation 
par 2,5 mM de Ca2+ pour les deux conditions. Les résultats sont présentés en moyenne ± SEM. Mann-Whitney, 
*p=0,0465 et ns = 0,6064.  
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 Influx calcique dans les cellules hAECB non CF et CF : Résumé et conclusion 

L’entrée de calcium du milieu extracellulaire vers le cytosol peut être attribuable aux canaux de la 

famille TRP. Dans nos expériences nous avons utilisé le Ca2+ pour activer l’influx calcique et nous 

n’avons pas utilisé de ligands spécifiques. Les canaux TRPV5 et TRPV6 sont constitutivement actifs, 

fortement perméables au Ca2+ (Gees et al., 2010), et exprimés dans les lignées 16HBE14o-, CFBE41o- 

ainsi que dans les cellules hAECB non CF et CF (Vachel et al., 2015). De plus, l’équipe a précédemment 

montré, par interférence par ARN et par l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques, que cet influx calcique 

était attribuable à TRPV5 mais surtout à TRPV6 qui, lorsqu’il est inhibé, permet de diminuer l’influx 

calcique de moitié (Vachel et al., 2015). Comme cela, pour la suite de l’étude, nous parlerons d’influx 

calcique médié par TRPV6.  

Nous avons constaté que la régulation de l’influx calcique dans les cellules hAECB faisait intervenir les 

PLC mais cette régulation diffère en fonction du statut CF ou non CF (Tableau 14). En effet, dans les 

cellules hAECB non CF, la PLCδ1 et la PLCβ3 semblent réguler négativement l’influx calcique alors que 

la PLCγ1 semble, au contraire, réguler l’influx calcique positivement. Dans les cellules hAECB CF, la 

PLCδ1 paraît, à l’inverse, réguler positivement l’influx calcique et la PLCγ1 négativement, tandis que la 

PLCβ3 ne semble pas avoir de rôle dans cette régulation. Nous avons mis en évidence une différence 

de régulation de l’influx calcique faisant intervenir les phospholipases C dans les cellules pulmonaires 

CF par rapport aux cellules non CF. La quantification des isoformes de PLC, la localisation cellulaire ou 

encore la recherche de partenaires communs aux canaux TRPV6 et TRPV5 avec les différentes 

isoformes de PLC serait des paramètres intéressant à étudier pour expliquer ces différences de 

régulation dues à la mutation CFTR-F508del.  

 

 
   hAECB non CF hAECB CF 

PLCδ1 Inhibition Activation 

PLCγ1 Activation Inhibition 

PLCβ3 Inhibition Absence d’effet 

Tableau 14 :  Tableau récapitulatif du rôle exercé par les isoformes PLCδ1, PLCγ1 et PLCβ3 sur 
l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF et hAECB CF 
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PARTIE III : Focus sur le rôle de la PLCδ1 dans la régulation de l’influx calcique 
des cellules épithéliales bronchiques 

 

A. Contexte 

Il est un fait établi que le canal TRPV6 est négativement régulé par la PLCδ1 dans les cellules HEK293 

(Thyagarajan et al., 2008, 2009). Les travaux de notre équipe ont montré que le canal TRPV6 était, de 

la même façon, régulé négativement par la PLCδ1 dans les cellules épithéliales bronchiques (Vachel et 

al., 2015). Nous avons observé que cette régulation ne semble pas avoir lieu dans les cellules 

épithéliales bronchiques CF où la PLCδ1 participe au contraire à la régulation positive de l’influx 

calcique (Figure 32 et Figure 33). La PLCδ1 n’est pas le seul élément régulateur du canal TRPV6 : le 

PIP2, phospholipide membranaire, est un activateur direct de TRPV6, au même titre que l’ATP en tant 

que substrat pour les kinases qui régénèrent le PIP2 (Zakharian et al., 2011). Par ailleurs le complexe 

formé par les deux petites protéines annexine 2 et S100A10 régule à la fois TRPV6 (Borthwick et al., 

2008b) et CFTR-WT (Borthwick et al., 2008a) de manière positive. L’enjeu dans cette partie a été 

d’établir des liens entre ces différents acteurs, qui pourraient expliquer pourquoi la régulation du canal 

TRPV6, faisant intervenir la PLCδ1, est différente en présence de la mutation CFTR-F508del (Figure 37).  

 

 

 

Cellule CFTR-WT Cellule CFTR-F508del 

Figure 37 : Différences de régulation du canal TRPV6 impliquant la PLCδ1 entre une cellule non CF 
et une cellule CF 

Dans une cellule exprimant la protéine CFTR-WT, le PIP2 membranaire active le canal TRPV6. La PLCδ1 est activée 
suite à l’augmentation de Ca2+ intracellulaire et régule négativement TRPV6 par l’hydrolyse du PIP2 en IP3 et en 
DAG. Dans cette cellule, le complexe annexine 2-S100A10 active le canal TRPV6. Dans une cellule CF, il est reporté 
que le complexe annexine 2-S100A10 ne se forme pas et nous avons observé que la PLCδ1 régule positivement 
le canal TRPV6. Cette régulation positive de l’influx calcique par la PLCδ1 est contraire à ce qui est rapporté dans 
la littérature, et c’est un point que nous chercherons à clarifier dans cette troisième partie.  
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Nous avons au préalable comparé la localisation cellulaire des protéines CFTR, TRPV6 et PLCδ1 

et leur proximité par la technique de proximity ligation assay (PLA) dans les lignées 16HBE14o- et 

CFBE41o-, puis nous avons étudié l’expression des protéines annexine 2 et S10010 et leur 

proximité avec la PLCδ1 pour expliquer la différence de régulation de l’influx calcique observée 

dans les cellules exprimant la mutation CFTR-F508del.  

Dans un second temps, pour comprendre la régulation de TRPV6 dans les cellules 

mucoviscidosiques, nous avons étudié l’intervention d’autres partenaires cellulaires impliqués 

dans la régulation de l’influx calcique en investiguant les proximités cellulaires entre TRPV6, 

CFTR, PLCδ1, annexine 2 et S100A10 dans les lignées 16HBE14o- et CFBE41o- par la technique 

de proximity ligation assay.  

 

B. Résultats 

 Etude de la localisation cellulaire des protéines TRPV6, PLCδ1 et CFTR et de leur 

proximité dans les cellules épithéliales pulmonaires 16HBE14o- et CFBE41o- 

i. Localisation de TRPV6-PLCδ1-CFTR dans les cellules 16HBE14o- et 
CFBE41o- 

Nous avons observé la localisation des protéines CFTR, TRPV6 et PLδ1 dans les cellules pulmonaires 

polarisées CFBE41o- et 16HBE14o- de façon à identifier des éventuelles différences de localisation 

pouvant expliquer les différences de régulation de l’influx calcique (Figure 38). Comme attendu, CFTR 

a une localisation apicale dans les cellules 16HBE14o- tandis que CFTR-F508del est majoritairement 

péri-nucléaire dans les cellules CFBE41o-. Cette observation en immunofluorescence reflète bien 

l’expression membranaire du canal CFTR dans les cellules saines et sa rétention au niveau du réticulum 

dans les cellules CF. Le canal TRPV6 présente une distribution très similaire dans les cellules 

pulmonaires 16HBE14o- et CFBE41o- : il est présent au niveau de la membrane plasmique du côté 

apical des cellules polarisées, où il exerce son rôle de canal calcique, et on le retrouve également 

localisé en intracellulaire. Enfin, la PLCδ1 est localisée de façon éparse à l’intérieur des cellules : elle 

est exprimée en intracellulaire et au niveau apical. Nous pouvons noter que l’imagerie de fluorescence 

reflète la faible expression de la protéine dans les cellules CFBE41o- par rapport aux cellules 

16HBE14o-, donnée qui avait été précédemment observée par l’équipe. Il semblerait que la mutation 

CFTR-F508del n’ait donc pas d’influence sur la localisation des protéines TRPV6 et PLCδ1.  
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ii. Étude des proximités entre TRPV6, PLCδ1 et CFTR dans les cellules 
16HBE14o- et CFBE41o- 

Nous avons ensuite comparé les proximités entre les trois acteurs TRPV6, CFTR et PLC1 dans la lignée 

16HBE14o- et CFBE41o- par la méthode de Proximity Ligation Assay. Cette technique est basée sur 

l’utilisation d’anticorps primaires spécifiques de chaque protéine, reconnus par leurs anticorps 

secondaires, eux-mêmes couplés à des sondes d’oligonucléotides qui s’hybrident entre elles lorsque 

la distance entre deux protéines est suffisamment faible (inférieure ou égale à 40nm). Il est donc 

préférable de parler de de proximité plutôt que d’interaction, car il n’est pas exclu que d’autres 

partenaires puissent s’intercaler entre les deux protéines ciblées dans l’expérience. Les résultats sont 

présentés dans la Figure 39. Nous avons effectué des contrôles en mettant uniquement les sondes PLA 

sans les anticorps primaires et nous avons enregistré un bruit de fond équivalent à 0,1 spot/cellule. 

10 µm 10 µm 

10 µm 

10 µM 

CFBE 

Apical 
Basolatéral 

10 µM 10 µM 10 µM 

16HBE 

CFTR TRPV6 PLC-δ1 

Apical 
Basolatéral 

10 µM 10 µM 10 µM 

Figure 38 : Localisation cellulaire des trois protéines CFTR, TRPV6 et PLC-δ1 dans des cultures 

épithéliales bronchique polarisées saines (16HBE14o-) et mucoviscidosiques (CFBE41o-) 

Immunomarquage des trois protéines et projection en Z de la distribution à travers les cellules, bleu : noyaux, 
et vert : protéines respectives. 
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Au-delà de ce bruit de fond, nous avons considéré que le signal détecté correspondait à une proximité 

entre deux partenaires.  

Entre les deux lignées, nous n’avons pas observé de différence significative de proximité entre CFTR et 

TRPV6 avec une moyenne de 2 spots par cellule, ni entre TRPV6 et PLCδ1 où nous avons une moyenne 

de 0,25 spot par cellule. Bien que TRPV6 soit régulé par la voie PLC-PIP2, nous n’observons pas de 

modifications de proximités entre TRPV6 et PLCδ1, et en effet, il est suggéré que ce soit davantage le 

PIP2 qui établisse des proximités avec la PLCδ1 (Yamamoto et al., 1999). Enfin, nous avons une 

proximité significativement plus faible entre CFTR et la PLCδ1 dans les CFB41o-E par rapport à celle 

observée dans les 16HBE14o- : nous comptons une moyenne de 1,5 spots par cellules dans les 

16HBE14o- contre 0,5 spot par cellules dans les CFBE41o-. Une mesure de proximité réalisée une fois 

dans les cellules CFBE où la protéine CFTR-F508del a été ramenée à la membrane par la correction 

température a montré une augmentation du nombre de spots équivalent à celui observé dans les 

16HBE (Figure 39, points noirs). Nous en concluons que lorsque CFTR est à la membrane, il existe une 

proximité avec la PLCδ1 et cette proximité est perdue lorsque CFTR n’est plus à la membrane. Nous 

devons également garder en mémoire que ce n’est pas directement la PLCδ1 qui opère une action sur 

le canal TRPV6, mais bien le PIP2. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que d’autres acteurs 

pourraient intervenir dans les cellules CFBE41o- pour réguler TRPV6.  

 

 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

Figure 39 : Proximité entre CFTR, TRPV6 et PLC1 dans les cellules 16HBE14o- versus 

CFBE41o- obtenues par la technique de Proximity Ligation Assay 

Histogrammes représentant la proximité, en nombre de spots par cellule, entre CFTR et TRPV6, et PLC1 dans les 

cellules 16HBE14o- et CFBE41o-. Les résultats sont présentés en moyenne  SEM sur un champ d’environ 100 
cellules (N =4). La proximité entre CFTR et PLC1 a été testée dans les cellules CFBE41o- corrigées à 27°C pendant 
24 h sur une expérience, les résultats sont représentés en noir sur la figure.  
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 Étude du complexe annexin 2-S100A10 dans la régulation de l’influx calcique des 

cellules épithéliales pulmonaires 16HBE14o- et CFBE41o- 

D’autres acteurs cellulaires, qui régulent à la fois CFTR et TRPV6, peuvent subir des défauts de 

fonctionnement avec la mutation CFTR-F508del. Nous nous sommes concentrés sur deux petites 

protéines, annexine 2 et S100A10, que l’on retrouve sous forme libre dans le cytosol et à la membrane 

plasmique, mais également associées en complexe à la membrane plasmique dans les cellules 

épithéliales pulmonaires non mucoviscidosiques (Gerke and Moss, 2002), (Thiel et al., 1992). Le 

complexe annexine 2-S100A10 permet, entre autre, l’acheminement des vésicules du compartiment 

trans-golgien à la membrane plasmique dans les cellules épithéliales polarisées et régule aussi de 

nombreux canaux ioniques, dont CFTR, TRPV5 et TRPV6 (Borthwick et al., 2007, 2008b; van de Graaf 

et al., 2003). En effet, dans les cellules épithéliales pulmonaires non mucoviscidosiques, le complexe 

annexine 2-S100A10 se lie à TRPV6 (Borthwick et al., 2008b). Annexine 2 et S100A10 sont donc des 

activateurs à la fois de CFTR et de TRPV6 et constituent des protéines intéressantes à étudier dans le 

cadre de notre étude. Dans cette dernière partie nous avons voulu étudier le rôle de ces deux protéines 

dans la régulation du canal TRPV6 dans les cellules CF. 

 

i. Expression protéique dans les lignées 16HBE14o- et CFBE41o- 

Dans des modèles de sur-expression, des expériences de GST pull-down ont montré l’existence d’une 

interaction entre S100A10 et TRPV6 (van de Graaf et al., 2003). Les auteurs ont également montré que 

la protéine S100A10 était nécessaire pour le trafic ainsi que la fonction du canal TRPV6 à la membrane. 

Par ailleurs, lorsque l’expression de l’annexine 2 est diminuée, les auteurs ont montré, par des 

expériences de patch-clamp, que la fonction du canal TRPV6 était également diminuée. Les deux 

protéines, à la fois S100A10 et annexine 2, interviennent donc dans la fonction du canal TRPV6.  

L’expression protéique de l’annexine 2 et de S100A10 a été quantifiée dans les cellules 16HBE14o- et 

les CFBE41o-. Nous avons observé que l’expression de la protéine S100A10 est deux fois plus faible 

dans les cellules CFBE41o- par rapport aux cellules 16HBE14o-, la quantité d’annexine 2 restant, quant 

à elle, inchangée entre les deux lignées (Figure 40).  
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ii. Proximité entre le complexe annexine 2-S100A10 et TRPV6 

Nous avons alors regardé ce qu’il en était de la proximité entre les protéines S100A10, annexine 2 et 

TRPV6 par proximity ligation assay (Figure 41). Les expériences ont été réalisées seulement deux fois, 

mais il semble qu’il y ait une proximité plus importante entre l’annexine 2 et TRPV6 dans les cellules 

16HBE14o- par rapport à celle observée dans les cellules CFBE41o-. Du reste, nous n’avons pas observé 

de différence de proximité entre TRPV6 et S100A10 entre les lignées 16HBE14o- et CFBE41o-.  

 

 

 

S100A10 
monomère  

Actine - 42  

- 12  

MM 
(KDa) 

Actine 

Anx 2 

- 42 

- 36 

MM 
(KDa) 

A B 

Figure 40 : Expression endogène des protéines S100A10 et annexin 2 dans les cellules 16HBE14o- et 
CFBE41o- 

(A) Western blots représentatifs de l’expression protéique de S100A10 et de l’annexine 2 dans les cellules 

16HBE14o-, CFBE41o- et les CHO. Les cellules CHO ont été utilisées comme contrôle négatif. (B) Histogrammes 

représentant la quantification des protéines S100A10 et annexine 2 normalisée par rapport à la quantité d’actine 
exprimée dans les cellules. Les résultats sont présentés en moyenne  SEM (N=3). T-test, *p = 0,0183, ns = 0,1720. 
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iii. Interaction du complexe annexine 2-S100A10 avec la PLCδ1 

Nous avons ensuite regardé l’existence d’une proximité entre les deux protéines annexine 2/S100A10 

et la PLCδ1 ainsi qu’entre annexine 2/S100A10 et CFTR. Des essais de duolink ont montré que la PLCδ1 

se lie faiblement à l’annexine 2 et à S100A10 dans les cellules 16HBE14o- mais que ces proximités 

augmentent significativement dans les cellules CFBE41o-. Les proximités entre CFTR et l’annexine 2 

ont été testées seulement deux fois et n’ont pas permis la réalisation de statistiques, cependant nous 

observons une plus faible proximité entre l’annexine 2 et la protéine CFTR-F508del dans les cellules 

CFBE41o- par rapport à celle mesurée entre l’annexine 2 et la protéine CFTR dans les cellules 

16HBE14o- (Figure 42).  

Tout compte fait, même si la PLCδ1 interagit beaucoup moins avec la protéine CFTR-F508del, elle 

interagit davantage avec les protéines S100A10 mais surtout avec l’annexine 2 dans les cellules 

CFBE41o-. Ainsi les partenaires cellulaires, au sein de complexes protéiques faisant intervenir la PLCδ1, 

sont différents lorsque la protéine CFTR est mutée ou non. En effet, dans les cellules 16HBE nous 

observons un complexe formé de la PLCδ1, de CFTR et de l’annexine 2 et dans les cellules CFBE, CFTR 

ne fait plus partie du complexe et la proximité entre l’annexine 2 et la PLCδ1 est renforcée.   

 
 
 
 

 

annexine 2-TRPV6 S100A10-TRPV6 

Figure 41 : Proximité entre annexine 2, S100A10 et TRPV6 dans les cellules 16HBE14o- et CFBE41o- 
Histogrammes représentant la proximité, en nombre de spots par cellule, entre annexine 2 et TRPV6, et S100A10 et TRPV6. 

Les résultats sont présentés en moyenne  SEM sur un champ d’environ 100 cellules (N =2).  
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 Proximité entre les différents patenaires : Résumé et conclusion 

Il semblerait que les complexes protéiques qui font intervenir la PLCδ1, TRPV6, CFTR, Annexine2 et S100A10 soient 

différents en fonction que le canal CFTR est muté ou non. Ces différences de proximités pouraient, en partie, 

expliquer les différences de régulation de l’influx calcique par la PLCδ1 entre les cellules 16HBE14o- et CFBE41o-.  

  

Figure 42 : Proximité entre annexine 2, S100A10, CFTR et PLC1 dans les cellules 16HBE14o- versus 

CFBE41o- 

Histogrammes représentant la proximité, en nombre de spots par cellule, entre (A) annexine 2 et PLCδ1, S100A10 

et PLCδ1, (B) annexine 2 et CFTR, S100A10 et CFTR. Les résultats sont présentés en moyenne  SEM sur un champ 

d’environ 100 cellules (N =3) sauf pour Anx2-CFTR où N = 2.  Mann-Whitney, ***p = 0,0001, *p = 0,0473, ns = 

0,1082.  
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Conclusion générale 

Quelques études ont mis en évidence le rôle des phospholipases C dans la sécrétion chlorure 

dépendante de CFTR : nous avons montré durant ce projet que deux isoformes de PLC participent en 

particulier à la sécrétion chlorure dépendante de CFTR dans les cellules épithéliales bronchiques 

humaines : la PLCβ3 et la PLCγ1. L’activation des PLC endogènes, via la stimulation des RCPG, des 

récepteurs à activité tyrosine kinase ou de la protéine Epac, pourrait jouer en faveur d’une 

augmentation de la sécrétion d’ions chlorure et serait à propos dans le contexte de la mucoviscidose 

(Figure 43 A) Il s’avère que la PLCβ3 et la PLCγ1 semblent également impliquées dans la régulation de 

l’influx calcique des cellules épithéliales bronchiques humaines : la PLCγ1 contribue à l’entrée calcique 

intracellulaire tandis que la PLCβ3 diminue l’influx d’ions Ca2+ (Figure 43 B). La recherche 

d’activateurs/inhibiteurs spécifiques des PLC serait donc une priorité à donner à la suite du projet dans 

le but de moduler la sécrétion chlorure et l’homéostasie calcique dans les cellules épithéliales 

bronchiques mucoviscidosiques.

CFTR

Cl-

Cl-
+

PLCβ3

Cl-

CaCC

Cl-

?
SLC26A9 

+

PLCγ1

+ PLC

Activation maximale 
de la sécrétion chlorure 

CFTR-dépendante

Maintien dans le temps de 
la sécrétion CFTR-

dépendante

+

CFTR

Cl-

Cl-

+

PLCβ3

PLCγ1

-

TRPV6

PLCδ1

-

Ca2+

Figure 43 : Schéma résumant les principales découvertes durant le projet de thèse : les PLC 
stimulent la sécrétion chlorure (A) et régulent l’influx calcique dans les cellules épithéliales 

bronchiques humaines (B) 

A 

B 
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PARTIE I : Exploration du rôle des PLC dans la sécrétion chlorure dépendante 
de CFTR 

 

Des études ont déjà montré le rôle des phospholipases C dans la sécrétion chlorure suite à une 

activation par l’H2O2 (Ivonnet et al., 2015), la forskoline (Hoque et al., 2010), l’ATP (Dutta et al., 2008) 

et les acides biliaires désoxycholique et chénodésoxycholique (CDCA) (Domingue et al., 2016). 

Namkung et ses colègues ont également montré l’implication des PLC dans un courant chlorure activé 

par l’ATP et sensible au CFTRinh-172 (Namkung et al., 2010). Nos résultats viennent corroborer les 

données de la littérature, puisque nous avons, à notre tour, identifié un rôle des PLC dans la sécrétion 

chlorure des cellules épithéliales bronchiques humaines suite à une activation forskoline et UTP. Les 

isoformes de PLC qui pourraient entrer en jeu dans la sécrétion chlorure, ainsi que les mécanismes et 

partenaires cellulaires engagés dans cette sécrétion seront discutés dans cette partie.  

 

A. Les isoformes de PLC qui jouent un rôle dans la sécrétion chlorure dépendante 
de CFTR dans les cellules épithéliales bronchiques 

 L’inhibition pharmacologique des PLC par le composé U73122 diminue la 

stabilité du courant chlorure CFTR-dépendant au cours du temps 

Nous avons vérifié que les PLC étaient bien impliquées dans la conductance chlorure sensible au 

CFTRinh-172 suite à une activation par la forskoline à la fois i) dans les cellules épithéliales bronchiques 

qui expriment la protéine CFTR-WT de manière endogène (16HBE14o-) et ii) dans les cellules 

épithéliales bronchiques CFBE41o- qui sur-expriment la protéine CFTR-WT (CFBE-WT) ou la protéine 

CFTR-F508del corrigée par la température (CFBE-F508del). Ainsi, l’inhibition des PLC par l’inhibiteur 

U73122 diminue la stabilité du courant CFTR-dépendant au court du temps d’environ 30 % par rapport 

à l’analogue inactif U73343 utilisé comme contrôle dans les trois lignées. Il a déjà été publié que la 

PLCδ1, la PLCγ1 et la PLCβ3 sont exprimées dans des lignées cellulaires épithéliales bronchiques de 

manière endogène (Bezzerri et al., 2011; Vachel et al., 2015; Xu et al., 2013) et leur expression a été 

confirmée dans nos modèles cellulaires. Nous n’avons pas de données précises concernant 

l’expression des autres isoformes de PLC exprimées dans nos modèles cellulaires 16HBE14o- et 

CFBE41o-, mais il existe des données dans la lignée A549 issue de cellules épithéliales pulmonaires 

humaines provenant d’un adénocarcinome ainsi que dans la lignée HBEC3-KT issue de cellules 

épithéliales bronchiques humaines provenant d’un sujet sain (Figure 44).  
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Si l’on se fie à l’ARN exprimé dans les lignées A549 et HBEC3-KT, la PLCβ4, la PLCδ3, la PLCδ4, la PLCε, 

la PLCη1 et la PLCη2 sont également susceptibles d’être exprimées dans les cellules épithéliales 

pulmonaires et de jouer un rôle dans le courant chlorure dépendant de CFTR.  

La réalisation de western blots de ces six isoformes de PLC dans les lignées 16HBE14o- et 

CFBE41o- permettrait d’identifier celles qui sont effectivement exprimées dans nos modèles et 

qui pourraient intervenir dans le maintien de la sécrétion chlorure CFTR-dépendante au cours 

du temps.  

 

 La diminution de l’expression de la PLCγ1 ou de la PLCβ3 diminue l’activation 

maximale du courant chlorure CFTR-dépendant 

L’objectif était de caractériser, parmi les différentes isoformes de phospholipases, celles qui sont 

impliquées dans la sécrétion d’ions chlorures dans nos modèles cellulaires. Nous nous sommes 

concentrés sur les PLCδ1, PLCγ1 et PLCβ3 qui sont exprimées dans nos modèles cellulaires. À l’aide de 

la technique d’interférence par ARN dirigée contre ces trois isoformes dans la lignée 16HBE14o- nous 

avons observé que, à la différence de la PLCδ1, les PLCγ1 et PLCβ3 interviennent dans le courant 

CFTR-dépendant activé par la forskoline. Par la suite, l’implication de la PLCβ3 dans ce courant 

CFTR-dépendant a aussi été confirmée dans les cellules CFBE-F508del corrigées et dans leurs cellules 

contrôles qui sont les CFBE-WT. De cette manière, lorsque l’expression de la PLCβ3 est diminuée, 

Figure 44 : Expression normalisée de la quantité d’ARN des 13 isoformes de PLC dans les lignées 

A549 et HBEC3-KT 

La lignée A549 est une lignée pulmonaire épithéliale humaine issue d’un adénocarcinome et la lignée HBEC3-KT 
est une lignée bronchique épithéliale humaine. https://www.proteinatlas.org 
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l’activation du courant chlorure CFTR-dépendant est réduit de 25 % dans les cellules CFBE-WT ainsi 

que dans les cellules CFBE-F508del corrigées. La PLCγ1 et la PLCβ3 interviennent donc dans la sécrétion 

chlorure dépendante de CFTR. Cependant d’autres isoformes de PLC pourraient participer à la 

sécrétion chlorure dépendante du CFTR (Figure 44). 

Par la suite, une stratégie d’interférence par ARN dirigée contre les autres isoformes de PLC 

exprimées de manière endogène dans nos modèles pourrait déterminer quelles PLC, en plus de 

la PLCγ1 et de la PLCβ3, pourraient intervenir dans l’activation du courant CFTR-dépendant.  

 

Les expériences en chambre de Ussing permettent d’observer la résultante de l’activation de plusieurs 

conductances ioniques, et pas seulement celles qui résultent de l’activité du canal CFTR. L’ajout de 

DIDS, un inhibiteur des canaux chlorure autres que CFTR n’empêche pas la diminution d’activation du 

courant CFTR-dépendant d’avoir lieu en présence du siRNA PLCβ3. Ce résultat suggère que la PLCβ3 

exerce une action sur le courant CFTR.  

Des expériences de patch-clamp dans les CFBE41o- transfectées avec le siRNA PLCβ3 pourraient 

confirmer l’impact de la diminution d’expression de cette protéine sur la fonction du canal CFTR.  

 

Comment les PLCγ1 et PLCβ3 impactent-elles le courant chlorure CFTR-dépendant ? Compte tenu du 

fait que les PKC interviennent dans la phosphorylation du canal CFTR et qu’elles sont activées sous 

l’action des PLC, nous avons tenté de répondre à cette question en regardant le rôle des PKC dans 

l’activation du courant CFTR-dépendant par la PLCβ3. L’inhibition des PKC par le composé Gö6983 

diminue faiblement le courant chlorure CFTR-dépendant, ceci dans les cellules transfectées avec le 

siRNA PLCβ3 et dans les cellules transfectées avec le siRNA contrôle. Il semblerait donc que ce ne soit 

pas les PKC qui soient impliquées dans l’activation du courant chlorure par la PLCβ3. L’inhibiteur de 

PKC utilisé, le Gö6983, est un inhibiteur à spectre large qui bloque les PKCα, PKCβ, PKCγ, PKCδ et PKCζ 

à la concentration utilisée de 1 µM. Il se pourrait tout de même que d’autres isoformes de PKC soient 

activées par la PLCβ3 et exercent une action sur le canal CFTR. 

Il semblerait, en effet, que parmi les isoformes de PKC existantes, la PKCε soit impliquée dans 

les mécanismes d’activation du courant CFTR-dépendant (Alcolado et al., 2011; Alshafie et al., 

2014). Il pourrait-être utile de refaire les expériences de fonctionnalité sur des cellules 

transfectées avec le siRNA contrôle ou le siRNA PLCβ3 en présence du peptide inhibiteur des 

PKCε, le peptide EAVSLKPT.  
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Au cours de nos expériences, nous n’avons pas déterminé de quelle manière les phospholipases C 

exercent précisemment leur action sur le courant chlorure CFTR dépendant. Cependant nous avons 

identifié, dans la littérature, l’existence de partenaires communs entre les PLCβ3, PLCγ1 et CFTR qui 

apportent un élément de réponse (Figure 45).  

 

 

En effet, les PLCβ et CFTR sont régulés par des protéines qui contiennent des domaines PDZ (Kim et 

al., 2011b; Raghuram et al., 2001). Par exemple, il a été mis en évidence qu’il existe des liens 

fonctionnels entre les protéines NHERF (Na+/H+ Exchanger Regulatory Factor) et CFTR (Arora et al., 

2014; Zhang et al., 2017) mais aussi entre les protéines NHERF et PLCβ3 (Jiang et al., 2014; Oh et al., 

2004). En effet, au niveau de son extrémité COOH, il a été montré que CFTR établit des liaisons avec 

des domaines PDZ (Guggino and Stanton, 2006; Wang et al., 1998; Xia et al., 2016). Ainsi NHERF1 

interagit avec l’extrémité COOH du canal CFTR pour le stabiliser à la membrane (Arora et al., 2014; 

Sharma et al., 2016). De plus, les protéines NHERF1 et NHERF2 interviennent dans la phosphorylation 

de CFTR et favorisent donc l’activité du canal (Broadbent et al., 2017). Une étude dans un modèle 

murin KO (en anglais « Knock out ») pour la protéine NHERF1 a montré que cette protéine est requise 

pour l’obtention d’une activation maximale du courant chlorure CFTR-dépendant par la forskoline au 

niveau de l’épithélium intestinal (Broere et al., 2007). En outre, l’activation du courant chlorure CFTR-

dépendant dans le modèle murin KO diminue de 35 % par rapport au modèle contrôle. Cette 

diminution est du même ordre de grandeur que celle que nous observons suite à la diminution de 

l’expression de la PLCβ3 dans notre étude (25 %). Par conséquent, la PLCβ3, via son interaction avec la 

protéine NHERF, pourrait jouer un rôle dans la sécrétion chlorure dépendante de CFTR en favorisant 

l’interaction entre les protéines NHERF et CFTR. Les lignées épithéliales pulmonaires A549 et HBEC3-KT 

expriment l’ARN des protéines NHERF1 et NHERF2 (Figure 46), suggérant que des interactions 

pourraient s’établir entre CFTR et la PLCβ3 via ces deux protéines pour favoriser la sécrétion chlorure.  

Figure 45 : Partenaires communs entre CFTR et les phospholipases C identifiés dans la littérature 
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Pour tester cette hypothèse il serait intéressant de regarder l’expression des protéines NHERF 

ainsi que la localisation des trois protéines NHERF, CFTR et PLCβ3 dans les lignées 16HBE14o- 

et CFBE41o- en immunomarquage et de regarder les interactions entre ces trois partenaires par 

la technique de co-immunopréciptation. L’idéal serait, par la suite, et si l’existence de telles 

interactions se confirment, de réaliser des mutants au niveau des sites d’interactions entre 

NHERF et la PLCβ3 et de regarder les répercussions sur le courant CFTR-dépendant en chambre 

de Ussing.    

 

Il n’est pas renseigné dans la littérature que la PLCγ1, qui intervient également dans le courant chlorure 

CFTR-dépendant dans les cellules qui expriment la protéine CFTR-WT de manière endogène, soit 

régulée par des protéines via des domaines PDZ. D’ailleurs les PLCγ, contrairement aux PLCβ, ne 

possèdent pas de domaine PDZ sur leur structure et ne sont à priori pas régulées par les protéines 

NHERF. En revanche, la PLCγ1 et la protéine CFTR partagent une affinité pour la protéine SHANK2 (en 

anglais «SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2 ») (Lee et al., 2007a; Wu et al., 2007). Par 

ailleurs il a été mis en évidence que SHANK2 régule négativement CFTR (Kim et al., 2004; Lee et al., 

2007a). Compte tenu de ces informations nous pouvons émettre une hypothèse : la PLCγ1, en 

établissant des liaisons avec la protéine SHANK2, intervient dans le courant chlorure CFTR-dépendant 

en diminuant l’interaction entre les protéines CFTR et SHANK2.  

Figure 46 : Expression normalisée de la quantité d’ARN des protéines NHERF1, NHERF2 et SHANK2 
dans les lignées A549 et HBEC3-KT 

La lignée A549 est une lignée pulmonaire épithéliale humaine issue d’un adénocarcinome et la lignée 
HBEC3-KT est une lignée bronchique épithéliale humaine. https://www.proteinatlas.org 
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Afin de valider cette hypothèse, l’expression de SHANK2 dans nos modèles cellulaires devra être 

confirmée par western blot, de même que les interactions SHANK2-PLCγ1 et SHANK2-CFTR. Pour 

aller encore plus loin, et si de telles interactions sont établies dans nos modèles cellulaires, il 

serait intéressant de réaliser des mutants de la protéine PLCγ1 avec une délétion au niveau de 

son domaine SH3, puisque c’est via ce domaine qu’elle interagit avec SHANK2, et d’exprimer 

cette protéine dans nos modèles pour réaliser des expériences de fonctionnalité du courant 

chlorure CFTR-dépendant en chambre de Ussing.   

 

B. Les différences observées entre l’effet siRNA et l’effet inhibition 
pharmacologique des PLC dans les cellules CFBE suggèrent que les PLC sont 
impliquées dans deux mécanismes différents pour favoriser la sécrétion chlorure 

Nous avons observé deux cinétiques distinctes impliquant les PLC au cours des enregistrements du 

courant chlorure dépendant de CFTR en chambre de Ussing. D’une part, l’inhibition pharmacologique 

des PLC réduit la stabilité du courant chlorure CFTR-dépendant en fonction du temps. D’autre part, la 

diminution de l’expression de la PLCβ3, par transfection de siRNA, diminue l’activation maximale du 

courant chlorure CFTR-dépendant. De plus, l’intervention conjointe, au cours des expériences en 

chambre de Ussing, de la transfection avec le siRNA PLCβ3 et de l’inhibiteur pharmacologique U73122, 

diminue à la fois l’activation maximale et la stabilité au cours du temps du courant chlorure 

CFTR-dépendant. Ainsi les deux effets sont cummulés : même lorsque l’expression de la PLCβ3 est 

diminuée, l’inhibiteur U73122 induit une chute de courant au cours du temps. Dès lors, l’activation du 

courant CFTR-dépendant et son maintien au cours du temps semblent tous les deux dépendant des 

PLC, mais agissent, semblerait-il, via deux mécanismes distincts et impliquant potentiellement des 

isofomes de PLC différentes. En effet, le composé U73122 inhibe plusieurs isoformes de PLC et n’est 

pas spécifique, contrairement à l’utilisation de siRNA.  

Il apparaît que l’inhibiteur pharmacologique des PLC et l’interférence par ARN exercent deux 

effets distincts. Nous avons identifié deux isoformes de PLC comme étant importantes pour 

obtenir une activation maximale du canal CFTR. Pour identifier, par la suite, quelles isoformes 

de PLC sont importantes pour le maintien de la sécrétion chlorure dans le temps, il faudrait 

recourir à des peptides bloquants des différentes isoformes des PLC, à commencer, bien sûr, par 

celles qui sont exprimées dans nos modèles.  

 

Dans nos expériences nous avons utilisé des cellules épithéliales comme modèles. Ces cellules 

sur-expriment le canal CFTR mais elles expriment également d’autres canaux de manière endogène. 
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Nous avons mis en place deux expériences pour identifier si le maintien du courant CFTR-dépendant 

dans le temps, et qui fait intervenir les PLC, serait dû à l’activité d’un autre canal chlorure. En premier 

lieu, l’utilisation du DIDS, inhibiteur des canaux chlorure non CFTR, a montré que le maintien de la 

sécrétion chlorure dépendante de CFTR dans le temps était le fait d’un autre canal chlorure. En effet, 

cette chute de courant induite par l’inhibiteur U73122, est bloquée en présence de DIDS lorsqu’il est 

déposé du côté apical des chambres de Ussing, mais pas lorsqu’il est déposé du côté basolatéral. 

Autrement dit un canal chlorure, autre que CFTR, exprimé dans les cellules épithéliales bronchiques 

au niveau apical, dont l’activité dépend de celle du canal CFTR, a besoin des PLC pour son activité. 

En deuxième lieu nous avons observé que la diminution du courant CFTR-dépendant au cours du temps 

et occasionnée par l’inhibiteur U73122, n’est pas dépendante du Ca2+ intracellulaire. Le maintien du 

courant CFTR-dépendant dans le temps n’est donc pas le fait d’un canal chlorure activé par le calcium. 

Nous émettons l’hypothèse que le canal chlorure concerné dans le maintien de la conductance 

CFTR-dépendante pourrait être le canal SLC26A9. Il s’agit, en effet, d’un canal constitutivement actif, 

exprimé de manière endogène dans les cellules épithéliales pulmonaires qui expriment la protéine 

CFTR-WT mais aussi CFTR-F508del, qui nécessite la présence du canal CFTR pour pouvoir être activé et 

qui est sensible au DIDS (Balázs and Mall, 2018; Bertrand et al., 2009, 2017; Lohi et al., 2002). De plus, 

l’ARNm du canal SLC26A9 est détécté dans les lignées épithéliales bronchiques 16HBE14o- et 

CFBE41o- (Salomon et al., 2016). Les molécules pharmacologiques utilisées pour inhiber le canal 

SCL26A9, à savoir le DIDS > NPPB = NFA > GlyH-101, inhibent également le canal CFTR et n’ont pas pu 

être utilisés dans nos modèles cellulaires qui expriment les deux canaux pour discriminer l’un vis-à-vis 

de l’autre (Salomon et al., 2016). Le CFTRinh-172 inhibe spécifiquement le canal CFTR sans toucher le 

canal SLC26A9, seulement comme l’activité du canal SLC26A9 dépend de l’activité du canal CFTR, ce 

n’est pas non plus un bon moyen pour discriminer les deux canaux dans nos modèles qui ne 

sur-expriment que CFTR et non SLC26A9.  

Il existe de plus en plus d’arguments dans la littérature qui témoignent d’une relation étroite entre le 

canal CFTR et le canal SLC26A9. D’abord, le canal SLC26A9 se comporte comme le canal CFTR : son 

expression augmente après une correction température à 27°C et des expériences de biotinylation de 

surface ont montré que dans les cellules CFBE-WT et CFBE-F508del, il est exprimé en intracellulaire 

mais également à la membrane apicale lorsque les cellules sont cultivées en air-liquide (Avella et al., 

2011). De plus, l’expression membranaire du canal SLC26A9 dans les cellules CFBE-F508del augmente 

lorsque  les cellules sont corrigées à 27°C (Avella et al., 2011). Ceci indique que dans nos expériences, 

si le canal SLC26A9 est bel et bien exprimé de manière endogène dans nos lignées, il se trouve à la 

membrane dans les conditions auxquelles nous avons fait nos expériences en chambre de Ussing et 

pourrait être impliqué dans la sécrétion chlorure enregistrée. D’autre part, si l’activité du canal 

SLC26A9 dépend de l’activité de CFTR (Bertrand et al., 2009, 2017), l’activité de CFTR est également 
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sous la dépendance du canal SLC26A9. En effet, des expériences de patch-clamp ont montré une 

augmentation de l’activité basale de CFTR, mais également une augmentation de l’activation 

forskoline, en présence du canal SLC26A9 (Avella et al., 2011). Enfin, au-delà de l’interaction 

fonctionnelle, il a aussi été observé que le canal SLC26A9 interagit physiquement avec la protéine 

CFTR-WT et la protéine-F508del corrigée (Avella et al., 2011). 

 Il faudrait réaliser des western blots de la protéine SLC26A9 dans nos lignées cellulaires pour 

confirmer son expression endogène. Pour déterminer si les phospholipases C exercent 

réellement une action sur le canal SLC26A9, il faudrait également réaliser des expériences de 

patch-clamp dans des cellules épithéliales bronchiques transfectées avec le canal SLC26A9 et 

comparer son activité en présence ou en absence de l’inhibiteur U73122. Le lien entre les 

phospholipases C et le canal SLC26A9 pourrait également être établi en chambre de Ussing via 

l’utilisation de cellules qui sur-expriment ce canal.  

 

C. La PLCβ3 intervient dans l’activation des CaCC par l’UTP dans les cellules CFBE 

Il est un fait établi que les phospholipases C interviennent dans l’activation des CaCC suite à une 

stimulation par l’ATP ou l’UTP dans les cellules qui expriment CFTR (Lérias et al., 2018; Namkung et al., 

2010; Yamamoto et al., 2007). Nous avons confirmé ce fait dans les cellules épithéliales bronchiques 

qui expriment la protéine CFTR-WT ou CFTR-F508del corrigée à la membrane. L’utilisation du composé 

U73122 diminue significativement le courant chlorure suite à une stimulation par l’UTP. Plus 

particulièrement, nous avons mis en évidence l’implication de la PLCβ3 dans l’activation des CaCC par 

l’UTP dans nos modèles cellulaires. En effet, l’UTP est un ligand des récepteurs P2Y2 et P2Y4 couplés 

aux protéines Gq/11, ces deux récepteurs sont exprimés dans les cellules humaines et activent les PLCβ 

(Burnstock, 2012; Magni and Ceruti, 2013; Rafehi and Müller, 2018; Rhee, 2001). L’utilisation de 

l’inhibiteur des PLC U73122 sur des cellules transfectées avec le siRNA PLCβ3 réduit davantage encore 

le courant chlorure activé par l’UTP. Ce résultat suggère que d’autres PLCβ sont impliquées dans 

l’activation des CaCC par l’UTP et notamment la PLCβ4, qui semble exprimée dans les cellules 

épithéliales bronchiques (Figure 44).  

Pour mettre en évidence si d’autres PLC sont impliquées dans l’activation des CaCC il faudra 

envisager de réaliser des expériences d’interférence par ARN contre les autres isoformes de PLCβ 

exprimées dans les cellules CFBE, en commençant par la PLCβ4.  

 

Il a été montré que le canal TMEM16A interagit avec les protéines CFTR-WT et CFTR-F508del par le 

biais de protéines contenant des motifs PDZ (Benedetto et al., 2017). Il se pourrait que les PLC puissent 
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jouer sur le courant CaCC via une interaction avec ces motifs PDZ. Il est notamment suggéré que 

NHERF1 fasse partie de ces protéines adaptatrices entre le TMEM16A et CFTR (Kunzelmann et al., 

2019).  

En vue d’approfondir l’existence d’interactions physiques entre la PLCβ3 et le canal TMEM16A, 

il serait intéressant de réaliser des expériences de co-immunoprécipitation dans des modèles de 

surexpression.  

 

Nous avons vu que la transfection par le siRNA PLCβ3 dans les cellules CFBE-WT diminue l’expression 

de CFTR. Il se pourrait également que cette transfection affecte l’expression des CaCC dans nos 

modèles cellulaires. Dans cette hypothèse, la diminution du courant activé par l’UTP en présence du 

siRNA PLCβ3 serait due à la diminution d’expression des CaCC et la réduction de courant 

supplémentaire, observée en présence de l’inhibiteur U73122, serait due à l’inhibition des PLC.  

Plusieurs CaCC peuvent potentiellement être activés dans nos expériences : l’ARN des canaux 

TMEM16A, TMEM16F, TMEM16H et TMEM16J est exprimé dans les cellules CFBE (Ousingsawat et al., 

2011) et dans cette lignée l’expression de TMEM16A est notamment confirmée par western blot 

(Ruffin et al., 2013). Par conséquent le canal TMEM16A, mais aussi les canaux TMEM16F, TMEM16H 

et TMEM16J sont susceptibles d’être activés par l’UTP dans nos expériences.  

Afin de comprendre la régulation des CaCC par les PLC, des western blots des principaux CaCC 

identifiés dans les cellules CFBE devront être réalisés pour i) identifier les canaux exprimés dans 

nos lignées et ii) quantifier l’expression des canaux TMEM16 dans la condition siRNA PLCβ3 et 

siRNA contrôle.   
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PARTIE II : Étude de la régulation de l’influx calcique par les phospholipases C 

 
Cette deuxième partie du projet se concentre sur l’influx calcique constitutivement actif dans les 

cellules épithéliales bronchiques. Dans la mucoviscidose, et notamment dans les cellules qui expriment 

la mutation CFTR-F508del, il a été rapporté que l’homéostasie calcique est perturbée. Dans ces cellules, 

entre autres, les mobilisations calciques sont plus importantes. Par exemple, l’influx calcique des 

canaux TRPV4, TRPA1, TRPV6 et TRPC6 qui suit la stimulation par leur agonistes respectifs, est 

augmenté dans les cellules qui expriment la mutation CFTR-F508del par rapport aux cellules qui 

expriment la mutation CFTR-WT (Antigny et al., 2008b, 2011b; Grebert et al., 2019) 

Les PLC contrôlent un certain nombre de canaux sensibles au calcium, et notamment les canaux qui 

sont activés par le PIP2, tels que les canaux TRPM8 (Rohács et al., 2005; Yudin et al., 2011), TRPV1 

(Lishko et al., 2007; Lukacs et al., 2007), TRPV2 (Mercado et al., 2010) et TRPV6 (Thyagarajan et al., 

2009). Lorsque la protéine CFTR est mutée, beaucoup de canaux TRP subissent des défauts de 

fonctionnement : c’est le cas du canal TRPV6. La PLCδ1 est un des régulateurs de TRPV6, et sa 

régulation par cette isoforme de PLC a précédemment été étudié au laboratoire dans les cellules 

épithéliales bronchiques 16HBE14o- qui expriment la protéine CFTR-WT de manière endogène (Vachel 

et al., 2015). Dans ces cellules, il est observé que la PLCδ1, inhibe l’influx calcique qui transite par le 

canal TRPV6. Notre intention au cours du projet était de comprendre le rôle de la PLCδ1 dans la 

régulation de l’influx calcique, mais cette fois dans les cellules épithéliales bronchiques CFBE41o- qui 

expriment la protéine CFTR-F508del de manière endogène.  

Il se trouve que la PLCδ1 ne régule pas l’influx calcique induit par une solution à 2,5 mM de Ca2+ de la 

même manière dans les cellules qui expriment la mutation CFTR-F508del CFTR par rapport aux cellules 

qui expriment la mutation CFTR-WT. En effet, des expériences d’interférence par ARN dirigées contre 

la PLCδ1 montrent qu’au lieu de diminuer l’influx calcique, la PLCδ1 l’augmente dans les cellules 

CFBE41o-. Ce résultat a été confirmé dans les cellules primaires hAECB CF et hAECB non CF : la PLCδ1 

inhibe l’influx calcique dans les cellules hAECB non CF et active l’influx calcique dans les cellules hAECB 

CF. Nous avons ensuite regardé le rôle de la PLCγ1 et de la PLCβ3 dans l’influx calcique des cellules 

hAECB non CF et hAECB CF. Là encore nous avons observé des différences dans la régulation de l’influx 

calcique par ces deux isoformes de PLC entre les cellules qui expriment le CFTR-WT et celles qui 

expriment le CFTR-F508del (Tableau 14).  

Bien qu’elles ne soient, à priori, pas activées par une augmentation de Ca2+ intracellulaire, il semblerait 

que la PLCγ1 et la PLCβ3 participent à la régulation de l’influx calcique dans les cellules épithéliales 

bronchiques non CF. Par ailleurs il est possible qu’il se produise un phénomène de compensation entre 
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les différentes isoformes de PLC dans les cellules qui expriment la protéine CFTR-F508del, puisque nous 

avons une régulation strictement opposée de l’influx calcique entre la PLCδ1 et la PLCγ1(Tableau 14). 

Nos résultats suggèrent que dans les cellules qui expriment la mutation CFTR-F508del de manière 

endogène, la PLCδ1 régule positivement l’influx calcique constitutif tandis que la PLCγ1 régule, à 

l’inverse, positivement l’influx calcique constitutif. Ces résultats pourraient être mis à profit dans le 

contexte inflammatoire de la mucoviscidose où il a été montré que le calcium participe à augmenter 

l’inflammation via une activation de la voie NF-κB (Ribeiro, 2006; Tabary et al., 2006). Nous pourrions 

en effet envisager d’inhiber la PLCδ1 et d’activer la PLCγ1 chez les patients pour diminuer 

l’inflammation exacerbée par le calcium intracellulaire au niveau des cellules pulmonaires. Il faudrait 

confirmer les effets de ces deux isoformes de PLC sur la régulation de l’influx calcique constitutif dans 

un contexte inflammatoire et infectieux, à savoir en présence de surnageant bactérien et 

d’interleukines inflammatoire.  

Il serait intéressant de réaliser les mêmes expériences de mesure de l’influx calcique dans nos 

cellules, cette fois en présence de LPS bactérien et d’interleukines pour évaluer si la régulation 

de l’influx calcique par les PLC s’effectue également en contexte inflammatoire.  

 

Nous rappelons que les résultats de cette dernière partie du projet sont à prendre avec précaution 

puisqu’il s’agit de résultats préliminaires qui sont pour la plupart réalisés en nombre insuffisant. Nous 

nous sommes ensuite plus particulièrement intéressés à la régulation de TRPV6 par la PLCδ1 car elle a 

déjà été étudiée dans la littérature. Comment cela se fait-il que cette PLC régule négativement l’influx 

calcique, comme il est par ailleurs décrit que celle-ci s’effectue dans d’autres modèles cellulaires, dans 

les cellules épithéliales bronchiques non CF, alors qu’elle semble intervenir dans l’activation de l’influx 

calcique dans les cellules épithéliales bronchiques CF ? Nous sommes allés chercher la réponse au sein 

de complexes moléculaires qui pourraient se former autour de TRPV6 et qui seraient différents lorsque 

la protéine CFTR est mutée. En effet, TRPV6 n’est pas seulement régulé par la PLCδ1. Parmi les autres 

protéines qui interviennent dans cette régulation nous avons étudié les protéines annexine 2 et 

S100A10.  À l’aide des expériences de proximity ligation assay nous avons comparé les proximités entre 

les protéines CFTR-WT/CFTR-F508del, PLCδ1, TRPV6, annexine 2 et S100A10 (Figure 47).  

À partir des résultats obtenus nous avons émis une hypothèse concernant la différence de régulation 

du canal TRPV6 par les protéines annexine 2 et PLCδ1 : la PLCδ1 régule négativement TRPV6 via la 

déplétion membranaire du PIP2 mais interagit également avec différents acteurs cellulaires. Elle 

entretient une faible proximité avec l’annexine 2 dans les cellules non CF alors qu’elle entretient une 

proximité plus importante avec cette protéine dans les cellules CF. Tout se passe comme si dans les 



  

135 
  

Discussion et perspectives 

cellules CF, la PLCδ1 potentialise l’activation de TRPV6 par le complexe annexine 2-S100A10. Ainsi dans 

les cellules non CF, lorsqu’on diminue l’expression de la PLCδ1 par siRNA, nous observons globalement 

une augmentation de l’influx calcique puisque, n’étant pas associée au complexe annexine 2-S100A10, 

elle intervient surtout dans la déplétion du PIP2. En revanche la diminution d’expression de la PLCδ1 

par siRNA dans les cellules CF diminue la potentialisation de l’activité de TRPV6 par le complexe 

annexine 2-S100A10.  

Le nombre d’expériences réalisées étant insuffisant, il faudra confirmer cette hypothèse par une 

deuxième technique permettant l’étude des interactions, telle que la co-immunoprécipitation.  
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Figure 47 : Résumé des proximités étudiées par la méthode de proximity ligation assay entre la 
PLCδ1 et le canal TRPV6 
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A B S T R A C T  
 
The Transient Receptor Potential (TRP) protein superfamily is a group of cation channels expressed in various cell types and 

involved in respiratory diseases such as cystic fibrosis (CF), the genetic disease caused by CF Transmembrane conductance 

Regulator (CFTR) mutations. In human airway epithelial cells, there is growing evidence for a functional link between CFTR 

and TRP channels. TRP channels contribute to transmitting ex-tracellular signals into the cells and, in an indirect manner, to 

CFTR activity via a Ca
2+

 rise signaling. Indeed, mutated CFTR-epithelial cells are characterized by an increased Ca
2+

 influx 

and, on the opposite, by a decreased of magnesium influx, both being mediated by TRP channels. This increasing cellular Ca
2+

 

triggers the activation of calcium-activated chloride channels (CaCC) or CFTR itself, via adenylyl cyclase, PKA and tyrosine 

kinases activation, but also leads to an exaltation of the inflammatory response. Another shortcoming in mutated CFTR-epithelial 

cells is a [Mg
2+

]i decrease, associated with impaired TRPM7 functioning. This deregulation has to be taken into consideration 

in CF physiopathology, as Mg
2+

 is required for ATP hydrolysis and CFTR activity. The modulation of druggable TRP channels 

could supplement CF therapy either an anti-inflammatory drug or for CFTR potentiation, according to the balance between 

exacerbation and respite phases. The present paper focus on TRPA1, TRPC6, TRPM7, TRPV2, TRPV4, TRPV6 and ORAI 1, 

the proteins identified, for now, as dysfunc-tional channels, in CF cells.  
 
 
 
 
 
1. Introduction 

 
Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease, due to CF Transmembrane 

conductance Regulator (CFTR) gene mutations, which is characterized by 

abnormal ion transport across the apical plasma membrane (PM) of epithelial 

tissues, including the airways [1]. CFTR is a plasma mem-brane protein that 

belongs to ATP binding cassette superfamily. It is a cAMP- and ATP-regulated 

channel which ensures, among others, Cl− and bicarbonate transports. The most 

common CF mutation F508del-CFTR is the deletion of phenylalanine at 

position 508 leading to chloride impermeability in many exocrine glands 

(salivary, airways, pancreas) associated to reduced volume of the final secretory 

fluid [1–4]. Several studies described a non-intuitive consequence of CFTR 

mutation, which is important deregulation of Ca2 + homeostasis in CF cells. 

Ca2 + signaling deregulations were observed in several epithelial cell lines and 

also in primary epithelial cells [5,6]. This CF abnormal Ca2+ phenotype takes 

great importance in the CF physiopathology. First, CFTR protein expression is 

affected by an increased in in-tracellular [Ca2+] which down-regulate the CFTR 

mRNA level [7]. Second, the rise of intracellular [Ca2+] involves changes in 

immune and respiratory responses. It has been shown that Ca2+ entry in CF 

neutrophils, especially via TRP channels, is responsible for a reduced  
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antimicrobial response [8]. An increased inflammatory response mediated by a 

rise in intracellular [Ca2+] signaling has also been re-ported in primary cells 

exposed to luminal inflammatory mediators [9]. Last, it has recently been 

shown that the increased [Ca2+]i is involved in CFTR internalization [10]. 

 

Virtually every eukaryotic cell expresses at least some type of cal-cium 

channel, in the plasma membrane, in intracellular organelles, or typically both. 

Plasma membrane calcium channels are regulated by membrane voltage or by 

ligands, and in some cases by both. Not sur-prisingly, voltage-activated 

channels are generally encountered in cells that depend largely on excitable 

behavior, for example, muscle and nerve. Calcium channels that are activated 

by ligands are more broadly distributed but are the exclusive mediators of 

transmembrane calcium flux in non-excitable cells, for example, blood cells 

and epithelial cells. Among all the cationic channels involved in the physiology 

of non-ex-citable cells, the family of TRP (Transient Receptor Potential) 

channels is an important player in calcium homeostasis. TRP channels were 

discovered in the eye of the Drosophila melanogaster fly and named for their 

transient response to bright light. There are 28 mammalian TRP subunits, 

categorized into six related protein subfamilies, based on se-quence homology 

[11]. TRP ion channels are widely expressed throughout the body and can 

respond to an important diversity of 
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Table 1  
Detection of TRP channel activity in the airway.  
 
Lung cell TRPA1 TRPC6 TRPM7 TRPV2 TRPV4 TRPV6 
       

Epithelial cells X X X  X X 

Macrophages  X  X   

Smooth  X   X  

muscle       

cells       

Neutrophils  X     

Alveoli     X  

References [15] [21,22] [32] [84] [34,35,36,37,38] [59] 
       

 

Table 2 
 
Comparison of TRP function in CF versus non-CF cells.  
 
 Channels Function in CF vs non-CF References 
   

TRPA1 ≈ [15] 

TRPC6  [22] 

ORAI1-STIM1  [28] 

TRPM7  [32] 

TRPV2  [84] 

TRPV4  [47] 

TRPV6  [59] 
   

 
intracellular and extracellular stimuli. This ability to be activated by seemingly 

disparate mechanisms has led to the perception of TRP channels as multiple 

signal integrators. The TRP channel superfamily comprises a group of cation-

selective proteins, which displays a general preference for calcium ions. 

Moreover, the TRP channel family has been implicated in the pathogenesis of 

relevant chronic respiratory diseases such as asthma, chronic obstructive 

pulmonary disease (COPD), chronic cough, nonallergic rhinitis or/and apneic 

responses [12].  
The aim of this review is to describe the TRP channels, which have been 

explored in more depth regarding their role in physiological and pathological 

mechanisms in cystic fibrosis airway epithelial cells (TRPA1, TRPC6, TRPV4, 

TRPV6, and TRPM7). 

 
2. TRPA1 channels 

 
Human TRPA1 channels were first isolated from cultured fibroblasts [13] and 

originally named ANKTM1 due to a large number of ankyrin repeat domains. 

Only one homolog of the ankyrin subfamily has been identified in mammals. 

TRPA1 is a calcium-permeable non-selective cation channel belonging to the 

large TRP family of ion channels [14]. TRPA1 has important functions in the 

lung and upper airways (Table 1). 

 

Prandini et al. [15] were the first to investigate the role of TRPA1 channels in 

CF. They found that TRPA1 channels modulate the in-flammatory response of 

CF bronchial epithelia induced by exposure to planktonic bacterium or 

supernatant of mucopurulent material, re-sembling acute or chronic infection 

by P. aeruginosa [15]. Moreover, they showed that direct activation of TRPA1 

with agonists is sufficient to induce the release of IL-8 in small airway epithelial 

cells [16]. Based on these observations, it was proposed that TRPA1 could 

represent a druggable target to control the excessive inflammation reported in 

the lungs of CF patients, reducing tissue damage without completely blunting 

the immune response. To support this hypothesis, it was shown that inhibition 

of TRPA1 calcium transport by selective an-tagonists and transient reduction 

of protein expression by gene silen-cing significantly reduces the transcription 

and release of different cy-tokines, including IL-8, IL-1β, and TNF-α [15]. 

Whether pharmacological inhibition of TRPA1 channels in airway epithelial 

cells could provide significant amelioration of CF lung inflammation remains 

yet unknown but it would be interesting to test new molecules able to target 

this channel, as TRPA1 blockers could improve respiratory 

Cell Calcium 81 (2019) 29–37 

 

disorders such as chronic cough, asthma, COPD and allergic rhinitis [17]. 

 

 

3. TRPC6 channels 

 

Human and mouse TRPC6 cDNAs were originally isolated from the pancreas 

[18] and it turns out that TRPC6 expression is the highest in the lung and brain 

[19]. In the context of respiratory diseases, TRPC6 channels appear to play a 

role in different cell types like neutrophils, macrophages and smooth muscle 

cells (reviewed in [20] and Table 1).  
TRPC6 mRNA is also expressed in well-differentiated human bron-chial 

epithelial cells [21] and TRPC6-mediated Ca2+ influx was re-ported to be 

significantly increased in CF human airway epithelial cells compared to non-

CF cells when exposed to 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG), a membrane-

permeable diacylglycerol analog that activates TRPC6 [22]. In CF cells 

expressing F508del-CFTR, specific silencing of TRPC6 reduced the abnormal 

Ca2+ influx response. Indeed, TRPC6-mediated Ca2+ influx, but not TRPC6 

expression, is increased in CF cell lines expressing G551D-CFTR and 

F508delCFTR [22,23].  

A correlation between abnormal Ca2+ homeostasis in CF cells and the 

expression of CFTR at the cell membrane was evidenced [23]. When CFTR is 

resident at the cell surface as it is the case for WT and rescued F508del-

expressing CHO cells, abnormal Ca2+ influx induced by OAG is normalized 

[23]. Moreover, specific CFTR silencing in WT-CFTR ex-pressing cells 

increases TRPC6-mediated Ca2+ influx [22], whereas CFTR activation by 

forskolin reduced by 30% the OAG-Ca2+ activity [23], showing that plasma-

membrane activity of CFTR is required to down-regulate OAG-dependent 

Ca2+ influx. Antigny et al. related a direct link between TRPC6 and WTCFTR 

using co-immunoprecipitation studies, confirming this hypothesis. But it has 

also been shown that TRPC6 silencing diminished CFTR activity [22] and that 

OAG po-tentiates forskolin-dependent activation of CFTR [23] in WT-CFTR 

ex-pressing cells. The authors stated a reciprocal functional coupling be-tween 

these two channels in which CFTR down-regulates OAG-dependent-Ca2+ 

influx and this Ca2+ influx up-regulates CFTR-depen-dent Cl− transport. 

Indeed, not only the upregulation of CFTR-WT ac-tivity was measured by 

enhancing OAG Ca2+ influx in non-CF cells, but in addition upregulation of 

G551D-CFTR activity was measured fol-lowing activation of TRPC6 by OAG 

in the presence of the therapeutic agent VX-770 (Ivacaftor), an activator of 

G551D-CFTR [23]. In CF epithelial cells, guanabenz, an α2-selective 

adrenergic agonist, tran-siently increased [Ca2+]i via an influx of the 

extracellular Ca2+ which stimulates CaCC [24]. TRPC6 channel is pivotal for 

the activation of CaCC by guanabenz through an α2-adrenergic-independent 

pathway suggesting a functional coupling between TRPC6 and CaCC channels 

[25]. A small molecule, (R)-roscovitine, (first identified in chemother-apeutics) 

rescues phagocytic function in CF pulmonary macrophages, independently of 

either kinase inhibition or CFTR expression [26]. The authors show that the 

TRPC6 calcium-permeable channel in the al-veolar macrophages (AM) 

functions to shunt the transmembrane po-tential generated by proton pumping 

and is capable of restoring mi-crobicidal function to compromised AMs in CF 

and enhancement of function in non-CF cells. TRPC6 channel activity is 

enhanced via translocation to the cell surface in response to G-protein signaling 

ac-tivated by (R)-roscovitine. These data show that enhancing vesicular 

insertion of the TRPC6 channel to the plasma membrane may represent a 

general mechanism for restoring phagosome activity in conditions, where it is 

lost or impaired. 

 

 

 

 

4. The Orai1-STIM1-TRPC complexes 

 

In addition to the family of TRPC channels involved in the Ca2+ influx into 

non-excitable cells, there are the ORAI channels. These channels are activated 

in response to cell stimulation and Ca2+ release from the endoplasmic reticulum 

(ER). The protein that conveys the Ca2+ content of the ER to the plasma 

membrane is the ER Ca2+ sensor 
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protein stromal interaction1 (STIM1) (for review [27]). A study ex-amined the 

novel hypothesis that store-operated calcium entry (SOCE) through Orai1 is 

abnormal in CF [28]. The authors suggest that F508del-CFTR cells have 

enhanced calcium entry which would be mediated by the ER-resident Ca2+ 

sensor STIM1 and the Ca2+ release-activated channel Orai1 [28]. They showed 

that either WT-CFTR or 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(caption on next page) 

 

F508del-CFTR corrected is sufficient to restore SOCE. Indeed, PM ex-pression 

of CFTR is the only way to regulate SOCE because the use of forskolin or 

CFTRinh172 did not affect this calcium increased. In fact, the elevated Ca2+ 

signaling is caused by an increase in the exocytotic insertion of Orai1 into the 

PM. The SOCE increased in CF cells enhances IL-8 secretion and may, 

therefore, contribute to the hyperinflammatory 
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Fig. 1. Overview of TRP regulation in CFTR-expressing cells suggests TRP as potential targets in cystic fibrosis. Calcium entry via TRPA1, TRPC6, TRPV4, and TRPV6 is 

extended in cystic fibrosis cells when stimulated with bacterium such as P. aeruginosa, OAG, 4α-PDD, and CaCl2, respectively.TRPC6 is up-regulated by DAG, serine and tyrosine 

phosphorylation and phosphoinositides while TRPV6 is a constitutively activated channel regulated by [Ca
2+

]i and PLC-PIP2 pathway. The rise of intracellular calcium is followed by 

the production of well-identified inflammatory mediators. On the other hand, calcium entry via TRPV4 in response to hypo-osmotic shock is decreased in CF cells. Moreover, calcium 

entry via TRPV2 in CF macrophages and magnesium entry via TRPM7 in CF cells is diminished when stimulated by cannabidiol or naltriben, respectively, compared to non CF cells. As 

magnesium is required for ATP hydrolysis, the consequence is a decrease of CFTR activity. This calcium raise and magnesium fall globally support the inflammatory state in cystic fibrosis 

cells. The different models used in these studies are summarized below: TRPV4: CF tracheal epithelial cell line CFT1 obtained from a CF F508del/F508del patient, HEK cell line and 

CFBE cell lines for the hypotonic shock response and mouse CFTR
+/+

, mouse CFTR
−/−

, bronchial NCI-H292 epithelial cell lines, non-CF MM39 epithelial cell line, CF-KM4 epithelial 

cell line for the 4α-PDD activation; TRPA1: Human A549 alveolar type II-derived epithelial cells, CuFi-1 transformed bronchial epithelial cell line from a CF patient with F508del/ 

F508del genotype; TRPV6: CF human epithelial cell line CFBE41o-, non-CF human epithelial cell line 16HBE14o-, primary human airway epithelial cells from a CF patient (CF hAEC) 

and a non CF patient (hAEC); TRPC6: human non-CF epithelial cell line MM39, human CF epithelial cell line CF-MK4, CHO cell line over-expressing F508del-CFTR, G551D-CFTR 

or WT-CFTR; TRPM7: HeLa cell line overexpressing F508del-CFTR, G551D-CFTR or WT-CFTR; TRPV2: primary human macrophages from non-CF and CF patients.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2. Binary interactions reported with each TRPM7, TRPV4 and CFTR channels suggest a physical link between CFTR and TRPs. IntAct Molecular Interaction Database 

reported 9 protein interactions with TRPM7, 8 protein interactions with TRPV4 and 149 protein interactions with CFTR. Among the protein identified in complex with CFTR, myosin-9 

is also interacting with TRPM7 and calnexin is linked both with TRPM7 and TRPV4. 

 
state that characterizes CF [28]. 

 
 
5. TRPM7 channels 

 
TRPM7 is remarkable in that it constitutes the fusion between a cation channel 

and a functional C-terminal serine/threonine-protein kinase domain (for review 

[29]). The tissue distribution of TRPM7 is 

 
ubiquitous, but expression levels in the human sample are the highest in heart, 

liver, bone and adipose tissue [30]. The TRPM7 channel is non-selective but 

predominantly permeates the divalent cations Ca2+ and Mg2+ under 

physiological conditions [31]. Consistent with its multi-functional nature, 

TRPM7 has been proposed to function in several fundamental physiological 

processes, including Mg2+ homeostasis, cell proliferation, cell motility and 

cellular differentiation (for review [29]). 
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TRPM7 altered expression or activity is associated with a number of 

pathological conditions, including cancer, cardiovascular defects and 

neurodegenerative diseases (for review [29]).  
Huguet et al. [32] studied the expression, the function and the channel 

regulation of TRPM7 by [Mg2+]i in non-transfected HeLa cells and in HeLa 

cells expressing WT-CFTR or mutated CFTR (F508del-CFTR and G551D-

CFTR). In both F508del-CFTR and G551D-CFTR cells the protein expression 

of TRPM7 was increased whereas its function was reduced compared to WT-

CFTR cells. Interestingly, Mg2+ had no effect on the channel regulation in these 

mutated cells, while it usually in-hibits TRPM7 activity. As Mg2+ is required 

for CFTR activity through ATP hydrolysis, they measured [Mg2+]i in cells 

expressing WT-CFTR, F508del-CFTR, and G551D-CFTR. They showed that 

[Mg2+]i is de-creased in cells expressing F508del-CFTR and G551D-CFTR. 

Then, in order to highlight a possible functional link between TRPM7 and 

CFTR, TRPM7 activity was pharmacologically increased by the use of nal-

triben, and the function of CFTR was studied in cells expressing WT-CFTR, 

F508del-CFTR, and G551D-CFTR. The authors found that the activation of 

TRPM7 by naltriben resulted in a decreased CFTR function in WT-CFTR and 

F508del-CFTR cells but in a highly increased function in cells expressing 

G551D-CFTR. Mg2+ and Ca2+ flux through TRPM7 were found to be 

modulated in cells expressing mutated CFTR com-pared to cells expressing 

WT-CFTR. The authors concluded that the link between TRPM7 and CFTR 

varies with the type of CFTR mutation and proposed naltriben as a new 

potentiator of G551D-CFTR, with potential implications for CF therapy [32]. 

 

 
6. TRPV4 channels 

 
TRPV4 was originally isolated from rat kidney, and identified as a vertebrate 

homolog of the Caenorhabditis elegans gene Osm-9, with se-quence homology 

similar to TRPV1 and TRPV2 channels [33]. TRPV4 is expressed in a wide 

range of tissues including heart, lung, kidney, DRG neurons, CNS, skin and 

sweat glands, with the most prominent ex-pression found in epithelial and 

endothelial cells [33]. In the airways, TRPV4 channels are expressed in smooth 

muscles, alveolar wall, lung tissue and lung vessels [34–37], with the highest 

levels of expression in the epithelial linings trachea, bronchi, and lower 

airways, and in the alveolar septal walls [34,38,39] (Table 1). Interestingly, data 

is now emerging suggesting that there are genetic variants of TRPV4, which 

may be associated with the pathophysiology and symptomatology of asthma 

and COPD [40]. 

 

Human airway epithelia show a typical Ca2+-dependent regulatory volume 

decrease (RVD) under hypotonic conditions [41], but this RVD response is lost 

in CF airways [42]. The cellular defect associated with the impaired RVD in 

CF epithelia is mainly linked to the dysfunction of volume-sensitive K+ 

channels [42–45], although defective swelling-activated Cl− channels have 

also been reported [46]. It has been pro-posed that the dysfunction of K+ 

channels required for the RVD re-sponse might be related to the lack of a Ca2+ 

signal in CF epithelia, at least in the airway and small intestine epithelia 

[42,44,45]. Several studies by the group of Valverde demonstrated that the 

TRPV4 channel is the only pathway mediating the swelling-activated Ca2+ 

entry re-quired to achieve a full RVD in human tracheal epithelial cells. More-

over, they have shown that the impaired RVD response in CF airway epithelia 

is caused by misregulation of TRPV4, suggesting that the hypotonic activation 

of TRPV4 channels is CFTR-dependent [47]. TRPV4 activation by hypotonic 

stress emerges as a key process in the control of cell volume in human airway 

epithelial cells, but it is im-paired in CF airway epithelial cells, leading to 

defective RVD response [42,47]. The misregulation of TRPV4 channels may 

be relevant to the pathophysiology of CF in different ways. It might contribute 

to the increased Na+ absorption described in CF airway epithelia [48]. Na+ 

absorption is reduced by stimuli causing cytosolic Ca2+ increases [49]. 

Therefore, a defective TRPV4 channel might result in a reduced me-chanically 

induced Ca2+ signal and in increased amiloride-sensitive 
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Na+ absorption. More recently, in vitro and in vivo evidence for an in-

flammatory role of TRPV4 in lung epithelium has been proposed [50]. The 

authors observed that four natural lipid-based TRPV4 agonists are present in 

expectorations of CF patients. Also, TRPV4-induced calcium mobilization and 

inflammatory responses were enhanced in CFTR-de-ficient cellular and animal 

models [50]. 

 
7. TRPV5 and TRPV6 channels 

 

TRPV5 and TRPV6 constitute a distinct class of highly Ca2+-selec-tive 

channels within the TRP superfamily, which encompasses a di-versity of non-

voltage operated cation channels [51]. In humans, both channels are co-

expressed in organs that mediate transcellular Ca2+ transport such as 

duodenum, jejunum, colon, and kidney, but also in the pancreas, prostate, 

mammary, sweat and salivary glands [51–53]. TRPV5 appears to be the major 

isoform in the kidney, whereas TRPV6 is more ubiquitously expressed with the 

highest concentrations in the prostate, stomach, brain, lung and small intestine. 

Ca2+-selective TRPV6 channels are constitutively active [54] and play a critical 

role in calcium uptake in epithelial tissues [53,55]. TRPV6 KO mice exhibit 

disordered Ca2+ homeostasis, including defective intestinal Ca2+ ab-sorption, 

increased urinary Ca2+ excretion, deficient weight gain, and reduced fertility, 

suggesting the pivotal role in Ca2+ homeostasis in tissues where this channel is 

expressed. TRPV6 is also expressed in epididymal epithelium where the protein 

was detected in the apical membrane [56]. The authors also found that male, 

but not female, mice homozygous for the mutation D541A on TRPV6 gene, 

which expressed a nonfunctional channel, showed severely impaired fertility. 

Altered TRPV6 expression is associated with a variety of human diseases [57], 

including cancers [58]. However, less is known about TRPV5 and TRPV6 

expression and roles in airway epithelia. 

 

 

TRPV5 and TRPV6 are both endogenously expressed in CF and non-CF 

epithelial cells [59] (Table 1). Compared to non-CF airway epithelial cells, the 

constitutive Ca2+ activity is increased two-fold in CF cells. Using 

pharmacological and siRNA strategies, it was demonstrated that TRPV6 is 

mostly responsible for this abnormal increase of Ca2+ influx. To further 

investigate the mechanism underlying this dysregulation, the authors focused 

on the negative feedback of phospholipase C (PLC)-PIP2 pathway on TRPV6 

activity. Using PLC inhibitors they demon-strated that the decrease of PLC 

activity leads to an increase of con-stitutive Ca2+ influx in bronchial epithelial 

cells. Moreover, the di-minished expression of the specific PLC-δ1 isoform 

confirmed the implication of the PLC-PIP2 pathway on TRPV6 regulation in 

bronchial epithelial cells. Interestingly, F508del-CFTR rescue by low 

temperature-induced a normalization of TRPV6 activity whereas the inhibition 

of TRPV6 had no impact on the activity of WT-CFTR and F508del-CFTR 

corrected or not. Moreover, PLC-δ1 protein expression level was not modified 

after F508del-CFTR correction, suggesting that the protein quantity is not the 

only factor that could explain the implication of this enzyme in the increase of 

TRPV6 activity cells [59]. The constitutive calcium influx is increased in CF 

cells, mostly due to the upregulation of TRPV6 activity. Vachel et al. [59] 

hypothesized that i) the decrease of the PLC-δ1 isoform expression contributes 

to dysregulation of TRPV6 channels in CF cells and that ii) PLC-δ1 protein 

intracellular localization may have an impact on the regulation of TRPV6 

activity. The reduced expression of this intracellular mediator could have a 

larger influence by interfering with CFTR protein regulation and cytoskeletal 

organi-zation in CF cells [59]. The abnormal Ca2+ influx through the TRPV6 

channel could also participate in CF inflammation clinical features by 

increasing exacerbation via cytokine secretion. 

 

 

8. Role of TRPs in the response of airway epithelial cells to 

environmental factors 

 
Obstructive lung diseases such as CF and COPD are causes of high morbidity 

and mortality worldwide. CF is a multiorgan genetic disease 
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and is characterized by progressive chronic obstructive lung disease. Most 

cases of COPD are a result of noxious particles, mainly cigarette smoke but 

also other environmental pollutants. Although the patho-genesis and 

pathophysiology of CF and COPD differ, they do share key phenotypic features 

and because of these similarities, there is great interest in exploring common 

mechanisms and/or factors affected by CFTR mutations and environmental 

insults involved in COPD. In this context of as yet poorly understood molecular 

and cell signaling spe-cificity leading to respiratory diseases, in recent years 

there has been a continuously growing interest to various members of TRP 

channels, many of which can rather specifically detect a diverse array of 

physical and chemical stimuli, such as mechanical forces, temperature changes, 

pH, osmolarity, noxious compounds, reactive oxygen and nitrogen species 

[60]. 

 
The cold-activated TRPA1 and TRPM8 and the heat-activated TRPV1 

channels have received much interest in the studies of the re-spiratory system 

and its disease states [60]. These channels can mod-ulate the action of thermal 

irritants, such as inhalation of cold air that can provoke coughing, especially in 

respiratory virus-induced cough hypersensitivity [61]. A recently identified 

association between six TRPV1 single nucleotide polymorphisms (SNP) and a 

higher risk for chronic cough in patients with enhanced susceptibility to cough 

[62] further strengthens the proposal that TRPV1 is a pathophysiological target 

for treating patients. However, it has also been reported that a loss of function 

single-point mutation of TRPV1 (TRPV1-I585V) pro-duced a more severe 

cough phenotype [63]. Pharmacological studies showed that chemical irritants 

activate TRPA1 in the airways and produce asthma-like symptoms, as well as 

heightened responses to chemical and physical stimuli [64–67]. 

Pharmacological and knockout studies revealed that TRPA1 mediates the 

inflammatory effects of chemical irritants [68]. The expression and function of 

the cold- and menthol receptor TRPM8 in the airways has been addressed in 

several studies, but the data still remains somewhat controversial (see [66,69] 

for reviews). For example, the available pharmacological tools make it difficult 

to distinguish between the effects of TRPA1 or TRPM8 acti-vation. It is, 

however, clear that rhinovirus upregulates expression of neuronal TRPM8 in a 

manner distinct from TRPV1 and TRPA1, and this implies TRPM8 

contribution to virus-induced cough hypersensitivity [61]. Finally, ex vivo data, 

showing activation of vagal nerve fibers following TRPV4 stimulation [70] 

may represent the neurophysiolo-gical basis for the ability of the TRPV4 

agonists to evoke sensory nerve firing, and the cough in a conscious guinea pig 

model [70]. However, which possibly endogenous stimulus might cause cough 

by targeting TRPV4 remains to be determined. 

 

 

The environmental factors, as pollutants or smoke, are aggravating factors for 

CF patients, and then it could be interesting to study in-depth the role of these 

TRP channels in order to find new therapies and im-prove the care of these 

patients. 

 

9. TRPs and airway smooth muscle dysfunction 

 

The airways are built of the epithelium, smooth muscle, and con-nective tissue 

(fibroblasts), with an important contribution of sensory nerves and resident 

immune cells. The pulmonary vasculature consists of endothelial cells, smooth 

muscle, and connective tissue. TRP chan-nels are expressed in all of these 

tissues and cells [71] and there is good evidence that they play a pivotal role in 

the development and main-tenance of chronic lung diseases, ranging from 

chronic cough through COPD and asthma to idiopathic pulmonary fibrosis 

(IPF) [72].  
Both exogenous and endogenous stimuli activate TRP channels, which include 

the release of inflammatory mediators and neuropep-tides, contraction of 

smooth muscle, hypersecretion of mucus, and al-tered permeability; this 

eventually results in cough, chronic in-flammation, lung injury, airway 

remodeling, and bronchoconstriction. TRPV1, TRPV4, and TRPA1 are all 

expressed in smooth muscle cells [73–75] and they are involved in 

bronchoconstriction, but via different 
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pathways [76–78]. TRPV4-mediated bronchoconstriction is almost to-tally 

dependent on cysteinyl leukotrienes [79]. Activation of TRPV1 and TRPV4 

induces contraction of ASM, but activation of TRPA1 by acrolein results in 

bronchial relaxation, reportedly via the release of PGE2 [80,81]. 

 

The involvement of some TRPs in ASM cells makes them new therapeutic 

targets for modulating bronchoconstriction in CF patients. 

 

10. Role of TRPs in CF-affected tissues other than the airways 

 

Cystic fibrosis is a disease of exocrine gland function that involves multiple 

organ systems but results in chronic respiratory infections, pancreatic enzyme 

insufficiency, and associated complications in un-treated patients. Recent 

reports describe a fundamental role of TRP channels in intestinal epithelial cells 

in mediating cytokine/chemokine release as well [82]. Many TRP channels are 

expressed in various im-mune cells, especially in macrophages and T cells. 

Here, they modulate many functions such as cytokine expression and release, 

migration, or phagocytic activity. Moreover, in the epithelial layer, TRP 

channels expression was also found to be relevant in the pathogenesis of many 

inflammatory disorders, mainly through controlling chemokine/cyto-kine 

expression and release. Thus, a vital interplay between neurons, epithelial, and 

mucosal immune cells seems to maintain homeostasis in different organs, for 

example, the gut, the lung, and the vascular system and disruption of one or 

more of these players may induce disease (for review [83]). 

 
In CF, macrophages have lost their capacity to act as suppressor cells and thus 

play a significant role in the initiating stages leading to chronic 

inflammation/infection. Levêque et al. [84] showed that Pseudomonas. 

aeruginosa recruits TRPV2 channels at the cell surface and induced a calcium 

influx required for bacterial phagocytosis. CF macrophages display perturbed 

calcium homeostasis due to a defect in TRPV2. In this context, deregulated 

TRPV2-signaling in CF macrophages could explain their defective 

phagocytosis capacity that contributes to the main-tenance of chronic infection. 

Therefore, TRPV2 might be considered as a new target to restore phagocytosis 

capacity of CF macrophages and to improve the innate immune defense of 

patients with CF [84].  
Patients with CF are highly susceptible to infections caused by op-portunistic 

pathogens (including Burkholderia cenocepacia), which in-duce excessive lung 

inflammation and lead to the eventual loss of pulmonary function. Abundant 

neutrophil recruitment into the lung is a key characteristic of bacterial 

infections in CF patients. In response to infection, inflammatory neutrophils 

release reactive oxygen species and toxic proteins, leading to aggravated lung 

tissue damage in patients with CF. Robledo-Avila et al. [8] show a defect in 

reactive oxygen species production by CF neutrophils. Furthermore, 

dysregulated Ca2+ homeostasis led to increased intracellular concentrations of 

Ca2+ that correlated with significantly diminished NADPH oxidase response 

and impaired secretion of neutrophil extracellular traps in human CF neu-

trophils. Functionally deficient human CF neutrophils recovered their 

antimicrobial killing capacity following treatment with pharmacolo-gical 

inhibitors of Ca2+ channels and CFTR channel potentiators. TRPM2 and 

TRPM7 channels may regulate Ca2+ overloading in pha-gocytic cells [85,86], 

it is speculated that systemic pharmacological inhibition of these channels may 

help in restoring Ca2+ homeostasis and recovering the antimicrobial capacity 

in phagocytic cells [8]. This study suggests that regulation of neutrophil Ca2+ 

homeostasis (via CFTR potentiation or by the regulation of Ca2+ channels) can 

be used as a new therapeutic approach for reestablishing immune function in 

patients with CF. 

 

 

 

11. Role of CFTR in TRP channels regulation: general findings 

 

Although functional coupling has not been investigating yet be-tween CFTR 

and all the TRPs, we can bring some general findings to answer why TRP 

channels are disturbed in CF cells (Table 2). First, 
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CFTR is known as a regulatory protein of several ion channels. It has been 

suggested that CFTR down-regulates ENaC [87–89] and CaCC [90,91] but up-

regulates ROMK channels [92] and ORCC [93]. A functional link has been 

identified between WT-CFTR and two TRP channels as well (Fig. 1). Indeed, 

WT-CFTR down-regulates both TRPV4 and TRPV6 but with F508del-CFTR 

mutation, calcium fluxes mediated by these TRPs increase. In a different way, 

TRP channels can also regulate CFTR as it was experienced with TRPM7. In 

the presence of the TRPM7 activator naltriben, Huguet et al. [31] found lower 

activities of WT-CFTR and F508del-CFTR but a higher activity of G551D-

CFTR, suggesting that TRPM7 activation generally down-regulates WT-CFTR 

in absence of cystic fibrosis disease. Second, differences in protein ex-pression 

of TRP channels have been related with F508delCFTR muta-tion compared to 

WT-CFTR: Huguet et al. [32] noticed an increased TRPM7 expression in 

F508del-CFTR Hela cells whereas Levêque et al. [84] showed a decreased 

TRPV2 expression in CF macrophages from human patients. Balghi et al. [28] 

also revealed that F508del-CFTR mutation is associated with ORAI1 increased 

surface expression. It turns out that CFTR mutations clearly modify some 

protein channels ex-pression. CFTR and TRPs, as membrane proteins, are 

using similar trafficking pathways from the ER to the plasma membrane after 

their synthesis [94]. They are both able to follow the constitutive exocytotic 

pathway or the regulated exocytotic pathway to reach the PM, through a host 

of protein-protein interactions [95]. Furthermore, CFTR and TRP channels 

both interact with SNAREs protein family, which allows ve-sicle targeting and 

fusion at PM. F508del-CFTR follows an unconven-tional trafficking/secretion 

mediated by proteins that differs from the conventional trafficking which 

concerns WT-CFTR channels [96,97]. 

 

Third, even though direct interactions between CFTR and TRP channels have 

not been identified yet, indirect interactions mediated by regulatory complex 

could be proposed. The interaction network be-tween the seven TRP channels 

and CFTR was assessed with the online tool: IntAct Molecular Interaction 

Database (https://www.ebi.ac.uk/ intact/) (Fig. 2). CFTR has many protein 

interactors, about 149 binary interactions have been reported until now, and 

CFTR interactome is studied with many interests [98,99]. The calcium-binding 

chaperone protein calnexin has been identified as a partner of TRPM7, TRPV4, 

and CFTR. Myosin-9 protein has been identified as a partner of TRPM7 and 

CFTR and has been related at the plasma membrane porosome complex of 

human airway Calu-3 cells [98]. 

 

As a matter of fact, we suppose that WT-CFTR indirectly controls TRP 

channels activity or expression in different ways, either per traf-ficking 

pathways and plasma membrane localization or per interacting proteins 

complexes. F508del-CFTR mutation possibly modifies cellular contents that 

usually connect CFTR and TRP channels. 

 

 

12. Conclusions 

 

Significant progress has been made in recent years in delineating the 

distribution and roles of TRP channels in various cell types under both 

physiological and pathophysiological conditions. It is already well es-tablished 

that TRP channels are important players in the pathogenesis of several human 

diseases, including in the respiratory field. The ap-plication of gene knockdown 

approaches and the recent development of selective pharmacological tools to 

probe TRP channel function [100] should promote our understanding and 

knowledge of the link between TRP isoforms and epithelial function and 

dysfunction in CF. Potential liabilities that may be associated with altering 

channel function might be discovered. Overall, in cystic fibrosis, TRP channels 

appear to in-volve an increase in intracellular Ca2+ and have consequences on 

the inflammatory response (Fig. 1). Moreover, the activity of some of these 

TRPs seems to influence or be influenced by CFTR. These channels can, 

therefore, become important therapeutic targets in this pathological context. 
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