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Résumé

Le mucus est un gel conservé chez les vertébrés et les invertébrés. Ses fonctions ma-
jeures sont la protection et I’hydratation des épithéliums non kératinisés. Les mucines
gélifiantes sont des protéines multi-domaines qui s’associent en polymeéres linéaires et en-
chevétrés pour former la matrice glycoprotéique du mucus. Les interactions covalentes
bien caractérisées des mucines, mais aussi les associations non covalentes (réversibles),
sont responsables du caractére viscoélastique du mucus. Le domaine CY'S des mucines est
retrouvé dans le mucus a la surface de toutes les muqueuses sécrétoires humaines. Il est
trés conservé chez les vertébrés et trés hydrophobe. De ce fait, il est 'un des meilleurs

candidats pour I'établissement de liaisons hydrophobes réversibles.

L’objectif de ce travail est d’étudier 'impact d’un enrichissement en domaine CYS
sur les propriétés des gels de mucus. Pour cela, un modéle murin transgénique (Tg222) et
une lignée cellulaire muco-sécrétante (HT29-MTX E12), sécrétant constitutivement une
molécule recombinante composée de 12 domaines CYS consécutifs (rCYSx12), ont été
développés. L’effet de la délivrance endogéne de rCYSx 12 sur la perméabilité du gel de
mucus, la motilité cellulaire et les propriétés rhéologiques du gel ont été étudiés. Des
modeéles cellulaires sécrétant des molécules constituées de domaines CYS (poly-CYS) ont
aussi été développés afin d’envisager la délivrance exogéne de cette molécule, et d’étudier

son effet dans un contexte pathologique.

La délivrance endogéne de rCYSx12 dans le mucus de la lignée cellulaire
HT29-MTX E12 diminue la perméabilité du gel de mucus. La sécrétion de rCYSx12

est également associée & une diminution de la motilité bactérienne (vitesse et linéarité
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du déplacement) dans les mucus des modéles cellulaire et murin. Les propriétés rhéolo-
giques du mucus colique murin ont été déterminées a plusieurs échelles. La délivrance de
rCYSx12 entraine un remodelage de la matrice protéique du mucus en réduisant la taille
des mailles que forment les mucines gélifiantes. La production d’une molécule poly-CYS a
été développée chez la levure Pichia pastoris et dans la lignée cellulaire d’origine humaine
HEK?293. Contrairement a P. pastoris, la lignée HEK293 produit et sécréte la molécule

poly-CYS sans modifications importantes apparentes.

La molécule rCYSx12 revét un grand intérét thérapeutique pour renforcer les gels
de mucus dans des contextes pathologiques, comme la rectocolite hémorragique ou les
infections intra-utérines. Le développement de modéles sécrétant stablement une molécule
poly-CYS permettra de réaliser des tests de délivrance exogéne, et ainsi déterminer le

potentiel thérapeutique de cette molécule.

Mots clés : mucus; mucines ; domaine CY'S; motilité ; rhéologie ; molécule recombinante
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Abstract

Mucus is a gel conserved among vertebrates and invertebrates. Its major functions are
the protection and hydration of non-keratinized epithelia. Gel-forming mucins are multi-
domain proteins, which self-associate together to form linear and entangled polymers to
form the mucus glycoprotein matrix. The well-characterized covalent interactions, but also
non-covalent (reversible) links, are responsible for the viscoelastic character of mucus. The
mucin CYS domain is found in mucus on the surface of all secretory human mucosae. It
is very well conserved in vertebrates and very hydrophobic. Thus, it is one of the best

candidates for establishing reversible hydrophobic bonds.

The aim of this work is to study the impact of CYS domain enrichment on proper-
ties of mucus gels. For this, a transgenic mouse model (Tg222) and a mucus-secreting
cell line (HT29-MTX E12), constitutively secreting a recombinant molecule made of 12
consecutive CYS domains (rCYSx12), were developed. The effect of endogenous delivery
of rCYSx12 on mucus gel permeability, cellular motility and rheological properties was
studied (micro- and macro-scale). Cellular models secreting a molecule made up of CYS
domains (poly-CYS) have also been developed in order to consider the exogenous delivery

of this molecule, and to study its effect in a pathological context.

Endogenous delivery of rCYSx12 into the mucus of the HT29-MTX E12 cell line
decreased the permeability of the mucus gel. The secretion of rCYSx 12 was also associated
with a decrease in bacterial motility (velocity and linearity of displacement) in the mucus
of the cellular and mouse models. The rheological properties of the colonic mucus were

determined at multi-scale levels. The delivery of rCYSx12 leads to a remodeling of the
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mucus protein matrix by reducing its mesh size. The production of a poly-CYS molecule
was developed in the yeast Pichia pastoris and in the human cell line HEK293. Unlike
P. pastoris, the HEK293 cell line produced and secreted the poly-CYS molecule without

apparent modifications.

The rCYSx12 is of great therapeutic interest for strengthening mucus gels in patho-
logical contexts such as ulcerative colitis or intrauterine infections. The development of
models stably secreting the poly-CYS molecule will make it possible to carry out exoge-

nous delivery tests, and thus to evaluate the therapeutic potential of this molecule.

Keywords: mucus; mucins; CYS domain; motility; rheology; recombinant molecule
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Mucus :
«Sécrétion visqueuse contenant des protéines et des glucides sous forme de mucines,
produite par les cellules des muqueuses et jouant un réle de protection.»

Dictionnaire Larousse



Avant-propos

Le mucus n’a pas nécessairement une image trés séduisante dans I'imaginaire collectif.
Cependant, il constitue un intérét grandissant pour la communauté scientifique. A titre
d’exemple, 522 publications contenaient le mot mucus en 1998 selon la base de données
Pubmed. Le nombre de publications n’a cessé de s’accroitre pour doubler 20 ans plus
tard. La définition de mucus dans le dictionnaire Larousse ne refléte pas la complexité et
la dynamique des gels de mucus. Si les mucines sont en effet le support organique majeur
de la viscosité des gels de mucus, d’autres protéines sont également impliquées dans cette
propriété. Dans la premiére partie de ce travail, nous décrirons les structures génomique
et protéique des mucines et nous verrons qu’elles ne sont pas toutes impliquées dans la
formation des gels de mucus. Les caractéristiques structurales et biochimiques des mu-
cines gélifiantes rendent ’étude du mucus dans sa forme native complexe. La formation
d’'un gel de mucus dépend étroitement de la capacité des mucines gélifiantes a former des
polymeéres linéaires assemblés en un réseau enchevétré hydrophile (Figure 1). Nous nous
intéresserons également aux composés non-mucine impliqués dans la formation du mucus.
Une fois la composition des gels de mucus décrite, nous pourrons alors nous intéresser
aux fonctions du mucus chez ’'Homme, qui ne sont pas restreintes & la protection des
épithéliums. Ensuite, nous nous focaliserons sur les propriétés rhéologiques des gels de
mucus et comment les étudier. Nous verrons qu’en plus du caractére visqueux, le mucus

est également élastique. Cette viscoélasticité dépend étroitement des échelles spatiale et



FIGURE 1 — Observation du mucus de cellules HT29-MTX E12 par microsco-
pie électronique a balayage

La lignée cellulaire HT29-MTX E12 sécréte un gel de mucus a sa surface dont la structure
en réseau peut étre observée par microscopie électronique & balayage (MEB). Grossisse-
ment x7000. Données du laboratoire non publiées.



temporelle. La viscoélasticité du mucus n’est pas statique, car de nombreux facteurs, bio-
logiques ou non, peuvent la moduler, notamment en modifiant 'interactome des mucines

gélifiantes.

Notre équipe de recherche s’intéresse de longue date aux mucines gélifiantes et a leur
role dans la physiologie et la pathophysiologie des muqueuses sécrétoires. C’est le séquen-
cage nucléotidique de MUCSB au cours des travaux du Dr. Jean-Luc Desseyn qui a mis
en exergue le domaine CYS des mucines gélifiantes. Ce travail de thése a pour objectif
de mieux comprendre la fonction de ce domaine en situation physiologique, par I’étude
de V'effet d’un enrichissement du mucus par une protéine composée de domaines CYS.
L’étude bibliographique présentée dans la premiére partie de ce travail a fait 'objet de
publications dans la revue de langue francaise médecine/sciences et dans la revue inter-

nationale Advances in Colloid and Interface Science (voir Annexes 1 et 2).

La seconde partie de ce manuscrit concerne les résultats obtenus durant ces trois an-
nées. Dans un premier temps, nous avons complété les données publiées sur le modéle
murin transgénique Tg222 qui a un mucus intestinal renforcé par la sécrétion d’une molé-
cule constituée de 12 domaines CYS. Dans ce travail de these, le renforcement du gel a été
évalué en déterminant ses propriétés rhéologiques et la motilité de bactéries et spermato-
zoides. Ces résultats ont ensuite été confrontés a ceux obtenus avec un modeéle cellulaire
muco-sécrétant produisant une molécule similaire. Nous avons ensuite développé des mo-
deles cellulaires eucaryotes produisant une molécule constituée de trois domaines CYS
afin de déterminer leur dynamique d’association ainsi que 'effet de leur délivrance sur la

viscoélasticité des gels de mucus.

La derniére partie de ce mémoire est une conclusion et une discussion des résultats



obtenus au regard de leur potentiel intérét dans les pathologies des muqueuses sécrétoires.



1 Introduction

1.1 Mucines et mucus

1.1.1 Les mucines

Les mucines forment une famille protéique qui comporte 21 membres indexés selon
I'ordre de leur découverte (http://www.genenames.org). Les mucines sont classées en deux
catégories en fonction de leurs propriétés structurales et fonctionnelles. Il y a, d’une part,
les mucines membranaires qui participent a la formation du glycocalyx, et d’autre part
les mucines sécrétées qui, hormis pour MUCT7, sont essentielles a la formation des gels
de mucus. Un gel est défini comme un ensemble comprenant deux milieux dispersés 1'un
dans l'autre. Le premier est constitué de polymeéres interconnectés par des points de
réticulation qui forment alors une structure tridimensionnelle en réseau. Le second est un
solvant qui, dans le cas des gels de mucus, est majoritairement constitué d’eau. C’est donc
le caractére hydrophile, couplé a leur capacité de former des polymeéres, qui permet aux

mucines gélifiantes de former un gel au contact de 1’eau.

1.1.1.1 Les mucines membranaires

Les mucines membranaires sont exprimées a la surface de tous les épithéliums non-

kératinisés et forment une interface glycannique avec le milieu extracellulaire. La contri-



bution des mucines membranaires dans la formation des gels de mucus est négligeable &
cause de leur incapacité a former des polymeéres. C’est pourquoi nous focaliserons notre

propos sur les mucines sécrétées dans la suite de cette composition.

1.1.1.2 Les mucines sécrétées

Parmi les 21 mucines répertoriées, six sont sécrétées a la surface des épithéliums. Ces
mucines sont produites par les cellules caliciformes, les glandes sous-muqueuses et les
cellules séreuses chez 'Homme [Ma et al., 2018|. Ces mucines peuvent étres subdivisées
en deux sous-catégories selon leur capacité a former un gel de mucus ou non. Les mu-
cines MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 et MUC19 sont gélifiantes, tandis que la mucine
MUCT ne l'est pas.

1.1.1.2.1 Organisation génomique
1.1.1.2.1.1 Le cluster 11p15.5

Par convention, les génes de mucines humaines s’écrivent en lettres majuscules et
italiques tandis que les protéines qu’ils codent sont notées en lettres majuscules. Seule la
premiére lettre de leurs orthologues murins est notée en lettre majuscule. Comme chez
I'Homme, le nom des génes s’écrit en italique (ex : le géne Muc5b code la protéine Muchb).
Les génes codant les mucines MUC6, MUC2, MUC5AC et MUCS5B sont groupés en un
cluster de 400 kilo-bases (kb) situé au locus 11p15.5 chez 'Homme (7F5 chez la souris).
Les génes MUC2, MUC5AC et MUCSHB sont orientés du télomére vers le centromeére

tandis que MUCG6 est dans le sens opposé (Figure 2).
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FIGURE 2 — Représentation schématique du locus chromosomique 11p15.5 et
du géne MUC5B humain
Les génes MUC6, MUC2, MUC5AC et MUCS5B sont groupés en un cluster situé sur la
bande 15 du chromosome 11.



Les principales caractéristiques structurales de ces génes sont présentées dans le Ta-

bleau 1. Les mucines gélifiantes comportent toutes un large exon, de taille supérieure

Tableau 1 — Caractéristiques des génes MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUC6
Pour chaque mucine gé¢lifiante, la taille du géne en kb, le nombre d’exons et I’exon qui code
la région centrale répétée en tandem sont indiqués. Etant donné Iexistence de polymor-
phismes de type VNTR, la taille des génes MUC2, MUC5AC et MUCE est mentionnée a
titre indicatif.

Géne Taille du géne (kb) | Nombre d’exons | Exon répété en tandem
MUC?2 ~ 36 49 n°30
MUC5AC ~ 43 49 n°31
MUC5B 39 49 n°31
MUC6 ~ 30 33 n°31

a 10 kb chez I'Homme, qui code leur région centrale. Hormis pour MUC5B, la ré-
gion centrale des mucines présente un polymorphisme de type VNTR (Variable num-
ber of tandem repeat) intra- et inter-individuel, rendant le séquencage de ces génes com-
plexe [Vinall et al., 1998, Desseyn et al., 1997, Desseyn et al., 1998, Buisine et al., 1998a,
Desseyn and Laine, 2003, Rousseau et al., 2004|. La structure des génes MUCs, ainsi que
leur organisation en cluster, sont trés conservés entre ’'Homme et la souris, soulignant
I'intérét du modeéle murin pour l’étude des mucines gélifiantes [Escande et al., 2004,
Desseyn and Laine, 2003|. Les promoteurs des génes MUCs sont particuliérement riches
en ilots CpG (55 a4 80 %), ce qui suggére une régulation épigénétique de leur expression. Il a
été démontré que 'expression de MUC2 et MUCHB, dans des lignées cellulaires, est répri-
mée par la méthylation de leur promoteur par la méthyltransférase DNMT1, empéchant
I’activation du facteur de transcription Spl. La dé-acétylation des histones du promoteur
de MUC? est également impliquée dans la répression de son expression. Ces modifications
ont des effets mineurs sur I’expression de MUC5AC et sont complétement indépendantes
de V'expression de MUC6 |Vincent et al., 2007|. Les modifications épigénétiques pour-

raient étre impliquées dans la formation de tumeurs en favorisant la dédifférenciation des
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cellules épithéliales. Des études complémentaires sont cependant nécessaires afin d’avoir
une compréhension exhaustive des régulations génétique et épigénétique de 'expression

des mucines gélifiantes.

1.1.1.2.1.2 MUC19 et Muc19

Les génes MUC19/Muc19 ont été identifiés par une approche in silico en cherchant
des séquences homologues a la région 3" des mucines gélifiantes dans les génomes humain
et murin, respectivement |[Chen et al., 2004]. De cette maniére, les génes MUC19/Muc19
ont été mis en évidence aux loct 12ql12 et 15E3, respectivement, chez ’'Homme et la
souris (Mus musculus). La séquence du géne MUC19 couvre plus de 180 kb d’ADN
génomique (80-100 kb chez la souris) et posséde jusqu'a 182 exons (43 chez la souris).
MUC19 code plusieurs transcrits par épissage alternatif de la région de haute variabilité
située a l'extrémité 5 du géne [Zhu et al., 2011]. Cette région a des similitudes avec la
région 5 de Muc19 qui code un transcrit alternatif, Smge, dont I'expression transitoire
serait impliquée dans la cytodifférenciation des cellules muco-sécrétantes chez le rongeur

[Das et al., 2009, Culp et al., 2004].

1.1.1.2.1.3 MUC7

Le géne MUC7 est exprimé chez les mammiféres placentaires. Il est constitué d’une ré-
gion 5" homologue aux génes des histatines, d’'un domaine central formé par la répétition en
tandem d’une séquence de 69 paires de bases codant de nombreux résidus sérine, thréonine
et proline, et d’une région 3’ codant un motif en doigt de zinc. La région centrale de MUC7
posséde un nombre variable de répétitions qui est fonction de l'espéce [Xu et al., 2016].
Contrairement aux autres mucines sécrétées, la protéine codée par MUC7 n’a pas la capa-
cité de former un polymeére, bien que des associations entre les régions amino-terminales

alent été mises en évidence [Mehrotra et al., 1998|. Par conséquent, elle ne posséde pas
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de propriétés gélifiantes mais participe plutét & 'immunité innée des muqueuses grace a

ses propriétés bactéricides et fongicides [Liu et al., 2000, Bobek and Situ, 2003].

1.1.1.2.2 Structure de ’apomucine

Le terme apomucine désigne la séquence peptidique des mucines gélifiantes qui com-
porte, hormis pour MUCG6, environ 5000 acides aminés, respectivement 5130 et 5762 pour
MUC2 et MUCSHB. Le poids moléculaire de I'apomucine est compris entre 100 et 500 kDa.
Ces protéines sont appelées protéines mosaique du fait de leur structure composée d’une
succession de domaines protéiques. La séquence peptidique des mucines gélifiantes hu-
maines et murines est divisée en 3 régions (Figure 3). D'une part les régions amino- et
carboxy-terminales, impliquées dans la polymérisation des mucines gélifiantes, et d’autre
part la région centrale, riche en résidus sérine, thréonine et proline, qui porte les nom-
breuses chaines glycanniques. Cette organisation explique la dénomination « protéine en

écouvillon », parfois donnée aux mucines gélifiantes.
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Région amino- Région carboxy-

terminale terminale
mucz {9 vwp1-p2-0-D3
MUC5AC %ﬁ% région S/T/P
MUC5B # domaine CYS % vWB ou C

¥ domaine CK vWD4

MUC6 @
MUC19

FIGURE 3 — Structure des mucines gélifiantes humaines

La région amino-terminale des mucines gélifiantes comprend les domaines vVWD1-D2-D'—
D3 (violet). Les domaines CY'S sont représentés en bleu et les chaines glycanniques en gris.
La région carboxy-terminale comporte les domaines vWD4 (violet), vWB, vWC (rouge)
et CK (bordeaux). Hormis pour MUC5B et MUC19, les mucines gélifiantes présentent des
polymorphismes de type VNTR, représentés ici par une interruption dans I’axe peptidique.
Adapté de Demouveaux et coll., 2018.
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1.1.1.2.2.1 La région amino-terminale

La région amino-terminale des mucines gélifiantes comporte des domaines homologues
aux domaines D1, D2 et D3 du pré-pro-facteur de von Willebrand (notés vWD1, vWD2
et vWD3). Il y a un quatriéme domaine appelé D', incomplet (noté vWD') situé entre les
domaines vWD2 et vWD3. La comparaison des séquences amino-terminales de MUCHB,
MUC5AC et MUC2 révele une identité supérieure a 45 %. Les résidus cystéine sont parti-
culiérement conservés (105 des 124 résidus Cys de la région amino-terminale de MUC5B
sont présents dans celles de MUC2 et MUCBHAC) car ils sont impliqués dans des liaisons
intra- et inter-moléculaires, nécessaires aux propriétés gélifiantes des mucines. Les liaisons
intra-moléculaires rendent la région amino-terminale moins accessible aux protéases par

I'acquisition d’une structure secondaire globulaire [Offner et al., 1998|.

La production de différents domaines des mucines gélifiantes a permis de comprendre
leur polymérisation. L’environnement physico-chimique du réseau trans-golgien, au pH
acide (pH = 5-6) et riche en ions calcium, permet l'association des régions amino-
terminales des mucines gélifiantes par des ponts disulfure entre les domaines vWD3. Le
profil de multimérisation de la région amino-terminale semble dépendant de la mucine
car MUCHB et MUCS5AC forment des homodimeéres tandis que MUC2 forme des ho-
motriméres [Ridley et al., 2014, Sheehan et al., 2004, Godl et al., 2002|. Plus récemment,
des associations non-covalentes entre les diméres formés par les régions amino-terminales
de MUC5B ont été mises en évidence. Ces tétrameéres se forment spontanément sous
Ieffet synergique du pH acide et du calcium et s’assembleraient potentiellement en struc-
tures linéaires qui optimisent la compaction des mucines dans le granule de sécrétion
[Trillo-Muyo et al., 2018]. Il semble que les unités trimériques covalentes de MUC2 s’asso-

cient en hexameéres pour former une structure supramoléculaire annulaire stabilisée par des
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liaisons de faible énergie impliquant les domaines vWD1 et vWD2 [Ambort et al., 2012].

1.1.1.2.2.2 La région centrale

La région centrale des mucines gélifiantes, aussi appelée région S/T /P, est une région
d’environ 3000 acides aminés (2929 acides aminés pour MUC2 et 3570 acides aminés pour
MUCS5B [Svensson et al., 2018, Desseyn et al., 1997]), particuliérement riche en résidus
sérine, thréonine et proline (respectivement 15,3 et 37,2 et 14,2 % pour MUC5B) qui
sont répétés en tandem ou non. A l'exception de MUC5HB, le nombre de répétitions ainsi
que leurs séquences different d’une espéce a 'autre et entre les deux alléles pour chaque
individu [Vinall et al., 1998]. A titre d’exemple, la région centrale de MUC2 comprend
entre 51 et 115 répétitions [Desseyn et al., 2008|. Il existe une variabilité inter-individuelle
de séquences dans la région S/T/P. La conservation des séquences tend & diminuer chez
les organismes a temps de génération court suggérant des taux de substitution élevés
[Desseyn and Laine, 2003|. Les résidus sérine et thréonine de la région centrale portent les

nombreuses chaines O-glycanniques hydrophiles nécessaires au phénomeéne de gélification.

Certaines mucines ont une région centrale interrompue par d’autres domaines :

— MUCHB est interrompue & 4 reprises par un domaine de 111 acides aminés non
répété en tandem, riche en résidus sérine, thréonine et proline (respectivement
18,2, 30,4 et 14,2 %) appelé domaine R-end [Desseyn et al., 1997]. Hormis le port
de O-glycannes, le role de ce domaine est encore inconnu.

— Le domaine CYS est un domaine pas ou peu glycosylé de 110 acides aminés qui est
présent en de multiples copies dans la région centrale de 3 des 5 mucines gélifiantes
chez 'Homme. Ce domaine étant 1'objet de ce travail de thése il sera décrit plus

loin (paragraphe 1.2.3.2.5).
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1.1.1.2.2.3 La région carboxy-terminale

En comparaison avec la région amino-terminale, la région carboxy-terminale des mu-
cines gélifiantes a une plus grande diversité structurale (Figure 3). MUC2, MUC5AC et
MUCS5B possédent un quatriéme domaine vWD (vWD4) suivi par les domaines vWB et
vWC. MUC19 ne possede pas de domaine vWB tandis que MUC6 ne posséde ni vWB
ni vWC [Demouveaux et al., 2018]. Toutes les mucines gélifiantes possédent un domaine
carboxy-terminal appelé cystine knot (CK) d’environ 80 acides aminés, dont la conforma-
tion tridimensionnelle est superposable a la super-famille des TGF-£, & la norrine et a la
gonadotropine. La structure secondaire du domaine CK est maintenue par 3 ponts disul-
fure, ce qui permet I'alignement correct des résidus cystéine impliqués dans la dimérisation

[Sadasivan et al., 2011].

1.1.1.2.3 Evolution phylogénétique

L’analyse de la séquence nucléotidique des mucines gélifiantes humaines a permis de
proposer un modeéle d’évolution du cluster 11p15.5 (Figure 4). Les mucines gélifiantes
humaines dérivent d’un progéniteur commun, lui méme issu d’un géne ancestral partagé
avec le facteur de von Willebrand. La séquence nucléotidique du progéniteur des mucines
gélifiantes (Progéniteur 11p15) code les domaines vWD1, vWD2, vWD’, vWD3, vWD4,
vWB, vWC et CK. La duplication de ce progéniteur a entrainé la formation de deux génes,
d’une part le géne MUC6 et d’autre part le progéniteur des mucines MUC2, MUC5AC
et MUC5B (Progéniteur MUC2-5AC-5B). Le progéniteur MUC2-5AC-5B contient la sé-
quence initiale codant le domaine CYS. Le géne MUC6 posséde une région 3’ tronquée
qui ne contient que deux exons contre 18 pour MUC5B, aboutissant a la perte des do-
maines vWD4, vWB et vWC. Ce sont deux événements de duplication génique successifs

qui ont entrainé la divergence entre MUC2 et le progéniteur de MUCSAC et MUC5B



16

- —0000

Progéniteur 11p15
\

Apparition du
domaine CYS

\

-a—§fen

Progéniteur
MUC2-5AC-5B

/A
Duplication

Perte d'exons du géne
\
-{(]eeee
Progéniteur
MUC5AC-5B
VAR
Duplication
/ du géne \

———a» @)oo 0
MUC6 MUC2 MUC5AC MUC5B

FIGURE 4 — Schéma d’évolution des mucines gélifiantes du locus 11p15

Les domaines vWD1-D2-D'-D3 et le domaine vWD4 sont schématisés, respectivement
par un ovale et un cercle violet, les domaines vWB et vWC par des cercles rouges, le
domaine CK par un cercle vert et les domaines CYS par des ovales bleus. Les différents
événements évolutifs concourant a la formation du locus 11p15.5 sont indiqués en gras.
Adapté de Desseyn et al., 2000.




17

(Progéniteur MUC5AC-5B) d’une part, puis entre MUC5AC et MUC5B d’autre part
[Desseyn et al., 2000]. L’utilisation des bases de données protéiques, et notamment la re-
cherche de séquences comportant des domaines vWD, a permis de mettre en évidence la

présence d’orthologues des mucines gélifiantes humaines chez tous les organismes vertébrés

[Lang et al., 2007].

Des molécules possédant des similitudes structurales avec les mucines gélifiantes hu-
maines sont également produites par les organismes invertébrés. Le nombre de ces molé-
cules tend a décroitre quand la distance phylogénétique avec les mammiféres augmente.
Les premiers organismes qui produisent des molécules comportant des domaines similaires
a ceux des mucines gélifiantes humaines appartiennent a la famille des Cténophores, ce
qui permet d’estimer I’apparition des molécules apparentées aux mucines gélifiantes a plus

de 600 millions d’années |Lang et al., 2016].

1.1.1.2.4 Profil d’expression des mucines gélifiantes
1.1.1.2.4.1 Au cours du développement

La rareté des échantillons biologiques humains explique la parcimonie des données en ce
qui concerne ’expression des mucines au cours du développement. Dans chaque tissu étu-
dié on constate que certaines mucines gélifiantes sont exprimées de maniére stable jusqu’a
I’age adulte, tandis que d’autres ont une expression transitoire dont le role exact reste a dé-
terminer. Les mucines gélifiantes sont exprimées tres précocement durant l'ontogénése, dés
la 8°™m¢ semaine de gestation, ou avant, dans I’estomac, et la 9°™¢ semaine de gestation dans
le poumon et l'intestin [Buisine et al., 1998b, Buisine et al., 2000, Buisine et al., 1999].
L’expression de MUC?2 dans l'intestin, de MUC5AC et MUC5B dans les voies aériennes,

et de MUC6 dans 'estomac, coincide avec le début de la cytodifférenciation de I’épithé-
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lium sécrétoire. Ces éléments suggerent que les mucines gélifiantes pourraient participer

activement a l'ontogenése et a la différenciation des tissus muco-sécrétants.

1.1.1.2.4.2 Chez I’adulte sain

Le profil d’expression des mucines gélifiantes chez ’adulte sain est résumé dans la Fi-
gure 5 [Demouveaux et al., 2018]. A I'exception du colon, tous les tissus muco-sécrétants
produisent au moins deux mucines gélifiantes dont une comporte des domaines CYS.
L’ubiquité du domaine CYS dans les muqueuses sécrétoires humaines corrobore un role
important dans les propriétés biologiques du mucus. Dans certaines situations patho-
logiques, des changements quantitatifs et qualitatifs du profil d’expression des mucines
gélifiantes sont observés. A titre d’exemple, on peut citer les voies aériennes mucovisci-
dosiques qui présentent une hyperplasie et une métaplasie des cellules caliciformes et une
hypertrophie et/ou hyperplasie des glandes sous-muqueuses. Cela entraine une hypersé-
crétion de mucines gélifiantes qui forment alors un mucus anormalement viscoélastique

[Rose, 2006].
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FIGURE 5 — Profil d’expression des mucines gélifiantes chez ’Homme sain
Pour chaque tissu muco-sécrétant, les mucines gélifiantes exprimées sont indiquées en
différenciant celles qui possédent des domaines CYS (bleu) ou non (violet). La taille de
la police refléte I'expression relative des mucines gélifiantes au sein du tissu. a : Exprimé
au niveau ARNm, b : Exprimé au niveau protéique, ? : Expression a confirmer. Adapté
de Demouveaux et coll., 2018.
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1.1.1.2.5 Modifications co- et post-traductionnelles

Au cours de leur biosynthése, les mucines gélifiantes subissent de nombreuses modi-
fications co- et post-traductionnelles qui leurs conférent leurs propriétés fonctionnelles.
Ces modifications sont principalement des glycosylations. Les nombreuses chaines gly-
canniques représentent environ 80 % de la masse moléculaire d’'un monomeére de mucine

gélifiante.

1.1.1.2.5.1 N-glycosylation

La N-glycosylation est une modification co-traductionnelle qui implique la liaison
covalente de glycannes sur des résidus asparagine de la séquence consensus N-X-S/T
(ot N représente un résidu asparagine, X un acide aminé quelconque sauf un résidu
proline et S/T un résidu sérine ou thréonine, voir Figure 6). L’axe peptidique des
mucines gélifiantes posséde de nombreux sites potentiels de N-glycosylation (31 sites
au total pour MUC5B d’aprés la base de données Ensembl), notamment dans les ré-
gions amino- et carboxy-terminales. La N-glycosylation a lieu dans le réticulum endo-
plasmique (RE) granuleux et permet un adressage efficient des mucines gélifiantes vers
I'appareil de Golgi [Asker et al., 1998a, Asker et al., 1998b|. Elle facilite également 1’oli-
gomérisation des mucines gélifiantes, mais n’est toutefois pas indispensable a celle-ci
[Dekker and Strous, 1990]. Le présence de N-glycannes pourrait permettre aux mucines
gélifiantes d’adopter la conformation requise pour la formation et ’adressage de dimeéres
[Van Klinken et al., 1998|. Les séquences du domaine CYS #2 de MUC2 et du domaine
CYS #2 de MUCHB possédent des sites de N-glycosylation potentielle. Ces domaines ont
été étudiés avec des molécules recombinantes produites mais non sécrétées par la lignée
CHO (MUC?2) et sécrétées par la lignée COS-7 (MUC5B). Le domaine CYS, produit par

les cellules CHO, semble étre N-glycosylé alors qu’aucune glycosylation n’a été rapportée
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FIGURE 6 — Représentation schématique des types de chaines glycanniques
portées par les mucines gélifiantes

Les monosaccharides sont représentés selon le consortium de la glycomique fonction-
nelle (Consortium for Functionnal Glycomics). Man : D-mannose, GlcNac : N-acétyl-
D-glucosamine, NeuAc : acide sialique ou acide N-acétyl-D-neuraminique, GalNac : N-
acétyl-D-galactosamine, Fuc : L-fucose, Gal : D-galactose, SOj3 : sulfate. Les étapes de la
biosynthése des O-glycannes sont représentées en bleu. D’aprés Corfield, 2015, Corfield,
2017. Le C-mannose est représenté d’une couleur différente pour distinguer la liaison
carbone—carbone des liaisons osidiques conventionnelles.
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pour ceux produits par la lignée COS-7 [Ambort et al., 2011, Perez-Vilar et al., 2004].

1.1.1.2.5.2 (C-mannosylation

La C-mannosylation est une réaction enzymatique identifiée en 1996 sur la RNasell.
Elle est catalysée par la C-mannosyltransférase dans le RE granuleux [Niwa et al., 2016,
Shcherbakova et al., 2017]. Elle consiste en la formation d’une liaison covalente entre le
carbone anomérique d’'un a-D-mannose et le carbone C2 du groupement indole du pre-
mier tryptophane de la séquence consensus W-—X-X-W (ou W représente un résidu tryp-
tophane et X un acide aminé quelconque, voir Figure 6) [Vliegenthart and Casset, 1998,
Krieg et al., 1998al. De nombreuses protéines, incluant la RNasell, la lipoprotéine lipase
C ou l'interleukine 12, sont C'-mannosylées. Cette modification co-traductionnelle est im-
pliquée dans I'adressage des protéines, I’acquisition d’une structure tertiaire fonctionnelle,

I’activité enzymatique ou certaines voies de signalisation.

La C-mannosylation des mucines gélifiantes est controversée. Les domaines CYS pos-
sédent tous la séquence consensus W-O-X-W (ot O représente un résidus sérine ou
thréonine) dans leur partie amino-terminale. Cette caractéristique est spécifique des mu-
cines gélifiantes. Perez-Vilar et coll. ont montré que les domaines CYS de MUCHAC et
MUCS5B sont C-mannosylés en utilisant des lectines |[Perez-Vilar et al., 2004]. L’étude
du profil de glycosylation de MUC2 purifiée conclut également que la protéine, et
donc les domaines CYS, sont C-mannosylés [Zanetta et al., 2004]. A linverse, le do-
maine CYS produit par génie génétique ou étudié dans la protéine MUCHAC grace
aux lignées cellulaires CHO et Calu-3 respectivement ne semble pas étre C-mannosylé
[Ambort et al., 2011, Cao et al., 2012]. Des données acquises au laboratoire montrent que
le domaine CYS produit par la lignée COS-7 est effectivement C-mannosylé et que cette

glycosylation est indispensable pour le trafic intracellulaire des mucines gélifiantes. Cela
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a pu étre mis en évidence en modifiant la séquence W-X-X-W en A-X-X-W (o A est
un résidu alanine) par mutagénése dirigée, ce qui abolit la sécrétion du domaine CYS et

entraine sa rétention dans le RE [Gouyer et al., 2018].

1.1.1.2.5.3 O-glycosylation

La O-glycosylation est une liaison covalente entre une chaine glycannique et le grou-
pement hydroxyle de la chaine latérale des résidus sérine et thréonine (Figure 6). Les
domaines S/T/P de la région centrale des mucines gélifiantes sont le support majeur
des O-glycannes. La O-glycosylation est initiée, dans le réseau cis-Golgien, par la liaison
d’'un N-acétylgalactosamine (GalNac) sur les sérines et thréonines, ce qui forme l’an-
tigéne Tn. Chez 'Homme, cette réaction est catalysée par une famille de 20 enzymes
appelées polypeptide N-acétylgalactosaminyltransférases (ppGalNac). Ces enzymes pos-
sédent un domaine catalytique et un domaine lectine qui conditionnent leur tropisme pour
des régions glycosylées ou non glycosylées de 'apomucine [Revoredo et al., 2016|. Les iso-
formes 1 a 3 sont impliquées dans la biosynthése de la majeure partie des O-glycannes
des mucines gélifiantes, tandis que les autres isoformes conférent sa spécificité tissulaire
au O-glycome [Kong et al., 2015|. Des galactoses et N-acétylglucosamines sont ensuite
greffés sur 'antigéne Tn, via des liaisons 3(1-3) et parfois 5(1-6), pour former la glyco-
sylation de cceur, principalement de type 1 a 4 dans le cas des mucines gélifiantes. Ces
structures peuvent ensuite étre élongées par des lactosamines de type 1 et 2 et sont ter-
minées par des déterminants variés incluant I’acide sialique, le fucose, le sulfate, 'acétyle
et le méthyle qui sont responsables de la grande diversité des structures glycanniques
des mucines gélifiantes [Corfield, 2015, Corfield, 2017|. Les nombreux acides sialiques et
sulfates portés par les mucines gélifiantes sont responsables de la nature poly-anionique
de ces molécules. Des modifications du profil de O-glycosylation des mucines gélifiantes

sont observées dans différents contextes pathologiques. Les patients atteints de séche-
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resses buccales ou du syndrome de 'ceil sec ont un déficit de sialylation des mucines
gélifiantes qui est associé & une diminution des propriétés lubrifiantes et hydratantes du
mucus [Chaudhury et al., 2015, Nakamura et al., 2004|. Des tumeurs coliques spontanées
se forment dans un modéle murin déficient pour les galactosyltransférases impliquées
dans la glycosylation de cceur de type 1 et 3. Le mécanisme sous-jacent implique une
activation de I'inflammasome par le microbiote dii & un mucus moins protecteur, ce qui
souligne le role primordial des O-glycannes dans les propriétés de barriere du mucus
[Bergstrom et al., 2016]. Il y a une augmentation de la fraction glycannique totale des
mucines gélifiantes chez les individus atteints de mucoviscidose. Les O-glycannes sont
également plus sulfatés et sialylés [Xia et al., 2005]. Bien que cela pourrait étre une ré-
ponse de 'hote a I'état inflammatoire chronique [Delmotte et al., 2002|, certains micro-
organismes, comme Pseudomonas aeruginosa, possédent une trés grande affinité pour les
antigénes sialyl-Lewis”, ce qui démontre un réle clé du profil O-glycannique dans 1’étiologie
de la mucoviscidose [Jeffries et al., 2016]. Tous ces éléments indiquent que les O-glycannes
jouent un role primordial dans la physiologie des muqueuses sécrétoires. Cependant, leur

diversité intra- et inter-individuelle et leur dynamicité rendent leur étude complexe.

1.1.1.2.5.4 S-palmitoylation

La S-palmitoylation est une modification enzymatique covalente et réversible qui
consiste en la liaison d’acide palmitique sur les résidus cystéine internes d’une protéine. La
S-palmitoylation est catalysée par la palmitoyl S-acyltransférase tandis que la dépalmitoy-
lation implique des protéases de la famille des hydrolases a sérine [Ko and Dixon, 2018|.
Une seule étude a décrit la S-palmitoylation de la mucine Muc2. L’inhibition de la
S-palmitoylation, par délétion de l'enzyme FAS (Fatty acid synthase), est alors asso-
ciée a un défaut de sécrétion et de protection du mucus colique [Wei et al., 2012]. Ces

anomalies du mucus ont également été observées dans un modéle murin de diabéte ou les
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niveaux de production de la FAS sont anormalement bas. Cela suggére que des anomalies

du mucus pourraient étre observées chez le sujet diabétique humain.

1.1.1.2.6 Biosynthése et exocytose

La biosynthése des mucines gélifiantes se déroule en 5 étapes (Figure 7)

[Bansil and Turner, 2018].

1.

La synthése de 'apomucine est initiée par la liaison de ’ARNm sur les ribosomes
membranaires du RE granuleux. Le peptide néosynthétisé est alors transloqué dans
la lumiére du RE via le complexe de translocation ou translocon. C’est au cours de
la synthése de 'apomucine que les régions amino- et carboxy-terminales acquiérent
leur structure secondaire et que les premiéres modifications co-traductionnelles,

incluant la N-glycosylation et la C-mannosylation, ont lieu.

Les apomucines synthétisées forment ensuite des diméres maintenus par un pont
disulfure entre leur parties carboxy-terminales, puis sont adressées a ’appareil de

Golgi [Asker et al., 1998b, Asker et al., 1998a, Ridley et al., 2016].

La O-glycosylation a lieu de maniére séquentielle au cours du transit des dimeéres
de mucines gélifiantes dans 'appareil de Golgi. Elle est initiée par la formation de

I’antigéne Tn dans le réseau cis-golgien.
Les O-glycannes sont ensuite élongés dans ’appareil de Golgi médian.

Les multiméres, maintenus par des ponts disulfure entre les régions amino-
terminales, sont formés dans le réseau trans-Golgien. Les polyméres de mucines
sont alors stockés sous forme compactée dans des granules de sécrétion, localisés

en région sous-apicale des cellules muco-sécrétantes.
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FIGURE 7 — Schéma de la biosynthése des mucines gélifiantes

Pour chaque compartiment intracellulaire, ’assemblage et les modifications co- et
post-traductionnelles des mucines gélifiantes sont représentés. Les domaines vWD, vWB
ou vWC, CYS et CK sont respectivement illustrés en violet, rouge, bleu et vert. RE :
réticulum endoplasmique. D’aprés Demouveaux et al., 2018.
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1.1.2 Le mucus

Le mucus est un gel dont la fraction organique est principalement représentée par les
mucines gélifiantes. Néanmoins, la composition du mucus ne peut se résumer aux mucines
- , ) ) RT )
gélifiantes, car d’autres composés sont également impliqués dans 1'ultrastructure et les
propriétés fonctionnelles de ces gels. Ces composés seront revus dans une premiére partie,
avant de développer les propriétés du mucus chez les mammiféres. Enfin, nous aborderons

la motilité cellulaire dans le mucus dans une troisiéme et derniére partie.

1.1.2.1 Composition

Le mucus est composé par 90-98 % d’eau, ce qui le classe parmi les hydrogels. La
fraction organique du mucus est trés hétérogéne et dépend du tissu étudié, mais aussi de
I’état physiologique de l'individu. Les composés majeurs de cette fraction organique sont
les mucines gélifiantes (2-5 %), les lipides (1-2 %) et ’ADN (0,02 % chez un individu
sain). De nombreuses protéines entrent dans la composition du mucus. A titre d’exemple,
43 & 81 protéines ont pu étre identifiées dans le mucus cervical au cours du cycle ovu-
latoire, dont certaines sont spécifiques d’une phase du cycle |Grande et al., 2015|. Dans
le mucus colique, ce sont 44 protéines qui ont pu étre identifiées comme constituants du
mucus [Johansson et al., 2009]. Enfin, le mucus est composé d’environ 1 % d’ions, prin-
cipalement les ions Na*, KT, Cl7, HCO3~ et Ca?" [Leal et al., 2017, Lai et al., 2009b].
Certains composés du mucus ont un intérét particulier car ils sont capables de s’associer
aux mucines gélifiantes. De cette maniére, ils exercent une fonction importante dans la

physiologie des muqueuses sécrétoires. En voici quelques exemples :
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1.1.2.1.1 Peptides en tréfle

Il existe trois peptides en tréfle chez 'Homme (notés TFF1, TFF2 et TFF3). Leur
nom vient de leur structure secondaire, aussi appelée domaine en tréfle qui, avec six
résidus cystéine, contient trois boucles maintenues par trois ponts disulfure. TFF1 et
TFF3 possédent un domaine en tréfle tandis que TFF2 en posséde deux. Il y a un 76
résidu cystéine libre dans la région carboxy-terminale de TFF1 et TFF3 qui leur per-
met de former des dimeéres ou de s’associer avec d’autres protéines [Aihara et al., 2017].
Les peptides en tréfle sont co-sécrétés avec les mucines gélifiantes par les cellules épithé-
liales du tractus digestif et, dans une moindre mesure, par celles des voies aériennes et
de Pappareil reproducteur [Thim et al., 2002, Madsen et al., 2007|. Les peptides en trefle
s’associent avec les mucines gélifiantes par des interactions ioniques, hydrophobes, ou en-
core par un type d’interaction qui n’a pas encore pu étre identifié [Hanisch et al., 2014,
Muskett et al., 2003, Ruchaud-Sparagano et al., 2004, Tomasetto et al., 2000]. Cela per-
met de stabiliser les interactions entre les mucines gélifiantes, et donc de moduler les
propriétés viscoélastiques des gels de mucus [Thim et al., 2002, Bastholm et al., 2017|. La
fonction biologique des peptides en tréfle n’est pas totalement déterminée, mais certaines
études montrent leur implication dans la protection et la réparation de la barriére mu-

queuse |Liideking et al., 1998, Xian et al., 1999, McKenzie et al., 2000, Shi et al., 2014].

1.1.2.1.2 Lipides

Les études qui ont déterminé la composition lipidique du mucus sont discordantes. Les
mucus cervical et gastrique, provenant respectivement de femmes et de porcs, analysés
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, semblent étre
dépourvus de lipides. Seuls des acides gras, associés aux mucines par des interactions

faibles, ont pu étre détectés [Hansson et al., 1988|. D’autres études menées par le groupe
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de Slomiany et coll. sur du mucus de rat provenant de différents tissus ont mis en évidence
la présence de lipides neutres (50 % de la fraction lipidique) ainsi que de glycolipides et
phospholipides associés de maniére covalente et non-covalente sur les régions nues des mu-
cines gélifiantes [Slomiany et al., 1978, Slomiany et al., 1988, Witas et al., 1983|. Cette
fraction lipidique contribue a l’existence de patchs hydrophobes au sein de la matrice
de mucines gélifiantes et participe donc a la structure du mucus [Carlson et al., 2018]. La
délipidation des mucines gélifiantes réduit grandement la viscosité des gels de mucus et éli-
mine méme leur caractére non-Newtonien (ou viscoélastique) [Gouveia and Tiffany, 2005].
Ce phénoméne est amplifié par 'élimination des acides gras suggérant un roéle im-
portant des lipides dans la gélification [Murty et al., 1984]. Cependant, la présence
de lipides tensioactifs, comme la phosphatidylcholine ou le phosphatidylglycérol, est
associée a une augmentation des capacités de mouillage et de clairance du mucus
pulmonaire |Girod et al., 1992a, Zahm et al., 1998|. Dans l'intestin, les lipides forment
une barriére hydrophobe protectrice entre le mucus aqueux et la lumiére intestinale
[Lugea et al., 2000, Lichtenberger, 1995]. Une diminution des concentrations de phospha-
tidylcholine et de lysophosphatidylcholine a été rapportée dans le mucus colique, anorma-
lement perméable, de patients atteints de rectocolite hémorragique [Ehehalt et al., 2004].
A la surface de 'ceil, les lipides forment une barriére qui limite I’évaporation du film la-
crymal sous-jacent, ce qui justifie leur emploi dans le contexte du syndrome de 1'ceil sec

[Rantaméki et al., 2012, Johnson and Murphy, 2004].

1.1.2.1.3 Immunoglobulines

La fonction des immunoglobulines (Ig) dans le mucus a principalement été étudiée dans
la spheére cervico-vaginale. Les IgG et les IgA, principales Ig produites dans le tractus gé-
nital femelle, forment des interactions faibles et transitoires avec les mucines gélifiantes, ce

qui leur permet de diffuser aisément dans le gel [Fahrbach et al., 2013, Wang et al., 2016].
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Contrairement aux bactéries, les virus ont généralement une taille inférieure aux mailles
formées par les mucines gélifiantes du mucus. Ainsi, certains d’entre eux, comme le papil-
lomavirus ou le virus de Norwalk, diffusent dans le mucus aussi facilement que dans une
solution saline [Olmsted et al., 2001, Saltzman et al., 1994]. La multiplication des inter-
actions entre les immunoglobulines complexées aux virus et les mucines gélifiantes réduit
drastiquement la diffusivité des virions dans le gel et fournit donc une protection anti-
virale efficace [Chen et al., 2014, Schroeder et al., 2018].

Les Ig contribuent aussi a la viscoélasticité du mucus comme démontré par 'addition
d’IgA ou d’IgM exogénes dans le mucus respiratoire. De ce fait, la concentration im-
portante d’IgM (> 1,5 g/L) dans les expectorations de patients atteints de mucoviscidose

pourrait étre un facteur aggravant de viscoélasticité élevée du mucus [Girod et al., 1992b|.

1.1.2.1.4 Protéine liant le fragment Fc des IgG

La protéine liant le fragment Fc des IgG (FcGBP) est produite dans le tube digestif des
mammiféres, le placenta et le tractus génital femelle. La séquence peptidique de la FcGBP
est constituée d’une répétition en tandem de 13 domaines, riches en résidus cystéine (8,1
%) et sérine/thréonine (12,3 %), homologues aux domaines D du pré-pro-facteur de von
Willebrand et des mucines gélifiantes [Harada et al., 1997]. Onze des 13 domaines vWD de
la FcGBP humaine comportent une séquence GDPH dont le clivage autocatalytique génére
une extrémité aspartate réactive avec les groupements hydroxyles ou les amines primaires.
C’est ce mécanisme qui expliquerait les associations covalentes trouvées entre la mucine
gélifiante MUC2 et la FcGBP [Johansson et al., 2009]. La FcGBP peut donc avoir un role
d’agent de couplage entre les mucines gélifiantes, notamment dans le granule de sécrétion
qui impose une proximité entre les groupements réactifs. D’autres types d’associations co-

valentes ont été rapportés comme des liaisons disulfure avec le TFF3 [Albert et al., 2010].
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La proportion importante d’acides aminés hydrophobes ou neutres (78,6 %) de la FcGBP
est compatible avec la formation de liaisons hydrophobes spontanées avec segments hydro-
phobes des mucines gélifiantes tels que les régions amino- et carboxy-terminales et les do-
maines CYS [Brunelli et al., 2007|. La fonction précise de la FecGBP n’est pas totalement
élucidée mais des études lui prétent un réle dans la réparation intestinale post-résection
ou dans le piégeage des virions du VIH |[Rubin et al., 2000, Schwartz, 2014|. La FcGBP
exerce donc a la fois une fonction structurale, en modifiant la structure du réseau de mu-

cines gélifiantes, et immune en fournissant un point d’ancrage pour les immunoglobulines.

1.1.2.1.5 Transglutaminases

Les transglutaminases sont une famille de 9 enzymes ubiquitaires
(www.genenames.org) qui catalysent plusieurs types de réactions post-traductionnelles
|[Lorand and Graham, 2003]. Parmi elles, le couplage protéique pourrait former des
liaisons supplémentaires entre les parties accessibles des mucines. Cette réaction implique
la formation de liaisons e(7y-glutamyl)-lysines entre un résidu lysine donneur et un résidu
glutamine accepteur. La transglutaminase 2 (TG2) est une enzyme ubiquitaire exprimée
dans le cytoplasme et a la surface des cellules [Thomézy and Fésiis, 1989]. Les trans-
glutaminases pourraient étre impliquées dans le remodelage post-sécrétion du réseau de
mucines gélifiantes, comme montré récemment in vitro avec la TG2 qui catalyse des liai-

sons isopeptidiques entre les domaines CYS de MUC2 [Recktenwald and Hansson, 2016].

1.1.2.1.6 Protéases endogénes

La co-expression des protéases et des mucines gélifiantes favorise le renouvellement de

la couche de mucus. Le profil d’expression des protéases semble étre tissu-spécifique. La
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pro-méprine [ est une métalloprotéase exprimée a la surface de I’épithélium intestinal. Le
clivage de la pro-méprine g par la métalloprotéase ADAMI10 libére la protéase dans le gel.
Ce clivage est dépendant du microbiote, car la protéine ADAMI10 est activée par 'acide
lipotéichoique, une endotoxine produite par les bactéries Gram positif. Une fois soluble,
la pro-méprine 8 est convertie en méprine 8 par un clivage catalysé par les enzymes
tryptiques. La méprine § clive alors MUC2 entre les domaines vWD2 et vWD3 pour
permettre le détachement du mucus de I’épithélium. Chez les patients mucoviscidosiques,
le masquage du site de clivage de la méprine [, causé par le défaut de sécrétion des
ions bicarbonate par le canal CFTR, pourrait contribuer a la stase du mucus intestinal

[Schiitte et al., 2014, Wichert et al., 2017].

Comme chez les souris colonisées, le mucus colique des souris axéniques forme deux
couches pluristratifiées, I'une adhérente a 1’épithélium, et l’autre, non-adhérente, au
contact de la lumiére colique. Cela confirme l'implication d’un facteur endogéne dans
la formation de cette double couche de mucus [Gouyer et al., 2011]. CLCA1 est une
protéine abondante dans le mucus colique [Johansson et al., 2009]. Le clivage autoca-
talytique de CLCA1 libére un domaine métalloprotéase impliqué dans la transforma-
tion de la couche interne du mucus colique, dense et imperméable aux bactéries, en une
couche externe plus lache qui constitue le substrat énergétique du microbiote commen-
sal [Johansson et al., 2011, Nystrom et al., 2018|. Cette dégradation controlée du mucus,
qui permet I'expansion des mucines gélifiantes et le maintien d’une flore bénéfique, est
finement régulée par des mécanismes de compensation via des protéases a sérine. Cela
suggéere que la dégradation endogéne du mucus est nécessaire a la physiologie des mu-
queuses sécrétoires. La muco-obstruction générée par instillation d’élastase dans un mo-
déle murin de broncho-pneumopathie chronique obstructive régule positivement la sécré-

tion de CLCA1 dans les voies aériennes confirmant sa fonction de mucolytique endogéne
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|[Fernandez-Blanco et al., 2018].

1.1.2.1.7 ADN

Le renouvellement permanent des épithéliums sécrétoires libére de ’ADN dans le mu-
cus. L’ADN s’associe alors avec les mucines gélifiantes et contribue aux propriétés visco-
¢lastiques du mucus [Macierzanka et al., 2014]. La concentration d’ADN dans le mucus
humain sain est relativement basse (0,02 %) [Lai et al., 2009b]. Cependant, un état pro-
inflammatoire chronique, comme observé dans la mucoviscidose, entraine une libération
substantielle d’ADN provenant des tissus inflammatoires, du recrutement de lymphocytes
polynucléaires neutrophiles et, dans une moindre mesure, de 1’élimination de bactéries
[Lethem et al., 1990]. Afin de palier ce probléme, I’aérosolthérapie avec de la DNase I
est fréequemment employée. En plus de diminuer la viscoélasticité du mucus, la DNase I
diminue la taille des fragments d’ADN, ce qui leur confére des propriétés bactéricides

[Shak et al., 1990, Bhongir et al., 2017|.

1.1.2.2 Propriétés

Le mucus est un gel ubiquitaire dont les fonctions dépendent largement du mode de
vie de I'espéce animale qui le produit. Dans le paragraphe qui suit, nous nous focaliserons
sur les propriétés du mucus chez les mammiféres. La compréhension de ces propriétés
permettra, a terme, d’optimiser la délivrance de molécules thérapeutiques ou de modifier
a fagon les gels de mucus dans un contexte pathologique. Ainsi, les mucines gélifiantes
sont un sujet d’étude en recherche appliquée et permettent de concevoir des biomatériaux

novateurs qui exploitent leurs caractéristiques [Petrou and Crouzier, 2018].
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1.1.2.2.1 Hydratation et lubrification

Les mucines gélifiantes s’associent avec les molécules d’eau par des liaisons hy-
drogénes. Ce phénoméne, combiné avec leur conformation en réseau enchevétré, opti-
mise la rétention d’eau dans le gel et garantit 'hydratation de I’épithélium sous-jacent
[Lousinian et al., 2018]. L’alternance de régions hydrophiles glycosylées et de régions hy-
drophobes nues permet aux mucines gélifiantes de s’adsorber sur de nombreuses surfaces
indépendamment de leur nature chimique. Cela réduit les frictions a la surface de la mu-
queuse [Cone, 2009]. Ce pouvoir lubrifiant est positivement corrélé a la concentration des

mucines selon I'équation suivante [Wang et al., 2015a, Coles et al., 2010] :

w7 (1.1)

o p représente le coefficient de friction et ¢ la concentration de mucines gélifiantes.
L’épaisseur du mucus est également un facteur positivement corrélé a la lubrification de
I’épithélium. A I’échelle d’'un organisme, les mucines gélifiantes maintiennent I'intégrité des
tissus muco-sécrétants dans de nombreux contextes incluant la toux, le transit intestinal,

la copulation ou encore le battement des paupiéres.

1.1.2.2.2 Barriére

Le mucus est une barriére semi-perméable sélective. Cette sélectivité est ba-
sée sur quatre propriétés fondamentales communes & tous les gels de mucus

[Petrou and Crouzier, 2018] :

1. Filtre moléculaire : Le mucus est qualifié de filtre moléculaire, car il est en
premier lieu une barriére physique. Les mucines gélifiantes forment des mailles

dont la taille varie de 100 & 2000 nm en fonction du tissu. Le passage d’éléments
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de taille micrométrique au travers du mucus est donc fortement entravé du fait
de leur encombrement stérique [Witten and Ribbeck, 2017]. De cette maniére, il a
été proposé dans une étude récente que le mucus colique permettait de confiner
les bactéries au contact des féces afin de limiter leur contact avec 1'épithélium

[Kamphuis et al., 2017].

. Filtre chimique : Les propriétés intrinseques des mucines gélifiantes telles que la
coexistence de régions anioniques et cationiques, mais aussi de régions hydrophiles
et hydrophobes, permettent le filtrage des molécules en fonction de leurs propriétés
physico-chimiques [Witten et al., 2019]. Par exemple, les peptides anti-microbiens,
principalement cationiques, ont une forte affinité pour les mucines gélifiantes élec-
tronégatives, ce qui permet leur rétention dans le mucus [Fukui et al., 2018|. Ce
filtrage semble s’exercer sur l'agencement des charges & la surface des molécules

plutdt que sur leur charge globale |Li et al., 2013].

. Filtre biologique : Les mucines gélifiantes ont une activité immuno-modulatrice
intrinséque mais constituent également un réservoir pour d’autres molécules ayant
une activité biologique. Les déterminants glycanniques terminaux, comme l’acide
sialique, peuvent induire un signal tolérogéne lors de leur liaison avec les récep-
teurs siglec portés par les cellules immunitaires innées [Crocker and Varki, 2001].
Les nombreux acides sialiques et sulfates portés par les glycannes des mucines géli-
fiantes retiennent les peptides antimicrobiens, majoritairement cationiques, par des
interactions électrostatiques, et conférent donc des propriétés bactéricides au mu-
cus. Les mucines gélifiantes constituent également une matrice d’ancrage pour les
immunoglobulines sécrétées [Chen et al., 2014, Wang et al., 2016] et les molécules
anti-inflammatoires comme la phosphatase alcaline ou le peptide liant le polysac-

charide [Dupont et al., 2014].
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4. Dynamicité : Les éléments indésirables piégés dans le mucus sont éliminés lors
de son renouvellement continu. Celui-ci est estimé & environ 24 h d’aprés des mo-
deéles cellulaire et murin [Schneider et al., 2018, Zhu et al., 2015|. Certains tissus
possédent des mécanismes d’épuration actifs tels que la clairance mucociliaire
ou le péristaltisme qui adaptent la vitesse de renouvellement du gel en fonc-
tion du contexte physiologique. Afin de maintenir 'intégrité de la barriére mu-
queuse, la sécrétion du mucus est donc modulée par des signaux endogénes et
exogeénes. Parmi eux, la déformation physique de la muqueuse [Zhu et al., 2015]
et la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogénes par les
Toll-like receptor et les NOD-like receptor régulent positivement la sécrétion des
mucines gélifiantes [McGuckin et al., 2011]. La coévolution entre les mucines gé-
lifiantes et certaines bactéries pathogénes est a l'origine de stratégies d’échappe-
ment efficaces. C’est le cas d’Helicobacter pylori qui modifie localement le pH et
la viscoélasticité du mucus en métabolisant l'urée en ammonium, et dont le li-
popolysaccharide (LPS) régule négativement la sécrétion des mucines gélifiantes

[Celli et al., 2009, Slomiany and Slomiany, 2006].

Il existe des spécificités tissulaires dans les fonctions protectrices du mucus. A la sur-
face des épithéliums colique et gastrique, le mucus a une apparence pluristratifiée causée
par une alternance entre type de mucine et/ou profil de glycosylation dont la signification
physiologique reste a déterminer [Gouyer et al., 2011, Ho et al., 2004]. Cette apparence a
également été observée a la surface du tissu pulmonaire d’'un modéle murin de broncho-
pneumopathie chronique obstructive (BPCO) suggérant que ces structures se forment par
accumulation des mucines gélifiantes [Fernandez-Blanco et al., 2018]. Dans 'estomac, le
mucus remplit la fonction de tampon en maintenant un gradient croissant de pH de la

lumiére vers le tissu prévenant ainsi I'auto-digestion acide du tissu [Bahari et al., 1982].
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Durant la gestation, un bouchon de mucus est sécrété par les pseudo-glandes du ca-
nal endocervical chez les mammiféres. La fonction de ce gel particulier est de séparer
physiquement les compartiments vaginal et utérin pour protéger le feetus des infections
intra-utérines qui constituent un facteur de risque de naissance prématurée. Il existe un
gradient décroissant de bactéries de la partie vaginale vers la partie utérine du bouchon
de mucus. Celui-ci est principalement dii aux concentrations trés élevées de peptides anti-
microbiens (lactoferrine, lysozyme, inhibiteur de la leucoprotéase, défensines) et d’immu-
noglobulines (principalement IgA et IgM) [Hansen et al., 2014, Hein et al., 2002|. Dans
ce contexte, la présence d’une flore lactobacillaire pourrait participer a la formation d’un
mucus protecteur en créant un micro-environnement acide nécessaire a la formation d’un

gel viscoélastique (voir 1.2.3.1.1).

1.1.2.2.3 Adaptabilité
1.1.2.2.3.1 Modulation du O-glycome

L’implantation durable des bactéries dans la sphére muqueuse dépend de leur
capacité a reconnaitre et a métaboliser les O-glycannes des mucines gélifiantes
[Corfield, 2018|. Pour cela, les bactéries expriment un large répertoire enzymatique in-
cluant les sialidases, fucosidases, a- et (- N-acétylglucosaminidases, (-galactosidases et
a-N-acétylgalactosaminidases [Tailford et al., 2015]. Certaines souches bactériennes qui
n’utilisent pas les mucines gélifiantes comme substrat énergétique peuvent néanmoins se
maintenir dans le mucus par alimentation croisée [Belenguer et al., 2006]. De part I’ab-
sence d'un gradient de O-glycannes acides de I'intestin proximal vers l'intestin distal, le
O-glycome foetal est moins complexe que celui de 1'adulte [Robbe-Masselot et al., 2003,
Robbe-Masselot et al., 2009|. Cela suggére que la colonisation post-natale de la muqueuse

digestive induit une réponse glycannique de ’hote. La comparaison du mucus de souris
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axéniques et de souris avec une flore a permis d’élucider I'impact du microbiote sur le
O-glycome des mucines gélifiantes. La colonisation du mucus intestinal par les bactéries
régule positivement 1’expression des Galnt (orthologues murins des ppGalNac) qui initient
la glycosylation des mucines gélifiantes. Les O-glycannes sont également constitués d’un
nombre plus important de sucres résultant d’une activité glycosyltransférase plus élevée
chez les animaux colonisés [Arike et al., 2017|. On observe une régulation positive de la
sulfation et de la fucosylation des O-glycannes, respectivement dans le colon et I'intestin
gréle. La fucosylation est dépendante des cellules lymphoides innées de type 3 stimulées
par la flore commensale [Goto et al., 2014]. La colonisation du mucus augmente le degré
de sialylation des mucines gélifiantes. Ces mécanismes concourent a la complexification du
profil de O-glycosylation des mucines gélifiantes qui permettrait de ralentir la dégradation

des O-glycannes afin de protéger I’apomucine.

1.1.2.2.3.2 Maturation fonctionnelle par le microbiote

Le mucus intestinal subit une maturation fonctionnelle lors de sa colonisation par les
bactéries & la naissance. Les souris axéniques ont une couche de mucus intestinal plus
fine et totalement perméable a la sédimentation passive de micro-billes de taille compa-
rable a celle de bactéries [Johansson et al., 2015]. La temporalité de cette maturation a
été déterminée par la colonisation de souris axéniques par le microbiote de souris élevées
en animalerie conventionnelle. Dés la seconde semaine post-colonisation, I’épaisseur de la
couche interne du mucus colique s’accroit et devient imperméable a la 6°™¢ semaine post-
colonisation. A partir de la 8™ semaine, il n’y a plus de différence observable entre le
mucus de souris axéniques colonisées a posteriori et celui de souris controles. La matura-
tion du mucus est étroitement liée & la composition du microbiote. Une prévalence du genre
Allobaculum est associée & un mucus protecteur alors, qu’au contraire, les protéobactéries

sont plus abondantes chez les animaux ayant un mucus immature [Jakobsson et al., 2015].
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L’alimentation intervient également dans la composition du microbiote et, in fine, dans les
propriétés du mucus intestinal. La consommation de fibres alimentaires permet de limi-
ter le développement de bactéries qui métabolisent les glycannes des mucines gélifiantes,
ce qui conduit & la formation d’'un mucus protecteur [Desai et al., 2016]. Le mécanisme
exact impliqué dans la maturation du mucus n’est pas encore élucidé mais certaines études

suggérent un role du LPS et des peptidoglycannes bactériens [Petersson et al., 2011].

En conclusion, 1'utilisation d’animaux axéniques a permis de mettre en évidence 1'im-
pact de la composition du microbiote sur le profil de O-glycosylation des mucines géli-
fiantes, qui est lui méme impliqué dans les propriétés fonctionnelles des gels de mucus.
Ainsi, des modifications de la composition du microbiote pourraient étre impliquées dans

la pathogéneése des tissus muco-sécrétants.

1.1.2.3 Motilité cellulaire

Les bactéries et spermatozoides ont développé des machineries cellulaires perfection-

nées pour se propulser dans les fluides complexes tel que le mucus.

De maniére générale, une augmentation modérée de la viscosité permet aux bac-
téries de se déplacer plus rapidement [Schneider and Doetsch, 1974|. Des adaptations
morphologiques optimisent le déplacement des bactéries dans les fluides viscoélas-
tiques. Par exemple, Helicobacter pylori augmente le nombre de ses flagelles et adopte
une morphologie hélicoidale afin de traverser le mucus couvrant 1’épithélium gastrique
[Martinez et al., 2016]. Le tissu muco-sécrétant et son état physiologique semblent étre
des ¢éléments déterminants dans la motilité des microorganismes [Su et al., 2018|. Les
surfaces revétues d’un film de mucines gélifiantes entrainent 1’agrégation de Pseudomo-

nas aeruginosa en biofilms [Landry et al., 2006| alors, qu’en suspension dans un milieu
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de culture, les mucines gélifiantes maintiennent cette bactérie sous forme planctonique
[Caldara et al., 2012|. Le maintien de la structure native des mucines pourrait donc étre

un élément déterminant de leur effet sur le mode de croissance bactérienne.

Au cours de la fécondation, les spermatozoides subissent un changement drastique
d’environnement en passant du liquide séminal au mucus cervico-vaginal. Les données
expérimentales sont discordantes concernant I'impact de la viscosité sur la motilité des
spermatozoides. Les spermatozoides compensent la résistance due a la viscosité du mi-
lieu en réduisant les oscillations de la téte et en augmentant leurs dépenses énergétiques
|[Kirkman-Brown and Smith, 2011]. De cette maniére, la motilité des spermatozoides n’est
pas impactée par la viscosité du milieu, voire est augmentée si le milieu est viscoélastique
[Tung et al., 2017|. D’autres études ont montré que la motilité des spermatozoides est
inversement corrélée a la viscosité du milieu [Hyun et al., 2012, Rizvi et al., 2009]. Ces
résultats sont difficilement transposables au mucus cervico-vaginal qui, comme beaucoup

de fluides biologiques, posséde une composante élastique.

Au dela des aspects mécaniques, les propriétés structurales du mucus vont condition-
ner la capacité des spermatozoides a atteindre 1’ovule. La structure du mucus forme de
larges mailles permettant le passage des spermatozoides en phase ovulatoire (Figure 8
A) tandis qu’elle oppose un encombrement stérique important en période péri-ovulatoire
(Figure 8 B). Durant la grossesse les compartiments vaginal et utérin sont également sé-
parés par un mucus trés compact empéchant le passage des spermatozoides (Figure 8 C).
Ces changements structuraux du mucus ovulatoire coincident avec une surexpression de
MUCS5B permettant d’envisager une role majeur de cette mucine dans la fertilité humaine

|Gipson et al., 2001].
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FIGURE 8 — Migration de spermatozoides dans le mucus cervical observée par
MEB

A. Spermatozoide évoluant dans le mucus cervical au cours de la phase ovulatoire (fléche ;
x3800). B. Spermatozoides piégés dans le gel de mucus cervical en phase péri-ovulatoire
(fleches ; x3800). C. Spermatozoide piégé par la structure du bouchon de mucus cervical
au cours de la grossesse (x7000). Adapté de Chrétien, 2003.
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Les propriétés des gels de mucus décrites dans cette partie sont largement attribuées a
leur caractére viscoélastique conféré par les mucines gélifiantes. La viscoélasticité des gels
de mucus est extrémement dynamique car toute variation de la physiologie des mucines
gélifiantes, et plus largement des muqueuses sécrétoires, entraine des changements des
propriétés rhéologiques des gels de mucus. La partie suivante a pour but de décrire ces

propriétés.

1.2 Propriétés rhéologiques des gels de mucus

La rhéologie est la science qui s’intéresse aux écoulements de matériaux. A lorigine
développée par les physiciens, cette discipline trouve aujourd’hui de nombreuses applica-
tions en biologie, notamment pour I’étude des gels de mucus. Dans une premiére partie,
nous développerons les techniques couramment utilisées pour caractériser les gels de mu-
cus et les informations qu’elles apportent. L’hétérogénéité des propriétés viscoélastiques
des gels de mucus sera abordée, au cours d’une seconde partie, avant de nous intéresser

aux facteurs endogénes et exogénes qui en modifient la viscoélasticité.

1.2.1 Meéthodes d’investigation

1.2.1.1 Microfluidique

A Torigine développée par l'industrie des semi-conducteurs dans les années 1950, la
microfluidique consiste & manipuler des fluides a 'aide de dispositifs sub-millimétriques.
La microfluidique connait un essor au début du 21™¢ siécle ou elle commence & trouver
des applications biomédicales comme le diagnostic, I’étude du chimiotactisme ou les essais
pharmacologiques [Chin et al., 2011]. Au dela de la rapidité d’exécution et des volumes

réduits d’échantillons, la microfluidique posséde plusieurs avantages intrinséques a 1’échelle
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a laquelle les expériences sont réalisées. A 1’échelle micrométrique, les écoulements se
font majoritairement en régime laminaire, ce qui permet de modéliser plus facilement la
dynamique des fluides. La convection est inexistante dans ces dispositifs, contrairement
a la tension de surface qui domine la force de gravité et permet donc de manipuler les

fluides dans des micro-canaux grace a la capillarité [Sackmann et al., 2014].

Les dispositifs micro-fluidiques permettent d’étudier les aspects dynamiques du mucus
en reproduisant des phénomeénes actifs observés in vivo comme la sécrétion continue du
gel de mucus ou la clairance mucociliaire. C’est grace a ces dispositifs que la pénétration
des sucs gastriques dans un mucus sécrété en continu a été investiguée. Ceci a permis
de mettre en évidence le pouvoir tampon des mucines gélifiantes qui lient les protons
a des concentrations de 'ordre du millimolaire [Li et al., 2012]. La microfluidique est
utilisée en nanomédecine pour déterminer le pouvoir muco-pénétrant de nanoparticules
[Bhattacharjee et al., 2017] ou de peptides [Li et al., 2013] et leur éventuel impact sur
les propriétés rhéologiques des gels de mucus. Ces dispositifs détectent des changements
structuraux et biochimiques du mucus cervical et montrent une certaine efficacité pour

diagnostiquer un risque de naissance prématurée [Smith-Dupont et al., 2017].

1.2.1.2 Rhéométrie

La rhéométrie permet de mesurer les propriétés rhéologiques d’un matériau dans son
ensemble, on parle alors de propriétés macro-rhéologiques. Pour cela, on mesure la réponse
d’un matériau a une contrainte d’intensité et de fréquence controlées par un dispositif ap-
pelé rhéomeétre. Deux modes de mesure sont utilisés. La mesure peut étre effectuée en
déformation controlée. Dans ce cas, une déformation v de fréquence controlée par ordina-
teur est appliquée sur un échantillon et un transducteur mesure la force o, aussi appelée

contrainte, avec laquelle I’échantillon répond & cette déformation. Cette mesure est re-
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présentative de la réponse du mucus durant un phénoméne biologique actif tel que le
péristaltisme. La contrainte est exprimée en N.m~2 ou en Pa. Le second mode de mesure,
dit de contrainte controlée, consiste a faire la démarche inverse, c’est & dire & apposer
une contrainte donnée sur un échantillon et & mesurer la déformation résultante qui ne
posséde pas d'unité. Contrairement au premier mode de mesure, les mesures en contrainte
controlée produisent généralement de faibles déformations de fréquence contrdlée qui re-
fletent alors la réponse du mucus en situation basale. Pour réaliser la mesure, I’échantillon
est placé dans une cellule dont la géométrie varie en fonction de la nature de I’échantillon.
L’échantillon peut étre placé entre deux plaques (solide ou solide mou), une plaque et un
cone tronqué ou deux cylindres concentriques (échantillons liquides). Dans chaque confi-
guration, il y a un élément fixe et un élément mobile qui effectue soit un mouvement de
rotation autour d’un axe, soit un mouvement de cisaillement. La contrainte et la défor-
mation de I’échantillon sont alors calculées & partir du couple et de la position angulaire

de 'élément mobile [Janmey et al., 2007].

Dans le cas d’un rhéométre qui applique une contrainte ou une déformation par os-
cillations de faible amplitude, la déformation engendrée sur le matériau est définie par la
formule :

v = Yosinwt (1.2)

Ou 7y représente 'amplitude de la déformation générée par le rhéomeétre, w la fréquence

angulaire et ¢ la durée. La contrainte générée sur I’échantillon o s’écrira alors :

o = ogsin(wt + 9) (1.3)

Ot 0 est la contrainte appliquée par le rhéométre. Notons qu’il y a un décalage de phase

0 entre la contrainte générée par le rhéométre et la réponse de 1’échantillon. Ce décalage
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de phase témoigne des propriétés viscoélastiques de I’échantillon. Le décalage de phase est
toujours compris entre 0 et 90°. Si & = 0°, le fluide est purement élastique et, a 'inverse,
si & = 90°, le fluide est Newtonien (ou purement visqueux). L’obtention d’une valeur de
décalage de phase intermédiaire signifie que le fluide est viscoélastique. Il est alors possible
de quantifier la part visqueuse ou module de perte G” et la part élastique ou module de

conservation G’ par la relation :

o(t) = (G sinwt + G" coswt) (1.4)

Le rhéométre mesure donc la contrainte résultant de la déformation appliquée au cours

du temps afin que les modules de perte et de conservation soient déterminés.

Dans certains cas, une contrainte d’amplitude constante est appliquée sur un échan-
tillon et la déformation engendrée est mesurée en fonction du temps. Cela permet de mimer
une situation biologique (pression sanguine, péristaltisme, clairance). On parle alors de

mesure du fluage :

gt = 2 (1.5)

Ou J(t) représente la fonction de fluage en fonction du temps, (t) la déformation de
I’échantillon au cours du temps et oy la contrainte appliquée. Ces données permettent de
prévoir le comportement d’un fluide in vivo. L’efficacité d’'un agent mucolytique peut étre
testée en mesurant le fluage d'un gel de mucus avant et aprés traitement en le soumettant
a une contrainte équivalente & la clairance mucociliaire (la contrainte de cisaillement est
estimée a environ 0,2 Pa dans 'arbre pulmonaire |[Tarran et al., 2006]). Cette technique
est également employée pour comparer le caractére élastique des gels de mucus en obser-

vant le recouvrement partiel de leur structure aprés une déformation [Celli et al., 2007].
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L’une des principales limites de I'étude des gels de mucus est la quantité d’échantillon
disponible. Le rhéométre a oscillations nécessite des volumes d’échantillon importants (de
I'ordre de la centaine de microlitres). Pour palier ce probléeme, King et coll. ont développé
le théométre magnétique dont le principe est de soumettre un échantillon contenant des
micro-billes d’acier & un champ magnétique sinusoidal [King and Macklem, 1977]. Un
vidéomicroscope mesure les mouvements des billes soumises a ce champ magnétique. De
cette maniére, il est possible de mesurer le décalage de phase entre le champ magnétique
(déformation) et le mouvement des billes (contrainte) afin de déterminer les modules de
perte et de conservation du fluide. La réalisation de cette mesure ne nécessite que deux a

cinq pL d’échantillon.

1.2.1.3 Micro-rhéologie

La micro-rhéologie présente un grand intérét en biologie car elle permet la caractérisa-
tion de matériel précieux disponible en quantité limité. Dans notre étude, chaque groupe
est composé de 3 & 5 souris ce qui ne permet pas d’obtenir plus d’une centaine de L de
mucus colique. Cela justifie I’emploi de la micro-rhéologie pour mettre en évidence des
modifications du gel. Contrairement a la rhéométrie conventionnelle, I’analyse du mouve-
ment de particules permet de déterminer les propriétés rhéologiques locales d'un fluide.
La micro-rhéologie traduit donc les hétérogénéités au sein d’un fluide. Alternativement, la
micro-rhéologie peut étre définie comme ’étude des propriétés viscoélastiques d’un fluide
a I’échelle du micro-litre. Si les particules sont inférieures a 1 pum alors, a ’équilibre, leur
mouvement est Brownien car les forces inertielles sont négligeables. Dans ce cas, 3 types
de forces s’opérent sur la particule [Wirtz, 2009] :

— L’énergie thermique k,T" due au bombardement des atomes du fluide a la surface

de la particule.

— Les forces de frictions qui s’opposent a ’énergie thermique. Ces forces sont propor-
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tionnelles a la vélocité de la particule et a son diameétre.
— Les forces élastiques qui tendent a ramener la particule a sa position initiale a
chaque déplacement.
Ces deux derniéres forces sont directement dépendantes des propriétés viscoélastiques
du fluide dans lequel les billes diffusent. L’étude du déplacement de particules de taille
connue permet alors de calculer la viscoélasticité du fluide en question. On distingue la
micro-rhéologie active de la micro-rhéologie passive. En micro-rhéologie active, le déplace-
ment des particules est entrainé par une contrainte transmise au fluide (une oscillation par
exemple), alors qu’en micro-rhéologie passive, ce sont les fluctuations thermiques du fluide
a I’équilibre qui entrainent le mouvement des particules. La mesure est donc effectuée en
régime linéaire. La taille et la chimie de surface des particules sont particuliérement im-
portantes dans l'interprétation des mesures de diffusion. La surface des particules doit
étre neutre et hydrophile afin de limiter toute interaction avec les parties chargées et hy-
drophobes des mucines gélifiantes. Si les particules ont un diamétre inférieur aux mailles
formées par les polyméres, alors la viscoélasticité mesurée correspond a celle du fluide
interstitiel. Alors qu’au contraire, une particule de taille supérieure aux mailles évoluera
en interactions étroites avec les polyméres et permettra de mesurer leurs propriétés mé-

caniques locales (Figure 9).
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FiGURE 9 — Effet du diamétre des particules sur leur diffusion dans le mucus
A. Les particules dont le diamétre est inférieur a la porosité du mucus diffusent librement
dans le fluide interstitiel. B. Lorsque le diamétre de la particule approche celui de la poro-
sité du gel, I'obstruction stérique, et donc la viscoélasticité locale, sont plus importantes.
C. Les particules dont la taille est supérieure a la porosité du gel sont piégées par la
structure du mucus. Adapté de Witten and Ribbeck, 2017.
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Les particules utilisées sont généralement des sphéres de diamétre et de chimie de
surface connus. Dans certains cas, la diffusion d’autres sondes, tels que les phages, per-
met de trouver des molécules candidates capables de traverser les barriéres de mucus
[Leal et al., 2018]. Dans le cas de particules, les micro-sphéres sont placées dans I’échan-
tillon biologique a une concentration suffisamment faible pour ne pas interagir entre elles.
En biologie, la diffusion des particules est le plus souvent enregistrée par un vidéomicro-
scope couplé & une caméra CCD (Charged Coupled Device) [Selvaggi et al., 2010]. L’incon-
vénient de cette méthode est que la fréquence d’acquisition impose un suivi des particules
en 2 dimensions. Les vidéos enregistrées sont analysées informatiquement afin de détermi-
ner les coordonnées des particules au cours du temps et de reconstituer leurs trajectoires
grace a divers algorithmes [Tinevez et al., 2017, Schindelin et al., 2012]. Les coordonnées
des particules sont alors transformées en déplacement quadratique moyen ou mean square

displacement (noté MSD ou Ar?) par la formule :

Ar¥(r) =[xt +7) — 2(O)] + [y(t + 7) — y(t)]* (1.6)

Ou z(t), y(t) représentent les coordonnées d’une particule a un temps ¢ et 7 le retard. Le
coefficient de diffusion D,y des particules en fonction de 7 peut alors étre calculé selon

la formule :
Ar?(7)
4T

Deps(r) = (1.7)

Cette équation est valable pour un suivi des particules en 2 dimensions. En régime linéaire,

le déplacement quadratique suit une loi de puissance selon 1’équation :

Ar*(1) = 4Dy (1.8)

Ou Dy représente le coefficient de diffusion indépendant du retard et « la loi de puissance
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locale du déplacement quadratique moyen. La loi de puissance locale du déplacement
quadratique moyen permet de caractériser le mouvement de particule. Si @ = 1, alors
la diffusion est dépendante du retard, ce qui traduit la présence d’un fluide Newtonien.
Une valeur v < 1 signifie que le régime est subdiffusif, et donc que le fluide étudié est
viscoélastique (Figure 10). Le module complexe, ou module viscoélastique, peut alors étre
déterminé analytiquement en résolvant 1’équation généralisée de Stokes-Einstein :

G (w) = kyT'

 6raiwAr?(s)

(1.9)

Ou kT représente 1'énergie thermique, a le rayon de la particule et Ar?(s) la trans-
formée de Fourier de Ar?(7). Une méthode algébrique a été développée par Mason
et coll. afin d’éviter les erreurs de troncature associées a la transformée de Fourier

[Mason et al., 1997] :
kyT'

@) = GraAr 2 @IT A + a@)) (1.10)
Avec :
alw) = % et T = é (1.11)

Les modules visqueux G” et élastique G’ peuvent étre calculés en fonction de la fréquence

w et de la loi locale de puissance du déplacement quadratique moyen o (w) :

G'(w) = G*(w)cos (O‘(;’)”) (1.12)

G (w) = G*(w)sin (O‘(”)”) (1.13)

Les mesures des propriétés micro-rhéologiques d’un échantillon peuvent également
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FIGURE 10 — Courbes représentatives du déplacement quadratique moyen en
fonction du retard et des propriétés rhéologiques du fluide étudié

La diffusion de particules dans un fluide Newtonien est dite normale, car le déplacement
quadratique moyen varie linéairement avec le retard (o = 1). A T'inverse, les fluides
¢lastiques ont une diffusion indépendante du retard (a = 0). Toute autre valeur de la loi
de puissance du déplacement quadratique moyen signifie que le fluide posséde a la fois
une composante visqueuse et une composante élastique. Il existe un cas particulier ou la
loi de puissance du déplacement quadratique moyen est supérieure a 1. Cela traduit soit
un fluide qui n’est pas a I’état d’équilibre, soit un mécanisme de transport actif au sein
de I’échantillon.
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étre effectuées par diffusion dynamique de la lumiére (DLS, de l'anglais Dynamic light
scattering). La technique de la DLS consiste & mesurer la dispersion d'un faisceau laser
par les macromolécules ou les particules contenues dans un échantillon. Les ondes issues
de la dispersion du faisceau laser peuvent étre en phase ou non, entrainant respective-
ment un signal détectable ou l'absence de signal. Un auto-correlateur digital enregistre
les fluctuations de l'intensité de la lumiére dispersée en fonction du temps. L’intensité
du signal dépend du rayon hydrodynamique (soit le rayon d’une sphére ayant le méme
coefficient de diffusion que la macromolécule étudiée) des macromolécules en suspension,
tandis que les fluctuations du signal dépendent du mouvement brownien des macromolé-
cules [Stetefeld et al., 2016]. Les fluctuations du rayonnement diffusé peuvent étre reliées

a la diffusion des macromolécules en suspension par la formule :

g2(7) = 1+ Be 2P (1.14)
Ou S représente le facteur de cohérence qui est dépendant de I'appareil utilisé. go(7) est
la fonction de corrélation d’intensité. Le vecteur d’onde ¢ se calcule grace a la formule

4
q= %”sm(e/z) (1.15)
Ot n est la viscosité du solvant, A la longueur d’onde du laser incident et 6 ’angle auquel
est placé le détecteur. Une fois le coefficient de diffusion déterminé, le rayon hydrodyna-

mique R, peut étre calculé par la loi de Stokes-Einstein :

kT
~ 6mD,

h (1.16)

Afin d’étudier le mucus, la DLS peut permettre d’estimer la maille moyenne ou

maille caractéristique £ formée par les polyméres de mucines gélifiantes via la formule
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[Raynal et al., 2003] :

(= —— (1.17)

Avec d, le diamétre de la sonde.

1.2.1.4 Sédimentation de particules

Le phénomeéne de sédimentation est étroitement lié a la taille des particules en suspen-
sion (Figure 11 A). A partir de 100 nm de diamétre, I'inertie des particules est suffisante
pour entrainer le transport par sédimentation. En dessous de cette taille, les mouve-
ments particulaires ont lieu par diffusion (voir 1.2.1.3). Des charges positives et néga-
tives coexistent au sein du mucus. De ce fait, la charge nette, mais aussi 'arrangement
spatial des charges a la surface de la particule, vont définir sa capacité a traverser le
gel [Li et al., 2013|. Les tests de sédimentation sont utilisés couramment pour évaluer la
perméabilité relative du mucus. L’utilisation de particules de 0,5 a 2 um de diamétre
a permis de mettre en évidence une perméabilité anormale du mucus colique chez des
patients atteints de rectocolite hémorragique [Johansson et al., 2014| ou, a 'inverse, de
montrer, dans un travail du laboratoire, le renforcement du mucus colique par la déli-
vrance d'une molécule constituée de domaines CYS dans un modéle murin transgénique
[Desseyn et al., 2016]. La principale limite de cette technique est I'impossibilité de me-
surer la viscosité absolue du mucus car sa nature non-Newtonienne rend complexe la
modélisation du déplacement de particules. Cependant, la viscosité du fluide interstitiel
du mucus peut étre mesurée en utilisant des particules possédant certaines caractéris-
tiques. Ces particules doivent avoir une surface muco-inerte et un diamétre inférieur a
la taille des mailles que forment les mucines (mais supérieur a 100 nm; Figure 11 A).
Ces particules doivent étre suffisamment diluées pour ne pas interagir entre elles ou avec

une paroi. Dans cette configuration, trois forces régissent le déplacement de ces particules
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FIGURE 11 — Paramétres régissant la sédimentation d’une particule dans un
fluide au repos

A. Graphe représentant le type de déplacement en fonction du diamétre des particules
en suspension. Les particules dont le diamétre est supérieur & 100 nm sédimentent. Sous
cette limite, les déplacements particulaires se font par diffusion moléculaire. B. Bilan des
forces s’exergant sur unejarticule en suspension. La force de pesanteur corrigée par
la poussée d’Archiméde F4 entraine la sédimentation de la particule. Le fluide exerce une
force de frottement visqueux ou force de trainée Fp & la surface de la particule qui est
opposée a la force de pesanteur.



95

(Figure 11 B). D’une part, la force de pesanteur corrigée par la poussée d’Archiméde qui

s’écrit :
—>
Py=V.(ep— 7). 7 (1.18)

Avec V' le volume de la particule, ¢, et ¢y les masses volumiques de la particule et du
fluide, respectivement et ¢ = 9,81 m.s~2. A cette force de gravitation s’oppose la force

de trainée qui représente le frottement du fluide interstitiel & la surface de la particule :
__>
Fp =3.m.py.do (1.19)

Avec py la viscosité dynamique du fluide, d le diameétre de la particule et v la vitesse de dé-
placement de la particule. La vitesse de sédimentation atteindra un plateau v, témoignant

de I’équilibre entre les forces de pesanteur et de trainée on obtient alors :

2 _
o= Elon=wy) & (1.20)
18.Mf

Cette équation permet donc de relier la vitesse de sédimentation v, des particules a la

viscosité dynamique py du fluide dans lequel elles sédimentent.

1.2.2 Rhéologie des gels de mucus

1.2.2.1 Applications de la micro-rhéologie a I’étude des gels de mucus

La micro-rhéologie est utilisée pour déterminer I'ultrastructure du mucus. Si elles n’in-
teragissent pas avec les mucines gélifiantes, les sondes de taille inférieure a 100 nm, des
protéines par exemple, diffusent librement dans le mucus car leur diamétre est inférieur

aux mailles formées par les mucines gélifiantes. C’est pourquoi le papillomavirus (48 nm de
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diamétre) diffuse aisément dans le mucus, contrairement au virus herpes simplex (180 nm
de diamétre) [Olmsted et al., 2001]. A partir de 200 nm, I'obstruction stérique due au
réseau de polymeéres de mucines gélifiantes entraine une augmentation du module vis-
coélastique que rencontre la sonde [Schuster et al., 2013]. La nature physique des gels
de mucus implique une dynamique d’associations et dissociations des polymeéres de mu-
cines gélifiantes qui permet le passage de sondes supérieures a la maille caractéristique
du gel sur de longues échelles de temps [Narita and Indei, 2016]. De méme le réarrange-
ment transitoire de la structure du gel par une sonde capable d’interférer avec les sites
d’interactions entre les mucines gélifiantes améliore sa capacité a diffuser dans le mucus
[Goodrich et al., 2018]. Les propriétés rhéologiques locales rencontrées par les particules
dans le mucus sont donc étroitement liées a leurs caractéristiques (taille, chimie de sur-
face). De ce fait un méme gel de mucus peut avoir une plage de micro-viscosités allant de

celle de 'eau a celle d'un gel aux propriétés viscoélastiques.

Des modéles mathématiques, comme I’ obstruction scaling model développé par Am-
sden et coll., permettent d’estimer la maille caractéristique des hydrogels ou des solutions
de polyméres avec une précision acceptable [Amsden, 1999, Hadjiev and Amsden, 2015].
C’est pourquoi ce modeéle est utilisé pour I'étude des gels de mucus [Wang et al., 2013,
Wang et al., 2011, Lai et al., 2010]. Le tableau 2 met en évidence la variabilité structu-
rale des gels de mucus en fonction des organismes et des tissus muco-sécrétants. Notons
que certains gels de mucus ont une grande hétérogénéité de taille de mailles qui pourrait
étre la conséquence de l'existence de zones plus ou moins riches en mucines gélifiantes

[Wagner et al., 2017].

En nanomédecine, la micro-rhéologie est un outil permettant d’évaluer la capacité de

nanoparticules a franchir ou, au contraire, a adhérer aux gels de mucus. Les nanoparti-
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Tableau 2 — Variabilité de la taille des mailles du mucus

Tissu | Organisme | Méthode de mesure | Taille des mailles (nm) Référence
Cervix Homme Suivi de particules 50-1000 [Lai et al., 2010]
Nez Homme Suivi de particules 100-200 [Lai et al., 2011a)
Trachée Homme Microscopie électronique 500-600 [Duncan et al., 2016]
Colon Souris Suivi de particules < 200 [Ensign et al., 2013]
(Eil Bovin Suivi de particules 500-600 [Xu et al., 2013]

cules potentialisent la biodisponibilité de composés actifs par diverses stratégies (muco-
adhésion, muco-pénétration) qui dépendent de leurs propriétés physico-chimiques. L’aug-
mentation du temps de rétention des nanoparticules dans le mucus implique la formation
de liaisons avec les mucines gélifiantes. Une des stratégies couramment utilisées consiste a
couvrir la surface des nanoparticules de chitosan, un polyoside cationique, qui s’adsorbe
naturellement sur les mucines gélifiantes anioniques [Kootala et al., 2018|. Ces interactions
électrostatiques provoquent une réduction de la diffusion des particules d'un facteur 100
en comparaison avec une particule neutre de diamétre similaire [Abdulkarim et al., 2015].
Une autre stratégie consiste a coupler les particules avec les mucines gélifiantes par des
liaisons covalentes comme des ponts disulfure. Les nanoparticules sont alors couvertes de
résidus cystéine ou de groupements thiol réactifs avec les résidus cystéine exposés des mu-
cines gélifiantes |[Diinnhaupt et al., 2011, Partenhauser et al., 2015|. Pour augmenter I’ef-
ficacité de la délivrance des composés actifs, des sondes possédant une adhésion spécifique
aux mucines gélifiantes ont été développées en s’inspirant de phénoménes biologiques.
Par exemple, le couplage de la lectine Tomato avec des nanoparticules augmente leur
temps de résidence et leur absorption dans l'intestin gréle [Ponchel and Irache, 1998|. De
la méme maniére, la couverture des nanoparticules par des IgA a montré une augmenta-
tion spécifique de ’absorption des nanoparticules par les cellules M de la muqueuse colique
[Zhou et al., 1995]. La limite de 'utilisation des nanoparticules muco-adhésives est leur
effet sur la structure du mucus. A des concentrations supérieures a 0,24 %, ces nanopai-

ticules modifient la micro-structure du mucus et favorisent la diffusion de particules de
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diamétre supérieur a 1 um. Cela suggére un éventuel effet délétére en réduisant I’encom-

brement stérique que le mucus exerce sur les pathogeénes et particules [Wang et al., 2011].

Les barriéres de mucus constituent un frein & la délivrance de composés thérapeu-
tiques, ce qui réduit sévérement leur efficacité. Le développement de nanoparticules ca-
pables de délivrer un composé de maniére controlée et efficace constitue un challenge
pour l'industrie pharmaceutique. La recherche de sondes capables de franchir les gels de
mucus s’est inspirée des propriétés des protéines composant la capside des virus dont la
diffusion n’est quasiment pas impactée par la présence du mucus [Olmsted et al., 2001].
Les capsides sont suffisamment petites pour ne pas étre ralenties par le mucus a cause
de leur encombrement stérique. De plus, la composition protéique de la capside est un
assemblage de charges positives et négatives résultant en une charge nette nulle (Figure
12 A). Cela confére des propriétés hydrophiles aux capsides tout en limitant les interac-
tions électrostatiques avec les mucines gélifiantes. L’'une des stratégies les plus efficaces
pour permettre a une sonde de franchir les barriéres de mucus consiste a lui greffer une
couronne de polyéthyléne glycol (PEG) qui est un polymeére neutre et hydrophile. Pour
étre efficace, la densité des chaines de PEG doit étre suffisamment importante pour ne
pas entrainer d’interpénétration avec les mucines gélifiantes [Huang et al., 2000] et les
chaines de PEG doivent avoir un poids moléculaire inférieur a 10 kDa (Figure 12 B)
[Cu and Saltzman, 2009|. Dans ces conditions et en I’absence d’encombrement stérique,
ces particules ont montré une certaine efficacité a franchir les barriéres de mucus de plu-
sieurs tissus comme le vagin [Lai et al., 2007, Lai et al., 2010, Maisel et al., 2016], 'intes-
tin [Ensign et al., 2013], 'ceil [Xu et al., 2013] ou le poumon [Schuster et al., 2013]. Cet
effet a également été observé pour des échantillons de mucus provenant de sujets at-

teints de mucoviscidose [Suk et al., 2009] ou de sinusite [Lai et al., 2011b]. A I'instar des
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FIGURE 12 — Des propriétés physico-chimiques des virus a la synthése de
nanoparticules muco-pénétrantes

A. La capside du rhinovirus posséde une densité de charges importante. Les charges
positives et négatives sont respectivement représentées en rouge et en bleu, ce qui illustre
la répartition égale des charges a la surface de la capside des virus. Cette structure provient
de la base de données Human Rhinovirus 2rm2. B. La densité et le poids moléculaire des
chaines de PEG sont les deux facteurs qui conditionnent les interactions avec les mucines
gélifiantes, et donc la diffusion des nanoparticules dans le mucus. Adapté de Cone, 2009,
Huckaby and Lai, 2017.



60

virus, le recouvrement des particules par des composés zwitterioniques permet d’amé-
liorer leur passage a travers le mucus (Figure 12 A) [Shan et al., 2016]. Leur absorption
par les cellules est également meilleure que celle obtenue par recouvrement avec le PEG
qui a un effet négatif sur celle-ci [Pozzi et al., 2014]. Le développement de sondes ca-
pables de franchir les barriéres de mucus a permis d’améliorer les outils de thérapie gé-
nique comme le systéme CRISPR/Cas9 |[Zhang et al., 2018| ou les nanoparticules vecteur
d’ADN [Osman et al., 2018, Suk et al., 2014], mais aussi d’augmenter la biodisponibilité

des antibiotiques [Ernst et al., 2018] et des agents mucolytiques [Guichard et al., 2018].

La micro-rhéologie est donc un outil indispensable pour déterminer les propriétés rhéo-
logiques des gels de mucus. Cependant 'utilisation de sondes muco-inertes supérieures a
la taille des mailles du mucus ne permet pas de retrouver les propriétés viscoélastiques
mesurées a 1’échelle du fluide dans son ensemble. Par exemple la viscosité de crachats
de patients atteints de mucoviscidose est respectivement 1600 (diamétre de la sonde :
500 nm) et 30 000 fois supérieure a celle de I’eau selon qu’elle soit mesurée par micro- ou
macro-rhéométrie. La détermination des propriétés rhéologiques a 1’échelle macroscopique
est donc indispensable pour avoir une vision globale du comportement physique des gels

de mucus |Wagner et al., 2017].

1.2.2.2 Applications de la macro-rhéologie a I’étude des gels de mucus

A T’échelle macroscopique, la nature visqueuse du mucus permet son écoulement tandis
que son élasticité lui confére un certain degré de déformabilité. Le mucus est un fluide
thixotrope car ses propriétés viscoélastiques sont dépendantes de la contrainte a laquelle
il est soumis. Une augmentation de la fréquence et/ou de 'amplitude de la contrainte
entraine une diminution des modules visqueux et élastique du mucus. La viscosité dyna-

mique des gels est comprise entre 1072 et 10% Pa.s pour des fréquences de cisaillement
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allant de 107* & 10> Hz (se référer a Lai et al., 2009b pour revue). Pour de faibles
contraintes, le mucus est dominé par des forces élastiques permettant ’adhésion de ces
gels aux épithéliums et le recouvrement de leur structure. Cette caractéristique est cruciale
pour limiter les écoulements du mucus sous l'effet de la gravité par exemple. En revanche,
une augmentation de 'amplitude et/ou de la fréquence de cette contrainte entraine une
désorganisation du réseau de mucines gélifiantes. Ce phénomeéne change les propriétés vis-
coélastiques du mucus qui sont alors dominées par des forces visqueuses caractérisant un
systéme qui s’écoule. De plus, pour des contraintes intenses évaluées a 103 a 10* Hz en
contexte biologique, comme durant la toux, la copulation ou le battement de paupieére, la
viscosité du mucus est tres faible et s’approche de celle de I'eau. Cela permet a la fois la

lubrification des épithéliums mais aussi I’évacuation efficace des gels de mucus.

L’obtention d’échantillons de mucus provenant d’individus sains est dif-
ficile & cause, en partie, du caractére invasif des procédures expérimentales.
Cela explique la rareté des données dans la littérature. La Figure 13 met
en évidence l'extréme variabilité des propriétés rhéologiques des gels de mu-
cus [Park et al., 2007, Hattori et al., 1993, Schuster et al., 2013, Lai et al., 2009a,
Curt and Pringle, 1969, Gouveia and Tiffany, 2005]. En revanche, les études cliniques
donnent accés a des échantillons de mucus issus de patients, particuliérement dans le
cadre des BPCO et de la mucoviscidose, afin de développer des thérapeutiques capables

de restaurer les propriétés de ces gels.

L’une des caractéristiques principales des sécrétions de patients atteints de muco-
viscidose est un mucus trois fois plus concentré en mucines gélifiantes qu'un sujet sain
(~ 5-8 mg/mL). Button et coll. ont proposé un modéle élégant qui explique en quoi une

augmentation de la concentration de mucines gélifiantes aboutit a la muco-stase dans
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Salive Glandes lacrymales
2,52 mPa.s 2,33-0,97 mPa.s
90s 0,0175-128,5 s

Cavité nasale

1200 mPa.s
1s™ /
Trachée ——

13 000 mPa.s
1 rad/s

Estomac

84,6-6,1 mPa.s
1,15-230 s™

— Tractus cervico-vaginal

10 000-100 mPa.s
0,1-100 rad/s

FIGURE 13 — Viscosité dynamique du mucus en fonction du tissu muco-
sécrétant chez ’Homme sain

Pour chaque tissu, la viscosité dynamique (bleu) et indiquée en fonction de la plage ou de
la valeur de la fréquence (violet) a laquelle a été effectuée la mesure.
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les voies respiratoires. Les auteurs démontrent que le liquide périciliaire (LPC) et le mu-
cus sont deux compartiments non miscibles et que leurs modules osmotiques respectifs
permettent des échanges d’eau jusqu’a I'équilibre. Dans le mucus d’individus atteints de
mucoviscidose, le module osmotique du mucus est largement supérieur a celui de sujets
sains (respectivement 3000 et 200 Pa). Cela entraine une compression du LPC qui met
les cils au contact du mucus et empéche leurs battements efficaces aboutissant, in fine,
a l'obstruction des voies aériennes par défaut de clairance. La macro-rhéologie a mis en
évidence que le crachat de patients atteints de mucoviscidose est largement dominé par
des forces élastiques (0 = 16,2° & w = 1 rad/s) sur tout le spectre de fréquences biologi-
quement plausibles (1072-10? rad/s). De plus, les modules visqueux et élastique de ces
échantillons sont constants pour des amplitudes de déformation allant jusqu’a 10 %. A
I'équilibre, la viscosité dynamique du crachat atteint 7 Pa a 0,2 s~ [Dawson et al., 2003].
Tous ces éléments expliquent en quoi la toux est la seule alternative biologique capable
d’exercer une contrainte suffisamment importante pour éliminer ce mucus anormal des
voies respiratoires. La rhéologie est un outil de plus en plus utilisé pour le diagnostic. Une
corrélation positive a été établie entre 1’élasticité du mucus et la colonisation bactérienne
(discrimination des infections par S. aureus, P. aeruginosa et B. cepacia/S. maltophilia)
ou les capacités respiratoires (FEV;) [Tomaiuolo et al., 2014]. Elle permet également de
tester l'efficacité des agents mucolytiques tels que la dornase alpha [Guichard et al., 2018],

la N-acétyl-cystéine [Vukosavljevic et al., 2017] ou le P3001 |Ehre et al., 2019].

La compréhension des bases moléculaires qui permettent la formation d’un gel aux pro-
priétés viscoélastiques est nécessaire pour concevoir de nouvelles thérapeutiques capables
de modifier le mucus en contexte pathologique. Cependant, une fois sécrété, le mucus est
soumis a des environnements variables en fonction du tissu et il apparait maintenant de

plus en plus clair que cela a un réel impact sur leurs propriétés rhéologiques. Le chapitre
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qui suit a pour objectif d’en faire la synthése.

1.2.3 Modulation de la rhéologie du mucus

1.2.3.1 Par des facteurs physico-chimiques

L’environnement physico-chimique permet la régulation fine des propriétés des gels de
mucus en agissant sur la structure du réseau de mucines gélifiantes. Plusieurs facteurs

physico-chimiques sont impliqués dans ce phénomeéne.

1.2.3.1.1 pH

Le pH est essentiel a la conformation des mucines gélifiantes deés leur stockage dans
les granules de sécrétion. L’apport de protons permet de neutraliser les segments élec-
tronégatifs des mucines gélifiantes afin de compacter leur structure sous l'effet de forces
hydrophobes |[Perez-Vilar et al., 2005|. Une fois les mucines sécrétées, les gels de mucus
sont soumis a un spectre large de pH allant de 1,5 pour la muqueuse gastrique durant
la digestion a 7,7 pour le tissu oculaire (Figure 14 A). Le role du pH dans la physiologie
des mucines gélifiantes a été particuliérement étudié dans le cas du mucus gastrique. Au
cours de la digestion, la valeur du pH de la lumiére gastrique va atteindre des valeurs
extrémes. Néanmoins, l'intégrité de I'épithélium digestif est maintenue, ce qui suppose
un mécanisme de protection dont le mucus est un acteur clé. Les mucines gélifiantes
maintiennent un pH neutre au niveau de I'épithélium gastrique en séquestrant les pro-
tons sécrétés par les cellules pariétales des glandes fundiques dans la lumiére gastrique
[Li et al., 2012, Bahari et al., 1982|. De plus, des modifications des propriétés rhéologiques
du mucus, lorsque le pH est inférieur a 4, le rendent plus protecteur. Ce changement de
I’état sol vers un état gel est entrainé par une modification de la conformation des mucines

gélifiantes (Figure 14 B). La rupture des ponts salins entre les résidus chargés des mucines
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FIGURE 14 — Relation entre le pH du mucus et la conformation des mucines
gélifiantes

A. Le pH du mucus des principaux tissus muco-sécrétants est indiqué par 1’échelle colo-
rimétrique. Notons que certains tissus, comme ’estomac durant la digestion, et le cervix
durant le cycle ovulatoire (phase péri-ovulatoire représentée), ont des variations de pH au
cours du temps. B. La rupture des interactions électrostatiques lorsque le pH est inférieur
a 4 entraine 'exposition de régions hydrophobes des mucines gélifiantes qui peuvent alors
former des liaisons supplémentaires au sein de la matrice de mucus. Adapté de Bansil and
Turner, 2006. C. Ces liaisons ont des conséquences sur la structure du réseau de mucus
qui s’agrége a pH acide. D’aprés Maleki et coll., 2008.
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gélifiantes expose leurs parties hydrophobes, les domaines CYS par exemple, qui sont alors
disponibles pour former de nouvelles interactions si la concentration en mucines gélifiantes
est suffisante [Cao et al., 1999, Celli et al., 2007, Wagner et al., 2017|. Des résultats simi-
laires ont été obtenus en combinant des mesures de diffusion dynamique de la lumiére avec
la rhéologie (Rheo-SALS). Les auteurs démontrent qu’a pH 24, les polymeéres de mucines
gélifiantes sont neutres et s’associent en agglomérats maintenus par des interactions hy-
drophobes. Cela contribue & ’anisotropie du réseau de mucines. Ce phénomeéne est conco-
mitant avec le pic de viscosité mesuré (1, est > 100 fois supérieure a pH 2 qu’a pH 7). Un
phénoméne de rhéofluidification est observé a pH 1, ce qui suggére une fragmentation des
cluster de mucines gélifiantes stabilisés par des protons. Ce phénomeéne contribue a un re-
tour vers un état isotrope (Figure 14 C) [Maleki et al., 2008]. Ces résultats sont cohérents
avec I’étude menée par Wagner et coll. qui emploie la micro-rhéologie par suivi de parti-
cules pour déterminer la structure du réseau de mucines gélifiantes [Wagner et al., 2017].
Contrairement au mucus reconstitué a partir de mucines gélifiantes d’estomacs de co-
chons, les propriétés macro et micro-rhéologiques du mucus cervico-vaginal humain
semblent indépendantes du pH malgré des changements structuraux importants (Figure
8) [Wang et al., 2013, Brunelli et al., 2007|. Une des explications possibles est la conser-
vation de l'interactome des mucines gélifiantes cervicales, ce qui souligne son role prépon-
dérant dans les propriétés structuro-fonctionnelles du mucus [Demouveaux et al., 2018|.
Dans un modéle porcin de mucoviscidose, il a été observé que le défaut de CFTR cause une
acidose du LPC, ce qui participe & sa viscosité élevée et a la réduction de ses propriétés mi-
crobicides |[Tang et al., 2016, Pezzulo et al., 2012, Simonin et al., 2019]. Ces données sont
cependant discordantes avec une étude réalisée chez I'enfant atteint de mucoviscidose ot
aucun changement de pH n’a été observé [Schultz et al., 2017|. Bien que les données chez
I’Homme ne soient pas cohérentes, ’absence de sécrétion d’ions bicarbonates par le canal

CFTR pourrait avoir un impact sur le phénotype de la mucoviscidose.
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1.2.3.1.2 Environnement ionique
1.2.3.1.2.1 Osmolarité

L’osmolarité contribue a la viscoélasticité des gels de mucus en modifiant la charge
des mucines gélifiantes, particuliérement dans la région centrale contenant les O-glycannes
[Davies et al., 2016]. Cela entraine des changements de conformation du réseau de mu-
cines gélifiantes. Expérimentalement, une augmentation du module osmotique, par ajout
de sel (NaCl), neutralise les mucines gélifiantes, ce qui réduit les répulsions électro-
statiques et augmente la durée de vie des autres types d’interactions faibles comme
les forces hydrophobes ou les liaisons hydrogéne. Cela produit un gel plus enche-
vétré et donc plus viscoélastique |[Wagner et al., 2017]. D’autres travaux ont montré
qu’au contraire, une augmentation du module osmotique réduit la viscoélasticité du
gel par diminution de la stabilité des liaisons ioniques entre les mucines gélifiantes. Ce
phénoméne a pour conséquence de réduire la densité des interactions mucine/mucine
[Celli et al., 2007, McCullagh et al., 1995]. Ces discordances peuvent étre expliquées par
les concentrations de mucines gélifiantes utilisées, qui forment des gels aux propriétés
structurales différentes (voir 1.2.3.2.1). L’augmentation du module osmotique du mucus a
un réel intérét thérapeutique dans le cas de la mucoviscidose. Au dela du réle du module
osmotique sur l'interactome des mucines gélifiantes, 1'utilisation d’une solution hyperto-
nique engendre des mouvements d’eau qui diminuent la concentration des mucines géli-
fiantes, et donc la viscoélasticité du gel de mucus. Cette stratégie est encore couramment

utilisée pour traiter les patients atteints de mucoviscidose [Donaldson et al., 2006].

1.2.3.1.2.2 Cas des ions calcium

Le calcium est étroitement lié & la structure et aux fonctions des mucines gélifiantes.

L’environnement physico-chimique du granule de sécrétion est riche en ions calcium
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(> 10 mM [Verdugo, 2012]). La présence d’ions calcium permet la compaction de la
région amino-terminale de MUCS5B [Trillo-Muyo et al., 2018, Ridley et al., 2014]. A des
concentrations physiologiques de mucines gélifiantes, les ions Ca?* modulent le caractére
élastique du mucus en participant a la formation d’un réseau protéique enchevétré. Ces
associations mucine/mucine dépendent de protéines partenaires capables de lier le cal-
cium [Meldrum et al., 2018, Raynal et al., 2002|. Dans le cas de la salive, le mucus passe
d’une maille caractéristique de 130 nm en présence de calcium a 2600 nm si celui-ci est
chélaté, ce qui illustre I'importance de cet ion dans I'interactome des mucines gélifiantes
[Raynal et al., 2003|. La concentration calcique est également corrélée a la viscosité du
LPC dans un modéle porcin de mucoviscidose |Tang et al., 2016]. Par conséquent, la ché-
lation des ions calcium est une piste thérapeutique intéressante pour restaurer le renou-
vellement du mucus. Un effet synergique avec l'utilisation de solutions hypertoniques a

méme ét¢ mis en évidence dans un modéle murin de mucoviscidose [Ermund et al., 2015].

1.2.3.1.3 Oxydation

Une dérégulation de la balance oxydation/réduction du mucus peut modifier la struc-
ture du réseau de mucines gélifiantes. Les régions amino- et carboxy-terminales, ainsi
que les domaines CYS, sont des domaines exposés et riches en résidus cystéine, lysine,
arginine et tyrosine qui, dans un environnement oxydant, peuvent étre le support de
liaisons inter-mucines. Dans certaines pathologies respiratoires comme la mucoviscidose
[Yuan et al., 2015] ou ’asthme [Dunican et al., 2018|, la sécrétion accrue de myéloperoxy-
dase transforme le peroxyde d’hydrogéne en acide hypochloreux qui catalyse 'oxydation
des résidus cystéine entre eux pour former des ponts disulfure ou avec des résidus ly-
sine ou arginine pour former des liaisons sulfénamide (-S-NH-), sulfonamide (-SO2-NH-)
ou sulfinamide (-SO-NH-) [Perez-Vilar and Boucher, 2004]. L’oxydation de résidus tyro-

sines situés dans un environnement suffisamment proche peut former des liaisons dity-
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rosines. Dans le cas de la mucoviscidose, il a été montré que le stress oxydant chro-
nique, engendré par des niveaux réduits de glutathion (un agent anti-oxydant) et une
activité myéloperoxydase élevée, aboutit a la formation de liaisons disulfure et dityro-
sine de novo qui entrainent une augmentation significative de la viscoélasticité du mucus
[Dickerhof et al., 2017, Yuan et al., 2015]. Pour palier ce probléme, 'utilisation d’anti-
oxydants comme la N-acétyl-cystéine est une pratique courante qui permet de diminuer

la viscoélasticité des gels de mucus (voir 1.2.3.2.3).

1.2.3.2 Par des facteurs biologiques, pharmacologiques et environnementaux
1.2.3.2.1 Concentration des mucines

L’étude de la diffusion de particules de 500 nm a permis a Georgiades et coll. d’établir
le lien existant entre la concentration de mucines gélifiantes et les propriétés viscoélas-
tiques des gels de mucus. Il existe deux concentrations critiques de mucines gélifiantes, la
premiére, notée ¢*, est la concentration a partir de laquelle il y a chevauchement entre les
mucines gélifiantes. La seconde, notée c€, est définie comme la concentration d’enchevétre-
ment (voir Figure 15) [Georgiades et al., 2014]. A des concentrations comprises entre c* et
¢, la viscosité des gels de mucus suit la loi de Fuoss (1 ~ ¢%53), ce qui est compatible avec
un régime semi-dilué¢ de polymeéres polyélectrolytiques flexibles [Dobrynin et al., 1995].
Au dela de la concentration c¢, il y a une augmentation de la relation de puissance qui

210 ot ~ 9 pour

lie la viscosité et la concentration des mucines gélifiantes (n ~ ¢
des gels constitués respectivement de MUC2 et MUC5AC). Cela indique un phénoméne
de reptation de 'apomucine et des O-glycannes qu’elle porte. La viscosité du mucus
reconstitué a partir de la fraction organique totale est systématiquement supérieure a

celle de solution de mucines gélifiantes purifiées. Cela confirme un réle important des

protéines partenaires dans la rhéologie des gels de mucus. Une transition sol-gel s’opére
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FI1GURE 15 — Impact de la concentration des mucines gélifiantes sur 1’ultra-
structure du mucus

A des concentrations inférieures a ¢, les mucines gélifiantes sont présentes sous forme
d’oligoméres. Elles forment un gel non enchevétré entre ¢* et ¢® tandis qu’elles s’associent
en un réseau enchevétré a des concentrations supérieures a c®. Une diminution du pH
augmente la réticulation du gel. D’aprés Georgiades et coll., 2014.
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pour des concentrations de mucus supérieures a 4 %. Cette concentration est inférieure
a celle observée dans des situations pathologiques comme la mucoviscidose, expliquant
pourquoi le mucus de ces patients est difficilement éliminé par la clairance mucociliaire
[Hill et al., 2014, Meldrum et al., 2018|. Cette hyper-concentration de mucines gélifiantes
est antérieure a la survenue d’épisodes infectieux montrant la prévalence des anoma-
lies mucosales dans ’étiologie de la mucoviscidose [Esther et al., 2019]. La relation entre
la concentration de mucines gélifiantes et la viscosité des gels de mucus semble égale-
ment étre dépendante du type de mucine gélifiante. Cela pourrait expliquer qu'une hyper-
concentration de MUCHB est plus délétére que MUCH5AC dans des modéles murins trans-
géniques reproduisant le phénotype pulmonaire des BPCO [Livraghi-Butrico et al., 2017].
Néanmoins, une meilleure compréhension de la régulation génétique des mucines gélifiantes

est nécessaire afin de proposer des solutions thérapeutiques ciblant leur expression.

1.2.3.2.2 Cycle hormonal

Le cervix est un canal de 3 & 4 cm de longueur constitué d’invaginations qui forment
des pseudo-glandes. Les changements structuraux et cycliques du mucus cervical sug-
gérent un mécanisme de régulation hormonale [Chrétien, 2003]. La composition du mu-
cus cervical est soumise a des variations qui dépendent de la phase du cycle ovulatoire
d’aprés des études par spectrométrie de masse (43 & 81 protéines sont spécifiquement
exprimées durant une phase du cycle ovulatoire) |Grande et al., 2015|. La mucine géli-
fiante MUCHB est a son niveau de production maximum durant 'ovulation. Ce pic de
sécrétion est induit par une augmentation progressive de la transcription de MUCHB du-
rant la phase pré-ovulatoire [Gipson et al., 2001|. L’expression hormone-dépendante des
mucines est concomitante avec une diminution du contenu protéique et une augmenta-
tion du contenu en eau au pic ovulatoire. Cela entraine donc une dilution du contenu

en mucines gélifiantes qui, comme décrit au 1.2.3.2.1, diminue la viscosité du gel de
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mucus |Viergiver and Pommerenke, 1946]. Ce critére conditionne le passage des sper-
matozoides au travers de la glaire cervicale, et a donc un réel impact sur la fertilité
humaine [Hyun et al., 2012]. Des modifications de l'interactome des mucines gélifiantes
sont donc tout a fait pertinentes pour développer de nouvelles stratégies contraceptives

non-hormonales [Kootala et al., 2018].

1.2.3.2.3 Agents mucolytiques

Une substance mucolytique est un agent pharmacologique capable de fluidifier le mucus
et donc de diminuer sa viscoélasticité. Cette classe de médicament est fréquemment utilisée
dans les pathologies chroniques (mucoviscidose, BPCO) ou dans des contextes plus bénins
(rhume, toux). A I’heure actuelle, les agents mucolytiques agissent en clivant les polyméres

qui constituent le mucus [Henke and Ratjen, 2007].

Le mucolytique le plus utilisé est la N-acétylcystéine. Cette molécule posséde un grou-
pement thiol libre qui se substitue aux groupements thiol des mucines gélifiantes enga-
gés dans la formation de ponts disulfure, ce qui lui confére une activité réductrice. De
plus, la N-acétylcystéine a une activité anti-oxydante en piégeant les agents oxydants
comme le monoxyde d’azote et en entrant dans la voie de biosynthése du glutathion
[Aldini et al., 2018]. Il en résulte une dépolymérisation des mucines gélifiantes couplée a
une réduction du stress oxydant, tout deux permettant la réduction de la viscoélasticité
du gel de mucus [Vukosavljevic et al., 2017|. D’autres mucolytiques dérivés de la structure
de la N-acétylcystéine ont été développés et montrent une activité mucolytique renforcée

et aux effets irritants indésirables plus faibles |[Ehre et al., 2019].

L’ADN contribue de maniére substantielle & la viscoélasticité du mucus. Ces polyméres

d’ADN s’enchevétrent avec les mucines gélifiantes et contribuent aux propriétés rhéolo-
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giques anormales du mucus purulent |Lethem et al., 1990, Macierzanka et al., 2014]. La
dornase alpha est une désoxyribonucléase similaire a I’enzyme endogéne humaine. Elle est
obtenue par génie génétique et est administrée aux patients par aérosolthérapie afin de
diminuer la taille des fragments d’ADN. Cela provoque une diminution de la viscoélas-
ticité des gels de mucus [Hardcastle et al., 2017|. L’activité désoxyribonucléase peut étre
prolongée (d'un facteur 20) en greffant une double chaine de PEG sur la structure de Ien-
zyme [Guichard et al., 2018]. La formation de larges fibres d’ADN semble étre dépendante

de la présence d’actine fibrillaire (actine-F) [Sheils et al., 1996].

Un état inflammatoire chronique entraine également une augmentation de la concen-
tration en actine-F dans le mucus suite a la nécrose des tissus et a la mort des cellules in-
flammatoires. La gelsoline est une molécule qui clive ’actine-F permettant ainsi de réduire
la viscosité de crachats de patients atteints de mucoviscidose [Vasconcellos et al., 1994].
Cependant, la présence d’actine-F semble réduire I'activité de la N-acétylcystéine proba-
blement en entrant en compétition avec les mucines gélifiantes pour la réduction des ponts

disulfure [Broughton-Head et al., 2007, Tang et al., 1999|.

1.2.3.2.4 Exposome

L’exposome est défini comme ’ensemble des paramétres environnementaux auxquels
un organisme est soumis. Un nombre croissant d’études met en évidence un effet de
composés chimiques et alimentaires sur la structure et les propriétés viscoélastiques du
mucus. Comme décrit en 1.1.2.1.2, les lipides sont impliqués dans le comportement vis-
coélastique du mucus. Une supplémentation en lipides alimentaires réduit la diffusivité
de particules de 200 nm d’'un facteur 10 a 142 en fonction de leur chimie de surface
[Yildiz et al., 2015¢]|. De plus, I’élimination des lipides du mucus aboutit a la perte de son

caractére non-Newtonien [Gouveia and Tiffany, 2005]. Les détergents alimentaires (em-
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ployés comme agents émulsifiants par I'industrie agroalimentaire) réduisent la maille ca-
ractéristique du mucus intestinal de cochon qui passe de 109 nm a 59 nm lorsqu’il est
traité par 1 % de carboxyméthylcellulose et de 109 nm & 88 nm lorsqu’il est traité par 1 %
Tween 80 [Lock et al., 2018]. Ces modifications augmentent le module viscoélastique du
mucus intestinal mesuré par suivi de particules (diameétre 200 nm) couplées au PEG. Le
détergent nonoxynol-9 (N9) est fréequemment employé comme agent bactéricide et sper-
micide dans la fabrication de lubrifiants et préservatifs. Le N9 modifie la structure du
réseau de mucines gélifiantes en réduisant la maille caractéristique du mucus par rupture
des mucines gélifiantes en paquet. Ce changement de structure du mucus n’a cependant
aucune incidence sur les propriétés macro-rhéologiques du gel [Lai et al., 2009a|. Tous les
détergents n’ont pas le méme effet sur la structure du mucus cervico-vaginal, car 1'utili-
sation du F127 ne modifie pas les propriétés d’adhésivité ou de structure du mucus mais
permet le passage de nanoparticules hydrophobes normalement entravées par le mucus. Ce
type de détergent est donc potentiellement intéressant dans la formulation de nanoparti-
cules hydrophobes en nanomédecine [Ensign et al., 2014]. Les polyphénols contenus dans
le thé vert induisent une agrégation des polymeéres de MUCS5B contenus dans la salive,
ce qui provoque une augmentation significative de la viscosité du gel [Davies et al., 2014].
Certains additifs alimentaires, comme 'oxyde de titane, s’associent spécifiquement avec
le mucus et pourraient donc potentiellement modifier la comportement rhéologique du gel

[Talbot et al., 2018].

1.2.3.2.5 Domaine CYS
1.2.3.2.5.1 Structure

— Séquences primaire et secondaire

Chez ’'Homme, les mucines MUC2, MUCHAC et MUC5HB possédent respective-
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ment 2, 9 et 7 domaines CYS (Figure 3). Le domaine CYS est un domaine de
~ 110 acides aminés contenant environ 10 % de résidus cystéine aux positions par-
faitement conservées [Desseyn et al., 1997|. Le domaine CYS, sous forme native, a
une diminution de la vitesse de migration en comparaison avec sa forme réduite.
Cela suggére que la structure tertiaire du domaine CYS est globulaire, probable-
ment maintenue par des ponts disulfure entre les résidus cystéine. Une structure
du second domaine CYS recombinant de MUC2, produit par la lignée cellulaire
CHO, a été déterminée par spectrométrie de masse. La présence de ponts disul-
fure a été démontrée entre les résidus Cys! et Cys®, Cys®2 et Cys*? et Cys®! et

8 (voir Figure 16). Les quatre résidus cystéine restants (Cys®, Cys?, Cys® et

Cys
Cys?") forment des ponts disulfure dont le profil exact n’a pas pu étre déterminé.
Le pont disulfure Cys®-Cys% pourrait avoir une fonction clé dans l'interactome
du mucus intestinal en créant une boucle hydrophobe (CDVSVGLIC). L’analyse
des séquences des domaines CYS humains révéle que 37,6 % des acides aminés sont

hydrophobes et trés conservés dans toutes les mucines gélifiantes (voir Tableau 3,

Figure 16 A).

Environ un quart des acides aminés (24,6 %) sont chargés, ce qui n’exclut pas un
role du domaine CYS dans I’enchevétrement des mucines gélifiantes par établisse-
ment d’interactions ioniques, notamment avec les glycannes anioniques. Les acides
aminés chargés sont cependant moins conservés que les acides aminés hydrophobes
(Figure 16 B). Les propriétés physico-chimiques des domaines CYS semblent diffé-
rentes en fonction des mucines gélifiantes. En effet, les domaines CYS de MUCHAC
ont une moins grande proportion d’acides aminés hydrophobes mais un plus grand
nombre d’acides aminés chargés en comparaison avec MUC2 et MUC5HB. Hypothé-

tiquement, le recouvrement des fibres de MUCSB, sécrétées par les glandes sous-
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muqueuses des voies aériennes, par des polymeéres de MUC5AC pourrait faciliter
la clairance mucociliaire en diminuant ’adhérence de ces fibres de mucus par aug-

mentation de leur hydrophilicité [Ermund et al., 2017, Ostedgaard et al., 2017].

Tableau 3 — Analyse des séquences des domaines CYS humains

Acides aminés hydrophobes : Tyr, Val, Met, Cys, Leu, Phe, Ile, Trp; Acides aminés
hydrophiles : Arg, Lys, Asp, Glu, Asn, Gln ; Acides aminés positifs : Lys, His, Arg; Acides
aminés négatifs : Asp, Glu. Les séquences des domaines CY'S sont tirées de Desseyn, 2009.

Domaine CYS | aa hydrophobes (%) | aa hydrophiles (%) | aa cationiques (%) | aa anioniques (%)
MUC2 #1 36,3 36,3 1,7 19,2
MUC2 #2 A4 25,7 6.1 10,3

MUC2 38,9 31,0 8,9 14,8
MUC5AC #1 33,3 32.4 131 12,2
MUCS5AC #2 38,7 31,6 6,0 13,8
MUCS5AC #3 33,5 37,1 18,1 13,3
MUC5AC #4 38,7 31,6 6.0 138
MUCSAC #5 33,5 36,2 17,2 13,3
MUC5AC #6 34,3 37,2 9,2 14,3
MUCS5AC #7 33,5 37,1 18,1 13,3
MUC5AC #8 33,5 37.2 17.2 143
MUC5AC #9 34,4 37.2 16,2 143
MUC5AC 34,8 35,3 13,5 13,6
MUC5B % 39.0 34,0 11,0 14,0
MUCSB #2 37.8 37,7 14,0 158
MUCSB #3 371 33.3 8.8 15,7
MUCSB #4 39,7 29,7 8,9 11,9
MUCSB #5 39,7 29,7 8,9 11,9
MUCSB #6 39,7 29,7 8,9 11,9
MUCSB #7 39.7 98,8 8.0 11,9

MUC5B 39,0 31,8 9,8 13,3
— Glycosylation

Les domaines CYS sont décrits comme des domaines pas ou peu glycosylés. Des
résidus sérine et thréonine sont présents dans toutes les séquences des domaines
CYS humains. Cependant, ’analyse des profils électrophorétiques de domaines
CYS recombinants (domaines CYS #1 et #5 de MUC5AC et #1, #2 et #3 de

MUCS5B) est compatible avec I’absence de O-glycannes [Perez-Vilar et al., 2004].
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Parmi les domaines CYS des mucines gélifiantes humaines, seuls le domaine CYS
#2 de MUC2 et le domaine CYS #2 de MUCHB sont N-glycosylables (ils pos-
sédent respectivement 2 et 1 sites de N-glycosylation). Cependant, les formes
N-glycosylées apparaissent beaucoup moins abondantes que les formes non N-

glycosylées.

Le domaine CYS est un domaine C-mannosylable |Gouyer et al., 2018|. La sé-
quence de C-mannosylation W-X-X-W est conservée dans tous les domaines CY'S
et est trés similaire a la séquence consensus de la C-mannosylation de la RNasell
(TWAQWFET pour la RNasell, TWTTWEFDV pour le domaine CYS #5 de
MUC5AC). Cela suggeére que la fonction de la séquence W-X-X-W des domaines
CYS est identique a celle de la RNasell, c¢’est-a-dire de porter un C-mannose
[LotHer et al., 1996]. A Iheure actuelle, aucune étude n’a pu mettre en évidence
avec certitude la C-mannosylation des domaines CYS car leur proximité avec
les régions S/T/P dans les mucines gélifiantes, de méme que la présence d’'un
unique résidu mannose rend 'analyse des spectres de masse difficile. Perez-Vilar
et coll. ont utilisé des lectines spécifiques reconnaissant les mannoses terminaux
pour purifier des domaines CYS produits, non N- ou O-glycosylés, par la lignée
cellulaire COS-7 [Perez-Vilar et al., 2004]. La mutation de la séquence W-X-X-W
en A-X-X-W abolit toute sécrétion du domaine CYS et provoque sa rétention
dans le RE [Perez-Vilar et al., 2004, Gouyer et al., 2018|. La plupart des protéines
C-mannosylables sont des protéines sécrétées |[Krieg et al., 1998b|. Ces éléments
suggerent que les domaines CYS sont effectivement C-mannosylés et que cette
glycosylation est impliquée dans la conformation et/ou la sécrétion des protéines

chez les mammiferes [Hilton et al., 1996].
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1.2.3.2.5.2 Phylogénie et conservation

On trouve des domaines CYS dans de nombreuses molécules produites par une grande
variété d’espéces (voir Tableau 4) depuis les échinodermes (apparus il y a 650 millions
d’années) jusqu’aux mammiféres supérieurs. Certaines protéines d’invertébrés comportent

Tableau 4 — Exemples de mucines avec des domaines CYS dans le régne animal
La double barre horizontale marque la séparation entre le sous-embranchement des ver-
tébrés et des invertébrés, ce qui illustre la conservation importante du domaine CYS.
D’apres Desseyn, 2009.

Super-classe Organisme Géne Nombre de domaines CYS | Nombre de résidus cystéine
MUC2 2 10
Mammiféres Homo sapiens MUC5AC 9 10
MUC5B 7 10
Mus musculus Muc5b 10 10
GG-A 3 10
Oiseaux Gallus gallus GG-B 6 10
GG-C 2 10
183-A 2 10
183-B 3 10
Amphibiens Xenopus tropicalis 183-C 3 10
216-A 3 10
306-A 3 10
Danio rerio DRI 25 10
DR2 10 10
Poissons 16521 2 8-11
Petromyzon marinus 22179 3 67
‘ 443 18 8
5720 3 7
Tuniciers Oikopleura dioica Oikosine 1 13 6
Ciona savignyi CS 4 6
Echinodermes | Strongylocentrotus purpuratus SU 24 10

des domaines CYS moins conservés, ce qui implique une apparition précoce au cours de
I’évolution. Le tunicier Oikopleura dioica sécréte I’oikosine 1, une protéine constituée d’une
répétition de 13 domaines CYS, qui participe a la formation d’une cupule gélatineuse qui
filtre les nutriments de 1'eau de mer [Spada et al., 2001]. Les molécules possédant des
domaines CYS comportent, a I’exception de 1'oikosine 1, des domaines S/T /P, ce qui per-
met de conclure qu’elles sont apparentées & des mucines gélifiantes. Chez les vertébrés,
les domaines CYS sont codés par un unique exon (hormis chez P. marinus qui posséde

certains génes codant des domaines CYS sur plusieurs exons). Les domaines CYS codés



80

par plusieurs exons sont systématiquement suivis de séquences codant des résidus sérine,
thréonine et proline. L’évolution a donc favorisé 'augmentation du nombre de domaines
CYS par des duplications intragéniques successives ainsi que leur groupement en un seul
exon, probablement pour préserver les ressources énergétiques de la cellule durant la trans-
cription. Chez les craniates, il semble qu’il y ait une co-évolution entre les domaines vWD
et les domaines CYS, car seules les mucines possédant des domaines vWD ont des do-
maines CYS (voir Figure 4). Il existe une corrélation positive entre le nombre de domaines
CYS et la similarité de leurs séquences (la similarité de séquence est comprise entre 93 et
100 % pour les domaines CYS de S. purpuratus et varie entre 40 et 70 % pour les autres
génes de vertébrés). L’analyse de la séquence des domaines CYS révéle un taux de substi-
tution nucléotidique faible (< 0,05) et une prévalence des substitutions synonymes. Cela
révéle que 'augmentation du nombre de domaines CYS est bénéfique pour la physiologie
du mucus et que toute substitution de la séquence peptidique du domaine CY'S aurait des
conséquences déléteres. Il est également probable que les événements de divergence soient
récents. La fréquence de substitution synonyme des codons codant les résidus cystéine,
codés par les codons TGC et TGT, est particulierement élevée. Ce phénoméne couplé
aux différences de fréquence observées entre les codons TGC et TGT d’un orthologue a
I’autre permet de conclure & un phénomene d’homogénéisation des codons Cys au sein
d’un méme gene d'une espece donnée, et donc a une évolution concertée des domaines
CYS [Desseyn, 2009]. La pression de sélection exercée sur le domaine CYS implique une

fonction biologique importante qui, pour I’heure, reste peu documentée.

1.2.3.2.5.3 Fonctions

Les domaines CYS pourraient étre impliqués dans la compaction des mucines géli-
fiantes dans le granule de sécrétion riche en ions Ca?* et au pH acide [Desseyn et al., 1997].

Par analogie avec la région amino-terminale de MUC5B, ce phénomeéne pourrait étre dé-
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pendant de la liaison d’ions Ca?*, notamment sur les acides aminés anioniques conser-
vés (Figure 16 B, positions 13, 25, 27, 45 et 46). Dans ce cas, le pH acide au-
rait un effet synergique en neutralisant les glycannes environnants des régions S/T/P
pour faciliter ces interactions. Cette transition d’une conformation en fibre vers une
conformation condensée & pH inférieur & 6 (le pH du granule est de 5,5 environ) a
déja été observée par microscopie a force atomique avec des mucines gélifiantes pu-
rifiées ou non [Hong et al., 2005, Brunelli et al., 2007|. Toutefois, I'implication du do-
maine CYS dans ce phénoméne reste hypothétique. La conservation des résidus cys-
téine permet d’envisager une implication de la structure secondaire du domaine CYS
dans la formation de multiméres non covalents [Ambort et al., 2011]. Ces associations
ont été confirmées en utilisant des domaines CYS recombinants produits par la li-
gnée cellulaire COS7 [Perez-Vilar et al., 2004]. Le domaine CYS pourrait donc agir
comme modulateur de la structure du réseau de mucines gélifiantes en formant des
liaisons réversibles homotypiques et/ou hétérotypiques avec d’autres composants hy-
drophobes du mucus, et donc, contribuer aux propriétés viscoélastiques de ces gels

[Brunelli et al., 2007, Cao et al., 1999, Hong et al., 2005, Bansil and Turner, 2006].

1.2.3.2.5.4 Modéle Transgénique 222

— Création
Chez les mammiféres, les domaines CYS sont presque toujours séparés par des
domaines S/T/P. Sheehan et coll. ont observé en 1991 que des domaines nus
des mucines gélifiantes sont exposés a intervalles réguliers de 100-150 nm, ce
qui correspond a 250-375 aa environ [Sheehan et al., 1991]. Cette distance est
compatible avec l'intervalle existant entre certains domaines CYS de MUCHB.
Cette distance minimale est probablement nécessaire & 1’établissement de liai-

sons entre les polyméres de mucines gélifiantes. Pour renforcer la barriére de mu-
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cus colique par densification de la matrice de mucus, le modéle murin transgé-
nique 222 (Tg222) a été créé pour produire une molécule constituée d’une suc-
cession de 12 domaines CYS identiques (rCYSx12). Ce domaine est le 4°™¢ do-
maine CYS de MUC5B [Gouyer et al., 2015|. Cette molécule posséde une grande
similitude avec 1’oikosine 1, une molécule synthétisée par le tunicier Oikopleura
dioica et qui comporte 13 domaines CYS (Figure 17). L’expression de rCYSx 12
est controlée par le promoteur du gene Tff3. Cela permet de restreindre le ter-
ritoire d’expression du transgéne aux cellules caliciformes de l'intestin gréle et
du colon et d’avoir une co-sécrétion de rCYSx12 avec la mucine gélifiante Muc2
[Podolsky et al., 1993, Suemori et al., 1991]. Le promoteur de rCYSx12 est suivi
du premier intron, des 2 premiers exons et de la partie 5 de I'intron 2 (1,8 kb)
du géne Tff3 qui codent le signal de sécrétion. Le troisiéme exon est un fragment
génomique codant rCYSx12. Une séquence codante de la eGFP a été ajoutée dans
le cadre de lecture et a la suite de rCYSx12 afin de permettre sa visualisation
par microscopie a fluorescence (Figure 18 A, B). L’objectif de ce modéle était
donc d’évaluer l'effet d’un enrichissement du mucus par des domaines CYS sur
les propriétés de barriére du mucus colique. Pour cela le mucus colique de souris
transgéniques a été comparé a celui de souris de type sauvage du méme sexe, de la

méme portée et élevées dans la méme cage.

Résultats acquis

La caractérisation de la souris transgénique Tg222 a fait 'objet d’une étude anté-
rieure & mon travail de thése [Gouyer et al., 2015]. Les souris transgéniques sont
fertiles et transmettent le transgéne a leur descendance sans phénotype délétére. La
protéine rCYSx 12 est présente de maniére diffuse avec Muc2 (Figure 18 B) visua-

lisé par marquage avec la lectine UEA1 ( Ulex europaeus agglutinine I) qui reconnait



83

egon ogon
n O-glycosylées oxy
terminale terminale
Q Q Q ‘
Muc5b i & Qe QUG N W

- ‘ l'(.yv/v,p'z AN v‘ v,;;v AR ' i

10 domaines CYS

domaine lectine

domaine
EGF de type C

Oikosine 1
13 domaines CYS

\
QQ\ NWQ LA Q
rcYsx12  O0piibidine s

12 domaines CYS (Tg222) 12 domaines CYS (MTX-rCYSx12)

FIGURE 17 — Similitudes structurales entre la protéine recombinante rCYSx12
et 'oikosine 1

Le domaine CYS, présent en 10 copies dans la mucine gélifiante murine Mucbb est égale-
ment retrouvé, en 13 copies, dans ’'oikosine 1 produite par Oikopleura dioica. 1.’oikosinel
comporte également un domaine EGF et un domaine lectine de type C, respectivement
représentés par un pentagone rouge et un rectangle orange. La protéine recombinante
rCYSx12 est trés similaire a 1'oikosine 1 car elle comporte 12 domaines CYS organisés en
chapelet. Dans le modéle murin Tg222, cette protéine est marquée par une séquence de
la eGFP (Tg222) contrairement au modéle cellulaire recombinant (MTX-rCYSx12).
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FIGURE 18 — Elaboration du modéle murin Tg222 et résultats acquis

A. Représentation schématique du fragment d’ADN utilisé pour générer le modéle murin
transgénique Tg222. Ce fragment comprend le promoteur suivi des 2 premiers exons et
introns du géne Tff3. Le troisiéme exon code une succession de 12 domaines CYS em-
pruntés a la séquence du 4°"¢ domaine CYS de MUCS5B. Une séquence codant la eGFP
a été ajoutée dans le cadre de lecture de la région 3’ du transgéne. Les rectangles blancs
représentent les régions 5’ et 3'UTR. B. Coupes transversales de colons de souris de type
sauvage (WT) et transgéniques (Tg). La mucine Muc2 est visualisée par marquage avec
la lectine UEA1 (rouge) et le transgéne rCYSx12 est marqué par un anticorps anti eGFP
(vert). L’ADN est contremarqué par le Hoechst 33258 (bleu). Lu : Lumiére. C. Quan-
tification de la flore cultivable du mucus de souris de type sauvage (WT) (n = 8) et
transgéniques (Tg) (n = 11).
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D. Score histologique (|Dieleman et al., 1998]) du tissu colique de souris WT (n = 11) et
Tg (n = 9) aprés une colite chimiquement induite (DSS 2,5 % durant 5 jours), 7 jours
aprés 'arrét du traitement. E. Quantification de la réparation de I’épithélium par im-
munomarquage du marqueur de prolifération PCNA (vert) dans des coupes transversales
de colons de souris WT (n = 11) et Tg (n = 9). L’ADN est contremarqué par I'iodure
de propidium (rouge). Lu : Lumiére. F. Rapport masse/longueur du colon de souris WT
(n = 14) et Tg (n = 11) 10 jours aprés une infection a Citrobacter rodentium par gavage
oral. G. Persistance de Citrobacter rodentium dans les féces de souris WT (n = 14) et Tg
(n = 11) 3, 5 et 10 jours post-infection par gavage oral. D’aprés Gouyer et coll., 2015.

spécifiquement ’épitope Fuc a-1,2-Gal. Cette technique permet de mettre en évi-
dence un mucus mieux préservé sur les coupes histologiques provenant de souris
Tg222. Cette persistance du gel indique des changements probables de ces proprié-
tés viscoélastiques. La sédimentation de micro-billes carboxylées révele une dimi-
nution de la perméabilité du gel de mucus chez les souris qui expriment rCYSx12.
Afin d’évaluer la cause des modifications des propriétés biophysiques du mucus de
la souris Tg222, la O-glycosylation des mucines gélifiantes coliques a été détermi-
née par marquage avec des lectines et par spectrométrie de masse. D’une maniére
générale, la souris Tg222 posséde une plus grande diversité du répertoire de O-
glycannes. Une augmentation de la proportion de mucines gélifiantes sialylées et
une diminution des mucines gélifiantes sulfatées ont été détectées dans le tissu
colique. A l'inverse, les mucines gélifiantes iléales sont moins sialylées mais plus
sulfatées et fucosylées. Ces changements du profil de O-glycosylation des mucines
gélifiantes chez les souris transgéniques sont associés a des modifications de la com-
position du microbiote dans l’iléon et le colon. Une augmentation de la prévalence
de bactéries probiotiques du genre Lactobacillus spp. a été mise en évidence dans
ces tissus (Figure 18 C). Afin de tester I'impact bénéfique d’une augmentation de
la concentration en domaines CYS dans le mucus, les souris ont été soumises a

plusieurs challenges. D’une part la souris Tg222 s’est révélée mieux protégée contre
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une colite chimio-induite par exposition au DSS (dextran sulfate de sodium, 2,5 %)
pendant 5 jours. Le score histologique du tissu colique sept jours aprés arrét du
traitement DSS est significativement plus bas chez la souris transgénique (Figure
18 D) et une augmentation de la régénération du tissu colique, par mesure du mar-
queur de prolifération PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), a été observée
dans le colon (Figure 18 E). D’autre part la souris Tg222 est également moins
susceptible & une infection expérimentale par le pathogéne Citrobacter rodentium
et a une clairance plus rapide de ce pathogéne dans les féces. Cette clairance plus
rapide de Citrobacter rodentium est associée a un ratio masse/longueur du colon

plus faible reflétant une meilleure protection contre l'inflammation (Figure 18 F,

G).

La sécrétion de rCYSx12 dans le mucus intestinal semble conférer aux souris une
meilleure protection contre les infections par un renforcement de la barriére de
mucus. Cependant, ces changements sont concomitants avec des modifications du
profil de O-glycosylation des mucines gélifiantes et de la composition du microbiote.
Ceci rend toute conclusion sur la mécanistique du renforcement de mucus par
I’enrichissement en domaine CYS impossible. L’utilisation d’'un modéle cellulaire,
moins complexe et stérile, est donc nécessaire pour conclure quant a l'effet du
domaine CYS sur le mucus et pour déterminer comment celui-ci peut en changer

les propriétés physiologiques et biophysiques.

1.3 Stratégie de I’étude et intérét du travail

Les domaines CYS sont apparus il y a au moins 650 millions d’années et montrent une

conservation de séquence importante chez tous les organismes. Un tel degré de conser-
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vation implique des propriétés biologiques importantes qui restent peu documentées a

I'heure actuelle [Desseyn, 2009, Desseyn et al., 2016].

La nature hydrophobe et le nombre de résidus chargés des domaine CYS suggérent la
possibilité de liaisons de faible énergie réversibles de nature homo- ou hétérotypique. Si
tel est le cas, ce domaine aurait une importance majeure dans l’architecture du mucus, et

par conséquent dans le comportement rhéologique des gels.

Mon travail s’organisera en 2 axes :
— Etude de la délivrance endogéne d’une molécule constituée de 12 do-
maines CYS
Le modéle murin Tg222 a été développé pour étudier l'effet d’un enrichissement
du mucus intestinal par une molécule chimérique constituée de 12 domaines CYS
|[Gouyer et al., 2015]. Cette souris a un mucus renforcé qui a un effet protecteur
contre la colite chimio-induite et les infections expérimentales & Citrobacter roden-

tium.

La premiére partie de mon travail consistera a déterminer par quel mécanisme la
sécrétion de rCYSx 12 aboutit au renforcement de la barriére muqueuse intestinale.
Une relation étroite existe entre le microbiote intestinal et les mucines gélifiantes
[Corfield, 2018]. Afin de mieux appréhender I'effet d’un enrichissement du mucus en
domaine CYS, un modéle cellulaire muco-sécrétant produisant la méme molécule
rCYSx12 a été développé. Le mucus de cette lignée cellulaire a été caractérisé afin
de déterminer si les changements des propriétés du mucus observés dans le modeéle

murin Tg222 sont reproductibles dans un environnement stérile.
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— Développement de modéles recombinants produisant une molécule
constituée de 3 domaines CYS
Dans les modéles cellulaire et murin, la sécrétion de la molécule rCYSx12 est en-
dogéne. Afin de tester le potentiel du domaine CYS comme molécule capable de
modifier le mucus, une stratégie exogéne est plus indiquée. L’élaboration de mo-
deéles recombinants (en levure Pichia pastoris et dans la lignée cellulaire HEK293)
sécrétant une molécule constituée de 3 domaines CYS (rCYSx3) permettra de ca-
ractériser la structure du domaine CYS, de déterminer les facteurs qui influencent

ces associations et de tester l'effet de sa délivrance exogéne sur les gels de mucus.
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2 Matériel et Méthodes

2.1 Biologie moléculaire

Pour plus d’informations sur le développement du modéle murin Tg222, le lecteur peut

se référer a l'article du laboratoire en accés libre [Gouyer et al., 2015].

2.1.1 Génération du modéle HT29-MTX E12 sécrétant la molé-

cule rCYSx12

La lignée HT29-MTX E12 (MTX) provient de la sélection clonale de cellules HT29
résistantes au méthotrexate (HT29-MTX) [Behrens et al., 2001, Lesuffleur et al., 1993].
La population cellulaire HT29 est issue d’un adénocarcinome colique. Cette lignée cel-
lulaire commerciale, obtenue chez ECACC, est particuliérement utilisée en biologie des
mucines gélifiantes, car ce clone se différencie en cellule caliciforme environ 21 jours post-
confluence. Les cellules MTX ont été transfectées pour exprimer stablement la molécule
rCYSx12 (MTX-rCYSx12). La séquence du transgéne rCYSx 12 consiste en une séquence
nucléotidique codant 12 domaines CYS. La séquence du domaine CYS est empruntée au
4éme domaine CYS de MUCSB reconnu par anticorps Eul /Eu2. Le vecteur d’expression
#208 de 18,1 kb, utilisé pour générer la souris transgénique Tg208 dans une étude anté-

rieure du laboratoire [Gouyer et al., 2015|, a été modifié comme suit pour la transfection
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des cellules MTX (Figure 19) :

Un fragment Xhol/Xhol de 2,3 kb portant le géne de la néomycine phosphotransfé-
rase (Neo) sous contrdle du promoteur hybride LacUV5-SV40 est utilisé pour la sélec-
tion des clones cellulaires recombinants. Un fragment de 322 pb a été excisé par di-
gestion enzymatique avec Hpal et Stul avant de religuer le vecteur. Le vecteur a été
ensuite linéarisé avec Sall puis le fragment Xhol/Xhol a été sous-cloné dans le site
de restriction unique Sall pour obtenir un vecteur de 20,2 kb. Les plasmides ayant la
cassette de sélection dans le sens de lecture opposé a rCYSx12 ont été conservés. Les
cellules ont été transfectées avec 60 pl. d’Effectene (Qiagen) et 2 ug d’ADN linéarisé
par digestion enzymatique avec Sacll. La sélection des clones recombinants débute 48 h
aprés la transfection en incubant les cellules avec du milieu DMEM (Dulbecco’s Mo-
dified Eagle Medium) contenant 500 pg/mL de G418 (Sigma-Aldrich) et un mélange
de Pénicilline-Streptomycine (100 U/mL; 100 pug/mL, Gibco BRL). Sept clones résis-
tants au G418 ont été isolés et amplifiés et la présence du transgéne a été évaluée
par PCR en utilisant les oligonucléotides 5-ACCTACTCCAACATCCGTGC-3' (sens)
5-GTAGGTGTCAAAGTCCCCGC-3 (anti-sens). L’expression du transgéne a été dé-
terminée par RT-PCR (réaction en chaine par polymérisation aprés rétro-transcription
de 'ARN) en utilisant les oligonucléotides 5-GCTGCCATGGAGACCAGA-3' (sens; si-
tué dans 'exon #1) et 5'-TGTGGATCCCCTCCAGCTG-3' (anti-sens; situé dans ’exon
#3). La production de rCYSx 12 a été évaluée par Western blot parmi les trois clones qui
expriment le plus le transgéne. Le clone le plus productif a été utilisé pour la suite des

expériences.
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Ex?2 Ex1

FIGURE 19 — Schéma du vecteur permettant la production de rCYSx12 par
les cellules HT29-MTX E12

Le vecteur comprend le promoteur du géne Tff3 suivi de ses deux premiers exons. Le
troisiéme exon est un exon artificiel dont la séquence est une succession de 12 séquences
codant le domaine CYS #4 de MUC5B (humain). Le squelette du vecteur est représenté en
blanc, la cassette de sélection de la néomycine phosphotransférase, conférant la résistance
au G418 aux cellules MTX, en orange, et le codon STOP suivi de la région 3'UTR en
gris.
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2.1.2 Génération du modéle Pichia pastoris sécrétant rCYSx3

2.1.2.1 Préparation du vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3

Une séquence codant une succession de 3 domaines CYS (domaine CYS #4 de
MUCS5B) optimisée pour une production par la levure Pichia pastoris a été insérée dans
le vecteur commercial pPICZ-a (ThermoFisher Scientific). Un tag hexa-histidines, placé
dans le cadre de lecture, permet de purifier la protéine recombinante produite. Ces étapes
ont été effectuées par une entreprise privée. Ce vecteur est nommé pPICZ-a-rCYSx3. Les
clones de Pichia pastoris transformés par le vecteur pPICZ-a-rCYSx3 ont des taux de
sécrétion de protéine recombinante trés faibles. Ce phénomeéne est probablement di a la
complexité de la protéine recombinante qui peut réduire les taux de sécrétion d’un facteur

40 dans le modeéle Pichia pastoris [Maccani et al., 2014].

Notre stratégie de production de rCYSx3 a donc été modifiée afin d’abolir la sécré-
tion et éviter le phénomeéne de saturation de la machinerie intracellulaire. Le vecteur
pPICZ-a-rCYS %3 a été muté afin de pouvoir exciser la majeure partie du signal de sécré-
tion a-FSS par digestion enzymatique (Figure 20 A). Les enzymes de restriction et les
tampons utilisés proviennent de chez New England Biolabs. Un site de restriction Kpnl
est introduit par mutagénése dirigée dans la partie 5 de la séquence codant le facteur
a-FSS. Les oligonucléotides utilisés sont :
5-GATTTCCTTCAATTGGTACCGCTGTTTTATTCGCAG-3' (sens)
5-GCGAATAAAACAGCGGTACCAATTGAAGGAAATCTC-3' (anti-sens)
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FIGURE 20 — Excision du facteur de sécrétion o«o-FSS du vecteur

pPICZ-a-rCYSx3

A. Un site de restriction Kpnl a été introduit dans la partie 5 de la séquence codant
le signal de sécrétion a-FSS du vecteur pPICZ-a-rCYSx3 par mutagénése dirigée. Le
fragment Kpnl-Kpnl a été excisé par digestion enzymatique éliminant ainsi le site de res-
triction unique FcoRI aprés religation de P’ADN. Les séquences codant les domaines CY'S
sont représentées en violet. Une séquence codant un tag hexa-histidine, représenté par un
rectangle noir, est située en aval de la séquence codant rCYSx3.
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Les éléments présents dans le vecteur pPICZ sont représentés en bleu et le signal de sé-
crétion a-FSS en rouge; TEF1 et EM7 sont des promoteurs de levure et de bactérie,
respectivement, Sh ble est le géne codant la résistance a la zéocine, pUC est 'origine de
réplication bactérienne et SCM est le site de clonage multiple. La séquence peptidique du
signal de sécrétion a-FSS, ainsi qu’une partie du site de clonage multiple, est indiquée
sous la séquence nucléotidique. B. Profil électrophorétique du vecteur pPICZ-a-rCYSx3
muté apreés digestion par I'enzyme Kpnl. L’insertion d’un second site Kpnl par mutagé-
nése dirigée entraine la perte de 282 pb comme visualisé pour les clones 4, 6 et 8. C. Profil
électrophorétique des vecteurs pPICZ-a-FSS muté et pPICZ-AFSS-rCYSx3 apres diges-
tion par les enzymes de restriction EcoRI et Kpnl. L’excision du fragment Kpnl/Kpnl
entraine la disparition du site de restriction EcoRI. Le vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3
n’est donc pas linéarisé FcoRI et migre a un poids moléculaire apparent inférieur a sa
forme linéarisée par Kpnl.

Le mélange réactionnel de la PCR est le suivant :

Vecteur pPICZ-a-rCYSx3 (71 ng/uL) 1 puL
Tampon Pfu 5 pL
Oligonucléotide sens (5 pmol/uL) 2 ul,
Oligonucléotide anti-sens (5 pmol/uL) 2 pL
dNTP (20 mM) 1 pL

Pfu polymeérase (3000 U/mL) 1 pL

Qsp HyO 50 pL
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Une PCR avec une ADN polymérase (Pfu) de haute fidélité (Qiagen) est réalisée selon

le cycle suivant :

95°C 60 s
95°C  30s
53°C 30

72°C 720s 25 cycles

72°C 300 s
10°C o
Le vecteur pPICZ-a-rCYSx3 a été digéré par I’enzyme Dpnl, qui clive ’ADN méthylé,

en suivant le mélange réactionnel suivant :

ADN amplifié 20 pl
Dpnl (20000 U/mL) 1 pl
Tampon 3 pL

Qsp H,O 30 u. 37°C, 2 h
L’enzyme a été inactivée a 80°C pendant 20 minutes puis '’ADN plasmidique a été utilisé
pour transformer des bactéries XL2® (Escherichia coli) ultra-compétentes (Stratagéne).
Cinquante pL de bactéries ont été incubées avec 25 mM de [-mercaptoéthanol pendant
10 min sur de la glace. La suspension bactérienne a ensuite été incubée pendant 30 min
sur de la glace avec 1 ul. de préparation de plasmide. Un choc thermique (42°C, 30 s)
a été réalisé puis les bactéries ont été incubées sur de la glace pendant 2 min puis a
37°C, sous agitation a 220 rpm pendant 1 h avec 450 puL. de milieu S.O.C (Invitrogen).
Cinquante et 150 pL de suspension bactérienne ont été étalés sur des géloses LB (Luria-

Bertani, Sigma-Aldrich) contenant 25 ug/mL de zéocine (ThermoFisher Scientific) pour
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la sélection positive des bactéries transformées. Les géloses ont été incubées a 37°C sur la

nuit.

Dix clones ont été isolés puis ensemencés dans 5 mL de milieu LB liquide (Sigma-
Aldrich) contenant 25 pg/mL de zéocine. La purification du vecteur a été réalisée grace au
kit QIAprep® Spin (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. Les préparations de

plasmides obtenues ont ensuite été digérées par Kpnl selon le mélange réactionnel suivant :

ADN plasmidique 4 ul
Kpnl (10000 U/mL) 1 puL
Tampon 2 pL

Qsp HyO 20 L
La figure 20 B montre le profil électrophorétique des digestions d’ADN plasmidique dans
un gel d’agarose 0,8 % équilibré dans un tampon TE (80 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0).
Les clones 4, 6 et 8 ont été transformés par un vecteur dont la taille apparente est en
accord avec la délétion des 282 pb correspondant au fragment Kpnl-Kpnl. La préparation
de plasmide du clone 8 a été utilisée pour préparer le vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3
correspondant au vecteur pPICZ-a-rCYSx3 sans le fragment Kpnl-Kpnl. Un ug d’ADN

a été digéré par les enzymes Kpnl et EcoRI afin de sortir et cliver le fragment Kpnl-Kpnl :

ADN plasmidique (1 ug/ul) 10 pL
Tampon 2 pL

Kpnl (10000 U/mL) 1 puL
EcoRI (20000 U/mL) 1 puL
Tampon 2 pL

Qsp H2O 20 pL. 37°C, 2 h
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Aprés avoir inactivé les enzymes de restriction (65°C, 20 min), I'extrémité 5" du vecteur

a été phosphorylée :

ADN plasmidique (0,5 ug/uL) 10 uL
Tampon 3 pl

ATP (10 mM) 5 uL

Kinase PNK (10000 U/mL) 1 pL

Qsp H,O 30 L. 37°C, 30 min

La kinase a ensuite été inactivée (65°C, 20 min) puis le vecteur a été re-circularisé :

ADN plasmidique (17 ng/uL) 3 pL
Tampon 2 uL
Ligase T4 (400000 U/mL) 1 pL

Qsp HyO 20 puL. 16°C, 12 h

Dix ng d’ADN plasmidique ont été utilisés pour transformer des bactéries XL2® comme
décrit ci-dessus. ADN plasmidique du clone 8 a été digéré par les enzymes de restriction
EcoRI et Kpnl & 37°C pendant 12 h. La figure 20 C montre le profil électrophorétique
du vecteur pPICZ-a-FSS muté et du vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3. La digestion du
vecteur pPICZ-a-FSS muté par FcoRI linéarise le vecteur qui migre & une taille apparente
d’environ 4,6 kb en accord avec sa taille théorique. La digestion par Kpnl aboutit & une
réduction de la taille apparente du vecteur correspondant a la délétion du fragment Kpnl-
Kpnl. L'incubation du vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3 avec I'enzyme EcoRI ne linéarise
pas le vecteur qui migre a une taille apparente d’environ 2,1 kb. Cela confirme I’élimination
du site de restriction EcoRI contenu dans le fragment Kpnl-Kpnl et la re-circularisation de
I’ADN plasmidique. Aprés digestion, seuls les 7 premiers acides aminés du facteur a-FSS
subsistent. L’élimination du pré-facteur du signal de sécrétion permet d’abolir la sécrétion

de la protéine située en aval |Lin-Cereghino et al., 2013]. Ce clone a été utilisé pour réaliser



98

une préparation de plasmide avec le kit JetStar® (Genomed) selon les recommandations

du fabricant.

2.1.2.2 Transformation de Pichia pastoris

La souche X33 de Pichia pastoris a été transformée par la méthode du chlorure de
lithium. Le vecteur (pPICZ-a-rCYSx3 ou pPICZ-AFSS-rCYSx3) a été préalablement
linéarisé dans le promoteur AOX1 afin de générer des clones par recombinaison homo-
logue et non par insertion aléatoire, moins stables étant donné la nature recombinogéne de
Pichia pastoris |[Aw and Polizzi, 2013]. Une colonie de levure a été inoculée dans 50 mL
de milieu YPD (1 % d’extrait de levure, 2 % de peptone et 2 % de D-glucose) et a été
mise en culture (30°C, 220 rpm) jusqu’a atteindre une DOggo de 0,8-1. Les levures ont été
centrifugées (1500% ¢, 10 min) puis suspendues dans 25 mL d’eau ultrapure avant d’étre
de nouveau centrifugées (1500x ¢, 10 min). Le culot a été suspendu dans 1 mL de chlorure
de lithium (100 mM) puis la suspension de levures a été transférée dans un tube 1,5 mL
puis centrifugée (1500 g, 10 min). Les levures ont été suspendues dans 400 L de chlorure
de lithium (100 mM).

Cinquante uL. de suspension de levure ont été centrifugés dans un tube 1,5 mL. Le sur-
nageant a été éliminé puis les composés suivant sont ajoutés dans l'ordre :

— 240 pL de PEG 3350 (50 %)

— 35 uL de chlorure de lithium (1 M)

— 5 pL ’ADN de sperme de saumon (10 mg/mL) dénaturé (95°C, 10 min)

— 70 pL d’eau ultrapure contenant 10 pug du plasmide pPICZ-AFSS-rCYSx3 ou

pPICZ-a-rCYSx 3, préalablement linéarisés dans le promoteur AOX1 par ’enzyme
Pmel (37°C, 2 h, puis inactivation 65°C, 20 min)
Ce mélange a été vigoureusement vortexé puis incubé 30 min a 30°C. Les levures ont

été soumises a un choc thermique (42°C, 22 min) puis centrifugées 5 min a 3500xg. Le
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surnageant a été remplacé par 1 mL de milieu YPD puis incubé 1 h a 30°C, 220 rpm.

2.1.2.3 Sélection des clones recombinants

La suspension de levure a été étalée (100 puL et 25uL) sur des géloses YPD (milieu
YPD complété avec 2 % d’agar) contenant 500, 750 ou 1000 pg/mL de zéocine. Les
géloses ont été incubées a I'abri de lumiére pendant 3 jours a 30°C. Apres la période
d’incubation, seize clones résistants a une concentration de 1000 pug/mL de Zéocine ont
été sélectionnés, six transformés par le vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3 et dix transformés

par le vecteur pPICZ-a-rCYSx 3.

2.1.3 Génération du modéle cellulaire HEK?293 sécrétant la mo-

lécule rCYSx3

L’inadéquation du modeéle Pichia pastoris pour la production de la molécule rCYSx3
nous a menés a changer de modele. La lignée cellulaire de mammifére HEK293, parti-
culiérement adaptée pour la production de molécules recombinantes, a donc été utilisée
pour produire la molécule rCYSx3. Une séquence nucléotidique codant trois domaines
CYS successifs (domaine CYS #4 de MUC5B) a été optimisée pour une production en
cellules HEK293, puis nous a été retournée, insérée dans le vecteur pMOS, par une entre-
prise privée (NeoBiotech). Notre stratégie a donc été de sous-cloner cette séquence dans
le vecteur pcMG-IRES-Luc qui comporte une séquence codant la luciférase sous controle

d’une séquence IRES qui permettra le criblage des cellules transfectées.

2.1.3.1 Préparation du vecteur pcMG-GST-rCYS x3-IRES-Luc

La production de la molécule rCYS x 3 a initialement été sous-traitée par une entreprise

disposant de vecteurs propriétaires destinés a la production de molécules recombinantes
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par la lignée cellulaire HEK293. Les rendements étaient insuffisants et la séquence codant

GST-rCYSx3 nous a été retournée sous-clonée dans le vecteur commercial pMOS Blue.

La premiére étape a consisté a cloner l'insert codant GST-rCYSx3 dans le vec-
teur pcMG-IRES-Luc pour une expression par la lignée cellulaire HEK293. Le vecteur
pcMG-IRES-Luc a été obtenu en sous clonant une séquence IRES-Luc au site unique de
restriction FcoRI du vecteur pcDNA3.1 dans lequel le promoteur CMV a été remplacé
par un promoteur hybride EF1a-HTLV (Figure 21 A) [Valque et al., 2012]. Les vecteurs
pMOS-GST-rCYSx3 et pcMG-IRES-Luc ont été digérés par les enzymes de restriction
Nhel et Clal pour sortir 'insert codant GST-rCYS x3 et linéariser le vecteur pcMG-IRES-

Luc, respectivement.

vecteur pcMG-IRES-Luc (0,5 ug) 2 pl
Clal (5000 U/mL) 1 4L

Nhel (10000 U/mL) 1 uL
Tampon 2 pL

Qsp HO 20 ul. 37°C, 2 h
Le vecteur pMOS-GST-rCYSx3 a également été digéré par BspHI qui clive le géne de

résistance a 'ampicilline selon le mélange suivant :

vecteur pMOS-GST-rCYSx3 (1,7 ug) 0,6 puL
Clal (5000 U/mL) 1 pL

Nhel (10000 U/mL) 1 4L

BspHI (10000 U/mL) 1 uL
Tampon 2 uL

Qsp HyO 20 pu. 37°C, 2 h
Les enzymes de restriction ont ensuite été inactivées par une incubation a 65°C pendant

20 min. La quantité d’insert a ajouter dans le mélange réactionnel pour la ligation a été
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FIGURE 21 — Préparation du vecteur pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc pour la
transfection en cellules HEK293

A. Schéma du vecteur pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc. La séquence codant rCYSx3 et
les éléments du vecteur sont respectivement représentés en violet et en bleu. EF1-« est
un promoteur ubiquitaire chez les eucaryotes et HTLV est une séquence générant une
structure secondaire en épingle a cheveux qui stabilise la région 5 de 'ARNm. Un in-
tron de 117 pb se situe en amont de la séquence de téte des IgK. Le vecteur contient
également une séquence codant la luciférase (Luc) sous contrdle d’une séquence IRES.
SV40 ori et ColE1l ori sont les origines de réplication en cellules eucaryotes et en bac-
téries, respectivement. Amp et Néo sont les génes de résistance a l'ampicilline et au
G418 pour la sélection positive des bactéries et des cellules eucaryotes, respectivement.
B. Profil électrophorétique de ’ADN plasmidique de bactéries transformées par le vecteur
pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc obtenu par la méthode du cracking. La migration a été
effectuée dans un gel d’agarose a 0,8 %. C. Profil électrophorétique de préparations de
plasmide pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc digérées par Clal. D. Cartographie du vecteur
pcMG-GST-rCYS x3-IRES-Luc.
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évaluée empiriquement selon la formule suivante :

Quantité de vecteur(ng) x Taille de l'insert (kb)
Taille du vecteur (kb)

Quantité d'insert (ng) = (2.1)

Le mélange réactionnel de ligation était le suivant :

vecteur pcMG-IRES-Luc (50 ng/uL) 1 puL
Insert GST-rCYSx3 (19 ng/uL) 1,8 uL
Tampon 2 pL

ATP (10 mM) 3 uL

Ligase T4 (400000 U/mL) 1 pL

Qsp Ho0O 20 . 16°C, 12 h
Quatre ul. du produit de la réaction de ligation ont été utilisés pour transformer 20 L
de bactéries ultra-compétentes XL2® comme décrit au 2.1.2.1. Le plasmide pcMG-IRES-
Luc a été utilisé pour réaliser une transformation controle. La sélection des bactéries
transformées a été effectuée sur des géloses LB (Sigma-Aldrich) contenant 50 ug/mL
d’ampicilline (Sigma-Aldrich) incubées a 37°C sur la nuit. Aprés incubation, 22 clones ont

pu étre isolés dont 3 clones controles transformés par le vecteur pcMG-IRES-Luc.

La présence du vecteur a été vérifiée par la méthode du cracking. La moitié de chaque
colonie ampicilline-résistante a été prélevée avec une pipette pasteur boutonnée puis dépo-
sée dans 28 ul de tampon (50 mM NaOH, 0,5 % dodécylsulfate de sodium [SDS], 50 mM
éthylénediaminetétraacétique [EDTA]). Aprés 20 min d’incubation a 72°C, les lysats obte-
nus ont été mélangés avec 10 pl de bleu BCX (0,25 % bleu de bromophénol, 0,25 % xyléne
cyanol FF, 15 % Ficoll 400, 5 % glycérol, 40 mM EDTA, pH = 7,4) puis une électrophorése
a été réalisée dans un gel d’agarose 0,8 % (Figure 21 B). Sous forme circulaire, les vec-

teurs pMOS-GST-rCYSx 3, pcMG-IRES-Luc et pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc migrent
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a des tailles de 2,3, 3,9 et 4,8 kb, respectivement. Les clones 1, 2 et 3 sont des controles
transformés par le vecteur pcMG-IRES-Luc. Les clones 4, 7, 13 et 14 ont donc été trans-
formés par ce vecteur. Les clones 8, 11, 16, 18 et 22 ont été transformés par le vecteur
pMOS-GST-rCYSx3. En revanche les clones 5, 6, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20 et 21 semblent
étre transformés par un vecteur dont la masse moléculaire apparente est compatible avec
celle de pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc. Les clones 9 et 15 ont été ensemencés dans du
milieu LB liquide contenant 50 pug/mL d’ampicilline afin de réaliser des préparations de
plasmide avec le kit QIAprep® Spin comme décrit au 2.1.2.1. Les plasmides ont ensuite

été digérés par I'enzyme de restriction Clal comme suit :

Plasmide 10 ng
Clal (5000 U/mL) 1 pL
Tampon 2 uL

Qsp HoO 20 u. 37°C, 2 h
Le produit de cette digestion a été analysé par électrophorése dans un gel d’aga-
rose 0,8 % (Figure 21 C). IADN plasmidique des clones transformés par le vecteur
pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc migre a une taille apparente conforme & la taille théo-
rique attendue de 9,6 kb. La préparation de plasmide du clone 15 a donc été utilisée
pour transformer des bactéries ultra-compétentes XL2®. Deux clones ont été sélectionnés
pour réaliser une grande préparation de plasmide avec le kit JetStar®. La cartographie
du vecteur pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc a été déterminée pour les deux préparations
de plasmide (Figure 21 D) et confirme le clonage de I'insert GST-rCYSx3 dans le vec-
teur pcMG-IRES-Luc. Les tailles des fragments attendus sont mentionnés dans le tableau

suivant :
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Tableau 5 — Taille des fragments attendus aprés digestion des vecteurs pcMG-
IRES-Luc, pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc et pMOS-GST-rCYS x3 par les en-
zymes de restriction Clal, EcoRI, EcoRV ou Sspl

pcMG-IRES-Luc | pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc | pMOS-GST-rCYSx3
Digestion Clal 7,8 et 2,5 kb 9,6 kb 4,7 kb
Digestion FcoRI 5,3 et 2,5 kb 7,1et 2,5 kb 4,7 kb
Digestion FcoRV | 5,1, 1,9 et 0,8 kb 5,1, 2,6 et 1,9 kb 2,3 kb
Digestion Sspl 7,8 kb 9,6 kb 4.2 et 0,5 kb

2.1.3.2 Transfection des cellules HEK293

Le seuil de résistance au G418 des cellules HEK293 a été déterminé par une exposition
prolongée & des doses croissantes d’antibiotique. Aprés deux semaines de traitement, la
mortalité des cellules atteint 100 % a partir d’une concentration de 500 ug/mL de G418.
Cette concentration a donc été utilisée pour sélectionner les cellules transfectées, deve-
nues résistantes au G418. Le vecteur pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc de la préparation de

plasmide 1 (Figure 21 D) a été linéarisé par Sspl selon le mélange suivant :

Plasmide pcMG-GST-rCYSx3-IRES-Luc (1,1 pug/mL) 18,2 uL
Tampon 3 pL
Sspl (5000 U/mL) 2 L

Qsp HyO 30 u. 37°C, 2 h
Les cellules ont été cultivées en boite de Pétri (& 10 cm) dans du milieu EMEM (FEagle’s
Minimum Essential Medium, ATCC) supplémenté avec 10 % de sérum de veau foetal et un
mélange de Pénicilline-Streptomycine (100 U/mL; 100 pg/mL). Lorsqu’elles atteignaient
80 % de confluence, les cellules ont été transfectées avec 1 ug de vecteur linéarisé a 'aide
d’effectene (Stratagéne) en suivant les recommandations du fabricant. Aprés 48 h d’in-
cubation & 37°C sous 5 % de CO,, le milieu de culture a été remplacé par du milieu,
contenant 500 pg/mL de G418, renouvelé toutes les 24 h pendant 14 jours. Les clones

résistants au G418 ont été piqués puis amplifiés dans des plaques 96 puits (Techno Plastic
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Products, TPP). A confluence, les clones ont été repiqués en duplicat dans des plaques
24 puits (TPP). L’activité luciférase (BioAssay Systems) est mesurée, selon les recom-
mandations du fabricant, en lysant les cellules avec un tampon contenant de la luciférine
dont l'oxydation en oxy-luciférine par la luciférase produit de la bioluminescence. Cette
bioluminescence a été quantifiée par une caméra refroidie (Carestream 1S400MM PRO).
Les neuf clones ayant 'activité luciférase la plus élevée ont été repiqués dans des flasques
de 25 cm? (T25). La production de GST-rCYSx3 a été évaluée dans le lysat cellulaire et
le surnageant. Les deux clones les plus productifs sont congelés a -152°C dans du milieu

EMEM supplémenté avec 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSO).

2.1.4 PCR quantitative

La fraction d’ARN totale a été extraite des cultures cellulaires par la méthode du
trizol. L’ADN génomique a été digéré par incubation avec la DNasel (37°C, 1 h) puis
I’ARN a été rétrotranscrit en ADNc par RT-PCR a l'aide de 'enzyme MMLV (0,2 U,
Promega) et d’hexaméres aléatoires selon les recommandations du fabricant. Le niveau
d’expression des mucines gélifiantes a été déterminé en triplicat a partir de cultures de
cellules MTX et MTX-rCYSx 12 en utilisant I’ARN ribosomal 18S comme controle interne
(TagMan Ribosomal RNA Control Reagents, Applied Biosystems, USA). Les séquences

des amorces et des sondes utilisées sont listées dans le tableau suivant :
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Tableau 6 — Séquences des amorces et des sondes utilisées pour la quan-
tification de Dl’expression des mucines gélifiantes dans les cellules MTX et
MTX-rCYSx12

Les oligonucléotides et la sonde utilisés pour la quantification de I'expression de MUCHB
ont été développés durant un travail du laboratoire antérieur [Valque et al., 2012].

Geéne Oligonucléotide Séquence
sens 5-GCGCTCCCCTAGGCATCT-3
MUC2 anti-sens 5-GGAAAGCAAGGACTGAACAAAGA-3
sonde 5-ACAGCTTTACCTCCCCCGGACCCTC-3
sens 5-AGAGTGGGAGCTGGGAGAGAG-3
MUC5AC anti-sens 5-AGCTCAGAGGACATATGGGAGGT-3
sonde 5-CCAGTGTCCCCCATGCAGTGACC-3
sens 5-GCCTGCTGCAGGGTAACTCA-3
MUC5B anti-sens 5-ATTGCTCAGGGTTTATTTGCAAA-3
sonde 5-CATCCCAAAGCCCCCTCTGCTCA-3
sens 5-GGGTCGCTGCCTGCTCT-3
MUC6 anti-sens 5-TGACCAGGAAAGCAGCTGC-3
sonde 5-CCACCAGCCCCCTTCCCGC-3

La PCR quantitative a été réalisée sur un appareil 7500 Applied System (Applied

Biosystems, USA) et l'expression génique a été déterminée par la méthode du AAC;.

2.2 Culture cellulaire

2.2.1 Pichia pastoris

Les clones de levure Pichia pastoris sont maintenus étalés sur des géloses YPD conte-
nant un mélange de Pénicilline-Streptomycine (100 U/mL; 100 ug/mL). La production
de molécules recombinantes par les levures transformées par le vecteur pPICZ se déroule

en deux étapes. Durant la premiére phase Pichia pastoris est cultivée en milieu BMGY :
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Peptone 20g
Extrait de levure 10 g
Bases azotées de levure 134 ¢

Tampon phosphate pH 6,0 100 mM

Biotine 400 mg
Glycérol 10 mL
Qsp HbO 1 L

La peptone et 'extrait de levure sont préparés dans 800 mL d’eau ultrapure, puis autocla-
vés. Les composants restants sont préparés dans 200 mL puis filtrés (& 0,22 pum, Sartolab).
Une fois la solution de peptone et extrait de levure tempérée, le reste des composants est
ajouté pour reconstituer le milieu BMGY. Les levures sont cultivées a 30°C, 220 rpm
pendant 48 h jusqu’a atteindre une DOgpy de 8-10. Les levures sont alors centrifugées
(4000% g, 10 min) et suspendues dans le méme volume de milieu BMMY (composition
identique au milieu BMGY hormis pour le glycérol qui est remplacé par 1 % de méthanol
qui induit Pexpression de la protéine rCYSx 3, controlée par le promoteur AOX1). Le mé-
thanol est renouvelé toutes les 24 h pour une durée de 48 h. Les cultures sont centrifugées
(4000% g, 10 min, 4°C), le surnageant est filtré (& 0,22 pum) puis conservé a 4°C et le culot
est congelé a -80°C. La purification de rCYSx3 sécrété dans le surnageant est effectuée

dans les 12 h aprés 'arrét de 'induction.

2.2.2 Pseudomonas aeruginosa et Salmonella enterica serovar
Typhimurium

Les souches de Pseudomonas aeruginosa (PAO1) et Salmonella enterica serovar Ty-
phimurium nous ont été données par le Dr. B. Borlee et le Dr. J.-C. Sirard, respectivement

[Davies et al., 1998, Hopkins et al., 2001]. Ces deux souches expriment stablement une sé-
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quence codant la GFP, ce qui permet leur suivi par microscopie a fluorescence. Les souches
sont ensemencées dans du milieu LB contenant 50 pg/mL d’ampicilline et cultivées sur la
nuit a 37°C, sous agitation. La croissance bactérienne est évaluée par mesure de la DOggg
et la vitalité des bactéries est vérifiée par microscopie a fluorescence avant toute procédure

expérimentale.

2.2.3 Lignée cellulaire HT29-MTX E12

Les cellules MTX et MTX-rCYSx12 sont cultivées dans des flasques T25 contenant
5 mL de milieu DMEM supplémentés avec 10 % de sérum de veau feetal (HyClone)
et un mélange de Pénicilline-Streptomycine (100 U/mL; 100 pug/mL). La pression de
sélection des cellules MTX-rCYSx12 est maintenue par 'ajout de 500 pg/mL de G418.
Les cellules sont cultivées a 37°C, sous 5 % de COjy et le milieu de culture est renouvelé
toutes les 48 h. Les cultures confluentes sont repiquées par ajout de trypsine (0,05 %,
Gibco BRL) et incubation 7 min a 37°C. La trypsine est ensuite inactivée par le sérum
de veau foetal contenu dans 5 mL de milieu de culture. Les cellules sont dénombrées en
cellule de Malassez puis repiquées a raison de 300 000 et 700 000 cellules par T25 pour les
clones MTX et MTX-rCYSx 12, respectivement. Des co-cultures sont réalisées a 5 ratios
allant de 100 % de cellules MTX & 100 % de cellules MTX-rCYSx 12 afin d’étudier 'effet

dose de la protéine rCYSx 12 sur les propriétés du gel de mucus (Figure 22).
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FIGURE 22 — Schéma du dispositif expérimental pour I’étude de rCYSx12 dans
le modéle cellulaire HT29-MTX E12

Les cellules MTX natives (MTX) et recombinantes (MTX-rCYSx12) sont amplifiées pen-
dant 10 jours puis co-cultivées avant leur 20°™¢ passage a 5 ratios a raison de 100 000
cellules par puits pour les tests de perméabilité et de motilité (lame 4 puits, Labtek),
50 000 cellules par puits pour 'immunohistochimie (lame 8 puits, Millipore) ou dans des
flasques de 75 cm? pour le Western blot (ratio d’ensemencement des T25 multipli¢ par
3). Les cultures cellulaires sont étudiées environ 21 jours aprés ensemencement lorsque les
cellules sont confluentes et complétement différenciées.
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2.2.4 Lignée cellulaire HEK293

La lignée cellulaire HEK293 est une lignée épithélioide de cellules rénales humaines
immortalisées, ou transformées, par de ’ADN adénoviral [Russell et al., 1977|. Les cellules
HEK293 sont cultivées en T25 contenant 5 mL de milieu EMEM supplémenté avec 10 % de
sérum de veau feetal et un mélange de Pénicilline-Streptomycine (100 U/mL ; 100 ug/mL).
Les cellules sont cultivées a 37°C sous 5 % de COs et sont repiquées tous les 7 jours a une
concentration de 10 % (vol./vol.) jusqu’a leur 20 passage. La pression de sélection des

clones recombinants est maintenue par 'ajout de 500 ug/mL de G418.

2.3 Prélévement de mucus colique murin

2.3.1 Elevage et génotypage des animaux

Les souris transgéniques de la lignée Tg222 sont maintenues a 1’état hétérozygote dans
un fond génétique C57BL/6 |Gouyer et al., 2015]. Les souris de type sauvage (WT) et
transgéniques (Tg222) issues de la méme portée sont maintenues appariées dans la méme
cage d’une animalerie EOPS (Exempt d’Organisme Pathogéne Spécifique, Université de
Lille ; numéro OGM : 5287, Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche). Le
génotypage des animaux est effectué a 8 semaines par PCR froide a partir d’'une biopsie

caudale comme décrit précédemment [Gouyer et al., 2015].

2.3.2 Prélévement du mucus

Les souris sont mises a jeun sur la nuit avant toute procédure expérimentale. Les souris
sont tuées par une injection intra-péritonéale d’euthanasique (T61, MSD Santé animale)

selon la posologie du fournisseur. Le génotype des souris est confirmé au moment du
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sacrifice par observation d’une biopsie d’iléon ouverte. Le transgéne rCYSx 12, marqué par
la GFP, émet une fluorescence détectable par stéréomicroscopie a épifluorescence (Leica
M205 équipé de la caméra DFC450c; Figure 23). Les colons sont alors prélevés, ouverts
longitudinalement et débarrassés des féces. Le mucus est prélevé en grattant délicatement
la surface de la muqueuse avec une lame de scalpel. Les échantillons de mucus obtenus
sont groupés en fonction du génotype et dilués avec un volume équivalent de solution
saline tamponnée (PBS) contenant 1 mM d’inhibiteur de protéases a sérine (Fluorure de

4-(2-aminoéthyl)benzénesulfonyle [PMSF|, Sigma-Aldrich).
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lumiere N
blanche GFP superposition

FI1GURE 23 — Observation de biopsies d’iléon frais de souris de type sauvage
et transgénique par microscopie a épifluorescence

Contrairement a celui des souris de type sauvage, le tissu iléal des souris transgéniques
émet une fluorescence verte lorsqu’il est excité a 488 nm. Barres d’échelle : 100 pm.
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2.4 Biochimie

2.4.1 Purification de rCYSx3

2.4.1.1 Dans le modéle Pichia pastoris

La molécule rCYSx3 a tout d’abord été purifiée a partir de cultures de levures trans-
formées par le vecteur pPICZ-a-rCYSx3. La molécule étant peu sécrétée, elle est pu-
rifice & partir du lysat des levures. Les levures sont suspendues poids/poids dans un
tampon de lyse (50 mM tampon phosphate, 1 mM EDTA, 5 % glycérol, pH = 7,4) au-
quel sont ajoutés 0,1 % de 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammoniol|-1-propanesulfonate
(|[CHAPS], Sigma-Aldrich) et 1/20°™¢ de volume d’alcool isoamylique (Sigma-Aldrich).
La suspension de levure est mélangée avec 1/3 de volume de billes de verre (@ 0,5 mm,
Sigma-Aldrich). La suspension est vortexée 30 s puis incubée sur de la glace 30 s & quinze
reprises. L'efficacité de la lyse est constatée par I’observation d’un mélange volume /volume
du lysat de levure avec une solution de bleu Evans (1 %, Sigma-Aldrich). Le cytoplasme

des levures apparait bleu si les parois des levures sont perméables.

Les billes de verre sont rincées a quatre reprises avec le tampon d’équilibration de la
résine Ni Sepharose FastFlow® (20 mM de tampon phosphate, 1 M NaCl, 0,1 % CHAPS,
40 mM Imidazole, pH = 7.4 ; GE Healthcare). Le lysat et le ringage des billes sont groupés
puis centrifugés (14 000x g, 60 min, 4°C). Le surnageant est filtré (& 0,22 um), le pH ajusté
a 7,4, puis incubé avec la résine sur un agitateur rotatif & 4°C pendant 12 h. La résine
est chargée dans une colonne, préalablement nettoyée avec du tampon d’équilibration,
puis est rincée avec 50 volumes de tampon d’équilibration. La protéine recombinante est
éluée par le tampon d’élution contenant 500 mM d’imidazole (composition identique au

tampon d’équilibration excepté pour la concentration d’imidazole).
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2.4.1.2 Dans la lignée HEK?293

Les clones exprimant la luciférase sont cultivés en T75 dans 10 mL de milieu EMEM
contenant 10 % de sérum de veau feetal, un mélange de Pénicilline-Streptomycine
(100 U/mL; 100 pg/mL) et du G418 (500 ug/mL). Le milieu est renouvelé tous les 2
jours jusqu’a confluence o il est remplacé par du milieu EMEM sans sérum. Aprés 24 h,
le milieu de culture conditionné est filtré (& 0,22 pm) puis incubé avec la résine Gluta-
thione Sepharose 4B® (GE Healthcare) pendant 2 h & température ambiante. La résine
est rincée trois fois avec 10 volumes de PBS puis éluée avec le tampon d’élution (50 mM
tris(hydroxyméthyl)aminométhane [tris|, 10 mM glutathion réduit, pH = 8,0) selon les

recommandations du fabricant.

2.4.2 Western blot

Les protéines sont préparées dans le tampon d’échantillon LDS 2X ou 4X suivant le
volume déposé (Invitrogen). Les échantillons analysés en conditions dénaturantes sont
homogénéisés avec le tampon LDS contenant 10 % de S-mercaptoéthanol (vol.) puis in-
cubés 5 min a 95°C. Les protéines sont séparées dans un gel d’acrylamide/bis-acrylamide
surmonté d’un gel de concentration (0,5 mL acrylamide/bis-acrylamide 40 %, 1,25 mL
tris-HC1 0,5 M pH = 6,8, 25 puL. SDS 20 %, 25 uL persulfate d’ammonium 10 %, 5 ulL
tétra-meéthyl-éthyléne-diamine [TEMED], 3,2 mL H,0) par la méthode du SDS-PAGE.
L’électrophorése est réalisée sous ampérage constant de 15 mA dans le gel de concentra-
tion puis de 25 mA dans le gel de séparation, dans un tampon de migration (25 mM tris,
0,192 M glycine, 2 mM EDTA, 0,02 % SDS).

Une fois la séparation effectuée, les protéines sont transférées sur une membrane de ni-
trocellulose (Amersham) dans un tampon de transfert (25 mM tris, 0,192 M glycine) a

un voltage constant de 100 V pendant 90 min. La membrane est ensuite saturée avec une
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solution de lait écrémé (5 %, Régilait) sous agitation dans un tampon TNT (10 mM tris,
150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20) pendant une nuit. La membrane est alors rincée puis
incubée avec le tampon TNT contenant I’anticorps primaire. Les différents anticorps, leurs
espéces hote et cible et la concentration a laquelle ils ont été employés sont mentionnés
dans le tableau suivant :

Tableau 7 — Caractéristiques des anticorps primaires

Anticorps Espéce hote | Espéce cible | Dilution Référence
Anti-domaine CYS (Eul/Eu2) Souris Homme 1/3000%me | [Rousseau et al., 2003]
Anti-MUC5AC (45M1) Souris Homme 1/50008me [Bara et al., 1991]
Anti-S-actine Souris Homme 1/3000°me Abcam

Anti-GST Cheévre Homme 1,/2000eme Invitrogen
Anti MUC2 (H-300) Lapin Homme 1/3000°me Santa Cruz

L’anticorps primaire est incubé pendant 3 h sous agitation. Puis, aprés trois ringages,
la membrane est incubée avec la solution d’anticorps secondaire anti-espéce couplé a la
peroxydase de raifort (1/2500°m¢) pendant 90 min. La membrane est rincée puis révélée
par une incubation avec une solution d’ECL (GE Healthcare) préparée extemporanément.

La lecture de la membrane est réalisée sur une caméra refroidie (Carestream [S400MM

PRO).

2.4.3 Coloration a I’argent

La préparation et la séparation des échantillons est réalisée comme décrit au pa-
ragraphe 2.4.2. Aprés 1’électrophorése, le gel est fixé 30 min dans un tampon métha-
nol/acide acétique (50 %/10 %) puis 15 min dans un second tampon méthanol/acide
acétique (5 %/1 %). Le gel est rincé et réhydraté par trois incubations de 10 min dans de
I’eau ultrapure puis sensibilisé dans une solution de thiosulfate de sodium (0,02 %, Sigma-
Aldrich) pendant 90 s. L’excés de thiosulfate de sodium est éliminé par trois ringages de

30 s dans de I’eau ultrapure puis le gel est incubé dans une solution de nitrate d’argent
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(0,2 %, Sigma-Aldrich) pendant 30 min & l'abri de la lumiére. Le gel est ensuite rincé
trois fois 1 min dans de I’eau ultrapure puis incubé 3-5 min dans un tampon de révélation
(6 % bicarbonate de sodium, 0,0004 % thiosulfate de sodium, 0,00002 % formaldéhyde).
La réaction est arrétée par une solution d’acide acétique (3 %) puis le gel est conservé

dans de 'eau ultrapure.

2.4.4 Ultra-centrifugation sur gradient de saccharose

Cing mL de surnageant de cultures de cellules MTX et MTX-rCYSx12 confluentes
et différenciées sont déposés a la surface d’un gradient continu de saccharose préparé
dans du PBS (15-30 %, 8 mL). Les échantillons sont centrifugés (202 000x g, 90 min,
4°C, rotor SW41 Ti) dans des tubes de 13 mL (Beckman Counter) puis fractionnés des
densités les plus faibles vers les plus élevées. Vingt ul. de chaque fraction sont adsorbés
a la surface d’'une membrane de nitrocellulose, préalablement équilibrée dans du tampon
TNT, a l'aide d’un appareil de micro-filtration (Biorad). Le transgéne rCYSx12 et la
mucine gélifiante MUCS5AC sont détectés a I'aide des anticorps primaires Eul/Eu2 et
45M1, respectivement, en suivant la procédure décrite au 2.4.2. Une semi-quantification
des concentrations de rCYSx12 et MUC5AC est réalisée par densitométrie a 'aide du

logiciel Fiji [Schindelin et al., 2012].

2.5 Motilité cellulaire

2.5.1 Motilité de bactéries

Les bactéries sont cultivées selon la procédure décrite au paragraphe 2.2.2. Aprés la
mesure de la DOgq, les bactéries sont centrifugées puis suspendues a 10® bactéries/mL

dans du PBS.
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Les co-cultures MTX:MTX-rCYSx12 sont cultivées sur des lames 4 chambres (0,9 mL,
Labtek). Une fois les cellules différenciées, le volume de milieu de culture est réduit au
minimum, soit environ 300 uL et 6 puL. d'une suspension de Pseudomonas aeruginosa sont

déposés a la surface de chaque co-culture.

La motilité de Salmonella enterica serovar Typhimurium est analysée dans le mucus
colique de souris de type sauvage et transgéniques. Les échantillons de mucus sont prélevés
comme décrit au paragraphe 2.3.2. Un pli d’'une suspension de Salmonella enterica est
homogénéisé avec ~ 50uL. de mucus colique. Ce mélange est déposé dans une lame 4

chambres.

Les déplacements bactériens sont enregistrés par microscopie a fluorescence time-lapse
(Leica MM AF 1.3, objectif x40) a une résolution temporelle de 4 images/s pendant 1 min.
Six vidéos sont enregistrées par condition et l'ordre d’enregistrement est randomisé. Les
trajectoires bactériennes sont reconstituées grace au module Trackmate du logiciel Fiji
[Tinevez et al., 2017, Schindelin et al., 2012|. Ces données de trajectoires sont exportées
pour ensuite étre analysées par le logiciel Icy [de Chaumont et al., 2012|. La linéarité
est calculée en divisant la distance linéaire d'une trajectoire bactérienne par la trajectoire
réelle. De ce fait, plus la valeur de la linéarité approche 0, plus la trajectoire est sinueuse et
confinée. Une classification a été créée par Pontier-Bres et coll. en 2012. Elle définit les tra-
jectoires dont la linéarité est inférieure a 0,3 comme confinées [Pontier-Bres et al., 2012].
Les données du suivi de bactéries permettent également de calculer la vitesse de déplace-

ment définie comme le ratio de la distance parcourue sur la durée de déplacement.



118

2.5.2 Motilité de spermatozoides

Les spermatozoides sont extraits des épididymes de souris de type sauvage agées d’au
moins 8 semaines. Les souris sont tuées par une injection intrapéritonéale de T61. Les
épididymes sont prélevés, ciselés et incubés 10 min a 37°C sous 5 % de CO,y dans 1 mL
de milieu M2 préchauffé (Sigma-Aldrich). Les spermatozoides sont isolés sur un gradient
discontinu de Percoll (45/90 %) [Varisli et al., 2008]. La solution tampon SP-TALP est
préparée concentrée 10 fois (4,68 % NaCl, 0,23 % KCl, 0,4 % NaH,POy, 2,38 % acide
4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique [HEPES|, pH = 7,4) puis est ajoutée
au Percoll (GE Healthcare). La solution de Percoll 90 % est obtenue en ajoutant 14,7 mg
CaCly, 4 mg MgCly, 42 mg NaCOs3 et 184 ul. de lactate de sodium (60 %). Le Percoll
45 % est obtenu par dilution volume/volume du Percoll 90 % avec du tampon SP-TALP
dilué au 1/10°m¢ et supplémenté par le chlorure de calcium, le chlorure de magnésium, le
carbonate de sodium et le lactate de sodium comme décrit ci-dessus. Toutes les solutions

de Percoll sont filtrées (@ 0,22 pm, Sartolab).

Apreés incubation, les épididymes ciselés dans le milieu M2 sont placés sur le gra-
dient de Percoll préchauffé a 37°C, puis centrifugés a 300x ¢ pendant 30 min. Le cu-
lot est récupéré puis incubé dans 1 mL de milieu M2 préchauffé a 37°C. Les spermato-
zoides sont rendus fluorescents par un traitement a 'acriflavine (0,01 %, Sigma-Aldrich)

[Trottmann et al., 2015].

Pour chaque condition, 10 vidéos sont acquises sur un microscope inversé (Spinning
disk, grossissement x20, Zeiss) incubé a 37°C sous 5 % de CO,. La méthode d’analyse

des vidéos obtenues est identique a celle décrite au paragraphe 2.5.1.
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2.6 Micro-rhéologie

2.6.1 Tests de perméabilité

Des co-cultures MTX:MTX-rCYSx 12 sont préparées comme au paragraphe 2.5.1. Une
fois les cellules différenciées en cellules muco-sécrétantes, le volume de milieu de culture est
réduit au minimum (=~ 300 pL), puis 3 uL. d’une solution de microparticules en polystyréne
de 3 pm de diamétre diluée au 1/100°m¢ dans du PBS (0,025 %, Polysciences) sont déposés
a la surface de chaque condition de co-culture. La mono-couche de cellules est marquée par
le CellTrace Bodipy Methyl Ester® (1/1000°¢, Invitrogen). Aprés 45 min d’incubation &
37°C sous 5 % de CO,, la distribution des microparticules dans le mucus est déterminée
a une résolution spatiale de 4 um selon I’axe z sur trois champs de microscopie (Spinning
disk Zeiss, grossissement x20). La distribution des microparticules est imagée depuis la
surface cellulaire jusqu’a la derniére section optique de mucus définie comme la section
la plus luminale ot des microparticules sont observables & t = 0 min. Le nombre de
microparticules par section optique est déterminé a 1’aide du logiciel Fiji. Nous considérons
que les microparticules se trouvant dans le tiers de la couche de mucus le plus proche de

la mono-couche de cellules aprés 45 min ont effectivement traversé le mucus.

2.6.2 Préparation des nanoparticules

Afin d’étudier les propriétés structurales du mucus, les particules doivent étre le plus
muco-inertes possible. La PEGylation est I'une des méthodes les plus utilisées pour at-
teindre cet objectif, et s’avére particuliérement efficace dans le cas des gels de mucus

[Huckaby and Lai, 2017|.

Le recouvrement covalent des nanoparticules par du PEG via une liaison peptidique est
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effectué a partir d’'un volume de 500 pL. de suspension de particules (2,5 %, Polysciences).
Les nanoparticules sont rincées trois fois dans un tampon carbonate (100 mM, pH = 9,6)
puis trois fois dans un tampon d’acide 2-(N-morpholino)-éthanesulfonique (MES, 100 mM,
pH = 5,5). Les nanoparticules sont centrifugées puis suspendues dans 625 L. de tampon
MES. Six cent vingt-cinq uL d’une solution de carbodiimide (2 %, Sigma-Aldrich) sont
progressivement ajoutés a la solution de nanoparticules qui est incubée sur un agitateur
rotatif pendant 20 min & température ambiante. Les nanoparticules sont de nouveau cen-
trifugées puis rincées a trois reprises dans 1 mL de tampon MES. Le tampon MES est
ensuite échangé avec 1,2 mL de tampon borate (200 mM, pH = 8,5, Sigma-Aldrich) addi-
tionné de 400 ug de diamine-PEG (3,4 kDa, Sigma-Aldrich). Ce mélange est placé sur un
agitateur rotatif & température ambiante pendant 12 h. Les nanoparticules sont centri-
fugées puis suspendues dans 1,2 mL de tampon borate contenant 50 pL. d’éthanolamine
(250 mM, Sigma-Aldrich) puis dans 1 mL de tampon borate contenant 10 mg d’albumine
de sérum bovin (BSA). Ce mélange est placé sur un agitateur rotatif pendant 30 min, puis
les nanoparticules sont centrifugées et conservées dans 500 pL. de tampon de conservation
(10 mM phosphate de sodium, 1 % BSA, 0,1 % d’azide de sodium, 5 % glycérol). Les

nanoparticules sont conservées a 4°C jusqu’a utilisation.

Le recouvrement des nanoparticules par le PEG est confirmé par une incubation avec
de la NeutrAvidine couplée a la rhodamine (Invitrogen). Dix uL de la solution de nano-
particules (2,5 %) sont homogénéisés avec 200 pL de NeutrAvidine (0,1 mg/mL dans du
PBS) sur un agitateur rotatif pendant 1 h a température ambiante. Les nanoparticules
sont rincées a deux reprises avec du PBS, puis diluées a une concentration de 0,08 % dans
du PBS. L’observation est réalisée entre lame et lamelle sur un microscope a fluorescence
(Spinning disk, Zeiss, grossissement x20). Les nanoparticules non-modifiées (carboxy-

lées) sont utilisées comme controle. La charge de surface (exprimée par le potentiel &)
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et la taille (exprimée par le Z-average) des nanoparticules sont mesurées dans le PBS
en triplicat a 25°C par diffusion dynamique de la lumiére (ZetaSizer NanoZS analyzer,

Malvern Instruments).

2.6.3 Suivi de particules

Les nanoparticules sont diluées au 1/100°™¢ et 2 ul. de cette suspension sont mélan-
gés a environ 20 pl. de mucus colique prélevé comme décrit au paragraphe 2.3.2. Les
échantillons sont placés sur une lame d’angiogénése (Ibidi) incubée a 37°C sous 5 % de
COg. Apres 10 min, les mouvements des nanoparticules sont enregistrés sur un microscope
inversé (Spinning disk, grossissement x100, Zeiss) a une résolution temporelle de 20 et
50 images/s, respectivement, pour les particules de 200 et 1000 nm de diamétre. L’ordre
d’acquisition des vidéos est randomisé. Les trajectoires sont reconstituées a ’aide du mo-
dule Trackmate puis sont analysées grace au logiciel Icy. Les coordonnées des trajectoires

sont transformées en déplacement quadratique (MSD ou Ar?(7)) par la formule :

Ar¥(r) = [zt +7) — 2(O)] + [y(t + 7) —y(t)]* (2.2)

ou x et y représentent les coordonnées des particules & un temps t, et 7 le retard. Les dé-
placements quadratiques moyens 4 ’erreur standard de la moyenne sont représentés pour
chaque condition. La diffusivité des particules est quantifiée par le calcul du coefficient de

diffusion & 7 = 1 s comme suit [Yildiz et al., 2015b] :

MSD
4T

Desy = (2.3)

La mesure du coefficient de diffusion des nanoparticules de 200 nm a 7 = 0,25 s per-

met de déterminer la proportion de particules piégées par le gel de mucus. En ef-
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fet, une nanoparticule de diamétre supérieur a 200 nm ayant un coefficient de diffu-
sion inférieur a 0,032 pm?/s & 7 = 0,25 s aurait un déplacement inférieur a son dia-
métre sur I’échelle de temps considérée [Wang et al., 2015b|. La taille des pores for-
més par les mucines gélifiantes est estimée grace au modeéle obstruction scaling qui re-
lie la diffusion des nanoparticules a la structure locale du réseau dans lequel elles dif-
fusent [Hadjiev and Amsden, 2015, Lai et al., 2010, Amsden, 1998, Amsden, 1999|. Pour

ce faire, ’équation suivante est résolue :

Deff —T 7"3—|—7”f 2
el — 24
5| () 2

ou 7 est le rayon de la particule, r; le rayon estimé des mucines gélifiantes et r, le

rayon du pore. Le rayon d’une mucine gélifiante est estimé a 3,5 nm [Sheehan et al., 1986,

Brunelli et al., 2007], la taille du pore est donc égale a 2xr,.

2.7 Immunohistochimie

La production de la molécule rCYSx12 et de MUC5AC est vérifiée par immunohisto-
chimie aprés ensemencement de 50 000 cellules par puits dans des lames 8 puits (Millipore).
Les co-cultures sont rincées a ’aide de PBS (pH 7,4, Gibco BRL) puis fixées au paraformal-
déhyde 4 % (Afflymetrix). Les groupements aldéhydes résiduels sont ensuite neutralisés
par une solution de chlorure d’ammonium (50 mM), et les cellules perméabilisées avec une
solution de saponine (0,2 %, Sigma-Aldrich). Les cellules sont saturées par une solution de
PBS contenant 1 % de BSA (Sigma-Aldrich) et 0,2 % de saponine. Les anticorps primaires
Eul/Eu2 (1/300°¢) ou 45M1 (1/500°™¢) sont incubés durant une nuit avec les cellules
a 4°C. Aprés ringage, 'anticorps secondaire anti-IgG murin couplé a l'isothiocyanate de

fluorescéine (1/150°m¢, Santa Cruz) est incubé durant 90 minutes a température ambiante.
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L’ADN est contremarqué par le Hoechst 33258 (1/1000°™m¢, ThermoFisher Scientific). Les
lames sont montées a 1’aide de Mowiol et les observations sont réalisées sur microscope
a fluorescence (Leica TCS LCSM, Leica Microsystems). Le comptage des cellules expri-
mant rCYSx 12 est réalisé a partir de trois quantifications indépendantes (+ écart-type)
réalisées par deux expérimentateurs sur un champ de microscopie représentatif de I’échan-

tillon. Les valeurs sont normalisées en % par rapport a la condition de co-culture 0:100.
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3 Résultats

L’étude de la délivrance endogéne de la molécule rCYSx12 dans les modéles cellulaire
et murin a fait 'objet d’une publication dans le journal Scientific Reports (voir Annexe 3).
L’étude de la C'-mannosylation du domaine CYS a été publiée dans le journal Biochemical

and Biophysical Research Communications (voir Annexe 4).

3.1 Etude de la délivrance endogéne de la molécule

rCYSx12 dans la lignée cellulaire HT29-MTX E12

3.1.1 Caractérisation des co-cultures

Aprés 21 jours, les co-cultures de cellulles MTX et MTX-rCYSx12
(MTX:MTX-rCYSx12) sont confluentes et différenciées en cellules caliciformes
muco-sécrétantes [Gouyer et al., 2001]. Etant donné le role prépondérant de la concen-
tration des mucines gélifiantes sur les propriétés rhéologiques du mucus (voir 1.2.3.2.1),
I’absence d’effet de la sécrétion de rCYSx 12 sur I'expression et la production des mucines
gélifiantes est vérifiée avant de caractériser le mucus produit par les co-cultures. Les
niveaux d’expression des mucines MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUC6 des cellules MTX
et MTX-rCYSx12 ont été déterminés par RT-PCR quantitative (technologie TagMan).

Les résultats montrent que la mucine majoritairement exprimée par les cellules MTX et
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MTX-rCYSx12 est MUC5AC (Figure 24 A), ce qui confirme les données de la littérature

[Dolan et al., 2012, Gouyer et al., 2001].
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FIGURE 24 — Expression et production des mucines gélifiantes dans les co-
cultures MTX:MTX-rCYSx12

A. Expression des mucines gélifiantes MUC5AC, MUC5B et MUCE6 dans les cing condi-
tions de co-culture MTX:MTX-rCYSx12 déterminée par PCR quantitative. Les mesures
ont été effectuées en triplicat sur une culture MTX et une culture MTX-rCYSx12. B.
Détermination de la production de MUCHAC dans les surnageants des cing conditions
de co-culture MTX:MTX-rCYSx12 par dot blot. C. Evaluation de la production de
MUCS5AC (vert) par immunohistochimie a la surface des cing conditions de co-culture
MTX:MTX-rCYSx12. L’ADN est contremarqué par le Hoechst 33258 (bleu). Grossisse-
ment x20.
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MUCSB est exprimé a des niveaux environ 10 a 100 fois inférieurs a ceux de MUC5AC.
L’expression de MUC6 est environ 2000 fois inférieure & celle de MUC5AC tandis que
I'expression de MUC?2 est indétectable par cette technique. Excepté pour MUCSB, dont
I’expression est 1égérement supérieure dans les cellules MTX en comparaison avec les cel-
lules MTX-rCYSx 12, aucun effet de la sécrétion de rCYSx12 sur I'expression de MUC6
ou la mucine majeure MUCSAC n’a été mis en évidence. La concentration relative de
la mucine gélifiante MUCS5AC est déterminée dans le surnageant des cinq conditions co-
culture MTX:MTX-rCYSx12 par dot blot. La densité du signal est normalisée au signal
obtenu pour la condition 100:0 (MTX:MTX-rCYSx12; Figure 24 B). Aucun effet de la sé-
crétion du transgéne rCYSx 12 sur la concentration de MUCS5AC n’a été mis en évidence
dans le surnageant des co-cultures. Le marquage de MUC5AC par immunohistochimie
dans les cinq conditions de co-cultures MTX:MTX-rCYSx12 est homogéne et compa-
rable dans toutes les conditions, ce qui confirme ’absence d’effet de la production de
rCYSx12 sur la concentration de MUC5AC (Figure 24 C). En conclusion, 'expression
et la production de MUC5AC sont donc indépendantes de la sécrétion de rCYSx12 dans
notre modéle cellulaire. La production du transgéne rCYSx12 est déterminée par immu-
nohistochimie et par Western blot & l'aide d’un anticorps spécifiquement dirigé contre
le peptide RNREQVGKFKMC contenu dans la molécule rCYSx12 et dans la mucine
gélifiante MUC5HB [Rousseau et al., 2003|. Le marquage du domaine CYS par immuno-
histochimie révele un gradient de production de rCYSx12 dans les cinq conditions de co-
culture MTX:MTX-rCYSx12. Aucun signal n’est observé dans les cellules MTX natives.
Cela montre I'absence de sécrétion de rCYSx12 par le clone natif et confirme que I'ex-
pression de MUCSB par les cellules MTX est trés faible par rapport a celle de MUC5AC
(Figures 24 A et 25 A). Le nombre de cellules CYS-positives est quantifié en triplicat
par deux expérimentateurs indépendants sur un champ de microscopie représentatif de

I’échantillon. Le nombre de cellules CYS-positives est normalisé & la condition de co-
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FIGURE 25 — Caractérisation des co-cultures MTX:MTX-rCYSx12

A. Marquage de rCYSx12 dans les cinq conditions de co-cultures MTX:MTX-rCYSx12
par immunohistochimie (rouge). L’ADN est contremarqué par le Hoechst 33258 (bleu).
Grossissement x20. B. Quantification du nombre de cellules CYS-positives normalisée
par rapport a la condition 0:100. C. Détection de rCYSx12 dans les lysats cellulaires
et les surnageants des cinq conditions de co-culture MTX:MTX-rCYSx12 par Western
blot. D. Quantification de la production de rCYSx12 normalisée & la [-actine dans
les lysats cellulaires. E. Séparation des protéines de surnageants de cultures cellulaires
MTX et MTX-rCYSx 12 par ultracentrifugation sur gradient de saccharose. Les protéines
MUC5AC et rCYSx 12 sont détectées par dot blot puis semi-quantifiées par densitométrie.



129

culture 0:100 (Figure 25 B) et confirme la production croissante du transgéne rCYSx12.
La production de rCYSx12 a été mesurée par Western blot dans le lysat et le surnageant
des co-cultures MTX:MTX-rCYSx12. La détection de rCYSx12 dans le surnageant de
toutes les co-cultures comprenant des cellules MTX-rCYSx12 confirme la sécrétion de
cette protéine. La protéine rCYSx12 est détectée & une masse moléculaire de 170 kDa,
en accord avec sa masse moléculaire théorique de 167 kDa, excluant la présence de modi-
fications post-traductionnelles importantes. Un signal croissant est détecté dans le lysat
des co-cultures de la condition 75:25 a la condition 0:100 (Figure 25 C). Ce signal a donc
été normalisé & celui de la S-actine pour quantifier la production relative du transgéne et
mettre en exergue 'enrichissement du mucus cellulaire par la protéine rCYSx12 (Figure

25 D).

Il est peu probable que la molécule rCYSx12 ait un effet sur le gel de mucus des co-
cultures si elle ne s’associe pas spontanément avec les mucines gélifiantes. Afin de détecter
ces associations, les surnageants d’une culture MTX et d'une culture MTX-rCYSx12 ont
été séparés par ultra-centrifugation sur un gradient continu de saccharose (15-30 %). Ce
gradient est ensuite fractionné puis la détection de MUC5H5AC et de rCYSx 12 est réalisée
séparément par dot blot. Le signal est ensuite quantifié par densitométrie. MUC5AC est
répartie en un seul pic pour la culture MTX, tandis que 'on observe deux pics pour la
culture MTX-rCYSx12. Ceci traduit une plus grande hétérogénéité de densités, et donc
de structures. La protéine rCYSx 12 n’est pas ou peu détectée pour la culture MTX tandis
que 'on observe un pic de détection de rCYSx12 pour la culture MTX-rCYSx12. Ce pic
est associé avec le second pic de MUC5AC. Cela signifie que rCYSx12 est bien associé
avec MUCHAC et que ces associations entrainent la formation de structures de mucus
plus denses. Ce phénomeéne a été observé par ailleurs lors de la délivrance de polyphénols

de thé vert dans le mucus [Davies et al., 2014].
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La O-glycosylation des mucines gélifiantes est impliquée dans différentes propriétés
des gels de mucus. Elle est responsable de I’hydrophilicité des mucines gélifiantes, de leur
expansion post-sécrétion par équilibre de Donnan [Verdugo, 2012| et de la rigidité du
réseau protéique qu’elles forment [Kramer et al., 2015]. Il est donc tout & fait intéressant
de déterminer le profil de O-glycosylation des mucines gélifiantes des clones MTX et
MTX-rCYSx12 avant de procéder a la caractérisation des gels de mucus qu’ils produisent.
Comme décrit dans la littérature, la grande majorité des chaines glycanniques portées par
les mucines gélifiantes produites par les cellules MTX sont des chaines courtes ayant une
longueur de 1 & 4 sucres. Le profil de O-glycosylation est dominé par les antigénes T et
silalyl-T, qui comportent 2 sucres, et qui représentent, respectivement, 80,6 et 69,5 % du
O-glycome des clones MTX et MTX-rCYSx12 (Tableau 8). La spectrométrie de masse
ne met pas en évidence de changements importants du profil O-glycannique des mucines

gélifiantes entre les clones MTX et MTX-rCYSx12.
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Tableau 8 — Détermination du profil de O-glycosylation des mucines gélifiantes
sécrétées par les cellules MTX et MTX-rCYSx12

Les structures glycanniques sont représentées selon la nomenclature du consortium de la
glycomique fonctionnelle (voir Figure 6). Les proportions d’antigénes T et sialyl-T sont
représentées en gras.

Structure proposée [M+Na]* MTX (%) MTX-rCYSx12 (%)
534 52,8 34,1
e 575 5,3 1,2
e 622 0,0 0,9
g 663 1,6 0,6
o 691 1,7 3,4
f 708 0,0 0,6
P //j 779 1,4 1,2
e 837 0,0 0,3
B 867 1,1 2,5
pu L
895 27,8 35,4

> 953 0,0 0,3
A

983 1,3 2,5
: |
> 1024 0,0 0,1
e
1069 0,4 0.4
> 1256 3,1 4,3
e

¥ e 1344 1,2 5,7
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3.1.2 Etude de la perméabilité des co-cultures MTX:MTX-

rCYSx12

Une des fonctions majeures du mucus est de protéger I’épithélium des agressions ex-
térieures en formant un filtre sélectif (voir paragraphe 1.1.2.2.2). Dans cette partie, la
perméabilité du gel de mucus a été mesurée en déterminant la capacité de particules
de 3 pm de diameétre a sédimenter dans le gel sécrété par les co-cultures MTX:MTX-
rCYSx12. La Figure 26 A est une reconstitution 3D de la répartition des particules dans
le mucus de cellules MTX et de cellules MTX-rCYSx 12 obtenue par microscopie confo-
cale. Cette reconstitution met en évidence une diminution de la perméabilité du gel de
mucus lorsqu’il est enrichi par la molécule rCYSx12. Aprés 45 min de sédimentation, une
augmentation progressive du nombre de particules présentes dans les sections de mucus
les plus luminales est mesurée avec I'enrichissement par la molécule rCYSx 12 (Figure 26
B). En considérant que les particules se trouvant dans le tiers de la couche de mucus le
plus proche de la surface cellulaire ont traversé le gel, alors le pourcentage de particules

ayant traversé le mucus aprés 45 min passe de 81,5 % dans les cultures MTX a 72,1 %

dans les cultures MTX-rCYSx12.

Cette modification de la sédimentation passive de particules dans le gel indique des
changements des propriétés du mucus qui peuvent potentiellement avoir une influence sur

les déplacements actifs de bactéries fréquemment associées aux gels de mucus.
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FIGURE 26 — Perméabilité du mucus de co-cultures MTX:MTX-rCYSx12 a
des particules de 3 ym de diamétre

A. Distribution des particules de 3 um de diamétre dans le mucus de cellules MTX
et MTX-rCYSx12 apres 45 min de sédimentation. B. Quantification de la densité de
particules en fonction de la section optique de mucus dans les cinq conditions de co-
culture MTX:MTX-rCYSx12. La largeur de chaque cercle est proportionnelle au nombre
de particules par section. Ces données sont le résultat de deux expériences indépendantes.
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3.1.3 Motilité de Pseudomonas aeruginosa a la surface des co-

cultures MTX:MTX-rCYSx12

Le mucus constitue une barriére qui protége 1’épithélium des particules exogeénes et
des pathogénes. Afin de tester cette capacité de barriére, nous avons mesuré la motilité
de pathogénes dans le mucus produit par les co-cultures MTX:MTX-rCYSx12. Dans une
premiére expérience, nous avons utilisé une souche de I'entéropathogéne murin Salmonella
enterica serovar Typhimurium [Hopkins et al., 2001]. Aucun déplacement de cette bacté-
rie n’a pu étre observé. Un des facteurs ayant pu entrainer I'immobilité de Salmonella
enterica est la nature des mucines sécrétées, majoritairement MUCSH5AC, qui est norma-
lement exprimée dans 'arbre pulmonaire en situation physiologique (voir Figure 5). La
souche PAO1 de Pseudomonas aeruginosa, plus adaptée a la sphére pulmonaire, a donc

été employée pour réaliser 1’étude.

La modélisation des trajectoires bactériennes enregistrées dans le mucus provenant de
cultures MTX et MTX-rCYSx12 rend compte de profonds changements dans les moda-
lités de déplacement (Figure 27 A). On observe un plus grand confinement des bactéries
dans le mucus enrichi par la molécule rCYSx12. Afin de quantifier le degré de confinement
des bactéries, la linéarité des trajectoires a été mesurée dans les cinq conditions de co-
culture MTX:MTX-rCYSx12. La linéarité décroit progressivement avec I’enrichissement
par rCYSx 12 et passe de 0,34 a la surface des cellules MTX & 0,23 a la surface des cellules
MTX-rCYSx12, soit une diminution de 32 %. Cette diminution de la linéarité moyenne
est principalement due & une augmentation de la proportion de trajectoires confinées (li-
néarité < 0,3) qui passe de 52 % a la surface des cultures MTX a 72 % a la surface des
cellules MTX-rCYSx12. La vitesse de déplacement des bactéries est également impactée

par la production de rCYSx12. On note une disparition progressive de la population de
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FIGURE 27 — Motilité de Pseudomonas aeruginosa a la surface des co-cultures
MTX:MTX-rCYSx12

A. Trajectoires représentatives de Pseudomonas aeruginosa & la surface d’une culture
MTX et MTX-rCYSx12. B. Analyse de la linéarité de Pseudomonas aeruginosa a la
surface des cinq conditions de co-culture MTX:MTX-rCYSx12. C. Analyse de la vitesse
de déplacement de Pseudomonas aeruginosa a la surface des cinq conditions de co-culture
MTX:MTX-rCYSx12. B./C. Les variables mesurées sont représentées a 'aide de bean
plots. Pour chaque condition, la forme du bean plot rend compte de la densité. La ligne
horizontale noire représente la moyenne et la croix la médiane. Chaque trait horizontal
coloré représente au moins une bactérie. Le nombre de bactéries analysées (n) est indiqué
en bas de chaque figure. L’expérience est représentative de 3 expériences indépendantes.
Les statistiques ont été réalisés a l'aide du test univarié de Wilcoxon-Mann—Whitney.
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bactéries les plus rapides (v > 5 um/s). Cela explique la diminution progressive de la vi-
tesse moyenne de déplacement des bactéries de 1,92 um/s a la surface de la culture MTX

a 1,01 um/s a la surface de la culture MTX-rCYSx 12, soit une décélération moyenne de

A7 %.

3.2 Etude de la délivrance endogéne de la molécule

rCYSx12 dans le modéle murin Tg222

Nous avons ensuite confronté les résultats obtenus dans le modéle cellulaire
MTX avec un modéle intégré produisant la méme molécule rCYSx12 dans l'intestin

|Gouyer et al., 2015].

3.2.1 Motilité de Salmonella enterica serovar Typhimurium dans

le mucus colique

Afin de limiter les biais de composition du mucus dus aux variations inter-individuelles,
les mucus coliques de 3 & 5 souris appariées et élevées dans la méme cage ont été prélevés
par grattage puis homogénéisés. Le mucus est dilué (vol. /vol.) avec du PBS afin de pouvoir
le manipuler aisément, puis employé immédiatement pour les tests de motilité (Figure 28
A). Nous avons utilisé la bactérie Salmonella enterica pour réaliser ces tests car nous
n’avons pas observé de motilité de Pseudomonas aeruginosa dans le mucus colique des
souris. Comme pour les tests réalisés sur les cellules MTX, on observe des changements
dans les modalités de déplacements des bactéries, notamment un plus grand degré de
confinement dans le mucus colique de la souris Tg222, enrichi par rCYSx12 (Figure 28
B). La linéarité moyenne passe de 0,65 dans le mucus de souris WT a 0,43 dans celui de

souris Tg222, soit une diminution significative de 34 % (Figure 28 C). Cette diminution
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FIGURE 28 — Motilité de Salmonella enterica dans le mucus colique de souris
WT et Tg222

A. Chaque échantillon de mucus est composé du mucus colique prélevé par grattage de
trois a cinq souris appariées et élevées dans la méme cage. Les bactéries sont déposées
dans le mucus, puis leurs déplacements sont enregistrés par vidéo-microscopie avant d’étre
analysés a l'aide des logiciels Fiji et Icy. B. Trajectoires représentatives de Salmonella
enterica dans le mucus de souris de type sauvage (WT) et transgéniques (Tg222). C.
Analyse de la linéarité de Salmonella enterica dans le mucus de souris de type sauvage
(WT) et transgéniques (Tg222). D. Analyse de la vitesse de déplacement de Salmonella
enterica dans le mucus de souris de type sauvage (WT) et transgéniques (Tg222). C./D.
Les variables mesurées sont représentées a 1’aide de bean plots. Pour chaque condition,
la forme du bean plot rend compte de la densité. La ligne horizontale noire représente
la moyenne et la croix la médiane. Chaque trait horizontal coloré représente au moins
une bactérie. Le nombre de bactéries analysées (n) est indiqué en bas de chaque figure.
L’expérience est représentative de trois expériences indépendantes. Le test univarié de
Wilcoxon-Mann—Whitney a été utilisé pour I'analyse statistique.
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de la linéarité est également causée par une augmentation substantielle du pourcentage de
trajectoires bactériennes confinées qui passe de 19 a 41 %. La vitesse de déplacement de
Salmonella enterica est significativement plus faible dans le mucus enrichi par rCYSx12.
Celle-ci passe de 2,41 ym/s dans le mucus de souris WT a 1,70 um/s dans celui de souris

Tg222, soit une diminution de 29 % (Figure 28 D).

3.2.2 Motilité de spermatozoides murins dans du mucus enrichi

par rCYSx12

Les changements de motilité des bactéries dans le mucus enrichi par rCYSx12 sug-
gérent des changements structuraux et/ou fonctionnels du gel. La motilité de sperma-
tozoides est dépendante de la structure du gel, dont la maille ne permet le passage des
spermatozoides qu’au cours de la phase ovulatoire [Brunelli et al., 2007, Chrétien, 2003|.
Cependant le volume de mucus cervical murin est trop faible pour envisager de le préle-
ver et de faire des tests de motilité dans ce gel. Nous avons donc mesuré la motilité de

spermatozoides murins, rendus fluorescents, dans du mucus colique.

Afin de montrer d’éventuelles modifications structurales du mucus induites par la
sécrétion de rCYSx 12, la motilité des spermatozoides a été analysée par vidéomicroscopie.
Similairement a ce qui a été observé avec la bactérie Salmonella enterica, les trajectoires
des spermatozoides sont plus confinées dans le mucus enrichi par rCYSx12 (Figure 29
A). Ces changements des modalités de déplacements sont supportés par une diminution
significative de la linéarité des trajectoires qui passe de 0,54 dans le mucus de souris de
type sauvage a 0,38 dans le mucus de souris Tg222, soit une diminution de 30 % (Figure
29 B). Une diminution substantielle de 67 % de la vitesse moyenne de déplacement est

également mesurée. La vitesse moyenne des spermatozoides passe de 139,5 ym/min dans



139

p<0,01 £10000 p<0,01
1 I= !
E
5 100
o £
] (]
2 3
© Y
NJ) o
£ % 1
- ()
= o
()]
2 o
e 5 = 1797 979
T9222 WT Tg222

FIGURE 29 — Motilité de spermatozoides dans le mucus colique de souris WT
et Tg222

A. Trajectoires représentatives de spermatozoides dans le mucus de souris de type sauvage
(WT) et transgéniques (Tg222). B. Analyse de la linéarité de spermatozoides dans le
mucus de souris de type sauvage (WT) et transgéniques (Tg222). C. Analyse de la vitesse
de déplacement de spermatozoides dans le mucus de souris de type sauvage (WT) et
transgéniques (Tg222). B./C. Les variables mesurées sont représentées a I’aide de bean
plots. Pour chaque condition la forme du bean plot rend compte de la densité. La ligne
horizontale noire représente la moyenne et la croix la médiane. Chaque trait horizontal
coloré représente au moins un spermatozoide. Le nombre de spermatozoides analysés (n)
est indiqué en bas de chaque figure. L’expérience est représentative de trois expériences
indépendantes. Le test univari¢ de Wilcoxon-Mann—-Whitney a été utilisé pour I'analyse
statistique.
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le mucus de souris de type sauvage a 46,9 pm/min dans celui des souris Tg222 (Figure 29

Q).

Ces résultats montrent que l’enrichissement du mucus par rCYSx12 a un impact sur
la motilité cellulaire. Afin d’avoir une vision plus compléte des changements des propriétés
du mucus induits par la sécrétion de rCYSx 12, les propriétés micro-rhéologiques du mucus
colique de souris de type sauvage et de souris Tg222 ont été déterminées par I’étude de la

diffusion de micro- et nanoparticules.

3.2.3 Propriétés macro- et micro-rhéologiques du mucus colique

3.2.3.1 Caractérisation des particules

Les nano- et microparticules utilisées sont couvertes par du PEG de faible masse
moléculaire (3,4 kDa), afin de limiter les interactions électrostatiques avec les mucines
gélifiantes, qui fausseraient les mesures de diffusion. Pour ce faire, les groupements amine
portés par le PEG sont liés, de maniére covalente, aux groupements carboxyles a la surface
des particules. La liaison efficiente entre les groupements amine et carboxyle est vérifiée
par incubation avec de l'avidine couplée a la rhodamine, qui fluoresce dans le rouge.
En effet, 'avidine ne peut s’adsorber a la surface des particules couvertes par le PEG,
contrairement aux particules carboxylées (Figure 30). La neutralisation de la surface des
particules est confirmée par mesure du potentiel ( grace a la diffusion dynamique de la
lumiére. Cette technique est également employée afin de déterminer la taille des particules

en suspension. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 9 ci-dessous :
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FiGURE 30 — PEGylation des nano- et microparticules

A. Schéma du dispositif expérimental permettant d’étudier la diffusion de nano- et micro-
particules dans le mucus. Le PEG empéche 'adsorption de 'avidine couplée & la rhoda-
mine (rouge) & la surface des nanoparticules. La PEGylation efficiente est donc visualisée
en superposant les canaux correspondant a 1’émission de fluorescence rouge et verte qui
résulte en une fluorescence verte si les billes sont PEGylées. Aprés avoir été PEGylées,
les particules sont déposées dans le mucus prélevé puis, a 1’équilibre, leurs déplacements
sont, enregistrés par vidéo microscopie afin d’étre analysés a 'aide des logiciels Fiji et Icy.
B. Confirmation du recouvrement des particules fluorescentes de 200 nm (vert) par une
incubation avec de l'avidine couplée a la rhodamine (rouge). Les particules non PEGylées
apparaissent jaunes quand on superpose les canaux correspondant aux fluorescences rouge
et verte (voir le grossissement x3) contrairement aux particules PEGylées qui apparaissent
vertes. Barre d’échelle : 50 pm.
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Tableau 9 — Caractérisation des particules par diffusion dynamique de la lu-
miére

Particule Taille (nm) | potentiel { (mV)
1 um-COOH 1034 416 £ 41
1 pm-PEG 1259 -5,0 £ 0,0
200 nm-COOH 226 -46,9 £+ 0,0
200 nm-PEG 325 -9,5 £0,0

La PEGylation des particules a donc permis de neutraliser leurs surfaces, comme
illustré par les valeurs de potentiel ( mesurées qui s’approchent de 0 mV. Une fois la
PEGylation confirmée, les particules sont diluées puis mélangées a du mucus fraichement

prélevé afin de mesurer leur diffusion.

3.2.3.2 Propriétés micro-rhéologiques du mucus a I’échelle nanométrique

Les nanoparticules de 200 nm de diamétre ont été utilisées afin de tester les propriétés
du mucus colique & une échelle avoisinant sa maille moyenne [Ensign et al., 2013]. A 1’équi-
libre, les déplacements aléatoires des nanoparticules dans le mucus suivent un mouvement
Brownien. L’extraction des coordonnées des particules en fonction du temps permet de
calculer leurs déplacements quadratiques moyens (MSD) en fonction du temps, qui tra-
duit la capacité des particules a diffuser dans le fluide et, par extension, de déterminer les

propriétés mécaniques que le fluide exerce sur elles.

Les taux de diffusion sont systématiquement plus élevés dans le mucus colique des
souris de type sauvage en comparaison avec celui des souris Tg222, comme illustré par
les courbes du déplacement quadratique moyen (Figure 31 A). De plus, le coefficient
directeur des courbes de déplacement quadratique, en échelle logarithmique, ou loi de
puissance locale du déplacement quadratique moyen «, témoigne de I’entrave qu’exerce la

matrice de mucines gélifiantes sur la diffusion Brownienne de la particule. Le coefficient
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FiGURE 31 — Diffusion de nanoparticules de 200 nm de diamétre dans le mucus
colique de souris WT et Tg222

A. Déplacement quadratique moyen (MSD =+ s.e.m.) de nanoparticules de 200 nm de
diameétre dans le mucus colique de souris de type sauvage (WT; bleu) et transgéniques
sécrétant la protéine rCYSx 12 (Tg222 ; violet). B. Distribution des coefficients de diffusion
(t = 1 s) des nanoparticules de 200 nm de diamétre dans le mucus colique de souris WT
(bleu) et Tg222 (violet). Les valeurs inférieures a l'incertitude ont été exclues de I’analyse.
La valeur moyenne est représentée par une ligne pointillée verticale. Les moyennes sont
comparées a l'aide du test de Wilcoxon-Mann-Whitney. C. Détermination du profil de
distribution des mailles du mucus colique de souris WT (bleu) et Tg222 (violet) a partir
des coefficients de diffusion a t = 1 s grace a 1’obstruction scaling model.



144

Il y a une augmentation de la prévalence des mailles de taille inférieure & 100 nm dans le
mucus de souris Tg222 en comparaison avec les souris WT (rectangle rouge). La maille
moyenne du mucus colique de souris Tg222 est représentée par une ligne verticale continue
et celle de souris WT par une ligne verticale pointillée. Les échantillons sont comparés
grace au test de Wilcoxon—-Mann—Whitney. A.—C. Les données sont groupées a partir de
cinq expériences indépendantes.

a passe de 0,83 pour le mucus colique de souris de type sauvage, a 0,70 pour celui des
souris transgéniques, ce qui indique une plus grande obstruction dans le mucus enrichi par
rCYSx12. La distribution des coefficients de diffusion des nanoparticules dans le mucus est
illustrée en Figure 31 B. Une prévalence des particules ayant des taux de diffusion faibles
est observée dans le mucus enrichi par rCYSx12 en comparaison avec le mucus de souris
de type sauvages. Le coefficient de diffusion moyen, représenté par une ligne pointillée
verticale, est de 0,580 um? /s dans le mucus colique de souris de type sauvage (bleu) contre
0,310 um? /s dans celui de souris transgéniques (violet), soit une diminution de 47 %. Ce
phénomeéne peut étre expliqué par 'augmentation de la proportion de nanoparticules
piégées dans le gel de mucus qui passe de 4,7 % dans le mucus des souris de type sauvage

a 13,4 % dans celui des souris transgéniques.

L’obstruction scaling model développé par Amsden permet d’évaluer la taille des
mailles formées par les polyméres de mucines gélifiantes a partir de la diffusion de parti-
cules [Amsden, 1998, Amsden, 1999]. Ce modéle a été développé pour des gels homogénes,
et est applicable pour les hydrogels [Hadjiev and Amsden, 2015|. Le mucus est un gel hété-
rogéne a ’échelle macroscopique [Wagner et al., 2017| mais il peut localement étre consi-
déré comme isotrope, ce qui est compatible avec 1'utilisation de 1’obstruction scaling mo-
del [Lai et al., 2007, Wang et al., 2011, Lai et al., 2011a, Lai et al., 2010]. L’obstruction
scaling model a été appliqué aux coefficients de diffusion calculés dans cing expériences

indépendantes. Les résultats sont présentés dans la Figure 31 C. Une diminution signi-
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ficative de la maille moyenne du mucus est mesurée dans le mucus colique des souris
transgéniques comparée a celle de souris de type sauvage. La maille moyenne du mucus
colique passe de 148 nm dans le mucus de souris de type sauvage & 118 nm dans celui des
souris transgéniques, soit une diminution de 20,3 %. Ce changement structural peut étre
imputé a une augmentation de la prévalence des mailles de taille inférieure & 100 nm dans
le mucus colique des souris transgéniques en comparaison avec les souris de type sauvage

(Figure 31 C).

3.2.3.3 Propriétés micro-rhéologiques du mucus a I’échelle micrométrique

Afin de déterminer I'environnement dans lequel évoluent les bactéries et spermato-
zoides, la diffusion passive de particules de 1 um de diamétre est étudiée. Le taux de
diffusion des particules de 1 um est inférieur dans le mucus des souris transgéniques en
comparaison avec celui de souris de type sauvage, ce qui confirme les résultats obtenus
avec les particules de 200 nm (Figure 32 A). Le coefficient « passe de 1,01 dans le mucus
colique de souris de type sauvage a 0,88 dans celui de souris Tg222, confirmant une plus
grande obstruction du réseau de mucines gélifiantes enrichi par rCYSx12 a la diffusion
de particules de taille micrométrique. La distribution des coefficients de diffusion met en
évidence une augmentation de la prévalence des coefficients de diffusion faibles dans le
mucus colique provenant de souris transgéniques. Il en résulte une diminution significative
du coefficient de diffusion moyen qui passe de 0,181 pm? /s dans le mucus colique de souris
de type sauvage a 0,073 pum? /s dans celui de souris transgéniques, soit une diminution de
60 % (Figure 32 B). Le produit du déplacement quadratique par le rayon des particules
indique qu’a ces échelles, le taux de diffusion mesuré est indépendant de la taille des

particules (Figure 32 C).

Ces résultats indiquent que la sécrétion de rCYSx12 induit des changements structu-
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F1GURE 32 — Diffusion de nanoparticules de 1 ym dans le mucus colique de
souris WT et Tg222

A. Déplacement quadratique moyen (MSD + s.e.m.) de nanoparticules de 1 pym de dia-
métre dans le mucus colique de souris de type sauvage (WT'; bleu) ou transgéniques
sécrétant la protéine rCYSx12 (Tg222; violet). B. Distribution des coefficients de diffu-
sion (t = 1 s) des nanoparticules de 1 ym dans le mucus colique de souris WT (bleu) et
Tg222 (violet). Les valeurs inférieures a I'incertitude ont été exclues de 'analyse. La valeur
moyenne est représentée par une ligne pointillée verticale. Les moyennes sont comparées a
I'aide du test de Wilcoxon—-Mann—-Whitney. C. Déplacements quadratiques de particules
de 200 nm (symboles pleins) et 1 um (symboles vides) dans le mucus de souris de type
sauvage (bleu) et transgéniques (violet) proportionnés par leurs rayons.
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raux du gel de mucus qui le rendent plus obstructif a la diffusion passive de particules
comprises entre 0,2 et 1 um. Ce phénoméne apporte une explication aux différences ob-

servées de motilité de bactéries et spermatozoides.

3.3 Deéveloppement de modéles produisant rCYSx3

Le domaine CYS des mucines gélifiantes a un grand intérét dans le développement de
molécules capables de renforcer les gels de mucus dans des contextes pathologiques, tels
que la rectocolite hémorragique ou la vaginose bactérienne. Pour pouvoir étre délivrées
de maniére exogene, ces molécules doivent, dans un premier temps, étre produites sous
forme de molécules recombinantes, puis purifiées. Le choix de la molécule & produire est
important. Dans la nature, toutes les molécules qui ont des domaines CYS en possédent
plusieurs copies, suggérant qu’au moins deux domaines CYS sont nécessaires pour exercer
une fonction biologique (Tableau 4). Dans la mucine gélifiante MUC5B, quatre des sept
domaines CYS sont régulierement espacés. Une distance minimale est donc probablement
nécessaire a ce domaine pour exercer sa fonction. Nous avons donc choisi de développer
des modeles produisant une molécule constituée de 3 domaines CYS (rCYSx3) afin de

potentialiser d’éventuelles interactions avec la matrice protéique du mucus.

3.3.1 Production de rCYSx3 dans le modéle Pichia pastoris

Initialement brevetée par ’entreprise Phillips Petroleum dans les années 1970, la le-
vure Pichia pastoris était transformée en complément alimentaire pour les animaux. Son
intérét principal était de pouvoir fermenter a des densités trés importantes. Ce n’est que
dans les années 1980 que cette levure a été exploitée pour la production de protéines
hétérologues en utilisant le promoteur fort AOX1I. Les principaux avantages de Pichia

pastoris sont le statut GRAS (Generally Recognized As Safe) dont elle bénéficie, et qui
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permet notamment & I'industrie pharmaceutique de ’employer pour la production de mo-
lécules a visée thérapeutique, et ses rendements de production pouvant atteindre plusieurs

grammes par litre de culture [Ahmad et al., 2014].

3.3.1.1 Transformée par le vecteur pPICZ-a-rCYSx3
3.3.1.1.1 Production

Aprés 48 h d’incubation sur des géloses YPD contenant 1000 pg/mL de Zéocine, les dix
clones résistants ont été amplifiés dans 4 mL de milieu minimal (MM ; 1,34 % bases azotées
de levures, 4.107° % biotine, 1000 pg/mL Zéocine, Pénicilline-Streptomycine (100 U/mL;
100 pg/mL)) pendant 24 h. Les levures ont ensuite été cultivées en milieu MM contenant
1 % de méthanol pendant 24 h afin d’induire 'expression de la protéine rCYSx3. La
présence de rCYSx3 est analysée dans la fraction protéique totale du surnageant préa-
lablement précipitée par saturation avec du sulfate d’ammonium (concentration finale :
80 %) et dans le lysat cellulaire. La protéine rCYSx3 est indétectable dans le surnageant
contrairement au lysat cellulaire (Figure 33 A). Parmi les clones testés, les clones 35 et
49 ont les rendements les plus importants. Une protéine majeure & un poids moléculaire
apparent de ~ 60 kDa est détectée par I'anticorps Eul/Eu2 dirigé contre le domaine
CYS. D’autres protéines, de poids moléculaires apparents plus faibles, sont détectées et

correspondent trés probablement & des intermédiaires de synthése.

La cinétique de production a été déterminée avec le clone 49. Aprés 24 h de croissance
en milieu MM contenant 1 % de glycérol (DO = 1,55), le milieu a été remplacé par du
milieu MM contenant 1 % de méthanol. Le méthanol a été renouvelé toutes les 24 h et
10 mL de culture ont été prélevés pour 'analyse. La protéine est détectée dans le lysat et

dans le surnageant concentré 10 fois par saturation avec du sulfate d’ammonium (80 %).
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FIGURE 33 — Production et purification de rCYSx3 par la levure Pichia pas-
toris transformée par le vecteur pPICZ-a-rCYSx3

A. Analyse par Western blot des lysats cellulaires de clones de Pichia pastoris transfor-
més par le vecteur pPICZ-a-rCYSx3 et résistants a 1000 pug/mL de zéocine. L’analyse est
réalisée en conditions dénaturantes avec I'anticorps primaire Eul/Eu2. B. Cinétique de
production de rCYSx3 par le clone 49 déterminée par analyse Western blot. L’analyse a
été réalisée en conditions dénaturantes avec I’anticorps primaire Eul /Eu2. C. Coloration
a 'argent des protéines purifiées dans le lysat cellulaire du clone 49.
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D’aprés 'analyse des surnageants par Western blot, la durée optimale d’induction est
48 h (J2, Figure 33 B). L’analyse des lysats cellulaires par Western blot indique que la
majeure partie de la production de la protéine recombinante est retenue dans la cellule,

et ce malgré la présence du signal de sécrétion.

3.3.1.1.2 Purification

Des essais de purification sur une culture de 100 mL ont été menés. Les levures sont
cultivées dans du milieu MM contenant 1 % de glycérol pendant 48 h puis en milien MM
contenant 1 % de méthanol pendant 48 h. Le méthanol est renouvelé au bout de 24 h.
La purification est réalisée comme décrit au paragraphe 2.4.1.1. On détecte une protéine
majeure dans la fraction d’élution n°2, a un poids moléculaire apparent de ~ 60 kDa, ce
qui correspond a la protéine détectée par Western blot (clone 49) dans la Figure 33 B. La
culture de la levure a ensuite été réalisée dans les milieux BMGY/BMMY, plus adaptés

a la production de protéines recombinantes.

3.3.1.2 Transformée par le vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3

La transformation de Pichia pastoris par le vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3, selon la
méme méthodologie que celle décrite pour le vecteur pPICZ-a-rCYSx 3, a permis d’obtenir
six clones résistants & 1000 pug/mL de zéocine. Ces clones expriment tous une protéine
majeure reconnue par l'anticorps Eul/Eu2 a un poids moléculaire apparent de ~ 50 kDa
(Figure 34 A). Le clone 5 a été sélectionné pour réaliser une cinétique de production de
rCYSx3. La molécule est présente & une concentration maximale un jour aprés le début
de l'induction (Figure 34 B). La délétion du facteur de sécrétion a-FSS ne permettant pas
d’améliorer la production de rCYSx3 (comparer Figures 33 B et 34 B), la purification a

donc été réalisée sur le clone 49 (Figure 33 C).
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FIGURE 34 — Production et purification de rCYSx3 par la levure Pichia pas-
toris transformée par le vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3

A. Analyse par Western blot des lysats cellulaires de clones de Pichia pastoris transformés
par le vecteur pPICZ-AFSS-rCYSx3 et résistants a 1000 pug/mL de zéocine. L’analyse
est réalisée en conditions dénaturantes avec 'anticorps primaire Eul /Eu2. B. Cinétique
de production de rCYSx3 par le clone 5 déterminée par analyse Western blot. L’analyse
a été réalisée en conditions dénaturantes avec I'anticorps primaire Eul/Eu2.
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3.3.2 Production de rCYSx3 dans la lignée cellulaire HEK293

3.3.2.1 Production et purification de GST-rCYSx3
3.3.2.1.1 Production

Les clones HEK293 recombinants résistants a 500 pg/mL de G418 ont été piqués au
bout de 14 jours puis amplifiés. Une premiére phase de sélection a été réalisée en déter-
minant si les clones expriment la luciférase. Les neuf clones possédant 'activité luciférase
la plus élevée ont été amplifiés en T25 jusqu’a confluence, oul le milieu EMEM complet a
été remplacé par du milieu EMEM sans sérum. Vingt-quatre heures plus tard, les cellules

ont été lysées et le milieu conservé.

L’analyse Western blot des lysats cellulaires révéle la présence d’une protéine majeure
a un poids moléculaire apparent de 64 kDa, en accord avec le poids moléculaire théorique
de la protéine GST-rCYSx3 (Figure 35 A). La reconnaissance de cette protéine par
I'anticorps Eul/Eu2 confirme son identité avec le domaine CYS humain. La membrane a
ensuite été hybridée avec un anticorps anti-g-actine comme témoin de charge. L’analyse
des surnageants par Western blot montre que la protéine GST-rCYSx3 est sécrétée et
son profil électrophorétique indique 1’absence, ou quasi-absence, de modifications post-
traductionnelles (Figure 35 B). Afin de déterminer le clone le plus productif, le ratio
du signal correspondant a la protéine GST-rCYSx3 dans le lysat a été normalisé, par
densitométrie, avec celui de la S-actine (Figure 35 C). D’aprés cette analyse, le clone B12

fournit le meilleur rendement.



153

— o
<C < m om o0 o o om o < < o o o o o o m
2 2 2 2 z 2z g2z 2 @ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ @ 2 g o
6 ©6 & © & & & & © s &§ § § § § &5 & §
O O U O U U U © ] O O O ©O U U U © (s}
kDa
98-
64- i e e
50-
36-
B-actine : > ; :
42 kDa > el Toll Bl Bob BB BB T 95 Bl
C D .
< 18 g 3
S R
2 = @
1.6 2 s
o — o~ m ko]
3 S5 & & 5
1,44 2 © © © g
= > > > 5
= © © © -
= 1 — — w

S o o p &
L A W

e
i

|IIIIIII| 98_

A4 B3 B4 B6 B8 B9 Bll Bl

Intensité du signal Eul-Eu2 normalisé a la B-actine

o
‘P

FIGURE 35 — Production et purification de GST-rCY S x3 par la lignée cellulaire
HEK293

A. Analyse par Western blot des lysats cellulaires de clones HEK293 luciférase-positifs.
Le dépdt est normalisé a 20 pg de protéines totales. L’analyse est réalisée en conditions
dénaturantes avec 'anticorps primaire Eul /Eu2 et un anticorps dirigé contre la S-actine.
B. Analyse par Western blot des surnageants de culture des clones HEK293 luciférase-
positifs. L’analyse est réalisée en conditions dénaturantes avec I’anticorps Eul/Eu2.
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C. Quantification de la production de rCYSx3 dans les lysats des clones luciférase-positifs
par densitométrie. Le signal correspondant & GST-rCYSx3 est normalisé a celui de la
B-actine. D. Purification de GST-rCYSx3 dans le surnageant de culture du clone B12.
L’analyse a été effectuée en conditions dénaturantes avec un anticorps dirigé contre la
GST.

3.3.2.1.2 Purification

Le clone B12 a donc été amplifié dans neuf flacons de culture cellulaire (T75) jusqu’a
confluence, puis le milieu EMEM complet a été remplacé par du milieu EMEM sans sérum
de veau feetal. Vingt-quatre heures plus tard, le milieu a été récupéré, puis la protéine
GST-rCYSx3 a été purifiée par chromatographie d’affinité grace au tag GST. L’analyse
du milieu de culture aprés 24 h (milieu conditionné), des trois fractions de lavage de la
résine, puis de la fraction d’élution, par Western blot, révéle la présence de la protéine
GST-rCYSx3 dans le milieu conditionné et dans I’élution de la résine (Figure 35 D). La
fraction d’élution a été dialysée sur la nuit a 4°C avant d’en mesurer la concentration
protéique par dosage de Bradford. La concentration protéique est de 0,92 pg/ul, ce qui

porte le rendement de production de GST-rCYSx3 a 5,1 ug/mL de milieu conditionné.

La culture des cellules HEK293 en absence de sérum de veau foetal ne peut étre pro-
longée plus de 24 h sans entrainer la mort cellulaire. Cela nous oblige a utiliser un milieu
complet pour prolonger la durée de production de la protéine GST-rCYSx3. Un essai de
purification a été mené sur un volume de 250 mL de milieu conditionné (milieu EMEM
complet) en collectant le milieu de cing T75 tous les jours pendant cinq jours. La présence
du sérum de veau feetal ne permet pas de purifier la protéine GST-rCYSx3 avec un ren-
dement supérieur & celui obtenu précédemment (données non montrées), probablement &
cause d’une saturation de la résine par I'albumine contenue dans le sérum de veau feetal

empéchant la bonne fixation de la protéine GST-rCYSx3.
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3.3.2.2 Caractérisation de GST-rCYSx3 par spectrométrie de masse

L’analyse par spectrométrie de masse (MS-MS) de la protéine éluée lors de la purifi-
cation illustrée en Figure 35 D a été réalisée en collaboration avec en collaboration avec
le Dr. Robbe-Masselot et le Dr. Cieniewski-Bernard. Celle-ci a permis d’identifier deux
peptides appartenant a la séquence de la protéine GST-rCYSx3. Ces peptides (AAGGAV-
CEQPLGLECR et ELGQVVECSLDFGLVCR) sont contenus dans la protéine rCYSx3,
ce qui permet de confirmer la production de la protéine attendue. D’autres analyses sont
actuellement en cours afin d’améliorer la couverture de GST-rCYSx3 et de déterminer la

structure secondaire du domaine CYS.
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4 Discussion et perspectives

Mon travail de thése avait pour objectif d’explorer 'effet d’un enrichissement du mucus
par des molécules constituées de domaines CYS. Pour ce faire, nous avons employé deux
stratégies complémentaires. La premiére visait a tester ’effet d’'une molécule constituée de
12 domaines CYS sur les propriétés du mucus, par une approche de délivrance endogeéne,
tandis que la seconde avait pour but de développer des modéles produisant une molécule
constituée de trois domaines CYS afin de tester si il est possible de reproduire 'effet de
la délivrance endogéne de domaines CYS par une stratégie de délivrance exogéne. Cette
seconde approche avait pour finalité de rendre le gel de mucus plus protecteur dans des
contextes pathologiques ot des défaillances sont observées, telles que dans le rectocolite

hémorragique.

4.1 Modifications du gel de mucus par la co-sécrétion

de rCYSx12 avec les mucines gélifiantes

4.1.1 Permeéabilité des gels de mucus

Des modifications de la perméabilité des gels de mucus sont obser-
vées dans des contextes pathologiques tels que la rectocolite hémorragique

[Johansson et al., 2014], la mucoviscidose |[Gustafsson et al., 2012] ou les naissances
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prématurées [Critchfield et al., 2013]. Ces changements des propriétés fonctionnelles
du gel résultent de modifications de sa structure, induites par une dérégula-
tion de l'environnement physico-chimique et/ou biologique des mucines gélifiantes
[Witten et al., 2018, Lieleg et al., 2010|. Bien que les gels de mucus aient, en moyenne,
une taille de maille bien inférieure a celle des particules utilisées dans les analyses de
sédimentation, la dynamique d’association/dissociation des mucines gélifiantes permet
la sédimentation de particules de taille supérieure & 1 um de diamétre, sous l'effet
de leur propre inertie, & des échelles de temps longues [Heyder, 2004|. Au cours d’un
travail antérieur, une diminution de la perméabilité du gel de mucus colique a des
particules carboxylées de 1 um de diamétre avait été mesurée chez les souris Tg222
|Gouyer et al., 2015, Desseyn et al., 2016]. La reproductibilité de ces résultats dans le
modeéle cellulaire MTX-rCYSx 12 confirme le renforcement de la barriére muqueuse, par
I’enrichissement en domaine CYS, et permet donc d’exclure tout effet de la différence de

microbiote observée entre dans mucus de souris de type sauvage et celui de souris Tg222.

4.1.2 Motilité de bactéries dans le mucus

Une des fonctions majeures du mucus est de former une barriére qui prévient 1’ac-
cés des pathogénes a 1'épithélium, ce qui évite de saturer le systéme immunitaire
|[Zarepour et al., 2013|. La présence de flagelle(s) est une adaptation des pathogénes qui
leur permet de franchir la couche de mucus pour coloniser et/ou infecter 1'épithélium.
C’est pourquoi l'organisme a développé des mécanismes de défense qui ciblent les bacté-
ries flagellées [Okumura et al., 2016]. L’étude de la motilité des micro-organismes est donc

un modeéle d’étude pertinent pour quantifier le renforcement de la barriére muqueuse.

Dans ce travail une diminution de la motilité de Pseudomonas aeruginosa est mesurée

dans le mucus enrichi par rCYSx12. Ce phénoméne est également observé lorsque les mi-
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lieux de culture sont supplémentés avec des mucines gélifiantes [Schick and Kassen, 2018|.
A des concentrations physiologiques (0,5 %), les mucines gélifiantes maintiennent Pseudo-
monas aeruginosa sous forme planctonique [Caldara et al., 2012, Co et al., 2018, tandis
que lorsque leur concentration atteint des niveaux pathologiques, mimant ceux observés
dans la mucoviscidose (8 %), Pseudomonas aeruginosa se multiplie sous forme de bio-
films [Matsui et al., 2006]. De part son ultra-structure, dépendante de la concentration
des mucines gélifiantes, le mucus agit donc comme un élément régulateur de la motilité
et du mode de croissance des micro-organismes. La délivrance de rCYSx12 induit un
remodelage de la matrice de mucus en réduisant la taille des mailles du gel. Il serait
intéressant de tester si, & des concentrations physiologiques de mucines gélifiantes, la dé-
livrance de molécules composées de domaines CYS, par exemple celle produite dans la
lignée HEK293, favorise ou non la croissance de Pseudomonas aeruginosa sous forme de
biofilm. Si ce n’était pas le cas, alors un facteur autre que la structure du mucus entrerait
en ligne de compte dans la croissance en biofilm de Pseudomonas aeruginosa. La motilité
de Salmonella enterica serovar Typhimurium a été étudiée dans le mucus colique de souris
de type sauvage et Tg222. Les résultats obtenus sont concordants avec ceux observés pour
Pseudomonas aeruginosa, a savoir une diminution de la motilité dans le mucus enrichi par
rCYSx12. Une étude récente montre que Salmonella enterica est un bon indicateur de
I’hétérogénéité du mucus intestinal, et que c’est sa propulsion, a 'aide de flagelles, qui lui
permet de traverser la couche de mucus au contact de I’épithélium [Furter et al., 2019].
Cela explique pourquoi le mutant immotile fliGHI de Salmonella enterica a des capacités

d’invasion réduites comparé a la souche sauvage [Stecher et al., 2004].

Dans notre étude, la motilité bactérienne dans le mucus a une répartition bimodale
(Figures 27 C et 28 C). Cette répartition tend & s’uniformiser a des valeurs plus faibles

avec l'enrichissement par rCYSx 12, ce qui pourrait indiquer le piégeage et/ou I'adhésion
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des bactéries. Une augmentation de la viscosité du gel de mucus pourrait également étre la
cause de la diminution de la motilité de Pseudomonas aeruginosa et, hypothétiquement, de
Salmonella enterica |Greenberg and Canale-Parola, 1977, Schneider and Doetsch, 1974].
Carlson et coll. ont étudié la motilité d'une souche d’FEscherichia coli dans le mucus
colique ou dans un tampon borate, et ont montré que la présence de mucus tend a
uniformiser les déplacements bactériens [Carlson et al., 2018] tandis que Furter et coll.
observent une répartition bi-modale des vitesses de déplacement de Salmonella enterica
dans le mucus colique in situ [Furter et al., 2019]. Le dispositif expérimental, la souche
bactérienne et la source de mucus doivent donc étre pris en compte pour pouvoir com-
parer les études de motilité. A titre d’exemple, dans notre étude la vitesse moyenne de
Salmonella enterica est de 2,41 pm/s. Celle-ci est de 15,5 pm/s dans le mucus colique
in situ et 43,2 pm/s dans du milieu de culture. La vitesse moyenne de Pseudomonas
aeruginosa est de 1,92 um/s dans notre étude contre 17-18 pm/s dans du mucus cel-
lulaire purifié [Furter et al., 2019, Pontier-Bres et al., 2012, Matsui et al., 2006]. La vi-
tesse de déplacement d'une souche d’Escherichia coli est de 17,7 pm/s dans le mucus
du colon distal in situ contre 5,6 pm/s dans du mucus colique prélevé par grattage
[Carlson et al., 2018, Yildiz et al., 2015a|. La procédure de prélévement du mucus par
grattage ne permet donc pas de prédire la vitesse de déplacement qu’aura un patho-
gene dans le mucus in situ. Le prélevement du mucus par grattage induit une diminu-
tion substantielle de la vitesse de déplacement des microorganismes. Cela explique la
vitesse moyenne de déplacement que nous avons mesurée dans le mucus colique mu-
rin (0,2-8,8 um/s; moyenne : 2,41 pm/s), qui est comparable avec la vitesse de dépla-
cement d’Escherichia coli (0,3-22,8 pm/s; moyenne : 5,63 pum/s). Ces éléments nous
permettent de conclure que le mucus prélevé par grattage subit des modifications de
structure et/ou de composition, par exemple le mucus pourrait étre enrichi par I’ADN

de I'épithélium, ce qui contribuerait a 'augmentation de sa viscoélasticité et induirait



160

des changements de la structure du gel (voir le paragraphe 1.1.2.1.7). Le protocole de
prélevement du mucus par grattage demeure néanmoins plus pertinent que les mucines
gélifiantes purifiées, de part la présence du microbiote et la conservation de l'interac-
tome des mucines gélifiantes, largement impliqué dans les propriétés rhéologiques du mu-
cus [Meldrum et al., 2018, Demouveaux et al., 2018]. Pour palier ces biais expérimentaux,
I'utilisation d’explants de colon pourrait étre envisagée afin de mesurer in situ la motilité

de bactéries dans le mucus enrichi ou non par rCYSx12.

4.1.3 Motilité de spermatozoides dans le mucus

Le mucus cervical conditionne la fécondité des mammiféres, en régulant la motilité des
spermatozoides. L’effet de la viscosité du mucus sur la motilité des spermatozoides semble
étre dépendant de ’espéce considérée. Chez I’Homme, il y a une relation inverse entre la
viscosité du milieu et la motilité des spermatozoides (v = 78,8317~ %! o1 v représente la vi-
tesse de déplacement et 7 la viscosité du milieu), ce phénoméne est également observé dans
le cas du sperme bovin (v = 0,052¢=%%°") [Hyun et al., 2012, Rizvi et al., 2009]. A I'in-
verse, une étude récente montre qu’'une augmentation de la viscosité du milieu augmente
la vitesse des spermatozoides bovins. Cependant, l'utilisation de milieux synthétiques
différents, pour créer artificiellement des milieux aux propriétés rhéologiques différentes,
pourrait étre un facteur confondant [Tung et al., 2017|. L’augmentation de la viscosité du
milieu entraine une résistance croissante & la déformation. Le déplacement des sperma-
tozoides génére donc des forces de friction qui entravent la motilité. Les spermatozoides
s’adaptent donc a des milieux comme le mucus, dont la viscosité atteint 200 fois celle de
I'eau, en augmentant leur métabolisme glycolytique, en réduisant la motilité latérale de

la téte et en adaptant la flexion du flagelle [Kirkman-Brown and Smith, 2011].

Dans notre étude, la motilité de spermatozoides a été mesurée dans le mucus colique de
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souris de type sauvage et Tg222. Notons que la motilité des spermatozoides est fortement
réduite dans le mucus en comparaison avec le milieu M2 dans lequel ils sont purifiés (don-
nées non montrées). Cela suggére que, comme chez ’'Homme, les propriétés rhéologiques
et/ou structurales du mucus générent une résistance a la migration des spermatozoides.
Les résultats obtenus sont similaires & ceux acquis lors de I'analyse de la motilité de bac-
téries, a savoir une diminution de la vitesse et de la linéarité des spermatozoides dans
le mucus enrichi par la molécule rCYSx 12, indiquant leur piégeage et/ou adhésion. Les
valeurs de vitesse mesurées sont bien inférieures a celle obtenues lors des études citées
ci-dessus. Plusieurs facteurs peuvent influer ce phénoméne. La présence du microbiote
colique ou l'utilisation d’un mucus obtenu par grattage composé majoritairement de la
mucine gélifiante Muc2 sont des éléments ayant un impact potentiel sur la motilité des
spermatozoides. Malgré ces biais expérimentaux, le maintien de ces conditions expérimen-
tales pour le mucus enrichi par la molécule rCYSx12 ou non nous permet de mettre en

évidence un effet de cette molécule sur la motilité des spermatozoides.

L’un des défis scientifiques majeurs en biologie de la reproduction sera le dévelop-
pement de contraceptifs non hormonaux. L’une des cibles potentielles de ces médica-
ments est la barriére de mucus cervical. Une substance capable de renforcer le mucus
cervical, de maniére a entraver I’ascension des spermatozoides, pourra se substituer aux
contraceptifs hormonaux conventionnels. Le renforcement des gels de mucus par des mo-
lécules exogénes a déja été publié avec l'utilisation de chitosan de faible poids molé-
culaire [Kootala et al., 2018|, du nonoxynol-9 [Lai et al., 2009a], du TFF3 recombinant
[Bastholm et al., 2017| ou des lipides alimentaires [Yildiz et al., 2015¢|. D’aprés nos expé-
riences, le domaine CYS pourrait également agir comme contraceptif non-hormonal, une

fois la dose minimale inhibitrice de la motilité des spermatozoides déterminée.
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4.1.4 Analyse des propriétés micro-rhéologiques des gels de mu-

cus

Pour mieux comprendre comment la délivrance endogéne de la molécule rCYSx12 im-
pacte la motilité cellulaire dans le mucus, nous avons déterminé les propriétés rhéologiques
du gel a I’échelle du nanométre et du micromeétre, par suivi de particules. Cette technique
a I'avantage de rendre compte des hétérogénéités du fluide a des échelles spatiales perti-
nentes pour des microorganismes ou des molécules [Lai et al., 2009b|. Les particules sont
recouvertes de PEG afin d’éliminer toute interaction électrostatique qui interférerait avec
le processus de diffusion passive. Ainsi, la viscosité apparente, déterminée par la loi de
Stokes—Einstein, est gouvernée par 1’échelle spatiale a laquelle I'expérience est réalisée.
D’aprés cette loi, la viscosité apparente du mucus colique est de 3,9 mPa.s pour les souris
de type sauvage et 7,3 mPa.s pour les souris transgéniques. En considérant que 1’échan-
tillon de mucus est dilué¢ a 50 %, ce qui porte la concentration de mucines gélifiantes
a ~ 15 mg/mL, le modéle de Georgiades et coll., 2014 prédit une viscosité apparente
3,3-4,4 mPa.s, ce qui est en accord avec la viscosité mesurée dans le mucus de la souris
de type sauvage. En revanche, il y a une nette augmentation de la viscosité dans le mucus
enrichi par la molécule rCYSx12. Cette augmentation de la résistance hydrodynamique
pourrait donc étre une explication a la diminution de la motilité cellulaire dans le mucus

colique de la souris transgénique.

La réduction du coefficient de diffusion moyen des particules muco-inertes est le
résultat d’'un encombrement stérique plus important dans le mucus des souris Tg222.
Une dispersion importante des coefficients de diffusion est observée, typiquement entre
1073 et 10! um?/s, et ce quelque soit le génotype des souris. Ce phénomeéne est le

reflet de I'hétérogénéité des gels de mucus qui présentent des zones plus ou moins
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riches en mucines gélifiantes, et donc, des propriétés rhéologiques variables (Figure 36)
[Wagner et al., 2017, Macierzanka et al., 2014]. Cependant, la prévalence de coefficients
de diffusion faibles (D.s; < 107! um?/s) dans le mucus enrichi par rCYSx 12 indique un
changement conformationnel des mucines gélifiantes induit par la sécrétion de rCYSx12.
En effet, la molécule rCYSx 12 pourrait entrer en compétition pour les sites d’interactions
hydrophobes des mucines gélifiantes, et ainsi libérer des polymeéres de mucines gélifiantes
agrégés, en faisceau par exemple, entrainant ainsi une augmentation de la réticulation du

gel de mucus.

La principale limite de notre étude est I'impossibilité de déterminer a partir de quelle
concentration ce renforcement du gel de mucus est observé. C’est pourquoi le dévelop-
pement de modeéles recombinants produisant une molécule constituée de domaines CYS
permettra de déterminer la concentration minimale nécessaire pour renforcer le gel de

mucus, afin d’envisager la délivrance de cette molécule dans un contexte pathologique.
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FIGURE 36 — Mise en évidence de I’hétérogénéité du mucus par micro-rhéologie
A. Représentation schématique des coefficients de diffusion et des coefficients a de par-
ticules a I’équilibre dans un gel de mucus. La dispersion de ces 2 indicateurs refléte 1’hé-
térogénéité structurale du mucus. D’aprés Meldrum et coll., 2018. B. L’acidification du
milieu provoque la rupture de ponts salins entre les mucines gélifiantes, ce qui expose
leurs régions hydrophobes, qui s’associent spontanément. Cela augmente ’hétérogénéité
du gel en créant des zones riches ou pauvres en mucines gélifiantes (représentées en gris
foncé ou en blanc, respectivement). L’ajout de détergent provoque la rupture des agrégats,
par compétition pour les sites d’interactions hydrophobes. L’ajout de sels neutralise les
charges négatives portées par les mucines, ce qui pérennise les interactions électrostatiques
(triangles jaunes). Pour chaque situation, une représentation schématique du réseau de
mucines gélifiantes est proposée. Adapté de Wagner et coll., 2017.
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4.2 Production de rCYS x3 par des modéles cellulaires

4.2.1 Par la levure Pichia pastoris

Il s’est avéré difficile de produire et de purifier la molécule rCYSx3 dans le modéle
Pichia pastoris, de maniére fiable et reproductible. Plusieurs éléments entrent en ligne de
compte pour expliquer cela :

— Le premier facteur limitant lors de la production d’une protéine hétérologue est
I'usage des codons [Outchkourov et al., 2002]. Afin de palier ce probléme, la sé-
quence codant rCYSx3 a été optimisée pour une production par la levure Pichia
pastoris.

— Dans notre étude, la protéine rCYSx3 est, en grande majorité, non sécrétée. La
production de protéines hétérologues par Pichia pastoris peut avoir pour consé-
quence de saturer les enzymes impliquées dans la conformation et la maturation
des peptides dans le RE. Cela provoque 'accumulation de protéines mal confor-
mées dans le RE, ce qui active la réponse UPR (Unfolded Protein Response). 11y a
alors activation de I’endonucléase Irel qui élimine un intron du précurseur du géne
HAC1. La protéine HAC1 fonctionnelle active alors les génes de 'UPR afin de res-
taurer I’homéostasie du RE. L’induction par le méthanol peut, a elle seule, induire
l'activation de la voie UPR [Hesketh et al., 2013|. Afin de minimiser ce phénomeéne,
une induction plus progressive pourrait étre envisagée, en exposant les levures a
une concentration croissante de méthanol, lors d’une culture en bio-réacteur par
exemple. Un nombre de copies du transgéne trop important peut aussi étre la cause
d’une activation de la réponse UPR [Hohenblum et al., 2004]. Dans notre cas, les
clones sont obtenus par recombinaison homologue (ADN linéarisé dans le promo-

teur AOX1), ce qui permet I'intégration d’une unique copie du transgéne dans le
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génome de Pichia pastoris.

L’absence de sécrétion de rCYSx3 peut étre expliquée par 'hydrophobicité méme
de la protéine recombinante. En effet, lors de la traduction du peptide, les parties
hydrophobes de la protéine sont exposées jusqu’a acquérir une conformation stable.
Il est probable que l'exposition prolongée de régions hydrophobes de rCYSx3
(38,7 % d’acides aminés hydrophobes; voir Tableau 3) puisse étre la cause d’une
activation de la réponse UPR. Ce phénomeéne entrainerait 1'activation de la voie
de dégradation associée au RE (ou ERAD pour ER-associated degradation) qui
consiste en 'ubiquitination de la protéine néo-synthétisée, puis a sa dégradation
par le protéasome. Ce phénoméne a déja été observé par ailleurs lors la produc-
tion de la cutinase par la levure Saccharomyces cerevisiae [Sagt et al., 2002]. Il est
intéressant de noter que la production de cette protéine hydrophobe provoque un
stress oxydatif qui cause 'agrégation de la cutinase. Dans un milieu oxydant, ce
phénomeéne pourrait également étre observé avec le domaine CY'S, riche en résidus
cystéine |Perez-Vilar and Boucher, 2004].

La protéine rCYSx 3 contient 30 résidus cystéine, soit 15 ponts disulfure intrachaine
potentiels. Parmi les 5 ponts disulfure intrachaine que peut former chaque domaine
CYS, 3 ont été confirmés par spectrométrie de masse [Ambort et al., 2011]. La
formation de ponts disulfure peut influencer le taux de sécrétion des protéines
recombinantes. Cela a été démontré en mutant les deux premiers résidus cystéine
d’un peptide anti-microbien par des résidus alanine, ce qui permettait d’augmenter
son taux de sécrétion d’un facteur 1,4 [Yang et al., 2017|. Dans certains cas, Pichia
pastoris produit la protéine recombinante avec plusieurs profils de ponts disulfure.
Cela peut engendrer des protéines avec une structure non native qui peuvent étre
reconnues par le systéme de controle qualité du RE, et étre dégradées par la voie

ERAD [Wu et al., 2010, Tleugabulova et al., 1998].



167

La protéine rCYSx3, détectée dans le lysat cellulaire et le surnageant des levures a
une masse moléculaire apparente supérieure a la masse moléculaire attendue de 39,5 kDa.
Celle-ci est de ~ 60 kDa et ~ 50 kDa, respectivement pour les clones transformés par les
vecteurs pPICZ-a-rCYSx3 et pPICZ-AFSS-rCYSx3 (comparer les Figures 33 B et 34 B).
Ceci confirme la délétion du signal de sécrétion a-FSS dont la masse moléculaire théorique
est de >~ 10,7 kDa. Cette délétion spécifique de 10 kDa suggére que la protéine n’est pas
maturée dans le RE puis dans l'appareil de Golgi. En effet, le pré-peptide et la région
amino-terminale du pro-peptide du facteur a-FSS sont clivés dans le RE. Le clivage du
pro-peptide dans le RE est opéré par '’enzyme Kex2. Le pro-peptide est clivé une seconde
fois dans 'appareil de Golgi par 'enzyme Stel3 [Kurjan and Herskowitz, 1982|. L’absence
de différence de masse moléculaire apparente entre la protéine rCYSx3 sous forme intra-
cellulaire et sous forme sécrétée suggeére que le facteur a-FSS n’est pas clivé, et donc que le
trafic intracellulaire de la protéine est interrompu. En conséquence, les protéines rCYSx3
détectées dans le surnageant concentré proviennent probablement du renouvellement des
levures. Une des causes possibles de l'incohérence entre la masse moléculaire théorique
de rCYSx3 et sa masse moléculaire apparente pourrait étre la glycosylation du peptide.
En effet, 26 sites potentiels de O-glycosylation sont contenus dans la séquence peptidique
des 3 domaines CYS consécutifs (Figure 37). Chez Pichia pastoris, la O-glycosylation
est initiée dans le RE par la liaison d’un mannose sur les résidus sérine et thréonine. Ce
mannose est ensuite élongé par 1-4 résidus mannose, liés en a-1,2 ou -1,2, dans 'appa-
reil de Golgi. Ce processus peut multiplier la masse moléculaire apparente de la protéine

O-glycosylée par un facteur allant jusqu’a 1,7 [Nett et al., 2013].

Tous ces éléments ont motivé 1'utilisation d’un autre modéle, susceptible de produire
plus efficacement une protéine recombinante composée de domaines CYS. De part la

présence dans son génome de séquences codant des domaines CYS et sa large utilisation
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MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETA
QIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGL
LFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAEFTWPS
RPSRIGTKLGCEPQCAWSEWLDYSYPMPGP
SGGDFDTYSNIRAAGGAVCEQPLGLECRAQ
AQPGVPLRELGQVVECSLDFGLVCRNREQV
GKFKMCFNYEIRVFCCNYGHCGIEGRASGCE
PQCAWSEWLDYSYPMPGPSGGDFDTYSNI
RAAGGAVCEQPLGLECRAQAQPGVPLRELG
QVVECSLDFGLVCRNREQVGKFKMFNYEIRV
FCCNYGHCGSLVPRGSTSGCEPQCAWSEW
LDYSYPMPGPSGGDFDTYSNIRAAGGAVCE
QPLGLECRAQAQPGVPLRELGQVVECSLDF
GLVCRNREQVGKFKMCFNYEIRVFCCNYGH
CGSAGPAENLYFQGALEQKLISEEDLNSAVD
HHHHHH

FIGURE 37 — Sites de glycosylation potentiels de la molécule rCYS x3 produite
par Pichia pastoris

Le signal de sécrétion a-FSS, la séquence codant les 3 domaines CYS et le tag hexahistidine
sont respectivement illustrés en rouge, en bleu et en violet. Le signal de sécrétion posséde
3 sites de N-glycosylation (italique) et 20 sites de O-glycosylation (gras) potentiels. Le
peptide rCYSx3 posséde 26 sites de O-glycosylation potentiels (gras).
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dans l'industrie pharmaceutique et biotechnologique, la lignée cellulaire HEK293 nous a

paru particuliérement indiquée.

4.2.2 Par la lignée HEK293

Contrairement & Pichia pastoris, la lignée cellulaire HEK293 produit la molécule
GST-rCYSx3 sous forme sécrétée. La lignée HEK293 est un hote particulierement adapté
pour la production de protéines recombinantes de mammiféres avec une structure et des
modifications post-traductionnelles appropriées. Cela en fait une lignée cellulaire parti-
culiérement utilisée en biologie structurale [Biissow, 2015]. D’aprés son poids moléculaire
apparent, la molécule GST-rCYSx3 ne subit pas de modifications post-traductionnelles
importantes (poids moléculaire apparent de ~ 64 kDa en accord avec le poids moléculaire
théorique de 66,3 kDa). Néanmoins, si la spectrométrie de masse mettait en évidence
la présence de N-glycannes, la transfection d’une lignée cellulaire HEK293 déficiente en
glycosyl-transférase, comme la N-acétyl-glucosaminyl transférase I (GnTI") pourrait étre

envisagée [Unson, 2008].

Les conditions de culture cellulaire demandent & étre optimisées afin de garantir un
rendement optimal pour les tests de délivrance exogéne. Pour cela plusieurs parameétres
de culture peuvent étre améliorés :

— L’effet de certains additifs pourrait étre testé afin d’améliorer la production de la
protéine GST-rCYSx 3. Par exemple, des inhibiteurs des déacétylases des histones,
comme |’acide valproique ou le butyrate de sodium, qui permettent de décondenser
la chromatine et d’améliorer I'expression du transgéne. A titre d’exemple, la sup-
plémentation du milieu de culture des cellules HEK293 par de I’acide valproique
(4 mM) ou du butyrate de sodium (3 mM) entraine une augmentation du rende-

ment de production d’IgG recombinants d’un facteur 5,3 et 4,5, respectivement
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[Backliwal et al., 2008|.

— Il serait possible d’augmenter le rendement production de GST-rCYSx3 en aug-
mentant la densité cellulaire. En effet les cellules HEK293 peuvent pousser a des
densités assez élevées (> 1 x 10° cellules/mL). Pour cela, il faudrait adapter les
clones a la culture en suspension, de préférence sans sérum, pour qu’il n’y ait pas
d’interférence avec les éléments régulateurs des cellules ou durant le processus de
purification. Des milieux de culture propriétaires ont été développés (HyClone Cell
Boost, ThermoFisher Scientific).

— Il est possible de prolonger la durée de production par I'ajout de facteurs de crois-
sance, comme le LONG R? IGF-I ou I'insuline qui exploitent le potentiel mitogéne
de l'activation du récepteur IGF de type I [Voorhamme and Yandell, 2006].

— Une fois tous ces paramétres de culture optimisés, la production de GST-rCYSx3
dans un environnement étroitement contrélé, comme dans un bioréacteur, avec une
source de nutriments continue (fed-batch), permettra probablement d’atteindre les
meilleurs rendements pour envisager de délivrer la molécule.

La molécule GST-rCYSx3, en plus de réaliser des tests de délivrance exogéne pour ren-
forcer la barriére de mucus, permettra également de déterminer la structure du domaine
CYS. En effet, actuellement, une seule structure secondaire du domaine CYS, encore par-
tielle, a été proposée, produite mais non sécrétée par la lignée cellulaire CHO. L’absence
de sécrétion nous permet de nous questionner sur la véracité de la structure obtenue.
C’est pourquoi la molécule produite par la lignée HEK293 nous permettra de confirmer
ou d’infirmer cette structure et de la compléter. L’effet biologique du domaine CYS ne
pourra étre entiérement déterminé, que lorsque nous aurons la connaissance des acides
aminés exposés. Cela ne sera possible qu’en déterminant la structure 3D de ce domaine,
par cristallographie aux rayons X par exemple. Le couplage protéique, puis la spectromé-

trie de masse permettront éventuellement de déterminer quels sont les sites d’interactions
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homologue et/ou hétérologue du domaine CYS. C’est sur cette base que les chercheurs
en chimie structurale pourront proposer des molécules candidates capables d’interférer
avec ces associations afin que les biologistes puissent en tester l'effet bénéfique dans des
mucus anormalement visqueux, comme dans la mucoviscidose, les BPCO, ou la sinusite

chronique, par exemple.

La spectrométrie de masse permettra également de détecter la présence de la
C-mannosylation sur le domaine CYS. Cela viendra confirmer les résultats d’études anté-
rieures qui mettent en évidence la C'-mannosylation du domaine CYS par des méthodes

indirectes |[Gouyer et al., 2018, Perez-Vilar et al., 2004].

4.2.3 Applications potentielles de rCYSx3 en contexte patholo-
gique

La suite de notre projet a pour objectif de déterminer si la molécule rCYSx3, pro-
duite par la lignée cellulaire HEK293, a un effet bénéfique dans un contexte pathologique
ou le mucus ne protége plus suffisamment 1’épithélium. La rectocolite hémorragique et
les infections intra-utérines liées ou non a la survenue de naissances prématurées sont
deux pathologies présentant ces caractéristiques. Cependant, dans le cas de la rectocolite
hémorragique, la délivrance de rCYSx3 dans le célon semble plus difficile du fait de 'ac-
cessibilité indirecte (rectale ou orale) au tissu malade et du transit intestinal présentant

un large spectre d’environnements physico-chimiques.

La lumiére vaginale pourrait représenter une meilleure cible pour apporter une preuve
de concept de l'effet bénéfique de rCYSx3. En situation physiologique, le microbiote

vaginal est dominé par une flore lactobacillaire 1, 2, 3 ou 5 (ou CST pour community state
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type). Les infections vaginales sont souvent associées a une prévalence d’un microbiote de
type non-lactobacillaire ou CST 4, et plus particuliérement a une prévalence des genres
Gardnerella et Ureaplasma |[DiGiulio et al., 2015|. La survenue d’une infection bactérienne
avant 20 semaines de gestation est un facteur qui multiplie par deux le risque de naissance
prématurée [Leitich et al., 2003|. Le mécanisme sous-jacent impliquerait la colonisation
de la cavité amniotique par des bactéries, qui déclenchent alors une signalisation pro-

inflammatoire, entrainant ’expulsion du feetus [Romero et al., 2014].

La sphere cervico-vaginale est donc particulierement adaptée pour tester si la déli-
vrance de rCYSx3 est capable d’induire une meilleure protection dans un contexte infec-

tieux. Pour cela les axes suivants pourraient étre explorés :

1. Tester si le modeéle murin Tg222, qui exprime le transgéne rCYSx 12 dans le mucus
cervico-vaginal, présente une meilleure implantation d’une souche de Lactobacillus
plantarum exprimant stablement le fluorochrome mCherry (agrément OGM : 3479)

permettant son suivi in situ [Gouyer et al., 2015].

2. Déterminer si la délivrance de rCYSx3 permet d’augmenter I'implantation de lac-

tobacilles, dont la prévalence est associée a une flore protectrice.

3. Dans un contexte d’infection par Gardnerella vaginalis, mesurer si la délivrance de
rCYSx3 induit un effet protecteur, par un renforcement du mucus vaginal murin

et/ou une meilleure implantation des lactobacilles.

4. Quantifier la prévalence des mises bas prématurées dans le modéle murin d’infection

par Gardnerella vaginalis et mesurer le potentiel de rCYSx3 pour prévenir celles-ci.
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5 Conclusion

La conservation du domaine CYS dans toutes les mucines gélifiantes de vertébrés
suggeére qu’il exerce une fonction biologique importante dans la physiologie des muqueuses

sécrétoires.

Dans ce travail, nous avons montré que ’enrichissement du mucus par la molécule
rCYSx12, co-sécrétée avec les mucines gélifiantes, permettait de renforcer les gels de
mucus dans des modéles cellulaire et murin. Ce renforcement s’opére par un remodelage de
la matrice protéique du mucus, rendant le gel moins perméable aux particules et bactéries
(Figure 38). La principale limite de cette étude est que nous ne pouvons déterminer a

partir de quelle concentration la molécule rCYSx 12 exerce son effet.

Pour répondre a cette question des modeéles cellulaires recombinants ont été développés
pour produire la molécule recombinante rCYSx3. La production du domaine CYS sous
forme de molécule recombinante reste compliquée. Il y a donc nécessité de trouver le
meilleur modéle et les conditions de culture optimales pour produire cette molécule. Cette
protéine purifiée permettra de répondre a la question de ’effet dose et pourra étre employée
pour déterminer les structures secondaire et tertiaire du domaine CYS. C’est par ’étude de
la structure du domaine CYS que des molécules interférant avec les associations CYS/CY'S

ou CY'S/mucines pourront étre mises au point afin de modifier les propriétés macro- et/ou
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micro-rhéologiques du mucus.
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Mucines
gelifiantes

FIGURE 38 — La délivrance endogéne de rCYSx12 piége les bactéries dans le
réseau de mucines gélifiantes
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