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Résumé

Le canal épithélial sodique (ENaC) exprimé dans les cellules épithéliales alvéolaires joue
un rdle important dans la clairance liquidienne a la naissance et lors d’un syndrome de détresse
respiratoire aigu (SDRA). Des travaux préliminaires dans le laboratoire ont montré que le TNF-
o régule a la baisse I’expression de ’ARNm oENaC en partie via une modulation post-
transcriptionnelle de sa stabilité. Dans les travaux présentés dans ce mémoire, cing séquences
du 3’UTR aENaC qui sont hautement conservées (CS) dans différentes espéces ont été étudiées
pour déterminer I’impact de chacune d’elle dans la modulation de ’ARNm aENaC en
conditions basales ainsi qu’en présence de TNF-a. Pour étudier I’implication de celles-ci dans
la modulation de I’ARNm aENaC, un modéle Tet-Off a été utilisé pour inhiber I’expression du
transcrit a 1’aide de la doxycycline. Les niveaux de transcrit dans le temps ont été estimés par
RT-qPCR. Avec cette technique, la demi-vie de ’ARNm aENaC est de ~100 min. Des mutants
de délétion ponctuelle du 3°’UTR ont été générés en retirant spécifiquement les domaines CS1
(31pb), CS3 (22pb), CS2&3 (82pb), CS4&S (74pb), CS1-5 (187pb) et CS3+ (165pb). Nos
résultats montrent que la délétion de chacune des CS affecte leur demi-vie respective a 169 min,
172 min, 246 min, 193 min, 208 min et 237 min. La stabilité des différents mutants a ensuite été
¢valuée en présence de TNF-a (une cytokine retrouvée dans les poumons de patients atteints de
SDRA). La courbe de dégradation de I’ARNm avec son 3’UTR complet observée est différente
en présence de TNF-a de celle observée en condition basale. La courbe prend allure biphasique
avec une dégradation rapide suivit d’un plateau a environ 50% de I’expression du contrdle (t=0).
La méme observation a été faites pour le mutant de délétion CS1-5. Nous concluons donc que
de facon générale le 3’UTR de I’ARNm oENaC, via les domaines conservés identifiés, est
impliqué dans la déstabilisation du transcrit. Les CS ne sont pas impliquées dans le mécanisme
post-transcriptionnel par lequel le TNF-a fait chuter 1’expression de I’ARNm aENaC. Il n’en
demeure pas moins que d’autres séquences du 3’UTR pourraient jouer un rdle important dans
la dégradation rapide de ’ARNm oENaC durant I’inflammation ou lors d’une Ilésion
pulmonaire.

Mots-clés : canal épithélial sodique (ENaC), ARN messager, stabilité, région 3' non traduite

(3'UTR), demi-vie, cellules épithéliales alvéolaires, inflammation, TNF-a, oedéme,
SDRA



Abstract

The epithelial sodium channel (ENaC) expressed in alveolar epithelial cells plays an
important role in lung liquid clearance at birth and in acute respiratory distress syndrome
(ARDS). Preliminary work in the laboratory has shown that TNF-a downregulates expression
of aENaC mRNA in part via post-transcriptional modulation of its stability. In the present study,
five 3'UTR aENaC sequences that are highly conserved (CS) across different species were
studied to determine the impact of each of them on the modulation of aENaC mRNA under
basal conditions, as well as in the presence of TNF-a. To study the involvement of these CS on
the modulation of aENaC mRNA, a Tet-Off model was used to inhibit transcript expression
using doxycycline. Transcript levels over time were estimated by RT-qPCR. With this
technique, the half-life of tENaC mRNA is ~100 min. Punctual deletion mutants of 3'UTR were
generated by specifically removing the CS1 (31pb), CS3 (22bp), CS2&3 (82bp), CS4&S5 (74bp),
CS1-5 (187bp) and CS3+ (165bp) domains. Our results show that the deletion of each CS affects
their respective half-lives at 169 min, 172 min, 246 min, 193 min, 208 min and 237 min. The
stability of the different mutants was then evaluated in the presence of TNF-a (a cytokine found
in the lungs of patients with ARDS). In the presence of the complete 3’UTR, the degradation
curve of the mRNA in presence of TNF-a was different from the one observed in under basal
conditions. In presence of TNF-a, the curve turns biphasic with a rapid degradation followed by
a plateau at about 50% of the expression level. The same thing was observed for the deletion
mutant CS1-5. We therefore conclude that in general the 3'UTR of aENaC mRNA via the
conserved domains is involved in the destabilization of the transcript. CSs studied did not
contribute to the decreased expression of aENaC mRNA in the presence of TNF-a. However,
we cannot exclude the possibility that other 3’UTR sequences could play an important role in
the rapid degradation of tENaC mRNA during inflammation or lung injury.

Keywords : epithelial sodium channel (ENaC), messenger RNA, stability, 3' untranslated
region (3'UTR), half-life, alveolar epithelial cells, inflammation, TNF-a, edema, ARDS
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Le systéeme respiratoire humain

Le processus de la respiration est constitué de deux fonctions essentielles : 1’inhalation
(inspiration) de I’oxygéne atmosphérique dans les poumons et 1’exhalation (expiration) dans
I’atmospheére du dioxyde de carbone (1). Les organes impliqués dans la respiration composent
I’appareil respiratoire qui s’étend du nez et de la bouche jusqu’aux alvéoles [Figure 1] (1).
Anatomiquement, celui-ci peut étre divisé en deux sections : les voies respiratoires supérieures

et les voies respiratoires inférieures (1, 2).
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Figure 1. Le systéme respiratoire humain (3)

1.1.1 Voies respiratoires supérieures

Au moment de ’inhalation, I’air fait son entrée dans les voies respiratoires supérieures
qui incluent tous les ¢léments extrathoraciques du systéme respiratoire; c’est-a-dire : le nez, les
fosses nasales, la bouche, le pharynx et le larynx [Figure 1] (2, 4). Comme porte d’entrée de
I’appareil respiratoire, les voies supérieures ont un réle important dans le conditionnement et la
filtration de Iair inspiré (5). L’air est d’abord filtré des son entrée dans le nez par les vibrisses

qui stoppent les plus grosses particules (6). La clairance mucociliaire agit a titre de deuxieme



mécanisme de filtration et ¢limine approximativement 90% des particules inhalées (7). C’est le
phénomene par lequel les cils des cellules ciliées battent transportant constamment le mucus et
les particules qu’ils emprisonnent vers le pharynx ou ils seront avalés, toussés ou éternués (8).
Avant méme d’atteindre le pharynx, ’air est réchauffé et humidifié¢ par la muqueuse nasale de
facon a assurer le fonctionnement des voies inférieures a des températures ambiantes entre —

42°C et 48°C avec des taux d’humidité relatifs de 0 a 100% (9, 10).

1.1.2 Voies respiratoires inférieures

Les voies respiratoires inférieures sont intrathoraciques et se divisent en une zone de

conduction et une zone d’échange nommeée parenchyme pulmonaire (11).

La premiére est composée de la trachée qui se divise en deux bronches primaires qui
continuent leur ramification dans le poumon gauche et le poumon droit respectivement [Figure
1] (2, 12). Ce n’est qu’a partir des bronches tertiaires que I’arbre bronchique perd le support du
cartilage et donne naissance a de multiples générations de bronchioles non respiratoires [Figure
17 (2, 12). Celles-ci génereront éventuellement des bronchioles terminales qui meénent au
parenchyme pulmonaire [Figure 1] (2, 12). Cette zone de conduction est responsable du
réchauffement, de I’humidification, du transport des gaz vers la zone d’échange et joue un grand
role dans la défense continue des poumons contre les pathogenes et particules inhalées via la

clairance mucociliaire (11).

La seconde débute la ou les bronchioles terminales rejoignent les bronchioles
respiratoires [Figure 1] (7, 8). Ces derniéres menent aux conduits alvéolaires qui s’ouvrent sur
des sacs alvéolaires possédant plusieurs alvéoles [Figure 1] (12). Chacune des 300 a 500
millions d’alvéoles peuvent étre perfusées par jusqu’a 1000 capillaires; ceci représente une
surface d’échange variant de 70 a 100 m? (13-19). C’est dans cette zone alvéolo-capillaire que
1’02 du coté alvéolaire est échangé avec les globules rouges du coté capillaire contre le CO»

[Figure 3] (12, 20).



1.1.3 Epithélium des voies respiratoires

1.1.3.1 Zone de conduction

La zone de conduction de I’appareil respiratoire débute dans les fosses nasales et s’étend
jusqu’au bronchioles terminales (21). Celle-ci est tapissée d’un épithélium pseudostratifié,
essentiellement composé de cellules prismatiques (épithélium proximal) et cuboidales
(épithélium distal): les cellules ciliées et les cellules caliciformes [Figure 2] (20, 21).

Bronchiole terminale  Alvéole humain
humaine

Bronche humaine .51 mm 250 pm

58 pm

_m 0.07 pm fluide
0! | 01-0.2 pm

2 L~

/ Cellule

i Ilule épithélial

Cellule Cellule basale g:t ;lp Z <1:p1 éliale
cilié caliciforme

Figure 2. Epithélium des voies respiratoires (3)

Les cellules ciliées occupent 30 a 50% de 1’épithélium dépendamment des régions et
forment une barriere imperméable aux pathogenes, particules et aux échanges gazeux et liquides
grace a leurs jonctions serrées apicolatérales [Figure 2] (20, 22). Leur surface apicale est
pourvue d’environ 250 cils et de microvillosités qui s’étendent dans les espaces intercellulaires
ou elles jouent un role important dans le mouvement transépithéliale de fluide et d’électrolytes
(11,22). Les cellules caliciformes, représentant pres de 25% de I’épithélium proximal de la zone
de conduction alors que leur présence est moins importante, voire absente, dans les bronchioles
terminales [Figure 2] (11, 22). Leur fonction est de sécréter le mucus (mélange de
glycoprotéines, de protéines et de lipides) via I’exocytose de granules sécrétoire (22, 23). Elles

contiennent entre autres des mucines qui conféreront au mucus ses propriétés élastiques



permettant la clairance mucociliaire (22, 23). Les cellules basales sont de petites cellules
triangulaires multipotentes capables de restaurer 1’épithélium et occupent jusqu’a 95% de la
surface de contact avec la membrane basale méme si elles ne représentent que 7 a 10% de la
population de cellules [Figure 2] (20, 22, 24). Elles sont donc impliquées dans I’attachement
des cellules prismatiques a cette méme membrane (11, 22). Les cellules Club (anciennement
cellules de Clara) apparaissent au niveau des bronchioles, ce sont des cellules non ciliées au
cytoplasme granuleux; leurs granules sécrétoires contiennent des lipides et des protéines, dont
la Club cell-specific protein (CC10, CC16, Protein 1) qui a démontré des fonctions anti-
inflammatoires et immunomodulatoires, ainsi que des apoprotéines du surfactant et un inhibiteur
de protéase de leucocytes (8, 11, 20, 22, 23, 25). En plus de sa fonction sécrétoire, elle agit a
titre de cellule progénitrice de 1’épithélium bronchiolaire, se distingue par son abilité¢ a
métaboliser les xénobiotiques et joue un role dans la régulation de I’homéostasie de 1’eau (26-
28). Les cellules neuroendocrines représentent possiblement le premier type de cellules
¢épithéliales spécialisées a apparaitre dans les poumons, par conséquent il fut suggéré qu’elles
jouent un rdle dans le développement des poumons (11, 29, 30). Leurs fonctions principales
sont liées aux effets des peptides (hormones/neurotransmetteurs) qu’elles libérent (11). Des
cellules de Langerhans, dendritiques, des mastocytes et des lymphocytes (cellules T en
particulier) sont aussi retrouvés au travers la zone de conduction et ont pour fonction le

traitement, la présentation et la réaction aux antigenes inhalés (11).

1.1.3.2 Zone d’échange

La zone d’¢échange débute 1a ou les bronchioles terminales rejoignent les bronchioles
respiratoires et s’étend jusqu’aux alvéoles [Figure 1] (7, 8, 12). Elle est formée d’un épithélium
pavimenteux simple dont 95% de la surface est occupée par des pneumocytes de type I (ATI),
des cellules aplaties reliées entre elles par des jonctions serrées, ayant un petit noyau et peu
d’organelles [Figure 2] (31-33). Leurs principales fonctions sont les échanges gazeux, le
transport ionique et liquidien, de plus, elles pourraient potentiellement avoir un role de
protection contre des lésions oxydatives (31-33). Avec un ratio d’environ 2 pneumocytes de
type II (ATII) pour chaque ATI, les ATII sont plus nombreux que les ATI; cependant, ils

occupent moins de surface (environ 5%) (34, 35). Ils ont une structure cuboide et une



morphologie caractérisée par la présence de microvillosités apicales et de corps lamellaires qui

contiennent le surfactant (35-38).
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Figure 3. Zone alvéolo-capillaire (3)

Photographies de microscopie électronique en transmission d’alvéole humain a faible (A) et fort
(B) grossissement. Alveolus : alvéole. Alveolar epithelial cell : cellule épithéliale alvéolaire.
Blood fluid and proteins : fluide sanguin et protéines. Capillary cell : cellule capillaire.
Capillary lumen : lumiere du capilaire. RBC : globule rouge.

Le surfactant (un complexe de lipides et de protéines p. ex. SP-A/B/C/D) a démontré des
propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes, mais permet surtout d’éviter le collapsus des
alvéoles a I’expiration en réduisant la tension de surface (35-39). Les ATII ont aussi la capacité
de se dédifférencier, multiplier et différencier en cellules ATI et ATII en plus d’étre des acteurs
de la réponse immunitaire (p. ex. chimiokines, chimioattractants pour les macrophages) et du
transport ionique et liquidien (40-42). Les ATII sont des cellules progénitrices qui permettent la
regénération de I’épithélium alvéolaire en cas de lésions (40-42). Des macrophages sont aussi
présents dans la zone d’échange pour phagocyter toutes les impuretés ayant trouvées le moyen

de se rendre dans les alvéoles ainsi que le surfactant (11).



1.2 L’homéostasie liquidienne

Dans les voies aériennes, le transport ionique module la viscosité du mucus et est crucial
dans le maintien d’un volume de liquide péricilliaire adéquat pour permettre le battement
coordonné des cils pour I’expulsion de pathogénes, poussicres, etc via la clairance mucociliaire
(41, 43). Dans les alvéoles, son rdle est similaire; il maintient un niveau de liquide optimal, de

pair avec le surfactant, pour éviter le collapsus des alvéoles (41, 43).

Le mouvement vectoriel d’ions via les différents canaux, transporteurs et pompes situés
a la surface des ATI et ATII produit un gradient osmotique qui permet la réabsorption du liquide
par I’épithélium pulmonaire via les voies paracellulaires ou les aquaporines [Figure 4] (41, 43-
45). D’ailleurs, malgré les jonctions serrées joignant les ATI et ATII, les voies paracellulaires
permettent aussi la diffusion passive d’ions CI- et K+ de I’espace alvéolaire a I’espace interstitiel

[Figure 4] (43, 46).
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Figure 4. Principaux transports ioniques dans les cellules épithéliales alvéolaires
(43)




C’est I’absorption de Na+ par les cellules épithéliales qui régule la réabsorption de
liquide au niveau du systéme respiratoire [Figure 4] (41, 43, 45, 47). Tout débute avec la pompe
Nat+/K+-ATPase située en basolatérale [Figure 4] (41, 43, 45-48). C’est une protéine
membranaire hétérodimérique composée d’une sous-unité catalytique o, possédant un site pour
I’hydrolyse de I’ATP et les cations, et d’une sous-unité B qui serait responsable d’incorporer la
pompe dans la membrane plasmique [Figure 4] (47-49). Celle-ci expulse trois ions Na+ a
I’extérieur de la cellule, alors que deux ions K+ sont transportés dans la cellule [Figure 4] (43,
45-48). Le déséquilibre entre la sécrétion de Na+ et I’absorption de K+ par I’activité de la pompe
crée une différence de potentiel membranaire, le cytoplasme étant négatif par rapport a
I’extérieur de la cellule (41, 43, 45-48). Cette différence de potentiel favorise I’entrée de Na+ a
la surface apicale par le canal épithélial sodique (ENaC) [Figure 4] (41, 43, 45-48). Le Cl- se
déplace passivement par les jonctions paracellulaire ou transcellulairement pour maintenir
I’¢électroneutralité [Figure 4] (43, 46). L’accumulation des ions du c6té basolatéral produit un

gradient osmotique qui induit un déplacement du liquide alvéolaire vers 1’interstisium (43, 46).

1.2.1 Le canal épithélial sodique (ENaC)

La premiére manifestation de ce phénomene de réabsorption liquidienne a lieu quelque
peu avant la naissance alors qu’une augmentation de 1’expression d’ENaC est observée résultant
en ’augmentation du transport de Na+ (41, 43, 50-53). Cette réabsorption de Na+ permet la
résorption du liquide pulmonaire feetal dans le sang et le systeme lymphatique, initiant le début
des échanges gazeux dans les poumons du nouveau-né (50, 54). L’importance d’ENaC dans ce
processus est d’ailleurs mise de 1’avant par les travaux d’Hummler ou les souriceaux « knock-
out » pour aENaC meurent a la naissance, incapable de retirer I’eau contenue dans les alvéoles
(55). De plus, chez les bébés nés avant la 29 semaine de gestation, le risque de développer un
SDRA est de 60% (56). Ce risque augmente en fonction de la prématurité et s’explique pas
I’immaturité des poumons et I’absence d’expression d’ENaC (56, 57). Ce méme processus de

réabsorption est aussi crucial pour la réabsorption d’cedéme alvéolaire chez 1’adulte.

ENaC est constitué de trois sous-unités distinctes : a, B et v issues des genes SCNNIA,
SCNNI1B, SCNN1G respectivement [Figure 6] (58, 59). Aussi, chez I’humain il existe une sous-

unité & (SCNN1D) similaire a tENaC moindrement exprimée dans les poumons (58-61). Les



quatre sous-unités ont une structure similaire composée de deux segments transmembranaires
(M1 et M2), deux courts domaines amino- et carboxy- terminaux cytoplasmique et un grand
domaine extracellulaire [Figure 5] (58, 62, 63). ENaC est un canal sensible a I’amiloride, un
diurétique qui inhibe la réabsorption de Na+ en bloquant le pore permettant le mouvement de

Na+ a travers la membrane cytoplasmique [Figure 5] (59).
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Figure 5. Structure d’une sous-unité d’ENaC (43)
1.2.1.1 Forme hautement sélective (HSC) et non sélective (NSC)

La sous-unité o joue un role essentiel dans le fonctionnement d’ENaC au niveau de la
réabsorption liquidienne (55). D’ailleurs son importance est soulignée par 1’incapacité des
souriceaux knockout pour cette sous-unité a résorber le liquide pulmonaire a la naissance,
entrainant rapidement leur mort (55). Pour une expression et activité maximale, les sous-unités
B et y sont nécessaires (64, 65). Dans les poumons, ENaC est retrouvé a la surface apicale des

cellules épithéliales des voies aériennes (p. ex. bronches) jusqu’aux alvéoles (ATI et ATII) soit



sous sa forme hautement sélective aux ions sodium (HSC) ou sous la forme d’un canal

cationique non sélectif (NSC) (55, 64-68).

La premicre est composée des trois sous-unités, cependant la stoechiométrie des sous-
unités est plutot controversée (63-65, 69). Certains proposent un assemblage a quatre sous-
unités (2a:p:y) (70-73), alors que d’autres proposent une structure octomérique ou
nonamérique (63, 74, 75). Pour ajouter au débat, la cristallisation du canal sensible a I’acide
(ASIC), un canal faisant aussi partit de la famille des dégénérines et possédant des
caractéristiques similaires a celles d’ENaC, a démontré une structure trimérique suggérant

qu’ENaC pourrait aussi avoir un assemblage a trois sous-unités [Figure 6] (63, 76-78).
Apical

Basal

Figure 6. Structure trimérique d’ENaC (By NEUROtiker - Own work, CC BY-
SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1285038)
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La forme NSC d’ENaC a longtemps été¢ vue comme un canal formé uniquement de la
sous-unité o ayant une sélectivit¢ semblable pour le Na+ et le K+ (43, 79). Cependant,
I’expression d’aENaC seul dans un systeme hétérologue connu pour ne contenir aucune
expression endogene de la sous-unité, génere peu ou pas de courant et aucun canal NSC (67,
80). Une étude récente a montré que les NSC seraient plutdt un jumelage ASICla et aENaC

expliquant pourquoi I’expression seule d’aENaC ne générerait pas de canaux NSC (67, 80).



1.2.2 Régulation d’ENaC

La fonction d’ENaC peut étre régulée de deux facons : en modulant 1’expression du canal
ou en modulant I’activit¢ du canal (66, 81-83). Le premier type de modulation assure
généralement un changement du courant ENaC sur un plus long laps de temps, alors que le

second type de modulation entraine des changements plus immédiats (66, 83).

1.2.2.1 Modulation de I’expression d’ENaC

Comme tout gene, la régulation de I’expression du canal ENaC passe par différents

mécanismes : modulation transcriptionnelle, post-transcriptionnelle ou post-traductionnelle

[Figure 7] (81, 82).
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Figure 7. L’expression génique est controlée a différents niveaux (81)
Cytoplasm : cytoplasme. Nucleus : noyau. Capping : Ajout de la coiffe. Splicing : épissage.
Decay : dégradation. Translation : traduction. Protein : protéine.

Deux hormones sont principalement responsables de la modulation transcriptionnelle
d’ENaC dans les poumons, les glucocorticoides et les catécholamines [Figure 7] (42, 84). Par
exemple, les glucocorticoides favorisent la maturation du poumon feetal via 1’augmentation
d’ARNm oENaC (85). IlIs y parviennent en se liant a un élément de réponse aux glucocorticoides

(GRE) situé en 5° du gene d’ENaC (85).
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La modulation post-transcriptionnelle débute une fois I’ARN prémessager synthétisé
[Figure 7] (81, 82). Chez les eucaryotes, la maturation de I’ARN entrainera différentes
modifications au transcrit primaire, lui permettant de transporter I’information génétique du
noyau vers le cytoplasme, mais aussi de le préparer a la traduction tout en le protégeant d’une
dégradation prématurée (81, 82). Les mécanismes affectant le transcrit suite a sa transcription
incluent : I’ajout d’une coiffe en 5’ (capping) constituée d’une 7-méthylguanosine, 1’ajout de 50
a 250 nucléotides d’adénine a la suite du signal de polyadénylation AAUAAA en 3’
(polyadenylation) qu’on surnomme la queue poly-A et un épissage alternatif ou non (splicing)
[Figure 7 et 9] (81, 82). L’épissage alternatif est un mécanisme de régulation d’aENaC qui a été
observé chez I’humain, la souris et le poulet (51, 86-88). Seules deux formes d’épissage
alternatif ont été publiées chez le rat (89-91). Toutes deux produisent une protéine non
fonctionnelle a laquelle il manque le second domaine transmembranaire di & un codon-stop (89-

91). La stabilité¢ de ’ARNm sera discutée plus en détail un peu plus loin.

Au niveau post-traductionnelle, la fonction d’ENaC est contrdlée par le trafic de la protéine
a la membrane ainsi que par sa dégradation [Figure 7 et 8] (42, 84). Les glucocorticoides et
minéralocorticoides (p ex. aldostérone) auraient un effet a court terme en induisant une hausse
de canaux ENaC a la membrane apicale et en favorisant sa rétention a celle-ci via la kinase
régulée par le sérum et les glucocorticoides (SGK) et la protéine kinase A (PKA) respectivement
[Figure 8] (85, 92, 93). SGK, comme la PKA, maintient ENaC a la surface en phosphorylant
Nedd4-2 favorisant son interaction avec les protéines 14-3-3 [Figure 8] (92, 93). Sans quoi,
Nedd4-2 se lierait au motif PY [Figure 5] des sous-unités 3 et y ENaC entrainant 1’ubiquitination
du canal qui mene a son endocytose suivi d’une dégradation via les lysosomes ou le protéasome
[Figure 8] (62, 93). L’endocytose ou la dégradation peut toutefois étre évitée grace a des
désubiquitinase telle que USP8, UCH-L3 ou USP2-45 (62, 94, 95). Certaines ¢évidences
suggerent que la phosphatidylinositol bis phosphate (PIP2) jouerait un role dans 1’insertion et le
maintien de canaux ENaC a la membrane, le résultat d’une réorganisation du cytosquelette et

du contréle du mouvement des vésicules (96).
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Figure 8. Trafique d’ENaC a la membrane (93)

Exocytosis : exocytose. Endocytosis : endocytose. Degradation : dégradation. Recycling :
recyclage. ER : réticulum endoplasmique. Nucleus : noyau.

1.2.2.2 Modulation de I’activité d’ENaC

La modulation de I’activité¢ d’ENaC peut se faire via 1’activation du canal, sa probabilité
d’ouverture et sa conductance. Le domaine extracellulaire posseéde un site de clivage par la
furine qui permet 1’activation du canal et donc augmente sa probabilité d’ouverture [Figure 5]
(43, 93). Les sites d’attachements de PIP2 et PIP3 [Figure 8] permettent ’activation directe du
canal par I’attachement de PIP2 et PIP3 aux résidus chargés positivement (lysine/arginine) sur

le domaine 3’ cytoplasmique sur les sous-unités B ety (43, 96, 97). L’adénosine monophosphate
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cyclique (cAMP) seraient aussi capable de moduler ENaC en augmentant sa probabilité

d’ouverture [Figure 8] (98).

1.2.3 Stabilité de PARNm aENaC

Comme discuté précédemment, une fois la transcription achevée, le transcrit primaire
subit une maturation qui augmente sa stabilité en le protégeant de part et d’autre (coiffe en 5’ et
la queue poly-A en 3°) d’une dégradation précoce par des ribonucléases [Figure 7 et 9] (81, 82).
Suivant la coiffe et précédant la queue poly-A, on retrouve respectivement les séquences 5’ et
3’ non traduites (UTR) [Figure 9]. Malgré le fait que ces séquences ne soient pas codantes et ne
contribuent pas directement a la synthese de la protéine, ces segments ont un role important dans

la traduction et la stabilité de ’ARNm (99, 100).

Cap [5' UTR Coding sequence (CDS) 3 UTR Poly-A
Start Stop tal
5 3
Figure 9. Structure typique d’un ARNm eucaryote suite a sa maturation

(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/ba/MRNA _structure.svg)

La longueur du 3’UTR, contrairement au 5’UTR, est corrélée a la complexité
morphologique due a une sélection naturelle favorisant une modulation post-transcriptionnelle
plus fine au fil de 1’évolution (101). Du coup, le 3’UTR d’aENaC fait 900 nucléotides de
longueur soi presque le double de la longueur moyenne des 3’UTR de rat et représente plus du
tiers du messager (101). Le r6le du 3’UTR est bien établi dans la modulation de la stabilité de
I’ARNm par des interactions entre les éléments cis et les protéines liant I’ARN (RBP) ainsi

qu’avec les miARNs [Figure 10] (101, 102).
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1.2.3.1 RBP

La stabilit¢ de ’ARNm est, entre autres, dépendante d’une variété de RBP se liant a
différents éléments cis retrouvés dans le 3’UTR; les mieux caractérisés étant les éléments AU-
riches (ARE) [Figure 10] (100, 103). Ce sont des séquences riches en adénosine et uridine
variant entre 50 et 150 nucléotides de longueur et divisés en trois classes (100, 103, 104). La
premicre classe est caractérisée par la présence d’une ou de plusieurs copies du pentamere
AUUUA pres d’une séquence U-riche (100, 103, 104). La seconde classe d’ ARE est caractérisée
par la présence de nonameéres UUAUUUAUU ¢également situés a proximité d’une séquence U-
riche (100, 103, 104). La troisiéme classe ne posseéde pas de pentameéres ou nonameres, elle est
simplement caractérisée par une région U-riche (100, 103, 104). Ces trois classes d'AREs
contrdlent la déadénylation cytoplasmique de la queue polyA selon des cinétiques différentes,

mais menent toutes a la dégradation du messager (100, 103, 104).

Stabilization .

4 \
<y

1 @
elFs (FB)
@ T\ A£E — AAAAA%-\PABF)

I |
5-UTR 3-UTR

Figure 10.  Modulation de la stabilité et dégradation de ’ARNm via des ARE
(http://ruo.mbl.co.jp/bio/g/product/epigenetics/RNAworld.html)

I1 existe également des éléments riches en guanine et uridine (GURE) qui sont similaires
aux ARE par leur séquence de base en pentamere GUUUG (99, 105). Ils sont généralement
composés d’un arrangement de deux a cinq pentameres se chevauchant (99, 105). Les GURE
sont également retrouvés dans le 3’UTR et de pair avec les RBP auxquelles ils s’associent, ils
contribuent a la stabilit¢ de I’ARNm via la déadénylation, la dégradation et 1’épissage de pré-

ARNm (99, 105, 106). Deux protéines avec des roles opposé€es ont été identifiées avec la
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reconnaissance de GURE; leur conservation au travers 1’évolution montre que le mécanisme de
modulation post-transcriptionnel associ¢ a aussi €té conservé (105). La premiere, la CUG triplet
repeat, binding protein (CUGBP1) a un effet déstabilisateur sur I’ARNm suivi d’une
augmentation de 1’efficacité de traduction alors que la protéine CUGBP2 stabilise I’ARNm et

son effet est suivi d’une diminution de I’efficacité de la traduction (99, 107).

Les ¢éléments CU-riches (CURE) font aussi partie de la gamme de séquence liant des
RBP menant a une modulation du messager (99). Une des RBP Ia plus extensivement étudiée
par rapport au CURE est la polypyrimidine-tract binding protein (PTB). Celle-ci peut se lier a
des sites distants sur un méme ARNm créant ainsi de grandes loupes d’ARN permettant le
recrutement de ribosomes et modulant le recrutement de facteurs d’épissage. Elle peut aussi

moduler la polyadénylation, la traduction et la stabilité de ’ARNm (99, 108).

Les ¢léments CA-riches (CARE), sont les dinucléotides les plus répétés dans le génome
humain (99, 109, 110). Retrouvées dans les séquences codantes et non codantes, elles exercent
un effet stabilisateur sur I’ARNm via la heterogenous nuclear ribonucleoprotein L (hnRNP L)
qui modifie probablement la susceptibilit¢ de 'ARNm a étre dégradé par les endo- ou

exonucléases (99, 109, 110).

1.2.4 Pathologies associées a une perturbation de ’homéostasie liquidienne

Plusieurs pathologies connues sont associées a la perturbation de I’homéostasie
liquidienne (41, 111-113). Certaines sont associées a un probléme au niveau du transport
d’anions et donc un probléme de sécrétion de fluides (41). Par exemple, la fibrose kystique (CF)
est une maladie autosomique récessive causée par des mutations du gene Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) (114, 115). CFTR est retrouvé a la membrane
apicale des cellules épithéliales de plusieurs systemes, dont les poumons, ou sa fonction
principale est le transport au travers la membrane de Cl-, mais aussi (de fagon moins importante)
d’ions bicarbonates (HCO3) (116, 117). CFTR régule aussi d’autres protéines de transport, en
particulier ENaC, mais aussi des canaux K+, des échangeurs d’anions, des transporteurs de
HCO3 et des aquaporines (116, 118, 119). Les effets cliniques d’une déficience de CFTR chez
les individus atteint de CF sont expliqués par la low volume hypothesis (118, 120). Celle-ci

propose que la perte de fonction ou I’absence de CFTR se traduise par une baisse/perte de
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sécrétion de Cl- qui meéne a un déséquilibre Cl-/Na+ et donc une perte de la force osmotique
permettant le transport d’eau vers la lumiere (120, 121). Il en résulte une déshydratation du
liquide péricilliaire ainsi que du mucus qui devient alors plus viscoélastique et adhésif (122-
124). La réduction du volume de liquide péricilliaire altere I’action des cils et favorise le contact
entre la couche de mucus plus adhésif et 1'épithélium (122-124). Avec la perturbation de la
clairance mucociliaire, I’élimination de contaminants devient moins efficace et les infections a
P.aeruginosa se font de plus en plus fréquemment (113, 120, 122, 125). Elle colonise
éventuellement les voies respiratoires de tous les patients (113, 120, 122, 125). Les
manifestations pulmonaires sont les principales responsables de la morbidité et mortalité dans
la CF, caractérisée principalement par une bronchectasie progressive et irréversible ainsi qu'une

insuffisance respiratoire (118, 126).

D’autres pathologies causées par une perturbation de I’homéostasie liquidienne sont
plutdt associées a des défauts de transport de cations, par exemple 1’cedéme pulmonaire
cardiogénique ou le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) (111, 112, 127-131).
Dr’ailleurs chez les patients atteints du SDRA, ceux qui conserve leur capacité de clairance
liquidienne, la morbidité et mortalité sont moins €élevées que ceux dont la capacité de clairance
est altérée (127-131). Le SDRA est revu plus en détail dans la section suivante puisqu’il fait

I’objet des travaux présentés dans ce mémoire.
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1.3 Le syndrome de détresse respiratoire

1.3.1 Histoire, définition et épidémiologie

Le SDRA est un processus inflammatoire des poumons issu d’une atteinte a la membrane
alvéolo-capillaire induisant un cedéme 1ésionnel (132-135). Celui-ci peut avoir une origine

pulmonaire/directe ou extra pulmonaire/indirecte (132, 135) [Tableau I].

Tableau L. Troubles cliniques couramment associés au développement du SDRA (135)

Direct Lung Injury Indirect Lung Injury

Common Causes Common Causes

Pneumonia Sepsis

Aspiration of gastric contents Multiple trauma
Less common causes Less common causes

Pulmonary contusion Acute pancreatitis

Near-drowning Drug overdose

Inhalation injury Cardiopulmonary bypass

Fat emboli Transfusion of blood products

Reperfusion pulmonary edema

En 1967, le SDRA est décrit pour la premiére fois dans un article publi¢ du Lancet
comme étant une « détresse respiratoire aigué chez I’adulte » (136). Ce n’est qu’en 1994, lors
de la conférence de consensus américano-européenne (CCAE) que le terme « adulte » est
remplace par « aigué€ » pour mieux refléter le fait que le syndrome se produit chez 1’adulte ainsi
que chez I’enfant (132, 137-142). C’est aussi au cours de la CCAE que le diagnostic de SDRA
est simplifi¢ et uniformisé avec une définition comprenant quatre éléments : une atteinte
pulmonaire a début aigu, des infiltrats pulmonaires bilatéraux diffus a la radiographie
thoracique, une absence d’évidence d’hypertension auriculaire gauche (pression artérielle
pulmonaire d’occlusion (PAPO) < 18 mmHg), une mesure du rapport PaO2/FiO, avec deux
niveaux de sévérité (< 300 mm Hg pour une 1ésion pulmonaire aigué et <200 mm Hg pour un
SDRA) (132, 133, 137, 139, 141-143) [Tableau II]. En 2011, une initiative de la European
Society of Intensive Care Medicine endossée par la American Thoracic Society et la Society of

Critical Care Medicine a mené une mise a jour de la définition du SDRA, la définition de Berlin
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(144) [Tableau II]. Celle-ci introduit un systéme de catégorisation du SDRA a trois niveaux :
une forme légere, modérée et sévere qui sont basées sur le degré d’hypoxémie évalué avec un
minimum de pression expiratoire positive (PEP) (127, 141-147) [Tableau II]. Cependant,
certains milieux n’ont pas acces aux données sur les gaz du sang artériel, a une radiographie
pulmonaire et a une ventilation mécanique (148-150). Par conséquent, peu d’information existe
a propose de 1’épidémiologie du SDRA dans les pays sous-développés ou en voie de
développement (134, 149, 151). C’est pour cette raison, entre autres, que Riviello ef coll. ont
développé les modifications de Kigali, une version allégée de la définition de Berlin. Ils ont
retiré I’exigence minimale de PEP, accepte 1’observation d’opacité bilatérale par ultrason et

I’hypoxie est déterminée par une SpO2/Fi0; <315 (146, 148, 151) [Tableau II].

Tableau II.Critere de diagnostic de la conférence de consensus américano-européenne
(CCAE), de Berlin et de Kigali pour le syndrome de détresse respiratoire aigué

(SDRA) (146)
AECC definition Berlin criteria Kigali modification of Berlin criteria
Timing Acute onset Within 1 week of a known clinical insult or  Within 1 week of a known clinical insult
new or worsening respiratory or new or worsening respiratory
symptoms symptoms
Oxygenation Ps0./Fio, €200 mmHg (defined  Mild: Pao,/Fio, >200 mmHg but Spo,/Fio, €315
as acute lung injury if <300 mmHg
<300 mmHg) Moderate: Pao,/Fio, >100 mmHg but
<200 mmHg
Severe: Pa0,/Fio, <100 mmHg
PEEP requirement  None Minimum 5 cmH;0 PEEP required by No PEEP requirement, consistent with
invasive mechanical ventilation AECC definition
[noninvasive acceptable for mild ARDS)
Chest imaging Bilateral infiltrates seen on Bilateral opacities not fully explained by Bilateral opacities not fully explained
frontal chest radiograph effusions, lobar/lung collapse or by effusions, lobar/lung collapse or
nodules by chest radiograph or CT nodules by chest radiograph or
ultrasound
Origin of oedema Pulmonary artery wedge Respiratory failure not fully explained by Respiratory failure not fully explained by
pressure <18 mmHg when cardiac failure or fluid overload (need cardiac failure or fluid overload [need
measured or no evidence of objective assessment, such as objective assessment, such as
left atrial hypertension echocardiography, to exclude echocardiography, to exclude
hydrostatic oedema if no risk factor hydrostatic oedema if no risk factor
present) present)

PEEP: positive end-expiratory pressure; Pao,: arterial oxygen tension; Fio: inspiratory oxygen fraction; Spo.: arterial oxygen saturation
measured by pulse oximetry; CT: computed tomography.
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L’incidence du SDRA fluctue beaucoup selon 1’étude, ainsi que d’une région a I’autre
allant de 3.65 (Islande) a 81.0 (Etats-Unis) cas par 100 000 personnes par années (152-166).
Dans une étude épidémiologique récente, nommée LUNG-SAFE (Large Observational Study
to Understand the Impact of Severe Acute Respiratory Failure), faite dans 459 unités de soins
intensifs répartis dans 50 pays sur cing continents, on note que parmi les 29 144 admissions aux
soins intensifs, un SDRA (selon les criteres de Berlin) est survenu chez 10.4% d’entre eux et
chez 23.4% des patients nécessitant une ventilation mécanique (146, 151, 167). Cette étude
démontre aussi une incidence plus ¢élevée en Amérique du Nord, en Europe et en Océanie qu’en
Asie, Afrique et en Amérique du Sud (146, 151, 167). Elle évalue aussi le taux de mortalité

entre 35 et 46% dépendamment de la catégorie de sévérité initiale (146, 151, 167).

1.3.2 Pathophysiologie

La pathophysiologie du SDRA se décrit en trois phases qui se chevauchent dans le temps :
une phase aigué, une phase proliférative et une phase fibrotique [Figure 11] (128-130, 168).

Exudative phase Proliferative phase
Oedema Hyaline Interstitial inflammation

1.0- mQTl?fgnes '

1 l Interstitial fibrosis

0.5+

Fraction of maximum

T 1
1 2 3 4 5 6 7 10 12 14 16
Time after injury days

Figure 11.  Echelle de temps du SDRA (168)
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La Iésion est initiée par une insulte directe (p. ex. pneumonie, aspiration de contenu
gastrique, etc.) ou indirecte (p. ex. septicémie, trauma sévere, etc.) a la structure alvéolaire et a
la microvasculature associée (132-135). La phase aigué ou exsudative correspond aux premiers
jours (<7 jours) suivant la Iésion [Figure 11 et 12] (127-130, 168). Les macrophages résidant
dans les alvéoles sont activés en réponse a la blessure et libérent des médiateurs pro-
inflammatoires puissants et des chimiokines qui recruteront des neutrophiles et des monocytes
de la circulation (127-130, 168). Les neutrophiles activés libérent alors des médiateurs toxiques
qui accentuent la blessure en entrainant une perte de fonction de la barriére épithéliale ainsi que
la présence d’un cedéme alvéolaire riche en protéines et en fibrine (127-130, 168). Vers la fin
de cette phase, des facteurs tissulaires favorisent I’agrégation de plaquettes, la formation de
microthrombus, la coagulation intra alvéolaire en plus de la formation de membranes hyalines
(débris cellulaires, protéines, fibrines) qui empéchent les échanges gazeux adéquats (127-130,

145, 168).

20



Basement
membrane

Surfactant
layer

AECI

AECII L
=

Interstitium

Fibroblast
B

Capillary

Red cell

Healthy Exudative phase

Sloughing of
bronchial epithelium
/ P

Bacteria, virus, fungi,
trauma, gastric contents, etc.

Bronchial
epithelium

Apoptosis or necrosis of AEC| and AECII
leading to release of biomarkers of
epithelial injury
(sRAGE, SP-B, SP-D, CC-16, laminin y2, KL-6)

Intraalveolar flooding

Inflammatory Protein-rich edema fluid

M1-like macrophage

|
|
|
I
| T cell
|
|
|
I

NETs Inactivated surfactant
Injury \\ LTB4
Alveolar response Neutrophil-mediated
macrcphg__ge_ P CD36 / ROS epithelial injury
{ ]
! ‘\ l \ 3 MMPs \ !
S | — NERB | - ) | — Damage to basement
* o TNF \ / \ Histones membrane
X _PRR IL-18 Elastase or MPO
PAMP (e.g., LPS) :Eg
DAMP (e.g., HMGB1, mtDNA) %
ccL2 Hyaline membrane
CcCL7 formation along the
etc. denuded basement membrane
Edema
fluid

|
|
|
|
|
Intraalveolar ! Tissue factor-dependent coagulation
Fhace | X / due to an imbalance between
| - procoagulants and anticoagulants
|
|
|
|
F

(e.g., APC)

/-

ENaC
Interstitial

Nat/K+
flooding

ATPase— :

Endothelial injury leading to
the release of biomarkers of
endothelial injury
(VEGF, Ang-2, GAGs, vWF, sICAM-1)

Monocyte

Intravascular coagulation leading to platelet

e aggregation and microthrombi formation
eutrophi

Endothelial barrier disruption
via activation of the actin-myosin

contractile apparatus

Platelets

Endothelial
cell

Figure 12.

La phase proliférative a lieu entre les jours 3 et 7 suivant la Iésion et vise
I’homéostasie tissulaire [Figure 11 et 13] (127, 129). Elle est caractérisée par une hyperplasie et
une prolifération des ATII (127-131). Une prolifération des fibroblastes et cellules endothéliales
entraine la formation d’une matrice provisoire sur laquelle les cellules épithéliales peuvent
migrer et restaurer I’architecture et la fonction alvéolaire (127-131). Cette phase du SDRA
présente une plus grande variabilit¢ d’un patient a 1’autre. En effet, chez certains le
rétablissement de I’intégrité de la barriere épithéliale, la réabsorption de 1I’cedeme alvéolaire se

fait rapidement et entraine un retour a la normale (127-131). Chez d’autres, une phase fibrotique

Le poumon sain et la phase exsudative du SDRA (127)
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se développe lorsque le stimulus de 1’injure persiste, que le processus de réparation est dérégulé
ou que I’injure est importante [Figure 13] (127-131). Elle se caractérise par un dépot excessif
de matrice extracellulaire et de collagéne (127-131). Ceci méne au développement d une fibrose
interstitielle et intraalvéolaire qui nuit aux échanges gazeux (127-131). Cette phase est souvent

associée a un taux de mortalité plus élevée (127-131).
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Figure 13.  La phase proliférative et fibrotique du SDRA (127)
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1.4 La réponse inflammatoire

Dans le SDRA, une forte réponse inflammatoire soutenue est corrélée a la sévérité de la
condition (169). Les hauts niveaux de cytokines entrainent une accumulation de liquide
alvéolaire, d’cedéme et finalement une détresse respiratoire (127, 169). Les médiateurs
inflammatoires contribuent entre autres a la sévérité du SDRA via la diminution du transport de
Na+ dans les poumons (127, 169). Pourtant, ce transport ionique est nécessaire pour la

résorption de I’cedéme pulmonaire qui est une étape importante dans la résolution du SDRA.

1.4.1 Interleukines

Dans le SDRA, D’interleukine 1f (IL-1PB) est fortement exprimée dans les lavages
broncho alvéolaires (BAL) de patients (170, 171). Celle-ci serait significativement responsable
de la perméabilité¢ endothéliale puisqu’un traitement in vifro ou méme intra trachéale de celle-
ci augmenterait la perméabilité microvasculaire (172-175). L’IL-1p serait aussi partiellement
responsable de la perturbation de I’homéostasie liquidienne des poumons, puisqu’elle induirait
une diminution de I’expression de I’ARNm et protéique d’ENaC potentiellement via I’inhibition
du promoteur ainsi que via un mécanisme p38 MAPK-dépendant (176). De plus, elle serait
responsable d’une diminution de la présence apicale de la protéine ENaC et du courant
transépithélial amiloride-sensible et du flux de sodium (176). La suppression d’IL-1f par la
« suppressor of cytokine signaling-1 » (SOCS1) va dans le méme sens et rétablit I’expression

d’ENaC (177).

Etudiées dans un contexte d’allergie, les IL-4 et IL-13 ont montré une capacité a altérer
le transport ionique dans les cellules épithéliales bronchiques humaines (178). Ces deux
cytokines ont entrainé une diminution du courant amiloride-sensible dans une chambre
d’Ussing, alors qu’un antagoniste du récepteur IL-4 a rétabli le courant (178). L’IL-4 a
significativement diminué 1’expression des sous-unités 3 et YENaC, mais pas de la sous-unité o
(178). L’impact de ces cytokines sur le débalancement de 1’homéostasie liquidienne pourrait
potentiellement étre le méme dans d’autres conditions inflammatoires comme celles du SDRA

dans lequel elles sont aussi retrouvées (178).
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1.4.2 TGF-B1

Le TGF-BI est localement retrouvé dans un état latent ou il est attaché a la protéine
associ¢e a la latence (LAP) (179). Suite a une injure, I’intégrine o,fs est significativement
augmentée et coopére avec la protease-activated receptor I pour lier la LAP permettant
I’activation du TGF-B1 (179, 180). Cette cytokine est un médiateur clé du SDRA au cours
duquel son expression augmente chez les patients (179, 180). Elle contribue a la hausse de la
perméabilité épithéliale et endothéliale et favorise la présence de liquide dans I’espace alvéolaire
(179, 180). De plus, le TGF-B1 réduit le courant Na+ amiloride sensible dans les cellules
épithéliales pulmonaires, diminue 1’expression des transcrits et diminue 1’expression protéique
d’aENaC promouvant 1’cedéme alvéolaire (180, 181). L’interaction entre le TGF-f1 et BENaC
a ét¢ associée a une régulation aigué¢ d’ENaC dans le poumon en induisant 1’internalisation du

canal de la surface apicale (179, 180).

1.4.3 miARN

Les miARNs sont de petits ARNs simples brins composés d’environ 22 nucléotides
générés a partir de transcrits formant des structures tige-boucle [Figure 14] (182, 183). Ce sont
des molécules agissant a titre de guide dans 1’extinction génique post-transcriptionnelle via un
appariement au 5’UTR, a la région codante ou préférentiellement au 3’UTR (103, 182, 183).
Ceci témoigne de I’'importance du 3’UTR dans la modulation post-transcriptionnelle des ARNm
(103, 182, 183). Les miARNs fonctionnent généralement via un appariement partiellement
complémentaire a une séquence de ’ARNm cible; Argonaut. Une protéine faisant partie du
complexe RISC auquel le miARN est couplé, est recrutée pour inhiber la traduction du messager
(103, 184). Dans certains cas les miARNs induisent le clivage de ’ARNm menant a sa
dégradation via une association parfaite ou partielle (185-188). Certains miARNs ont méme

montré une capacité a réguler a la hausse 1’expression d’un geéne (189, 190).
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1.4.4 TNF-a

La cytokine TNF-a est la mieux étudiée dans le SDRA, elle est importante dans I’activation
des défenses de 1’hote puisqu’elle permet la production de plusieurs autres cytokines et
chimiokines telles que I’'IL-1, I’IL-6, I’IL-8, etc. (169, 191). Elle est retrouvée en grandes
quantités dans les BAL de patients SDRA (191, 192). Elle joue un role dans 1’activation
endothéliale et la perturbation des jonctions serrées de I’épithélium pulmonaire participant du
coup a la perméabilité de la barriere endothéliale-épithéliale (169, 191). Le TNF-a contribue
¢galement a la formation d’cedéme pulmonaire en affectant le transport sodique (169, 191). 1l a
été rapporté que dans les ATII, le TNF-a réduit la quantité de transcrits a, B et YENaC ainsi que
les niveaux de protéines. Toutefois il n’affecte pas les niveaux d’ARNm de la pompe Na+/K+-
ATPase (193, 194). Le TNF-a diminue aussi le courant sensible a I’amiloride d’une fagon dose-
dépendante (193). Poursuivant I’investigation, Dagenais et coll. ont vérifié le rdle potentiel du
TNF-a sur I’activité du promoteur d’ENaC dans des cellules épithéliales alvéolaires A549 (195).
De I’expression du promoteur, cependant, ils ont aussi montrés qu’une bonne proportion de la

diminution des niveaux d’ARN provenait d’une modulation post transcriptionnelle (195).

Le TNF-a n’est cependant pas limité a des effets déléteéres sur 1’cedéme pulmonaire mais
pourrait également avoir un effet protecteur sur celui-ci (169, 191). Ceci s’expliquerait par le
fait que la cytokine ne possede pas uniquement un domaine de liaison a son récepteur mais aussi
un domaine lectine appelé domaine TIP (169, 191, 196). A de hautes concentrations, celui-ci se
lie a certains oligosaccharides et favorise le transport de Na+ dans les ATII (169, 196). Czikora

et coll. ont aussi montré que le domaine TIP se lie directement a ENaC et active le canal (197).

Dans les cellules épithéliales alvéolaires, le TNF-a inhibe de 70% l’expression de
I’ARNm aENaC (193). Cependant, seulement 25% de cette diminution est liée a 1’activité
transcriptionnelle du promoteur (193). Du coup, la demi-vie du messager passe de 15h a 10h,
indiquant que le TNF-a module I’expression du transcrit en agissant de fagon importante sur sa
stabilit¢ (193). Des travaux plus récents ont d’ailleurs montré que le 3’UTR pourrait étre

impliqué dans ce processus (198).
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1.5 Expression d’ENaC dans les 1ésions pulmonaires

Lors d’une 1ésion pulmonaire, I’expression de I’ARNm et I’expression protéique d’ENaC
diminuent (127-131). Des travaux sur le TNF-a ont montré que cette diminution serait due a

I’activité du promoteur et a la modulation de sa stabilité (193).

Plusieurs études ont évalué la stabilité de ’ARNm aENaC (193, 199-203). Pour y parvenir,
elles ont toutes utilisé le méme inhibiteur de transcription: I’actinomycine D (Act. D) (193, 199-
203). Toutefois, les temps de demi-vie mesurés s’étalent de 8 a 22 heures (193, 199-203). De
plus I’Act. D est connu pour altérer le métabolisme cellulaire (204). Cependant, les demi-vies
répertoriées avec ce produit ne semblent pas concorder avec ce qui est observé dans un modéle
canin d’ischémie ou I’ARNm oaENaC diminue de 75% en 4h suite a la reperfusion (205). Cette
baisse rapide du transcrit est aussi observée in vitro alors qu’on soumet les cellules épithéliales
alvéolaires a des conditions pro-inflammatoires (176, 194, 198, 206). 1l se pourrait donc que
I’Act. D, via son inhibition de la transcription de plusieurs genes, affecte la stabilité de ’ARNm

aENaC (207).

Dans les travaux de Migneault, un systeme Tet-Off a été¢ développé pour étre en mesure
d’étudier la demi-vie du transcrit tENaC sans affecter le reste du génome (207). Ce systéme
consiste a insérer le géne codant pour oENaC dans un vecteur pTRE-tight permettant
I’expression d’un messager exogene; la transcription de celui-ci est toutefois sous le contrdle de
la protéine tTA-Adv qui s’associe au promoteur Prigne. (207). On peut alors inhiber
spécifiquement la transcription de celui-ci par I’ajout de doxycycline qui lie la protéine et la
dissocie du promoteur (207). Lors du design de la construction TetOff, une séquence codant
pour I’épitope V5 a été ajouté en amont de la séquence codante aENaC pour permettre
I’amplification spécifique de la séquence par rapport a I’ARN endogene [Figure 17] (207). Avec

le systeme Tet-Off la demi-vie du messager a été évaluée a 99 + 15 minutes [Figure 18] (207).

Tel que mentionné précédemment, le role du 3’UTR dans la modulation de la stabilité
de I’ARNm est bien établi (101, 102). Bien que la pression sélective de 1’évolution soit moins
grande dans la région non-codante, on peut s’attendre a ce que certaines régions du 3’UTR
d’aENaC, importantes dans la modulation de I’expression des ARNm, soient conservés entre

différentes especes (208, 209). En utilisant une approche bio-informatique : phastCons. il a été
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possible pour Migneault et coll. d’aligner le 3’UTR d’aENaC de six différentes espéces : cavia,
rattus, homo, mus, bos et canis [Figure 15] (207). Cinq séquences conservées (CS) aux travers
les especes ont été identifiées [Figure 15]. Conservées dans une région qui ne code pas pour une
protéine, le fait que ces séquences sont conservées suggerent qu’elles sont le fruit d’une
s¢lection et qu’elles pourraient jouer un réle important dans la modulation de la stabilité de
I’ARNm aENaC [Figure 15] (207). D’ailleurs, ces séquences se trouvent a former des structures
d’ARN tige-boucle [Figure 16], des structures qui favorisent 1’attachement de certains facteurs

trans (p.ex. RBP) (207).

A B

Séquence conservée 1 ,
Cavia TCAGAAUCUUTGUTCAGA=-=-CACCATTACTTC
Homa TTAGAACCCTGCTC--AGACACCATTACTTT
Mus = ——m———— CCTGCTCAARGGCACCTTTGCTTT £
Bos TGAGAACCCTGCTC--GGATACCATTACTTC
Rattus TTAGARACCTGCCCARAGGCACCATTTCTTT
Canis TTAGGACCCTGCTC--AGACACCACTACTTC o

Séquence conservée 2

Cavia TAGTTCTTGGGCAATTCCCCTTCCCTGACTCCTCAGGGCTGCGGCTGGA
Homo TGTTACTTAGGCAATTCCCCTTCCCTGACTCCCGAGGGCTAGGGCTAGA
Mus TTAGCTCTTGGCAATTCTCCTTCCCTCACTCCTCAGGGTGGGGGCTAGA %I
Bos TAGTTGCTAGGCGACTCTGTTTGCCTGACTCCCAGGGCAGGAACTGGGG
Rattus TAGTTCTTTGGCAATTCCCCTCCCCTCACTCCTCAGGGTGGGGACTAGA
Canis TAGTACTTGGGCAATTCCCCTTCCCAGGGCAGGGCCTGGAGCAGACCAG

Séquence conservée 3

2
cavia TTGGGCGGGGTTCCCCACCCAR

Homo TTGGGTGGGARACCCCACCCAR

Mus TTGGGTGGGGTTCCCCACCCAR £

Bos TGGGGTGGGGTTCCCCACCCCA T G T GTT A
Rattus  TTGGGTGGGGTTCCCCACCCAA

Canis TTGAGTGGGGAACCCCACCCAR ks RN AL YN Iy Sy s
Séquence conservée 4 ,

Cavia GGUAAGGTGGEL =161 G T -GCAGGGCAGTGGAG

Homo GGGEAAGCAAGATGGGTAAGGG-CTCAGEAA

Mus GGAGGAACAGGCTAAGCARGGGGCCCAGEAR £

Bos GATGABGCAGCATGGATAGGGGGCTGTGEAR

Rattus  GAGGGAACAGGCTGAGTAAGGGGCCCAGGAA G GAAGCAGGA G _G AG C G A
Canis GG-GAGGCAGEATGGATAAGGGGCTGCAGAA - A mﬁg(éﬁ'&:?@g% | S 9%‘2 b x:ﬂ_g??‘: TS y
Sequence conservée 5 ,

Cavia CCTCCT----GAGTGGCCCAT-GIG- -~~~ CCTGTGGTGCG

Homo CTTCCTCTCAGAGCCGCCCARACTG- == CCGTTGATGTG

Mus CTTCCAC----AGCTGCCCAG-CTG-= ==~ TCTTTGGTGTG £

Bos CTTCCTGTCAGAGCTGCCCAG-CTG= ===~ CCCCTGGTGTG T C C A [.Il G .|.
Rattus  CTTCCCC----AGCGGCCCCG-CCGAGCCCTCTGTGGTGTG T - C T

Canis CTTCCTCTCAGAGCTGCCCAA-CTG--——— CCTTTGGTGTG it e LYY I T VINC S GC¥ ool NET VAL NCY s

Figure 15.  Séquences conservées du 3’UTR aENaC aux travers différentes especes
207)
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V5 oENaC Coding Sequence 3'UTR

Séquence Séquence Séquence Séquence Séquence
conservée conservée conservée conservée conservée
5 4 3 2 1

Figure 16.  Prédiction structurale de séquences conservées du 3’'UTR aENaC
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Pour mieux étudier I’impact de ces séquences sur la stabilité du messager aENaC, cinq
mutants de délétion pour la région 3’UTR ont été produits [Figure 17] (207). Ces mutants ont
des segments du 3’UTR tronqués progressivement de facon a retirer les séquences CS1, CS2,
CS3 et CS4&S5 [Figure 17] (207). Ces mutants sont alors insérés dans le vecteur pTRE-tight
(207). Ceux-ci codent pour la région codante aENaC et son mutant de 3’UTR correspondant

avec I’épitope V5 en amont (207).

A

V5 aENaC Coding Sequence 3'UTR

1 [ 00T T |

B

3’UTR Mutants
CS#5 CS#4 CS#3 CS#2 CS#1

Complete | | .] I | | D

ST . | 11—
Del 2 I | 7l

Del 3 I | |

Del 4 [ ]

Figure 17.  Structure des différentes séquences 3’UTR insérées dans le vecteur
pTRE-tight (207)
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Ces mutants de délétion ont tous montré des changements significatifs dans leur stabilité
par rapport au messager avec le 3’UTR complet [Figure 18] (207). Les mutants 1, 2 et 4 ont tous
montré une hausse du temps de demi-vie avec des temps respectifs de 203, 300 et 375 min
[Figure 18] (207). Seul le mutant 3 a montré une déstabilisation par rapport au 3°’UTR complet
avec 47 min [Figure 18] (207). Ces résultats suggérent d’abord que le 3’'UTR de I’ARNm
aENaC a un role déstabilisateur en général puisque le mutant 4 est fortement stabilisé par le
retrait total du 3°’UTR [Figure 18] (207). En ce qui concerne les séquences conservées, elles sont
majoritairement déstabilisatrices pour le messager a 1’exception de la séquence conservée 3 qui
aurait plutot un réle stabilisateur [Figure 18] (207). Cependant la délétion séquentielle de ces
mutants ne permet pas d’attribuer la stabilisation/déstabilisation observée directement aux

séquences conservées puisque de grandes portions du 3’UTR font partis de la délétion.
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Figure 18.  Courbes de dégradation des différents mutants de délétion séquentiels
207)
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Chapitre 2 : Hypothése et objectifs

2.1 Hypothése de recherche

Nous postulons que la portion 3’UTR de I’ARNm d’aENaC joue un réle important dans

la modulation de la stabilit¢ de I’ARNm en réponse au TNF-a.

2.2 Objectifs

Le premier objectif est de déterminer I’impact de chacune des CS identifiées du 3’UTR

aENaC spécifiquement dans la modulation de I’ARNm.

Le second objectif sera d’investiguer I’impact de ces CS du 3’UTR aENaC identifiées

dans la modulation de I’ARNm en présence de TNF-a.
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Chapitre 3 : Matériels et méthodes

3.1 Modéle cellulaire

La perte de réabsorption liquidienne dans le SDRA se produit principalement dans les
alvéoles, donc les ATII ont été utilisés comme modéle cellulaire dans le cadre de ce mémoire.
Nous avons utilis¢é notre modele de culture de cellules épithéliales alvéolaires en culture

primaire, un modele bien établi dans le laboratoire pour tester les mutants 3’UTR ENaC.

3.1.1 Chirurgie

Des rats males Sprague-Dawley pesant entre 175 et 300g sont d’abord anesthésiés a
I’isoflurane et ensuite par injection intrapéritonéale d’une solution de kétamine (100mg/mL) et
xylazine (100mg/mL). Par la suite, ceux-ci sont rasés de 1’abdomen au cou avant d’étre
désinfectés une fois a la chlorexidine puis par trois passages successifs d’éthanol 70% et de
povidone-iode 10%. L’épiderme du rat est alors coupé et retiré de 1’abdomen au cou, puis une
incision est effectuée de 1’appendice xiphoide au cou avant de retirer les cotes. Le thymus est
enlevé a I’aide d’une paire de pinces. Une trachéotomie est pratiquée afin d’insérer une aiguille
18G1 tronquée, recouverte a son extrémité d’un tube en polyéthylene, et liée a un robinet a trois
voies; le tout est maintenu dans la trachée par deux fils de chirurgie 2-0 liés par trois nceuds
simples. Une exsanguination de 1’animal est ensuite effectuée en sectionnant la veine cave
inférieure et I’aorte abdominale. Le plafond des oreillettes est aussi retiré pour permettre une
meilleure perfusion des poumons. Une incision au niveau du ventricule droit permet 1’insertion
d’un cathéter dans I’artére pulmonaire. Celui-ci permettra, a 1’aide d’une ventilation des
poumons via la trachée, la perfusion des poumons avec la solution II (voir Annexe 1) par gravité.
Une fois la perfusion terminée, le bloc cceur-poumons et la trachée sont prélevés [Figure 19].
La solution I (voir Annexe 1) est alors utilisée pour enlever le surplus de sang et de caillots ainsi
que pour effectuer un lavage broncho-alvéolaire a dix reprises via la trachée dans le but
d’¢liminer un maximum de macrophages alvéolaires [Figure 19]. Le tissu pulmonaire est ensuite
digéré par une solution d’¢lastase (10mL a 4U/mL) qui est injectée via la trachée a quatre

reprises (1 x Imin suivi de 3 x 10min) pour un total de 160U par rat [Figure 19]. Au cours de
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ces incubations, le bloc coeur-poumons est maintenu a 37°C dans un bain-marie, dans une

solution de SGGS (sodium glucose gentamycine septra).

Air Red blood Cells
Elimination
y

.
- GD C{)

/] Perfusion
O
Culture
\ o AT T o
C— «—/ -
h ;i “
‘:' \ o J
IgG Purification o Elastase Treatment Broncho-alveolar Lavage
(Macrophage removal)

Figure 19.  Isolations d’ATII de rats

1. Perfusion 2.Elimination des globules rouges 3. Lavage broncho-alvéolaire (retrait des
macrophages) 4. Traitement a 1’¢lastase 5. Les poumons sont émincés et filtrés 6. Purification
aux IgG 7. Culture cellulaire.

3.1.2 Isolation des cellules épithéliales alvéolaires et culture cellulaire

Les poumons sont alors libérés des structures médiastinales puis placés dans SmL de
solution II contenant de la désoxyribonucléase (DNAse) I (250pg/mL). Ils sont alors émincés
pendant Smin a I’aide d’un ciseau. SmL de sérum de veau feetal (SVF) sont ensuite ajoutés pour
bloquer I’activité enzymatique de I’¢lastase et de la DN Ase 1. La suspension cellulaire est agitée
pendant Smin avant d’étre filtrée a travers un montage de filtres de porosités successivement
plus fines (deux épaisseurs de gaze, un filtre de nylon 150um et un de 30um) afin d’éliminer les
fragments non digérés. Le filtrat est centrifugé a 200 g pendant 10min a 4°C et le culot est
resuspendu dans 7,5mL de MEM sans SVF. Dans le but de retirer les macrophages pulmonaires

des cellules épithéliales alvéolaires, 2,5mL de la suspension est placé dans trois pétris
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bactériologiques recouverts d’IgG de rat qui permettront 1’adsorption des macrophages pendant
35min dans un incubateur a 5% CO2 a 37°C [Figure 19]. Les cellules sont de nouveau
centrifugées a 200 g pendant 10min a 4°C, mais cette fois le culot, qui contient les cellules
¢épithéliales alvéolaires de type II, est resuspendu dans du MEM supplémenté avec du SVF ainsi
que 367,9uM de Septra. Un décompte des cellules viables est ensuite fait a I’hématimetre en
présence de bleu de trypan et celles-ci sont ensemencées a une densité de 14x10° cellules dans
un milieu MEM + 10% SVF + Septra dans un pétri de 100mm [Figure 19]. Cette technique
permet 1’obtention d’une population composée d’ ATII (> 80%) ainsi que d’ATL.

3.2 Réactifs

Le milieu de culture MEM, le SVF et le TNF-a recombinant de rat ont été obtenus de
Life Technologies Inc. (Burlington, ON). L’¢lastase pancréatique porcine a été obtenue de
Worthington Biochemical Corp. (Lakewood, NJ). Le Septra provient de Triton Pharma inc.
(Montréal, QC) et la gentamycine de Sandoz (Boucherville, QC). Les IgGs de rat et la
doxycycline proviennent de Sigma-Aldrich (Oakville, ON).

3.3 Mutants de délétion(s)

Pour étudier I'impact des différentes CS du 3’UTR d’aENaC des mutants présentant
différentes combinaisons de délétions de ces séquences ont été générées pour voir I’impact du

retrait de ces séquences.

Les vecteurs pTet-Off Advanced et pTRE-tight proviennent de Clontech Laboratories
inc. (Mountain View, CA). Pour construire le vecteur pTRE-V5-0ENaC, une amplification par
PCR a été effectuée avec 1’amorce sens, codant pour I’épitope V5 en aval du cadre de lecture
ouvert d’aENaC du rat (5 — ATC GCA GCT AGC ACC ATG GGT GGT AAG CCT ATC
CCT AAC CCT CTC — 3°), et I’amorce anti-sens a I’extrémité 3’ de ’ADNc (5’ — GCA CTA
ATC GAT TTT ATT GAG TAC CTG CCT ACC CGT C - 3’). Le produit de I’amplification a
ensuite été inséré dans le vecteur pTRE-tight suivant une digestion enzymatique par Nhel-Clal.
C’est la séquence de 1’épitope V5 (5 — GGT GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC
GGT CTC GAT TCT ACG — 3’) situé en amont des séquences aENaC qui permettra d’amplifier

spécifiquement I’ARNm aENaC recombinant et non le transcrit endogene lors de la RT-qPCR.
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Les différents mutants au niveau du 3’UTR d’aENaC ont été générés a partir du plasmide pTRE-
V5-aENaC avec le 3’UTR complet a I’aide de la trousse Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit de
New England Biolabs (Ipswich, MA) en fonction du protocole du fournisseur présenté a la
figure 20, en utilisant les oligonucléotides de Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A)

présentés dans le tableau III.
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Figure 20.  Apercu du Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit
Ire étape : amplification exponentielle avec des oligonucléotides standards et le
master mix contenant la Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase. 2e étape :
Incubation du produit d’amplification avec un mélange d’enzymes, soit une kinase,
une ligase et Dpnl. Ceci permet une circularisation du produit de PCR et la
dégradation du template d’ADN. 3e étape : Transformation dans des bactéries E. coli
NEB 5-alpha compétentes.

Tableau II1.Oligonucléotides utilisés lors de I’étape d’amplification du « Q5® Site-
Directed Mutagenesis Kit » pour générer les différents mutants de
délétion du 3°’UTR aENaC

Oligonucléotides Séquence 5° — 3°
Délétion CS1 S TGTGAACTCAGTTACCCTG
Délétion CS1 AS GGGATGCATAGACTGTGTG
Délétion CS2 S GTAAGACAGACCAGGGTAG
Délétion CS2 AS ACAAGGGGGCTTTTGGGT
Délétion CS3 S AAGCCCCCTTGTTAGTTC
Délétion CS3 AS GTTCAAGGAGAGGAGCAG
Délétion CS2&3 S GTAAGACAGACCAGGGTAG
Délétion CS2&3 AS GTTCAAGGAGAGGAGCAG
Délétion CS4&S S GCCGTCCAGAGGACAGGG
Délétion CS4&5 AS | ATGTGCTGAAGTGAGATATCCATCAG
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3.4 Transfection transitoire des cellules épithéliales alvéolaires

Les cellules épithéliales alvéolaires ensemencées a une densité de 14x10° cellules dans
un pétri de culture cellulaire de 100mm sont, au jour 2, traités avec SmL de trypsine 0,05% pour
3min a 37°C afin de les suspendre. 14mL de milieu de culture MEM + 10% SVF sans
antibiotique sont par la suite utilisés pour neutraliser la trypsine avant de centrifuger le tout a
300 g pendant Smin a 22°C. Ensuite, ImL de PBS est utilisé pour resuspendre le culot; les
cellules vivantes sont comptées a I’hématimetre en présence de bleu de trypan. Une seconde
centrifugation est effectuée et cette fois les cellules sont resuspendues dans le tampon R du
systéme de transfection NEON de Life Technologies Inc. (Waltham, MA) a une concentration
de 4x107 cellules/mL. Pour chaque puit, 4x10° cellules ont été mélangées avec lug de vecteur
pTet-Off et 1ug de pTRE-V5-aENaC avant d’étre électroporées dans un embout électrode
NEON de 10uL. L’¢lectroporation a été faite avec les conditions suivantes : deux pulses, 20ms
par pulse a un voltage de 1450V. Les cellules électroporées sont immédiatement déposées dans
un puit contenant ImL de MEM + 10% SVF sans antibiotique. Au jour 4, le milieu des cellules
est changé pour du MEM + 10% SVF avec antibiotique et peuvent subir un traitement dés le

jour suivant.

3.5 Traitement a la doxycycline

Le modele Tet-Off développé permet la transcription du géne V5-0ENaC en absence de
doxycycline, alors que la protéine tTA-Adv s’associe au promoteur Prighe. Au jour 5, 1pg/mL de
doxycycline est ajouté pour une période de 15min a 6 heures. La doxycycline se lie alors a la
protéine tTA qui se dissocie ensuite du promoteur cessant du coup la transcription de V5-
aENaC. La séquence de 1’épitope V5 insérée en amont de la séquence codante pour aENaC
assure 1’amplification spécifique de ’ARNm oENaC exogéne par RT-qPCR de sorte a le
distinguer du messager endogene.

La stabilité des transcrits aENaC en réponse a un stress inflammatoire (TNF-a) a aussi
été déterminée en présence de doxycycline, mais uniquement aprés un prétraitement de Sh

(TNF-a 100ng/mL).

38



3.6 Mesure de ’expression d’ENaC

L’extraction de ’ARN total des cellules ensemencées a été effectuée avec du Ribozol
selon les indications du manufacturier : AMRESCO (Solon, OH). L’ADN complémentaire
(ADNCc) est alors synthétisé a 1’aide du iScript Reverse Transcription Supermix (BioRad
Laboratories Inc., Mississauga, ON), selon les indications du fabricant, a partir d’1ug d’ARN
total. L amplification des transcrits V5-aENaC et tTA-Adv a par la suite été effectuée avec 5Sng
d’ADNCc (10uL final) avec le SsoAdvanced Universal SYBR Green qPCR Supermix (BioRad
Laboratories Inc.) dans le thermocycleur StepOne Plus® d’Applied Biosystems (Life
Technologies in.). Les oligonucléotides utilisés pour le RT-qPCR sont présentés dans le tableau
IV. L’amplification a été effectuée selon les parameétres suivant : une étape de dénaturation
initiale a 95°C pour 10min permettant 1’activation de la Tag polymérase suivi de 40 cycles
composés d’une phase de dénaturation a 95°C pour 10sec, d’une phase d’hybridation et
d’élongation a 60°C pour Imin. Des courbes de fusion a haute résolution sont effectuées a la fin
des cycles d’amplification pour vérifier I’homogénéité des produits de PCR, incluant la présence
d’amorces dimeres, confirmant la spécificit¢é de la réaction de PCR [Figure 21]. La
normalisation du signal de V5-aENaC a ét¢é faite avec le signal de tTA-Adv permettant du méme
coup de normaliser I’efficacité de la transfection selon la méthode des AACt. L’ARNm est
exprimé en pourcentage d’expression apres traitement a la doxycycline par rapport aux cellules

non traitées provenant du méme rat.

Tableau IV.Oligonucléotides utilisés pour le RT-qPCR en temps réel

Oligonucléotides Séquence 5° — 3’
V51t S CCTAACCCTCTCCTCGGTCT
V51t AS TTGAATTGGTTGCCCTTCAT
tTA-Adv S GCCTGACGACAAGGAAACTC
tTA-Adv AS AGTGGGTATGATGCCTGTCC
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Figure 21.  Réaction d’amplification par polymérisation en chaine par transcription
inverse en temps réel (RT-qPCR)
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3.7 Méthodes statistiques

Tous les résultats expérimentaux ont €té analysés a I’aide du logiciel GraphPad Prism 5.
Différents tests statistiques ont été effectués en fonction des résultats analysés. Une régression
non linéaire « One-phase decay » a permis d’évaluer les courbes de dégradation de ’ARNm
aENaC [Figure 23]. Un test ANOVA a un facteur suivi d’un test post hoc de Bonferroni a été
effectué lors de la comparaison des demi-vies des différents mutants au 3’UTR complet [Figure
24]. Un test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les niveaux d’expressions a 30 min
de ’ARNm en condition basale a ceux en présence de TNF-a [Figure 27]. Dans tous les cas, un

résultat fut considéré significatif lorsque le test statistique présente un P<0,05.
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Chapitre 4 : Résultats

4.1 Description des mutants ponctuels d’ARNm aENaC

Pour mieux étudier I’impact des séquences conservées trouvées dans le cadre des travaux
de Migneault, cinq mutants de délétion ponctuels pour la région 3’UTR ont été produits [Figure
22]. Les séquences CS1, CS2&3, CS3, CS4&5, CS1 a CS5 ont été enlevées spécifiquement du
3’UTR pour tester leur effet sur la demi-vie du messager. En raison du rdle potentiellement
stabilisateur de CS3 nous avons également testé un mutant 3’UTR dépourvu de toutes les CS
sauf CS3. [Figure 22]. Tous ces mutants sont alors insérés dans le vecteur pTRE-tight codant

pour aENaC tel que mentionné précédemment [Figure 22].

A

V5 aENaC Coding Sequence IUTR

0 [l 0T T |

J'UTR CS Mutants
CS5#5 CS#4 CS#3 CS#2 CS#l

C1 [] |
Del CS1 I | 1 | | |
peics2a3 [ | M | | | | |

oeicss [ | T | [ L] |
Del cs4a5 | | | | 1 L] |

Comp

Del CS1-CS5 | | | | | | | | |

Detcss+ | | | | M | | | |

Figure 22.  Mutants de délétion ponctuels
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4.2 Modulation de la stabilité des mutants ponctuels d’ARNm
aENaC

En évaluant I’expression du messager aENaC en fonction du temps a I’aide du systéme
Tet-Off décrit précédemment, un modele exponentiel de « One-Phase-Decay » a pu étre généré.
Cette courbe permet alors de calculer la demi-vie des différents mutants a partir de leur constante
de dégradation respective. Un R? est associé & chacune des courbes du modéle. Celui-ci
correspond a la justesse avec laquelle la courbe générée traverse les points expérimentaux. Plus
le R? est prés de 1.0, plus la courbe représente bien la relation entre 1’expression de I’ARNm
V5-aENaC (% du controle) et le temps (min). Les R? obtenus pour nos courbes varient entre 0.6
et 0.8. Nous avons jugé ces valeurs acceptables, puisque de fagon général le mod¢le suit bien la
dégradation expérimentale observées. La demi-vie des mutants ponctuels CS4&5, CS3, CS1-
CSS5 et CS3+ a augmenté significativement par rapport a la demi-vie de 99 + 15 min du messager
V5-0ENaC possédant son 3’UTR complet [Figure 18, 23 et 24]. Le retrait des différentes
séquences conserveées a entrainé une stabilisation des messagers avec des temps de demi-vie de
169 £ 11 min, 172 £ 16 min, 246 = 40 min, 193 £+ 31 min, 208 = 38 min et 237 + 40 min pour
les mutants CS1, CS2&3, CS4&S5, CS3, CS1-CS5 et CS3+ respectivement [Figure 23 et 24]. La
dégradation de ’ARNm V5-0ENaC ralentit et se stabilise entre 25 et 35% de 1’expression pour

le messager avec le 3’UTR complet ainsi que tous les mutants de délétion ponctuels [Figure 23].
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Figure 23. Modulation de la stabilité de PARNm V5-aENaC

Les cellules épithéliales alvéolaires ont été transfectées avec un plasmide pTRE-tight codant
pour aENaC et les différents mutants 3’UTR. Le plasmide pTet-Off a été cotransfecté afin
d’exprimer I’ARNm V5-aENaC. Traité a la doxycycline 1,0ug/mL durant une période de
15min a 6h, I’expression de ’ARNm V5-aENaC a été quantifiée par RT-qPCR et exprimée
en % d’expression de I’ARNm V5-aENaC comparé aux cellules non traitées (t = 0) apres la
normalisation avec ’ARNm tTA-Ad. (La demi-vie de ’ARNm V5-aENaC a été déterminée
par I’équation de dégradation obtenue a partir d’une régression non linéaire « One-phase
decay »)
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Figure 24.  Modulation de la stabilité des mutants ponctuels d’ARNm V5-aENaC
Les demi-vies des ARNm V5-0ENaC des différents mutants de délétion ponctuels ont été
comparées a celle du 3’UTR complet. Les demi-vies ont été mesurées a partir de la
constante de dégradation des courbes de dégradation de TARNm V5-aENaC obtenues
pour chaque mutant et sont exprimées en minutes. (Test ANOVA a un facteur et test post
hoc de Dunnett; * : P<0.05 vs contrble; n=4)
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4.3 Modulation de la stabilité des mutants ponctuels d’ARN

oaENaC en condition inflammatoire

En utilisant le systéme Tet-Off, la dégradation du messager aENaC avec son 3°’UTR
complet ainsi que celle des différents mutants de délétions ponctuels a été testée en conditions
inflammatoires. Les différents mutants ponctuels du 3’UTR dans leur plasmide pTRE-V5-
aENaC ont donc été cotransfectés avec le plasmide Tet-Off. Le profil de dégradation des ARNm
correspondants a alors été déterminé en présence de doxycycline suite a un prétraitement de Sh
au TNF-a (100ng/mL). Suite au prétraitement de TNF-a, le messager aENaC avec le 3’'UTR
complet se dégrade rapidement avant d’atteindre un plateau a 48% [Figure 25]. En ce qui
concerne les mutants ponctuels, seul le CS1-CS5 a montré une similarité avec le 3’UTR complet
au niveau de la courbe de dégradation avec une dégradation rapide suivie d’un plateau a 42%
[Figure 26]. Pour les autres mutants, les courbes de dégradation sont plutot similaires aux

courbes sans TNF-a [Figure 26].
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Figure 25.  Modulation de la stabilité de ’ARNm V5-0ENaC avec le 3°UTR

complet en condition inflammatoire
(A) Représentation schématique du 3’UTR complet. (B) Les cellules épithéliales alvéolaires
ont été transfectées avec un plasmide pTRE-tight codant pour aENaC et le 3’UTR complet.
Le plasmide pTet-Off a été cotransfecté afin d’exprimer I’ARNm V5-aENaC. Suite a un
prétraitement de Sh au TNF-a, les cellules ont été traitées a la doxycycline 1,0ug/mL durant
une période de 15min a 2h, ’expression de ’ARNm V5-aENaC a été quantifiée par RT-
qPCR et exprimée en % d’expression de ’ARNm V5-aENaC comparé aux cellules non
traitées (t = 0) apres la normalisation avec I’ARNm tTA-Ad.
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Les cellules épithéliales alvéolaires ont été transfectées avec un plasmide pTRE-tight codant
pour aENaC et les différents mutants 3’UTR. Le plasmide pTet-Off a été cotransfecté afin
d’exprimer I’ARNm V5-aENaC. Suite a un prétraitement de Sh au TNF-q, les cellules ont
été traitées a la doxycycline 1,0ug/mL durant une période de 15 min a 2 h, I’expression de
I’ARNm V5-aENaC a été quantifiée par RT-qPCR et exprimée en % d’expression de
I’ARNm V5-aENaC comparé aux cellules non traitées (t = 0) aprés la normalisation avec
I’ARNm tTA-Ad.
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4.4 Modulation rapide de la stabilité des mutants ponctuels d’ARN

oaENaC en condition inflammatoire a 30 min

Les courbes du messager contenant le 3’UTR complet et du mutant CS1-CS5 sont toutes
les deux biphasiques. La seconde phase étant un plateau qui ne permet pas de comparer I’impact
du TNF-a sur la dégradation du messager, la premiére phase est analysée. A 30 min, I’expression
en condition basale de I’ARNm contenant le 3’UTR complet se situe en moyenne a 80%, alors
qu’en présence de TNF-a il chute a 56% [Figure 27]. En ce qui a trait au mutant CS1-CS5, son
niveau d’expression en condition basale se situe a 83%, alors qu’en présence de la cytokine pro-

inflammatoire 1’expression de I’ARNm chute a 54% [Figure 27].
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Figure 27.  Modulation de la stabilité de PARNm V5-aENaC en condition
inflammatoire a 30 min — Mutant de délétion CS1-CS5
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Chapitre 5 : Discussion

5.1 Impact des séquences conservées du 3°’UTR dans la stabilité de

PARNmM aENaC

Nous avons créé des mutants de délétion ponctuels pour chaque CS identifiée
précédemment [Figure 22]. L’étude de chacun de ces mutants nous a permis d’observer que peu
importe la CS retirée, le messager est stabilisé par rapport a celui possédant le 3’UTR complet

[Figure 24].

En utilisant le systeme Tet-Off développé par le laboratoire, la demi-vie du transcrit
oENaC est estimée a 99 min, une valeur bien inférieure aux 8 a 22h estimée en utilisant 1’ Act.
D [Tableau V] (207). Avec ce méme systeme, les mutants de délétion ponctuelle démontrent
une demi-vie plus élevée que le messager contenant le 3’UTR complet [Figure 24]. Cette
stabilisation du transcrit lors du retrait d’une ou plusieurs CS nous indique que ces CS sont

déstabilisatrices pour I’ARNm lorsqu'elles sont présentes dans le 3’UTR.

Bien que I’Act. D soit le standard pour estimer la stabilité de transcrits [Tableau V], les
résultats de Migneault et coll. suggérent que cet inhibiteur de transcription agit sur la stabilité
de ’ARNm oENaC en inhibant des facteurs impliqués dans la déstabilisation du transcrit (207).
D’ailleurs, le méme phénomene a été rapport¢ pour PARNm MALATI, c-fos et B4-
galactosyltransferase-1 (210-212). Sans compter que la présence d’Act. D a stabilis¢é ’ARNm
aENaC du systeme Tet-Off faisant passer sa demi-vie de 99 min a 284 min (207). Le systeme
Tet-Off est donc un meilleur outil pour étudier la stabilité du transcrit et les mécanismes

impliqués dans sa modulation.

L’analyse des CS identifiées montre une capacité de celles-ci a former une structure en
tige-boucle [Figure 16]; une structure qui ajoute a la possibilité d’attachement de facteurs trans
responsables de stabiliser ou de dégrader ’ARNm (213, 214). Sans compter que ces CS
possédent des éléments connus pour moduler ’ARNm. Les CS1 et CS3, de fagon cohérente
avec nos résultats, possedent toutes les deux des GURE, des ¢léments qui sont connus pour étre
impliqués dans la dégradation de I’ARNm [Figure 15] (106, 215). Dans le cas de la CS2, elle
posséde une région CURE similaire a celle retrouvée dans le 3’UTR de I’ARNm eNOS [Figure
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15]. Les CURE sont des séquences connues pour stabiliser le transcrit; dans le cas d’eNOS cette
modulation est effectuée par le recrutement de la RBP hnRNP E1 (216, 217). Ceci est contraire
au role déstabilisateur que nous avons observé. Par contre, il est possible que différentes
combinaisons de RBP et miARN se lient a une méme séquence (218-220). Ces combinaisons
définiraient, plutdt que la séquence en soi, si le transcrit est stabilisé ou déstabilisé¢ (218-220).
Ces CS pourraient donc treés bien avoir un impact stabilisateur ou déstabilisateur sur le messager

aENaC en fonction de la nature des RBPs qui s’y attachent.

Des études antérieures dans notre laboratoire ont identifi¢ différentes RBP liant le
3’UTR de ’ARNm d’aENaC qui entrainent la déstabilisation du transcrit, lorsque surexprimées
(207). Les deux plus intéressantes sont DHX36 et Tiall (207). DHX36, aussi connu sous le nom
de « RNA Helicase associated with AU-rich element » (RHAU), est une hélicase a ARN
essentielle qui peut modifier la structure secondaire de 'ARN et affecter les interactions ARN-
protéine qui modulent la stabilit¢ de ' ARNm (221-224). Cette RBP est une des deux hélicases
connues pour perturber des séquences G-quadruplexes (G4), des structures secondaires a quatre
brins, dans I’ARN (225-229). Du coup, en utilisant GORS Mapper nous avons trouvé que CS4
de méme que deux autres séquences dans la région proximale du 3’UTR aENaC détiennent des
séquences associées a la formation de G4, [Figure 15] (230, 231). 11 est donc possible que la
CS4 recrute DHX36 pour moduler la stabilit¢ de ’ARNm aENaC [Figure 15] (230, 231).
Cependant, il y a tout de méme une possibilit¢ que DHX36 module I’ARNm de fagon indirecte
tel qu’elle le fait pour PITX1 via un mécanisme possiblement miARN-dépendant (232). Il serait
intéressant de voir si la déstabilisation de I’ARNm aENaC associée a DHX36 est inhibée lorsque
la RBP est surexprimée avec les différents mutants de délétions ponctuelles, en particulier le

mutant CS4&S5 puisque la G4 est présente dans la CS4.

La seconde protéine identifiée dans notre laboratoire, TIAL1 ou « T-cell-restricted
intracellular antigen-related protein » (TIAR) s’associe particuliecrement avec des ARNm
possédant des AREs et des CUREs dans leur 3’UTR (233-235). Ce type d’éléments cis sont
entre autres retrouvés dans la CS2 du 3’UTR d’aENaC [Figure 15]. Bien que ce ne soit pas
observé souvent, il est possible que cette protéine module la stabilité de I’ARNm de fagon
directe comme elle le fait avec ’ARNm iNOS (236). Toutefois, le role principal de Tiall est de

moduler la traduction, un processus li¢ a la formation de granules de stress (233, 237-241).
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TIAL1 agit de fagon indirecte sur la stabilité du messager en bloquant la traduction de celui-ci
et en relocalisant ce dernier dans des granules de stress ou il favorise sa dégradation avec 1’aide
de DHX36 (230, 242-244). De fagon similaire a DHX36, il serait intéressant de surexprimer
TIALI en présence des différents mutants, en particulier le mutant CS2&3 vu les séquences
CURE qu’elle comporte. De cette fagon, nous pourrions avoir une meilleure idée de

I’implication de cette RBP dans 1’effet déstabilisateur des différentes CS identifiées.

Nos résultats concordent avec 1’observation faite précédemment dans le laboratoire a
I’aide de mutants séquentiels que le 3’UTR d’aENaC est déstabilisateur [Figure 17, 18]. Ces
mutants séquentiels étaient principalement déstabilisateurs a I’exception de la CS3 qui semblait
stabiliser ’ARNm. Ceci n’est toutefois pas appuy¢ par le mutant de délétion CS3 de nos travaux
[Figure 26] qui tout au contraire est stabilis¢ de fagon significative par rapport au messager
contenant le 3’UTR complet [Figure 25 et 26]. Les mutants de délétions ponctuels générés dans
ces travaux-ci retirent spécifiquement les CS offrant une perspective plus adéquate de leur
impact sur la modulation de ’ARNm oENaC contrairement aux mutants de délétions
séquentiels qui retiraient des grandes portions du 3’UTR. Il était donc difficile, avec ces
derniers, d’attribuer la stabilisation/déstabilisation observée uniquement aux CS. D’autres
séquences que les CS jouent également un réle dans la modulation de la stabilité de I’ARNm

oENaC.
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Tableau V.Estimation de la demi-vie de PARNm aENaC dans différentes études

Demi-vie
Auteur Méthode Type cellulaire
(heures)
. Tet-Off Cellules épithéliales
Migneault, F (207) ) ~1.5
Dox 1 pg/mL alvéolaires de rat
Tet-Off Cellules épithéliales
Migneault, F (207) . ~4.7
Act D 5 pg/mL alvéolaires de rat
Cellules parotidiennes de
Zentner, MD (245) ActD 5 pg/mL 8
rat
Otulakowski, G Cellules épithéliales du
ActD 5 pg/mL _ 22
(246) poumon distal foetal
Cellules MDCK-C7
Mick, VE (247) ActD 1 uM ' 14
(rein)
Cellules MDCK-C7
Itani, OA (248) ActD 1 uM ‘ 9
(rein)

Cellules épithéliales
Dagenais, A (249) ActD 5 pg/mL 15
alvéolaires de rat

Cellules SMG-C6
Mustafa, SB (250) ActD 1 uM ) ) 17
(glande submandibulaire)

La modulation de I’expression génique et protéique d’aENaC a été ¢tudié par plusieurs
groupes (58, 251-254). En effet plusieurs mécanismes ont été mis en évidence au sujet de son
expression protéique, de 1’activité du canal a la membrane cellulaire, de son activation par
clivage protéolytique ainsi que tous les mécanismes régulant la dégradation et le recyclage du
canal (42, 43, 62, 66, 81-84, 92-97). De plus, la modulation de I’ARNm aENaC dans les cellules
épithéliales alvéolaires a ¢été extensivement étudiée dans diverses conditions de stress
physiopathologique (84, 176, 181, 195, 255-257). Cependant, vu que les études faites avec

I’Act. D démontraient une trés longue demi-vie (>10h), il n’y a jamais eu de véritable intérét a
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¢tudier les mécanismes impliqués dans la modulation de la stabilit¢ de ’ARNm aENaC
[Tableau V] (207). Avec la courte demi-vie rapportée dans nos travaux, il devient beaucoup plus
intéressant de porter une attention particuliére a la stabilité [Tableau V] (207). En effet, la
modulation de la stabilité pourrait entre autres expliquer la diminution rapide et importante (75%
en 4h) de I’expression de I’ARNm aENaC dans un mod¢le de Iésion pulmonaires induites par

I’ischémie reperfusion (205).

Nos résultats attribuent un impact déstabilisateur aux différentes CS identifiées du
3’UTR dans la modulation de I’ARNm oENaC. On comprend donc qu’au travers 1’évolution,
le 3’UTR de I’ARNm aENaC a conservé des séquences dans le 3’UTR permettant de moduler
rapidement a la baisse le niveau de transcrit tENaC. Dans le contexte du SDRA, ces séquences
jouent un réle délétere en diminuant I’expression de ENaC et en diminuant la capacité a résorber

I’cedéme pulmonaire.

5.2 Impact des séquences conservées du 3°’UTR dans la stabilité de

I’ARNmM aENaC en condition inflammatoire

Le TNF-a est une partie intégrale de la réponse inflammatoire du SDRA qui induit un
stress aux cellules épithéliales alvéolaires (193). Cette cytokine pro-inflammatoire est d’ailleurs
connue pour diminuer I’expression des messagers et I’expression protéique des trois sous-unités
ENaC (193, 198). Des travaux antérieurs dans le laboratoire ont montré une corrélation directe
entre le niveau d’expression de ’ARNm aENaC dans les cellules épithéliales alvéolaires traitées
au TNF-a et le courant ENaC trouvé dans ces cellules (193). Le TNF-a agit en diminuant
I’activité transcriptionnelle du promoteur, mais implique également une modulation post-
transcriptionelle de la stabilité de ’ARNm aENaC (193, 198). Les structures en tiges-boucles
formées par les CS que nous avons identifiées [Figure 16] pourraient donc potentiellement
favoriser ’attachement d’éléments frans déstabilisateurs (99, 258, 259). C’est pour cette raison
que nous avons testé si les différents mutants CS pouvaient affecter le mécanisme de
déstabilisation rapide de ’ARNm oENaC observé en condition inflammatoire lorsque les

cellules sont traitées avec le TNF-a.
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Suite au prétraitement TNF-a, I’ARNm aENaC avec son 3’UTR complet et le mutant
CS1-CS5 arborent une courbe de dégradation surprenante [Figure 25 et 26]. Il s’agit d’une
courbe biphasique ou la dégradation semble se faire en deux phases : la premiére est caractérisée
par une dégradation rapide et la seconde par un plateau ou la dégradation semble stagner [Figure
26]. Une possibilité qui pourrait expliquer la forme de cette courbe de dégradation serait que le
TNF-a agit via un mécanisme d’activation biphasique d’NF-xB (260-265). Ce dernier est un
facteur de transcription responsable de I’expression de nombreux genes impliqués dans la
réponse immune et inflammatoire en plus d’un amalgame de facteur frans pouvant
potentiellement moduler la stabilit¢é d’ARNm (266-270). Ce type d’activation biphasique a été
répertorié a plusieurs reprises et n’est pas de type cellulaire ou stimuli spécifique (260-265). 1l
ne semble pas étre limité a un seul mécanisme de régulation (260-265). L’activation biphasique
de NF-kB a aussi été détectée dans le muscle squelettique de rat en réponse a une ischémie-
reperfusion (271). La durée de ces phases serait dépendante de I’expression d’IkBa et d’IkBp,
deux protéines régulées a la baisse avec persistance par TNF-a (260, 261, 265). La dégradation
de ces protéines libere le facteur de transcription qui peut alors se déplacer au noyau et stimuler
la transcription de nombreux geénes dont IkBa (265). Le TNF-a activerait donc de facon
transitoire NF-kB qui atteindrait son pic d’activité rapidement et serait aussi rapidement
désactivé en fonction de la vitesse de dégradation et de resynthése IkBa (265). La seconde phase
d’activation se produirait un peu plus tard et serait plus soutenue, s’étendant sur des périodes
pouvant aller jusqu’a 48h suivant la stimulation initiale au TNF-a (260, 261, 265). De plus, le
le TNF-o induit initialement des transcrits majoritairement instables, mais devient
progressivement dominé par des transcrits tres stables (272). Il serait donc pertinent de vérifier
si la courbe de dégradation de I’ ARNm aENaC en présence de TNF reprendrait une dégradation
plus soutenue a des temps plus longs (par exemple 4-16h). Du coup, il serait intéressant de voir
si le type cellulaire utilisé dans le cadre de nos travaux répond aussi au TNF-a selon une courbe
d’activation biphasique d’NF-kB qui corrélerait potentiellement avec la courbe de dégradation

du messager aENaC en présence de TNF-o.

Une autre possibilité qui expliquerait la courbe de dégradation biphasique observée serait
la présence de deux populations distinctes d’ARNm oENaC [Figure 25 et 26]. Une premiere

dont le TNF-a fait chuter la stabilité rapidement et une seconde qui serait protégée contre la
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dégradation. Cette derniere servirait probablement a étre rapidement mobilisée par la cellule
lorsque celle-ci sera préte a reprendre la traduction. I serait intéressant d’évaluer cette hypothése
avec une technique telle que I’hybridation in situ en fluorescence (FISH) pour I’ARNm oENaC
a différents temps (273, 274). Peut-étre les transcrits se regroupent-ils selon la population a
laquelle ils appartiennent pour €tre protégé ou dégradé, dans des granules de stress (SG) ou des
« Processing bodies » (PB) par exemple [Figure 29] (273-275). Ce sont tous les deux des
granules cytoplasmiques de ribonucléoprotéines messageres (mRNP) se formant a partir
d’ ARNm non traduit lorsque la cellule est soumise a un stress (244, 276, 277). Les SG sont des
compartiments qui se forment a partir d’ARNm dont la traduction est arrétée a I’initiation (244,
276, 277). Ils contiennent le complexe de pré-initiation 48S, divers facteurs d’initiation de la
traduction (eIF4E, elF4G, elF4A, elF3), la protéine PABP, une variété de RBP, ainsi que de
nombreuses protéines ne se liant pas a I’ARN (244, 276, 277). Les SG se forment principalement
pour protéger I’ARNm endogéne contre la dégradation précoce entrainé par un stress (278, 279).
Le TNF-a a d’ailleurs montré une capacité a augmenter de fagon significative la formation de
SG via la phosphorylation de elF-2a et I’arrét de la traduction de Hsp70 par le recrutement du
partenaire protéique de TIAL1, TIAI, qui se fixe au 3’UTR d’Hsp70 (280). A ’opposé, les PB
sont généralement associés a la dégradation de I’ARNm, malgré la présence d’évidences ou
I’ARNm peut étre retourné¢ a l’initiation de sa traduction (278, 279). Ces compartiments
cytoplasmiques contiennent des ARNm associés a des répresseurs de traduction ainsi que la
machinerie de désintégration de I’ARNm (242, 275, 276). L’ARNm a l'intérieur des PB peut se
voir retirer sa coiffe ou étre dégradé (242, 275, 276). 1l existe un équilibre dynamique entre les
SG et les PB ou elles peuvent s’échanger du contenu, étre remodelées et de cette fagon permettre
une transition rapide entre la traduction active, la protection et la dégradation de I’ARNm (242,

275, 276, 279).
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Contrairement a nos attentes, les CS identifiées du 3’UTR aENaC n’ont aucun impact
discernable dans la modulation de I’ARNm en présence de TNF-a dans des cellules épithéliales
alvéolaires. L’évidence de ceci est notable lorsque la courbe de dégradation en présence de TNF-
o du mutant CS1-CS5 est comparée a celle du 3’UTR complet [Figure 25 et 26]. Le mutant de
délétion ponctuelle CS1-CS5, bien qu’il n’ait aucune des CS identifiées, présente la méme
courbe de dégradation biphasique que le messager possédant son 3’UTR complet [Figure 25 et
26].
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Dans la portion rapide de la dégradation (t=30), I’expression du messager possédant son
3’UTR complet chute de 80% en conditions basales a 56% en présence de TNF-a [Figure 27].
La méme chose se produit chez le mutant CS1-CSS5 ou les niveaux chutent de 83 a 54%, des
niveaux qui ne sont pas significativement différents du complet [Figure 27]. Bien que la
différence entre le niveau d’expression en condition basale versus en présence de TNF-a ne soit
pas significatif pour le mutant, ceci pourrait simplement €tre causé par un manque de puissance
statistique [Figure 27]. Pour y remédier, 1’échantillonnage du mutant CS1-CS5 pourrait &tre
augmenté de 4 a 6, de cette facon le pouvoir statistique passerait de 98.5% a 99.9% (281). Il y
aurait donc moins de chance de se tromper. De plus, dans la seconde phase de la courbe de
dégradation de ’ARNm possédant le 3’UTR complet, le niveau d’expression se stabilise
rapidement a environ 48% de ’expression du controle (t=0) [Figure 25 et 26]. Ce plateau n’est
pas significativement différent de celui atteint par le mutant CS1-CS5 qui se stabilise a 42%
[Figure 26]. Il est donc évident que d’autres séquences du 3’UTR jouent un rdle dans la

stabilisation/déstabilisation du messager.

L’Act. D inhiberait la transcription des facteurs frans déstabilisateurs tels que les miARN
et les RBP qui découlent de la présence de TNF-a (193, 207). L’effet stabilisateur de I’Act. D
et sa capacité a bloquer la déstabilisation entrainée par le TNF-a suggerent donc que la cytokine
en question agit au niveau des facteurs trans recrutés par le messager (193, 207). Ceux-ci
seraient responsables du jeu de stabilisation/déstabilisation du messager. Cependant, ces
facteurs frans associés au TNF-o n’interagissent pas forcément avec les CS identifiés. Ils

pourraient moduler la stabilité du messager via d’autres séquences du 3°’UTR.

Nous ne sommes pas en mesure d’expliquer avec certitude la raison pour laquelle les CS
identifiées dans le 3’UTR d’aENaC n’ont pas d’impact sur la modulation de la stabilité de
I’ARNm en présence de TNF-a. Une possibilité est que I’emploi de mutants de délétions ne soit
pas la meilleure méthode pour étudier I’impact des CS sur la modulation de la stabilité¢ de
I’ARNm en présence de TNF-o. L’ARNm forme des structures secondaires et possede une
conformation tridimensionnelle qui peuvent favoriser le recrutement de facteurs trans pour
moduler sa stabilité (282-290). Certains facteurs trans comme Xlrbpa-2 chez Xenopus laevis,
Staufen chez Drosophila melanogaster ou Rntlp dans la levure se lient a des structures en

particulier (291-294). Nous devons donc envisager la possibilité qu’en retirant les différentes
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CS identifiées, les structures secondaires et tertiaires de I’ARNm changent et que le profil de
facteurs trans se liant au messager, ainsi que la courbe de dégradation du transcrit, soit altéré
(282-290). Une autre méthode pour vérifier si les CS sont impliquées dans I’impact du TNF-a.
sur la modulation de la stabilité¢ serait d’isoler les protéines liant les différents mutants de
délétion ainsi que celles liant le 3’UTR complet en présence de TNF-a, par chromatographie
d’affinité et de les identifier par spectrométrie de masse. De cette fagon les profils des RBP se
liant a ces différentes versions du 3’UTR pourraient étre comparés entre eux pour vérifier
quelles protéines sont moins présentes ou tout simplement absentes lors du retrait des différentes
CS. Nous pourrions alors établir quelles RBP lient les différentes CS et contribuent a la

déstabilisation du messager.

Aucun miARN se liant au 3’UTR du messager aENaC n’a encore été identifié¢ dans la
littérature, il serait intéressant de tenter d’en identifier puisque certains miARNSs pourraient étre
responsable de la chute du messager observée en présence du TNF-a. Une recherche sur
TargetScan n’a pas permis d’identifier de miARN liant le 3’UTR du messager aENaC.
Cependant, ceci ne signifie pas qu’aucun miARN n’interagit avec celui-ci. Des miARN sont
continuellement découverts et leur potentielle interaction avec le 3’UTR du messager aENaC

devrait étre extensivement étudiée.

Dans le SDRA, quatre miARN ont été identifiés pour leur action sur I’expression
d’ENaC (295) [29]. Toutefois, ils n’agissent pas sur le messager directement (295). miR-21,
trouvé en forte quantité dans les poumons et sérum de patient SDRA, diminue I’expression de
la protéine et du messager de YENaC via la voie de signalisation PTEN/Akt dans le modele de
rat SDRA induit par les LPS (295, 296). Dans des cellules épithéliales A549, miR-7-5p régule
I’expression d’ENaC via la voix mTORC2/SGK-1 (295, 297). Le troisiéme miARN, miR-16,
dans des cellules A549 cible SERT (295, 298). La diminution de celui-ci entraine une
augmentation de 1’expression de BENaC en présence de sérotonine (5-HT) (295, 298). De plus
miR-16 induit aussi une hausse de I’expression d’ENaC via une diminution significative de
TGF-B1 (295, 298). C’est aussi le seul miARN a avoir montré une action avec le 3’UTR du
messager de la sous-unité B (295, 298). Dans le cas de miR-126-5p, il agit directement sur le

3’UTR du transcrit de VEGFA (299). En diminuant 1’expression de VEGFA, miR-126-5p
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atténue la diminution de I’expression d’ENaC et de AQP1 par les LPS dans des ATII murins
(295, 299).

Nous n’arrivons pas expliquer ce qui se produit au niveau de la forme des courbes de
dégradation en présence de TNF-a pour les autres mutants. Le mutant CS3+ montre que la CS3
peut diminuer significativement la dégradation précoce observée a 30 min dans le mutant CS1-
CS5. Ceci lui attribuerait donc un role stabilisateur, cependant le mutant CS3 n’a aucun effet
sur la chute a 30 min. De plus, le mutant CS2&3 stabilise la chute induite par la cytokine donc
I’absence d’une CS2 fonctionnelle pourrait inhiber la dégradation puisque CS3 n’a aucun
impact. Pour évaluer le role de CS2 avec plus de précision, d’autres expériences devraient étre
faites en créant un mutant CS2 pour évaluer son impact indépendamment de CS3. Les courbes
de dégradation des mutants de délétion permettent d’apprécier la complexité des mécanismes

qui modulent la stabilité de I’ARNm [Figure 26].
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Figure 29.  Mécanisme de régulation d’ENaC par les miARNs connus (295)

id

Globalement, les CS identifiées du 3’UTR aENaC n’ont aucun impact dans la
modulation de ’ARNm en présence de TNF-a dans des cellules épithéliales alvéolaires de rat.
Par contre, nous avons montré qu’il existe une modulation tres fine et complexe de stabilisation
et déstabilisation qui est effectuée par les CS identifiées, mais que d’autres régions sont
¢galement impliquées. Ceci nous permet donc de supposer que cette cytokine pro-inflammatoire
affecte la stabilité de cet ARNm via I’emploi de facteurs trans agissant sur d’autres séquences
que celles identifiées. Bien que nous ayons établi le role des CS que nous avons identifié dans
le 3’°UTR de ’ARNm aENaC comme étant déstabilisateur, nous avons pu éliminer un role de

celles-ci dans la régulation négative du transcrit en présence de TNF-a. Cependant, ceci
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n’empéche pas qu’elles aient un réle dans la régulation négative d’aENaC par une autre cytokine

ou méme un autre stress pathophysiologique.
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Chapitre 6 : Conclusion

Les résultats présentés dans ce mémoire permettent de mieux apprécier la complexité de
la modulation de la stabilit¢ de ’ARNm aENaC en conditions basales ainsi qu’en présence de
TNF-a. La création de mutants de délétions ponctuels jumelée a un systeme Tet-Off a permis
de mesurer la demi-vie associée a ’ARNm V5-aENaC en présence et en absence des différentes
CS identifi¢es. De cette fagon, un role déstabilisateur a pu étre associé a toutes les CS puisque
leur délétion entrainait, dans tous les cas, une hausse de la demi-vie par rapport au 99 min du
messager contenant le 3’UTR complet. Un role de ces CS dans la chute du messager aENaC
entrainé par le TNF-a a toutefois été écarté puisque la délétion de toutes les CS n’a aucun impact

sur la dégradation de messager par rapport a lorsqu’elles sont présentes en présence de TNF-a.

La génération des différents mutants nécessitait 1’utilisation d’amorces pour la
mutagenese dirigée; celles-ci comportaient cependant toutes une extension de trois nucléotides
pour assurer leur stabilité. Il est donc possible que ces modifications a la séquence, tout comme
I’ajout de I’épitope V5, alterent la modulation de la stabilit¢ du messager endogene par rapport
au messager exogene. Sans compter qu’il est possible que les messagers endogenes et exogenes
interagissent ensemble. De plus, notre modele expérimental est hautement dépendant de la
transfection des plasmides dans nos cellules ainsi que de la différenciation de celles-ci en

culture.

Les RBP et les miARN liant le 3’UTR, que ce soit par les CS que nous avons identifiés
ou via d’autres séquences, doivent continuer d’étre exploré pour mieux comprendre les
mécanismes qui entrainent la chute de stabilit¢ de ’ARNm oENaC en conditions pro-
inflammatoires. Bien que le TNF-o demeure une cytokine intéressante pour I’étude de ces
conditions inflammatoires, elle n’est pas I’unique cytokine impliquée dans le SDRA. D’autres
cytokines, comme le TGF-B1, IL-1pB, IL-4 ou IL-13, devraient €tre extensivement étudiées
individuellement ainsi que dans un mélange (dans un cytomix par exemple) de sorte a mieux
représenter in vitro les conditions inflammatoires retrouvées dans le SDRA. Eventuellement,
I’objectif serait d’explorer le role potentiel des CS ou du 3’UTR de I’ARNm aENaC dans un
modele in vivo. En étudiant plus extensivement les mécanismes modulant la stabilité du

messager aENaC en conditions pro-inflammatoires nous serons mieux outillés pour comprendre
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comment I’appareil respiratoire répond a ces stress pathophysiologiques et par le fait méme
mieux outillé pour tenter de rapidement rétablir la clairance liquidienne chez les patients atteints

du SDRA.
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Annexes

Annexe 1. Solutions utilisées dans le cadre de la chirurgie et de

I’isolation de cellules épithéliales alvéolaires.

Solution SGGS
salin 0,9% (NaCl) (154 mM) 9g
Glucose (1 mg/mL) (5,55 mM) lg
Gentamycine 10mg (250uL)
Septra 200pL
Volume final 1L

Solution [

Pour 1 rat

SGGS 100mL
KC10,15M 4mL
HEPES 0,2 M 6mL
tampon (Na) PO4 pH 7,4 0,1 M 3mL

Volume final 113mL



Solution II

SGGS
KCl10,15M

CaCl20,11 M

MgS04 0,15 M

HEPES 0,2 M

tampon (Na) PO4 pH 7,4 0,1 M

Volume final

Milieu MEM

Poudre MEM (GIBCO no cat. 11700-077)
NaHCO3 7,5% stérile (Gibco #25080-094)

L-glutamine 200 mM (Gibco #25030-081)
HEPES IM [pH 7,3] (Gibco# 15630-080)

+ SVF 10%

Antibiotique

Gentamycin 40 mg/mL

Septra

Pour 1 rat
200mL
8mL
4mL
2mL
12mL
6mL

232mL

Pour 1 bouteille

3,34¢g

6,7mL
3,3mL
3,3mL

34mL

0,67mL

70uL



