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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Ce travail porte sur le réle du calcium intracellulaire des cellules épithéliales lors d’une
infection a Pseudomonas aeruginosa, et sur les influences des facteurs de virulence de P.
aeruginosa sur les transports ioniques transépithéliaux.

Un premier chapitre sera consacré a la structure des voies aériennes, et a 'organisation
fonctionnelle de I'épithélium respiratoire : la production de mucus et I'hydratation de ce
mucus via des transports ioniques, le rle des seconds messagers intracellulaires comme le
calcium et I'AMP cyclique dans ces transports, et les conséquences au niveau
physiopathologique lors de dérégulations de ces fonctions.

Dans un deuxieme chapitre, seront décrites les particularités du pathogene P.
aeruginosa, ses conséquences au niveau clinique et les stratégies mises en place pour

infecter son hote.

Enfin, nous traiterons du réle du calcium intracellulaire et des transports d’ions de
I'épithélium dans les infections respiratoires a P. aeruginosa et les conséquences au hiveau

des pathologies respiratoires.
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I. Structure et fonctions de [I’épithélium des voies
aériennes humaines

I.A. Structure

I.A.1. Description des voies aériennes

Les voies aériennes humaines se décomposent en trois étages. Les voies aériennes
supérieures sont constituées par les cavités nasales, les sinus, le pharynx et le larynx. Les
voies aériennes proximales (ou de conduction) s’étendent de la trachée jusqu’aux
bronchioles terminales et enfin les voies aériennes distales (ou respiratoires) qui

comprennent les bronchioles respiratoires et les alvéoles pulmonaires.

Tout au long de I'appareil respiratoire, la paroi des voies aériennes est composée : d’'une
muqueuse constituée d’un épithélium reposant sur une lame basale, d’'un manchon de fibres
musculaires lisses et d’'une enveloppe de tissu conjonctif pouvant contenir du cartilage.

Les voies aériennes supérieures
Dans les voies aériennes supérieures, le nez a pour role de réchauffer et humidifier I'air
inspiré. Les turbulences provoquées par les cornets présents dans les cavités nasales

contribuent a éliminer les plus grosses particules (5 a 15 uM de diametre) [1].

Les voies aériennes proximales

Les voies aériennes de conduction s’étendent de la trachée jusqu'aux bronchioles
terminales et ont pour réle de transporter 'O, jusqu’aux alvéoles et d’évacuer le CO..

Les bronches sont constituées de fibrocartilage entouré de muscles lisses (Figure 1).
L'intérieur des bronches est tapissé d'une muqueuse recouverte elle-méme d’un épithélium
composé, entre autres, de cellules ciliées permettant I'évacuation des particules inhalées qui
sont piégées dans le mucus. Les bronches possédent des glandes sous-muqueuses dans
leur paroi. Puis I'arbre bronchique se ramifie suite a des divisions successives des bronches
jusgu’aux bronchioles qui n'ont plus de cartilage.

Les voies aériennes distales
Enfin, les échanges gazeux s’effectuent en aval des bronchioles terminales a partir des
bronchioles respiratoires dans lesquelles s’ouvrent les canaux alvéolaires puis les alvéoles.

Les voies aériennes distales ne possedent plus de cartilage ni de glande.
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Figure 1 : Représentation schématique de la structure des parois des voies aériennes

1 Cellules ciliées. 2 Cellules caliciformes. 3 Glande. 4 Cartilage. 5 Muscle lisse. 6 Cellules de Clara
7 Capillaires sanguins. 8 Membrane basale. 9 Surfactant. 10 Pneumocytes de type |
11 Septa alvéolaires. 12 Pneumocytes de type Il (D’apres Fishman [2]).

Les voies aériennes humaines de la trachée jusqu’aux bronchioles terminales sont
tapissées d’'un épithélium cilié, qui est lui-méme recouvert d’un liquide de surface (ASL:
« Airway Surface Liquid ») [3].

I.A.2. L’épithélium

Un épithélium est une structure polarisée, et constituée de cellules jointives reposant sur
une lame basale riche en collagéne, laminine et fibronectine. L’épithélium recouvre toutes les
voies aériennes du nez jusqu’aux alvéoles. Il assure ainsi le réle de barriere entre le

compartiment aérien et le milieu intérieur.

Les cellules épithéliales sont polarisées. Il est distingué une région apicale vers la
lumiére et une région basale qui est accolée a la lame basale.

L’épithélium n’est pas vascularisé, et l'apport des nutriments se fait alors par
l'intermédiaire de la lame basale (ou membrane basale) sur laquelle il repose. Outre son rble
protecteur empéchant I'entrée de pathogénes dans l'organisme, cette barriere n’est pas
inerte. L’épithélium des voies aériennes est le siege d’échanges ioniques entre les deux
compartiments, il est capable de maintenir des gradients de concentrations chimiques et de
transférer sélectivement certaines molécules de part et d’autre. De plus, il est capable de
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produire des peptides antibactériens et de stimuler la réponse inflammatoire par la
production de cytokines.

L’épithélium trachéal et bronchique

L’épithélium des voies aériennes (trachée / bronches) est dit « pseudostratifié » car toutes
les cellules qui sont en contact avec la lame basale n’atteignent pas la lumiére (Figure 2).

Les trois types cellulaires les plus frequemment rencontrés sont : les cellules basales, les
cellules ciliées et les cellules a mucus [1,4]. Les cellules basales n’atteignent pas la surface
de I'épithélium mais sont en large contact avec la lame basale. Les cellules ciliées ont une
forme de céne allongé dont la pointe est en contact avec la lame basale alors que la partie
évasée et ciliée donne sur la lumiére des voies aériennes, puis s’intercalent des cellules a
mucus qui présentent de nombreux granules de sécrétion. De plus, il existe d’autres types
cellulaires proportionnellement moins nombreux : des cellules de Clara en surface, en
profondeur des cellules des glandes sous-muqueuses, des cellules préciliées et des cellules
sécrétantes et neurosécrétantes [4,5]. Les cellules des glandes sécretent un mucus dans
lequel les poussiéres et les bactéries sont piégées, puis évacuées par les cils au cours du

phénomeéne de clairance mucociliaire [6].

Chez 'Homme, le nombre de glandes diminue régulierement de la trachée jusqu’aux
bronches. L’épithélium s’affine au fur et a mesure que les voies aériennes se divisent, et les
cellules basales se raréfient [7].

L’épithélium des bronchioles

L’épithélium bronchiolaire (bronchioles non-respiratoires, terminales et respiratoires)
n’est plus « pseudostratifié » mais se présente comme une couche de cellules cuboides. Les
deux types cellulaires les plus fréquemment observés dans les bronchioles sont : les cellules
ciliées et les cellules sécrétantes [4]. Le nombre de cellules sécrétantes diminue avec les
divisions des bronchioles et les cellules de Clara augmentent. Au niveau des bronchioles,
ces cellules seraient associées a la production d’un surfactant et pourraient faire partie des

cellules régénératrices de I'épithélium des voies aériennes des mammiféres [8].
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caliciforme ciliees en brosse intermediaire
Membrane basale Merf Cellules basales Merf Cellule
kultchisky

Figure 2 : Représentation schématique de la structure d’un épithélium bronchique
Les cellules ciliées et caliciformes prédominent au niveau bronchique. Les cellules séreuses, en brosse et
intermédiaires sont plus parsemées (D’apres Frank Netter, Atlas de pneumologie, Edition Masson).

L’épithélium alvéolaire

Avec une surface moyenne de 80 m2, la fonction principale de I'épithélium alvéolaire est
de permettre les échanges gazeux entre l'air et le sang. Dans cet épithélium, les cellules
ciliées sont remplacées par des pneumocytes de type | et Il.

Les pneumocytes de type | sont des cellules trés minces (0,1 uM) qui occupent 95 % de
la surface alvéolaire et qui sont responsables des échanges gazeux au niveau alvéolaire. lls
sont étroitement accolés aux capillaires dont ils ne sont séparés que par la membrane

basale.

Les pneumocytes de type Il sont des cellules cubiques qui sécrétent le surfactant
pulmonaire. Ce surfactant fluidifie le mucus et facilite les échanges gazeux en réduisant la
tension de surface du mucus pulmonaire dans les alvéoles. lls peuvent aussi se diviser et
avoir un réle de cellule souche permettant le remplacement des pneumocytes de type |
lorsque ceux-ci sont détruits. Tout comme les épithéliums bronchiques, ces cellules
possedent des canaux ioniques qui sont impliqués dans la régulation du transport liquidien

alvéolaire a travers I'épithélium alvéolaire.
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I.B. Les fonctions de [I'épithélium des voies aériennes
humaines

L’épithélium est le premier élément de I'appareil respiratoire en contact avec
'environnement extérieur. La principale fonction de [I'épithélium des voies aériennes
humaines est de constituer une barriere contre les pathogénes, les allergénes et les
particules inhalées lors de la respiration. La structure polarisée de I'épithélium permet de
réguler I'hydratation du mucus impliquée dans la clairance mucociliaire. L’épithélium est

aussi capable d’induire une inflammation ou de produire des agents antibactériens.

Barriére mécanique

La présence de cellules épithéliales limite le passage des particules inhalées dans
I'organisme. Ce role nécessite une grande cohésion entre les cellules elles-mémes et aussi
avec la lame basale. Cette cohésion est assurée par différents types de jonctions

intercellulaires.

Les jonctions serrées sont localisées au niveau apical de la membrane plasmique, et
entourent les cellules épithéliales [9]. Elles sont formées par un assemblage de différentes
protéines transmembranaires, liées au cytosquelette d’actine de la cellule par des protéines
adaptatrices. Outre la cohésion des cellules épithéliales, ces jonctions serrées sont
fondamentales dans I'établissement de la polarité de I'épithélium, et donc dans sa fonction
de barriére sélective. Elles permettent ainsi de développer une résistance électrique de
I'épithélium grace a un cloisonnement semi-étanche des espaces intercellulaires qui permet
la diffusion de petites molécules chargées et hydrophiles telles que les ions. Ces jonctions
constituent également une barriére physique de diffusion évitant ainsi la pénétration
d’éléments comme des bactéries dans la muqueuse respiratoire [10].

En plus de ces jonctions serrées, il existe d’autres jonctions qui participent a la cohésion
de I'épithélium.

Les jonctions adhérentes sont le second élément du complexe jonctionnel. Elles sont
localisées au niveau latéral des cellules, immédiatement aprés les jonctions serrées. Les

jonctions adhérentes sont constituées de protéines appartenant a la superfamille de
glycoprotéines transmembranaires appelées les cadhérines [11].

Les desmosomes (macula adherens) lient les cellules ciliées aux cellules basales
adhérentes [12].

Les hémidesmosomes permettent I'attachement de la cellule a la lame basale sous-
jacente [13].

11
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D’autres types de jonctions dans I'épithélium assurent la communication entre les

cellules (jonctions communicantes ou Gap junctions).

L’ensemble de ces complexes jonctionnels participe non seulement a la cohésion de la
couche cellulaire épithéliale, mais permet aussi les échanges ioniques actifs entre les
membranes apicale et basolatérale. Cette organisation permet un transport vectoriel d’eau et

de solutés a travers I'épithélium, ce qui détermine la qualité de la clairance mucociliaire.

La clairance mucociliaire

L’épithélium est recouvert d’'un mucus qui piége les particules inhalées, et qui les
évacue en dehors des voies aériennes par le battement des cils. Ce phénomeéne est appelé
« clairance mucociliaire ». Une grande partie des particules inhalées est éliminée grace a ce
phénomeéne, qui limite la quantité de particules pouvant léser I'épithélium et qui réduit la
quantité de substances toxiques relarguées par les pathogénes dans le liquide de surface.

De plus, le mucus évite la dessiccation des tissus.

L’épithélium bronchique joue un réle central dans la clairance mucociliaire. De par son
rle dans les transports d’ions et d’eau, il contréle la composition du mucus en électrolytes et

son degré d’hydratation.

Le mucus est produit essentiellement par les cellules caliciformes et les glandes sous-
muqueuses [14,15]. |l est composé de mucines, de glycoprotéines et d’'ions en solution dans
I'eau [16]. Il forme un film disposé en deux phases :

e La phase sol : liquidienne, fluide, profonde, dans laquelle battent les cils vibratiles ce
qui permet le déplacement du mucus. L'origine de ce liquide est due aux
mouvements ioniques transépithéliaux (sécrétion de chlore (CI) et absorption de

sodium (Na®)) entrainant des mouvements d’eau.

e La phase gel est plus superficielle et dense, elle contient le mucus sécrété a partir
des cellules caliciformes et des glandes de la sous-muqueuse. Le mucus permet de
piéger les particules inhalées. Cette couche est discontinue dans les petites voies

aériennes, et continue dans les grosses voies aériennes [17].

Le degré d'hydratation influence les propriétés d'écoulement des sécrétions et une
modification de la viscosité réduit considérablement l'efficacité du battement. La diminution
de la clairance mucociliaire altére ce systeme de défense, et favorise la persistance des
infections. Or, il a été montré qu'en cas d'infection ou d'inflammation, les phénoménes
sécrétoires locaux sont exacerbés, conduisant a une hyperviscosité du mucus et limitant les

potentialités de défense du tractus respiratoire. De plus, la vitesse des battements ciliaires

12
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est régulée par de nombreux facteurs comme par exemple 'augmentation du calcium
extracellulaire ou les nucléotides triphosphates extracellulaires comme ['adénosine

triphosphate et l'uridine triphosphate (ATP et UTP) qui augmentent les battements [18].

Les peptides antibactériens

L’épithélium posséde d’autres défenses anti-infectieuses : ce sont des peptides
antimicrobiens cationiques qui présentent un large spectre d'activité antibactérienne. lls sont
synthétisés par les cellules de I'épithélium, les glandes sous-muqueuses des bronches et les
polynucléaires neutrophiles [19]. Ces peptides antimicrobiens présents en permanence dans
'’ASL attaquent les bactéries et complétent I'action de la clairance mucociliaire [20]. En effet,
le temps de doublement d’'une bactérie est d’environ 20 a 30 min alors que le temps
d’élimination d’'un pathogene par la clairance mucociliaire est de plusieurs heures, cela
suggeére la présence de molécules antimicrobiennes dans le liquide de surface limitant la
croissance bactérienne. Ainsi, il a été montré la présence de lysozyme, de lactoferrine, de
SLPI (pour « secretory leukocyte protease inhibitor ») et aussi de peptides antimicrobiens
non spécifiques, les « béta-défensines » [21].

Réle dans Uinflammation

L’épithélium posséde aussi a sa surface des récepteurs de la famille des « Toll-Like
Receptors » (TLR) qui participent a I'élimination des pathogénes. Les récepteurs TLR2 et
TLR4 ont été mis en évidence sur les cellules épithéliales trachéales humaines. Ces
récepteurs sont capables de reconnaitre des composés de l'enveloppe des bactéries a
Gram-négatif comme P. aeruginosa [22]. La fixation des composés bactériens sur les TLR
entraine la production de cytokines immunorégulatrices et proinflammatoires et participe a la

production de substances antibactériennes par les cellules épithéliales [23].

Les cellules épithéliales possédent également des récepteurs aux médiateurs de
inflammation comme le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) ou linterleukine-13 (IL-1B), des
cytokines proinflammatoires produites par les macrophages, les monocytes et I'endothélium
[24]. L’épithélium est aussi producteur de ces mémes cytokines ainsi que des eicosanoides
et des espéces réactives de I'oxygene, qui participent a la réponse immune et inflammatoire
[25]. Enfin, la présence de P. aeruginosa ou de Staphylococcus aureus est capable de
stimuler une sécrétion de Granulocyte Macrophage Colony Stimulating factor (GM-CSF) et
de Granulocyte Colony Stimulating factor (G-CSF) par I'épithélium qui ont la propriété
d’augmenter la survie des polynucléaires neutrophiles [26].

L’épithélium posseéde donc plusieurs moyens pour protéger le systéeme respiratoire et
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lorganisme contre linhalation de pathogenes : I'élimination mécanique via la clairance
mucociliaire, les interactions entre les cellules épithéliales, les substances antimicrobiennes
secrétées dans le liquide de surface, et la capacité a stimuler et a entretenir les réactions

immunes et inflammatoires.

I.C. Les transports épithéliaux

I.C.1. Les canaux ioniques

Les canaux ioniques sont des protéines transmembranaires perméables a un ou
plusieurs ions. Ces transports a travers les canaux sont dits « passifs », ils ne consomment
pas d’énergie mais suivent le gradient électrochimique de lion donné, c’est-a-dire les
concentrations ioniques de l'ion considéré de part et d’autre de la membrane. Cependant, il
existe aussi des transports « actifs » initiés par des pompes et consommant de I'énergie
(ATP), ces transports créent des gradients électrochimiques de part et d’autre de la
membrane. Ces transports dlions sont responsables de I'existence d'un potentiel
membranaire et sont impliqués dans les phénomenes de sécrétion ou d’absorption d’eau et

d’ions a travers la membrane épithéliale.

A I'état basal, I'épithélium des voies aériennes est dit « absorptif », conséquence d’'une
entrée de sodium par les canaux sodiques apicaux qui entraine le passage paracellulaire de
chlore et induit une absorption d’eau [27,28].

a) Le transport de sodium

Les canaux sodiques situés dans la membrane apicale laissent entrer le Na* selon son
gradient électrochimique. Le canal sodique majoritaire est appelé ENaC (pour « Epithelial
Na* Channel »). Le Na* sort de la cellule par la pompe Na*/K* ATPase basolatérale, dont
I'activité crée une force électrogénique permettant I'absorption continue de sodium. De plus,
ce gradient électrochimique en faveur de I'absorption du sodium est modulé par I'action
d’autres transporteurs comme les canaux potassium (K*) basolatéraux et les canaux CI
apicaux.

Le canal ENaC
D’abord décrit dans le rein et les voies urinaires, le canal ENaC a ensuite été identifié
dans de nombreux épithéliums et chez de nombreuses espéces.

Au niveau de [I'épithélium respiratoire, ENaC est impliqué dans la régulation de
I’hydratation du liquide de surface car il laisse entrer le sodium dans la cellule épithéliale. Ce
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canal se présente sous la forme d’hétéromeéres de sous-unités (a,f,y) selon la stcechiométrie
1a:2B :1y, et il est hautement sélectif pour le Na* [29](Figure 3). L’activité du canal ENaC ne
dépend pas du voltage, mais il existe une auto-inhibition induite par le sodium lui-méme [30].
Le canal ENaC est inhibé sélectivement par I'amiloride et ses analogues [31], et son
activation serait médiée par la protéine kinase A (PKA) [32] alors que l'activation protéine
kinase C (PKC) diminue la probabilité d’ouverture du canal [33].

Lo

Face Externe -
e ]
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Face Interne

COOH 'NH, N,  COOH

Figure 3 : Représentation schématique de la structure du canal ENaC.
(D’aprés wikipedia.com, creative commons licence)

Il existe aussi des interactions entre les ENaCs et le canal chlore CFTR qui est
également exprimé du cété apical des cellules épithéliales. En effet, I'activation de CFTR
limite 'absorption de Na* par les ENaC [34]. En revanche, dans le cas de la mucoviscidose,

une mutation de la protéine CFTR provoque une augmentation de l'activité des canaux
ENaC [35].

Enfin, ENaC peut étre régulé par un clivage induit par des sérines protéases [36]. Ces
protéases appelées « Channel-Activating Protein » (CAP) ont été retrouvées dans le liquide
de surface et activeraient ENaC [37]. De plus, les sous-unités B et y possédent des sites de
phosphorylation a I'extrémité C-terminale qui sont essentiels dans I'activation d’ENaC par
des serine/thréonine protéines kinase comme CK2 [38].
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b) Le transport de chlore

Au niveau de I'épithélium, il existe plusieurs types de canaux chlorures du cbté apical :
le canal CFTR (pour « Cystic Fibrosis conductance Transmembrane Regulator »), activé par
I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), impliqué dans la mucoviscidose et les canaux
activés par le calcium (CaCC). Du c6té basolatéral, des canaux chlorures seraient aussi

exprimés mais leur structure et leurs réles sont encore discutés.

Ces canaux chlorures sont impliqués dans le contréle du volume cellulaire,
la régulation du potentiel de membrane, les transports ioniques transépithéliaux, et dans le
contr6le du pH des organelles.

Le canal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)

La protéine CFTR est le canal ClI" majoritairement exprimé dans les tissus épithéliaux
comme le colon et le poumon [39], mais elle peut étre retrouvée également dans d’autres
types cellulaires [40].

Le canal CFTR appartient a la famille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette). Le
CFTR est le seul transporteur ABC sélectif pour les ions CI et dont I'activité est régulée par
'’AMPc. Le CFTR est composé de deux domaines a 6 segments transmembranaires, deux
domaines de liaison aux nucléotides (NBDs : Nucleotide-binding domains), et un domaine de
régulation situé dans la troisieme boucle intracytoplasmique (R domain) qui présente
plusieurs sites de phosphorylation (PKA et PKC) (Figure4) [41].

Le CFTR est sélectif pour les anions : le CI" est 10 a 20 fois plus perméant que le Na*
[42]. La perméabilité de CFTR a l'iodure (ion I') est moins importante que celle du CI', ce qui
le différencie des autres canaux CI épithéliaux [43].

L'activation du canal dépend de phosphorylations du domaine R et de I'hydrolyse d'une
molécule d'ATP sur les domaines d'interactions avec les nucléotides. L'hydrolyse de I'ATP
représente I'étape limitant a la fois I'ouverture et la fermeture du canal. Le domaine NBD1
est le site d’hydrolyse de I'ATP couplé a I'ouverture du canal et le domaine NBD2 est le site
d’hydrolyse de I'ATP permettant la fermeture du canal [44]. La stimulation de récepteurs
membranaires couplés a I'adenylate cyclase, aboutissant a I'activation de la PKA, comme
par exemple les récepteurs P2-adrénergique, les récepteurs a l'adénosine ou a la
vasopressine [45-47] peut également augmenter I'activité de CFTR.

Au niveau pharmacologique, le CFTR est activé par les xanthines, les inhibiteurs de
phosphatases, les isoflavones et les flavones, les benzoxazoles, les benzimidazolones et les
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psoralénes ains que par les agonistes de I'adenylate cyclase tels que la forskoline et le 3-
isobutyl-1-methyl xanthine (IBMX) [48].

Le canal CFTR est inhibé de maniére non-spécifique par le glybenclamide, et la
tolbutamine [49], ou par le Diphenylamine-2-carboxylic acid (DPC) et I'acide flufénamique
[50]; et plus récemment, de maniére plus spécifique par un inhibiteur de la famille des
thiazolidinone : le CFTR(inh)-172 [51].

En plus de son réle dans le transport de CI', la protéine CFTR est également impliquée
dans la régulation d’autres canaux comme les ENaCs déja cités auparavant [52]. Le CFTR
agit sur l'activité des ENaCs par une interaction protéine-protéine entre les deux canaux,
mais aussi via la sécrétion d’ATP liée a I'activation de CFTR et un rdle direct de 'AMPc
[53,54]. Le CFTR contrble aussi I'activité d’autres canaux CI" [55], et des canaux K* [56]. Les
mécanismes par lesquels la protéine CFTR régule d’autres transporteurs ioniques sont
multiples, et impliquent dans certains cas le Ca®* intracellulaire [57].

Les mutations du géne codant pour la protéine CFTR sont a l'origine des différentes
formes de la mucoviscidose (ou CF pour « Cystic Fibrosis » en anglais) ; la mutation AF508
est la plus fréquente et représente une forme sévére de la maladie [58]. L’absence de CFTR
fonctionnel dans la membrane plasmique conduit a une hyperabsorption de Na* due a la
levée du contrdle de CFTR sur l'activité des canaux ENaC [52].

e
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Figure 4 : Schéma de la protéine CFTR.
NBD : Nucleotide-Binding domain ; R domain : Domaine de Régulation ; Out : extracellulaire ; In : Intracellulaire
(D’aprés Hanrahan [41]).
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Les canaux CT activés par le Ca** intracellulaire

La présence des canaux chlorures directement activés par le calcium a été rapportée
dans les cellules épithéliales trachéales [59], dans I'épithélium nasal [60], dans I'épithélium
rénal [61], mais aussi dans les cellules neuronales ou cardiaques ou encore dans les
hépatocytes [62,63]. Ces canaux ClI” activés par le Ca®* jouent un réle dans les fonctions de
sécrétions d’électrolytes et d’eau par les cellules épithéliales. Il a été montré que le controle
de 'hydratation du mucus était régulé par des interactions entre le CFTR et les CaCC. Le
canal CFTR contrélerait le niveau basal de la phase gel du mucus alors que les CaCC
seraient des régulateurs de la phase liquide [64]. La contribution des CaCC dans la
régulation de la phase liquide du mucus pourrait notamment expliquer le manque de
conséquences pulmonaires dans les modeles murins de mucoviscidose [65]. C’est pourquoi,
I'activation de ces canaux a été proposée comme une thérapie alternative dans la

mucoviscidose [66].

Ces canaux CaCC sont relativement moins sélectifs que d’autres canaux ioniques [67].
lls sont perméables a d’autres anions que le CI" mais également aux cations. Néanmoins,

leur perméabilité au Na* est 10 fois plus faible que celle au CI" [68].

Il n’existe pas de bloqueurs trés spécifiques de ces canaux, seuls l'acide niflumique
(NFA) et l'acide flufénamique seraient efficaces [69]. Les autres bloqueurs des canaux
chlores comme le 4,4'-di-isothiocyananatostilbene-2,2'-disulfonic acid (DIDS), le 4-
Acetamido-4"-isothiocyanato-2,2'-stilbenedisulfonic acid (SITS), le 5-Nitro-2-(3-
phenylpropylamino)benzoic acid (NPPB) et le DPC sont moins efficaces [70]. Cependant, du
fait du manque de spécificité des inhibiteurs et de la grande diversité de cette famille,
I'identité moléculaire des CaCC n’est pas totalement élucidée. Actuellement, quatre génes
sont susceptibles de coder pour des CaCC :

> Le géne codant pour CIC 3 exprimerait un canal activé par la calmoduline kinase II.
Mais son réle est encore discuté car l'utilisation de souris CICn3-/- montre une
absence de conductance « calcium/calmodulin-dependent protein kinase |l »
(CaMKII) activée mais la conductance chlore activée par le calcium est toujours
présente [71].

» La famille des bestrophines serait une nouvelle famille de canaux chlores stimulés

par le calcium [72] et exprimées au niveau des cellules épithéliales de la rétine [73].

» Les génes homologues du locus Tweety de la drosophile : hTTHY2 et hTTYHS.
Cependant cette identité est encore controversée par la localisation de I'expression
du produit des génes, ou I'absence de régulation par le Ca®* [74].
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» Enfin les genes codants pour les CICa sont les candidats les plus probables pour les
CaCcC [75].

Les ClICa ont été initialement clonés a partir de trachées bovines [76], et ils sont
exprimés au niveau des épithéliums respiratoires [67,77]. Depuis, plusieurs isoformes des
CICa ont été isolées [78]. Toutes les isoformes sont activées par I'ionomycine ou par une
concentration de Ca®* cytosolique de I'ordre du millimolaire. L’activité des canaux CICa est
bloquée par les inhibiteurs des canaux CI' comme I'acide niflumique et le DIDS [76,79].

Cependant la nature des protéines ClCa ne se résumerait pas a l'activité d’'un simple
canal, et certaines de ces propriétés ne correspondent pas aux propriétés des CaCC.

Tout d’abord il y a des différences entre les courants observés avec les CICa et les
CaCC au niveau de la sensibilité au calcium a la dépolarisation et dans la
pharmacologie de ces canaux.

La région de cette protéine responsable de la formation du canal n’est pas encore
identifiée [80].

Les CICa ont une grande homologie avec des protéines d’adhésion cellulaire et un
autre probleme réside dans le fait que la protéine humaine CICa3 tronquée et ne
possédant pas de domaines transmembranaires, est sécrétée dans le milieu

extracellulaire [81].

Enfin, certains types cellulaires qui expriment des CaCC natifs n’expriment pas de
protéines CICa [82].

Les canaux ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel)

L’'ORCC est un canal chlorure régulé par I'AMPc qui a d’abord été décrit comme la
protéine impliquée dans la régulation de la conductance membranaire, déficiente dans la
mucoviscidose [83,84]. Les études d’interactions entre CFTR et d’autres canaux ioniques
membranaires montrent que la présence du canal CFTR fonctionnel est indispensable a
I'activation du canal ORCC par les PKA [85]. Dans les systemes de membranes artificielles,
CFTR régule le canal ORCC par des interactions membranaires ou cytoplasmiques [57].
Schwiebert et al. proposent également que linteraction entre le canal CFTR et le canal
ORCC dans les cellules épithéliales, soit liee a un mécanisme autocrine/paracrine impliquant
I'ATP [86].

Cependant Xia et al. ont montré en patch clamp, sur des cellules Calu-3, que les
canaux ORCC sont rarement retrouvés du c6té apical des cellules dans les épithéliums a
confluence, mais sont abondants dans les cellules non polarisées et peu confluentes [87].
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Plus récemment, Szkotak AJ et al. ont confirmé la présence dORCC sur la membrane
basolatérale de cellules épithéliales respiratoires humaines [88]. Ces canaux ont des réles
encore méconnus, mais ils pourraient agir sur le contr6le du type d’anion secrété:
'ouverture du canal favoriserait la sécrétion de bicarbonate (HCOj') alors que sa fermeture
favoriserait la sécrétion de chlore [87]. D’autres études suggérent que ces canaux pourraient
permettre I'absorption de chlore a travers la cellule au lieu de I'absorption paracellulaire
couramment décrite [89,90].

Enfin dernierement, il a été mis en évidence non pas une, mais trois conductances CI
différentes au niveau basolatéral. La conductance majoritaire est activée par le voltage, le
gonflement cellulaire et est bloquée par le DIDS. Une autre conductance identifiée est
activée par I'hyperpolarisation et serait un courant rectifiant entrant ressemblant au courant
induit par CLC-2. Enfin, une conductance qui est activée par I’AMPc, insensible au voltage et
qui est linéaire, ressemblant au CFTR [90].

c) Le transport de potassium

De nombreux types de canaux potassiques ont été identifiés au niveau des cellules
épithéliales. lls sont situés principalement au niveau de la membrane basolatérale mais ils
sont aussi retrouvés sur la face apicale des cellules. Cette famille de canaux est
particulierement vaste et, au niveau des épithéliums respiratoires, leur fonction et leur réle
précis sont encore peu connus. Certains de ces canaux sont impliqués dans la régulation
non spécifique du volume cellulaire [91]. D’autres participent au maintien et a la stabilisation
du potentiel de membrane nécessaire a la sécrétion transépithéliale de CI, et a la
réabsorption de Na* [92,93].

Différentes classes des canaux K* sont présents dans I'épithélium des voies aériennes :

¢ les canaux K" dépendants du voltage dont certains membres de la famille des Kv, et
les KCNQ1 qui sont fortement exprimé dans I'épithélium nasal [94].

e les canaux activés par le Ca?* intracellulaire (KCa), les IKCa (ou sous type SK4) sont
exprimés dans la trachée et dans les cellules bronchiques [95,96] et les BKc, (ou
sous type Slo1) ont été retrouvés dans les cellules nasales, bronchiques
(16HBE140-) et alvéolaires (A549) [97,98]. Ces canaux seraient a la fois sensibles
au Ca* et au potentiel [99].

e les canaux Karp sensibles a 'ATP (constitués en octaméres de sous unités K et
SUR) ont été mis en évidence au niveau de I'épithélium de trachée de rat [100], et
les transcrits de K 4.2 ont été révélés dans un modéle de cellules épithéliales
respiratoires humaines de la lignée Calu-3 [101].
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Ces canaux ont été montrés comme nécessaires dans les processus d’absorption de
Na* et de sécrétion de CI dans I'épithélium alvéolaire [102,103], mais aussi dans I'épithélium
bronchique et nasal [104,105].

d) Les autres transporteurs épithéliaux

La pompe Na'/K* ATPase

La pompe Na'/K* ATPase est essentielle au fonctionnement de toutes les cellules, elle
consomme environ 20 a 30% de I'ATP produit pour expulser du c6té basolatéral trois ions
sodium et réabsorber deux ions potassium. Le courant généré par cette pompe participe a la
repolarisation de la membrane. Son r6le principal est de maintenir 'lhoméostasie sodique et
potassique intracellulaire, et elle est nécessaire a I'absorption transépithéliale de sodium.
L’activité de la pompe est inhibée par des glycosides cardiotoniques comme I'ouabaine ou la
digitaline.

La pompe est un complexe protéique de type P formé au minimum d’un hétérodimere de
sous-unités a et B auxquelles vient s’ajouter une protéine de la famille FXYD, régulateur du
transport d’ion [106].

Il a été montré une surexpression de cette pompe et du cofacteur FXYD chez les
patients atteints de mucoviscidose, ce qui participerait au phénoméne d’hyperabsorption de
sodium impliqué dans la déshydratation du mucus observée chez ces malades [107].

Le cotransporteur Na'/K"/2CT

Situé sur la membrane basolatérale, ce cotransporteur permet de faire entrer des ions
chlorures dans la cellule malgré un gradient électrochimique défavorable, afin qu’ils soient
excrétés au pble apical [108]. Le cotransport est électroneutre car il transfere a l'intérieur de
la cellule un ion sodium et un ion potassium pour deux ions chlorures [109]. Il existe deux
isoformes NKCC1 et NKCC2, mais seule NKCC1 est présente dans I'épithélium respiratoire.
Le cotransporteur est inhibé spécifiquement par une classe de diurétiques tels que le
bumétanide ou le furosémide [110].

NKCC1 est impligué dans la régulation du volume cellulaire [111], et serait activé
indirectement par les seconds messagers tels que 'AMPc et le calcium intracellulaire, ou en
réponse a une stimulation par 'UTP apical ou par l'isoprotérénol sur les cellules épithéliales
des voies aériennes. Dans les cellules épithéliales des voies aériennes, I'activation de la

PKA stimule le cotransporteur [112].
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L’échangeur Na'/H"

Les cellules épithéliales sont capables de maintenir un pH stable malgré les
perturbations induites par les échanges ioniques ou par la production d’acides par son
propre métabolisme. L’échangeur Na*/H* (ou NHE) a été mis en évidence dans la membrane
basolatérale des cellules épithéliales respiratoires [113]. Ce transport est électroneutre (1 H*
expulsé pour I'entrée d’'un Na*), et il est activé par une production cellulaire de protons [114].

Il existe 9 isoformes de NHE clonées (NHE1-9) a ce jour [115]. L'isoforme NHE-1 est
ubiquitaire et elle est exprimée dans le poumon [116]. NHE1 semble étre associée a de
nombreuses fonctions cellulaires comme la régulation du pH intracellulaire, du volume
cellulaire et de la prolifération [117]. Les autres isoformes sont spécifiques d’un type de tissu,
et la présence des isoformes NH2 et NH3 a été mise en évidence dans les cellules
epithéliales nasales humaines [118].

L’activité de NHE est régulée par différents facteurs comme des hormones, des facteurs
de croissance, et le phorbol 12-myristate 13-acétate qui vont conduire a sa phosphorylation
[119]. De plus, il existe un site de régulation par le pH du c6té intracellulaire de la protéine
[120]. Son activité est aussi controlée par le Ca®* intracellulaire, en particulier par la liaison
du complexe Ca®*-calmoduline qui active le NHE [121]. Enfin, I'activité de NHE est inhibée
par 'absence de Na* extracellulaire, par I'amiloride et ses dérivés [122]. NHE1 est cependant
le plus sensible aux dérivés de I'amiloride [123].

I.C.2. Modeéle des transports transépithéliaux
Les différents canaux décrits préecédemment sont illustrés dans la Figure 5.

Les premiéres données sur la différence de potentiel transépithélial (ddp), la résistance
transépithéliale (R) et le courant généré par les mouvements des ions a travers I'épithélium
(scc pour « short-circuit current » en anglais) ont été possible avec I'avénement des
techniques d’électrophysiologies comme la mesure directe de la ddp nasale, trachéale ou
bronchique, les mesures de ddp et de scc de tissus excisés ou de culture cellulaire dans les
chambres de Ussing et la mesure d’activité de canaux gréce au patch clamp. Ces
techniques de mesures in vivo et in vitro ont révélé, qu’a I'état basal, I'absorption active de
sodium représente un transport important des voies aériennes humaines. Cette absorption
de Na* représente environ les deux-tiers du courant enregistré, et entraine une absorption
passive de ClI" et d’'eau [28,124].

Le sodium pénétre dans la cellule épithéliale bronchique humaine par le canal ENaC du
pble apical, il est évacué de la cellule au niveau du péle basolatéral par la pompe Na'/K*
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ATPase, engendrant un flux net transépithélial de Na® du compartiment muqueux vers le
compartiment séreux [125].

D’autre part, I'activité de pompe Na'/K* ATPase provoque une accumulation de K* dans
le cytosol, entretenant une différence de potentiel, et créant un gradient électrochimique
favorable au transport de K" vers l'extérieur de la cellule. Les canaux potassiques,
dépendants du voltage et/ou du calcium, contribuent a maintenir la concentration de K" et le
potentiel de membrane [94].

L’ion CI" est entrainé selon son gradient électrochimique essentiellement par des voies
paracellulaires pour préserver I'électroneutralité ce qui induit une absorption d’eau [126].
Cependant, dans certains cas, la sécrétion de CI peut s’effectuer selon un gradient
électrochimique entretenu par différents transporteurs de CI' de la membrane basolatérale,
comme le cotransporteur Na*/K*/Cl" et par la présence de nombreux canaux CI de la
membrane apicale comme le CFTR ou les CaCC. De plus, l'activité des canaux rectifiés
entrants Karp et du canal KCNQ1 sont impliqués dans la sécrétion de CI'[94,105].

L’équilibre entre I'absorption de sodium et la sécrétion de chlore permet de contréler les
mouvements d’eau a travers I'épithélium, et contribue a une bonne hydratation des voies

aériennes ainsi qu’a une clairance mucociliaire de qualité [35].

Enfin, il a été montré que le CFTR peut interagir et contréler d’autres canaux de la
membrane apicale, et que son absence modifie totalement I'équilibre des transports d’ions et
de fluides [127]. Le CFTR contrdle I'activité de ENaC avec lequel il est co-exprimé [125], et
stimule l'activité d’autres canaux chlorures via la libération de I'ATP associé a l'activité de
CFTR [128]. Certains canaux potassiques sont également modulés par le CFTR [129].
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Figure 5 : Les transports ioniques dans I’épithélium bronchique humain
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I.D. Les seconds messagers intracellulaires

I.D.1. LAMPc

L’AMPc est un second messager intracellulaire produit a partir d’ATP, par 'intermédiaire
de I'adenylate cyclase. L'adenylate cyclase est elle-méme activée par la liaison d’un ligand
sur un récepteur transmembranaire a protéines G (RCPG). L'AMPc active a son tour des
enzymes comme la PKA, qui phosphoryle des protéines de régulation ou des effecteurs.

Mis a part les effets sur la transcription de certains génes par I'activation de cette voie, il
a été montré un réle direct de la voie AMPc dans la régulation de certains canaux
épithéliaux. Dans I'épithélium respiratoire normal, les canaux ENaC sont inactivés par des
agonistes qui augmentent TAMPc comme la forskoline ou lisoprotérénol [130,131]. Ces
agonistes activent aussi le canal CFTR et induisent une sécrétion de CI. En revanche,
d’autres travaux ont montré que '’AMPc pouvait augmenter la probabilité d’'ouverture de ces
canaux dans les cellules épithéliales pulmonaires, ainsi que I'expression de sous-unités a du
canal [132].

Le transport de chlorure transépithélial peut étre modulé par des variations du taux
d'AMPc intracellulaire [133]. La conductance chlore, activée par 'augmentation du taux
d'AMPc étant déficiente dans les épithéliums mucoviscidosiques, I'activation du canal CFTR
est généralement associée a cette conductance [134] car il est activé par phosphorylation de
son domaine R par la PKA [135].

Dans les cellules épithéliales des voies aériennes, I'activation de la PKA stimule le
cotransporteur Na*/K*/2CI" [111], et certaines conductances au potassium comme le canal
KCNQ1 sont activées par 'AMPc [136].

I.D.2. Le calcium et sa régulation

Le calcium est un messager intracellulaire ubiquitaire contrélant de nombreux processus
tels que la dépolarisation, la contraction des muscles lisses ou striés, la sécrétion hormonale,
I'activation d'enzymes comme la phospholipase A2 ou diverses protéases, les transports
intracellulaires, et I'activation de transports ioniques.

La concentration extracellulaire (1 a 2 mM) de calcium, élevée comparativement a sa
concentration intracellulaire (100 nM), est régulée de telle maniére qu'elle ne subit que de
trés faibles variations.

La concentration de calcium intracytoplasmique reste faible, car la cellule posséde des

moyens de l'expulser a l'extérieur et peut le piéger dans certains organites intracellulaires
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comme le réticulum ou les mitochondries. De plus, a l'intérieur du cytoplasme, il existe des
protéines susceptibles de le fixer d'une maniére passive : la calséquestrine, la calréticuline,
la calbindine, la calrétinine et la parvalbumine. La concentration intracytoplasmique de
calcium libre ou ionisé (Ca?*) est donc faible, et le gradient électrochimique est en faveur
d’'une entrée dans le cytosol. Ainsi, la signalisation cellulaire du calcium est liée a une
augmentation de sa concentration cytosolique qui peut étre caractérisée par son origine, son

amplitude, sa durée et sa fréquence.

a) Origines du calcium

Lors d’'un signal calcique, 'augmentation de calcium dans la cellule peut avoir deux

origines distinctes :

e Le calcium peut provenir du milieu extérieur. Le calcium extracellulaire pénétre
alors dans la cellule via des canaux cationiques non spécifiques ou des canaux

calciques membranaires.

e Le calcium peut venir du vidage des réserves intracellulaires (le réticulum) par
la stimulation du récepteur a l'inositol-1,4,5-phosphate (IP3). Il existe également
un autre récepteur, le récepteur a la ryanodine, qui provoque une augmentation
du Ca** intracellulaire dans les cellules excitables. Ce récepteur ne semble pas
présent au niveau de I'épithélium respiratoire [137].

L’entrée de calcium extracellulaire

Il existe de nombreux types de canaux membranaires perméant pour le calcium. Bien
gu’ils soient couramment décrits au niveau des cellules excitables comme les neurones ou
les cellules musculaires, les canaux calciques exprimés au niveau des cellules épithéliales
sont encore peu connus. Ces canaux sont répartis en plusieurs groupes sur la base de leurs

mécanismes d’activation.

Les VOC (voltage-operated channel) sont des canaux voltage-dépendants qui s’ouvrent
lors d’'une dépolarisation de la membrane plasmique. Ces canaux sont principalement
retrouvés dans les cellules excitables comme les neurones ou les cellules musculaires. Les
VOC ont été classés a lorigine selon leurs propriétés pharmacologiques et
électrophysiologiques avec un type a bas potentiel, le canal T qui possede une ouverture
transitoire, et cing types de canaux s'ouvrant a un potentiel plus élevé, les canaux L, N, P, Q
et R. Une étude récente a révélé la présence de canaux de type L (Ca,1.3) en faible quantité
sur la membrane apicale d’épithélium pulmonaire de rat ainsi que des canaux de type R
(Ca,2.3) dans des cellules de Clara [138].
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Un deuxiéme type est activé par la liaison a différents agonistes (ATP, sérotonine,
acétylcholine...) et ces canaux sont appelés ROC (pour « Receptor-Operated Channel »). lls

sont présents dans les neurones et les cellules sécrétrices.

Il existe aussi des canaux activés par la déformation de la cellule. Ces canaux ont été
observés dans les cellules épithéliales de trachée, ou la déformation d’'une cellule provoque
une augmentation de calcium qui est transmise aux cellules voisines, provoquant la
synchronisation des battements ciliaires sensibles au calcium. Un tel mécanisme pourrait

étre impliqué dans la clairance mucociliaire des voies respiratoires [139].

Enfin, les canaux SOC (pour « Store-Operated Channel ») sont activés en réponse a
une déplétion calcique des stocks intracellulaires. Ce couplage entre le vidage du réticulum
et l'activation des canaux membranaires se ferait, soit par interaction directe, soit par un
facteur diffusible [140].

Dans I'épithélium respiratoire, la présence ainsi que le réle des canaux SOC ne sont pas
encore élucidés, mais la présence de canaux de la famille TRP (pour « Transient receptor
Potential ») a été montrée. Les canaux TRP appartiennent a une vaste famille de 33 canaux
cationiques non spécifiques, répartis en 7 sous-familles et laissant entrer principalement du
calcium ou du magnésium (Figure 6). Ces canaux TRP sont activés et régulés par une
grande variété de stimuli, et pourraient appartenir aux ROC et aux SOC. Au niveau épithélial,
plusieurs sous-familles ont été décrites : les TRPC (canonical) ont été retrouvés dans une
lignée d’épithélium des voies aériennes CF et non CF (TRPC1 et TRPCB6), ainsi que dans la
lignée A549 avec TRPC 1, 3, 6 et 7 [141] ; TRPC3 a été retrouvé dans la lignée BEAS 2B et
TRPC4 dans I'épithélium bronchial humain [142]. La lignée A549 exprimerait aussi des
TRPM7 [141]. Enfin, les cellules épithéliales exprimeraient aussi des canaux de la famille
des TRPV, dont TRPV4 qui a été récemment décrit dans une lignée d’épithélium bronchique
humain [143], et TRPV 3, 4, 5 et 6 qui ont été identifiés dans I'épiderme [144], dans
I'endothélium pulmonaire [145], et au niveau de I'épithélium rénal [146] et intestinal [147].

Cependant, ces canaux TRP sont des canaux cationiques non spécifiques, et seuls les
TRPV5 (ou ECaC) et TRPV6 (ou CaT1) seraient hautement sélectifs pour le calcium avec un
ratio de perméabilité Ca**/Na* supérieur & 100 [148]. Ces canaux ont été décrits dans les
épithéliums transportant du calcium et jouent un réle dans I'absorption au niveau du rein et
de lintestin [149]. Bien que leur présence soit fortement soupgonnée, ces canaux n'ont, a ce
jour, toujours pas été décrits dans I'épithélium respiratoire.
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Figure 6 : Les canaux cationiques non spécifiques de la famille TRP
(Hoenderop [150])

Enfin, Bahra et al. ont mis en évidence un courant calcique basolatéral activé par 'ATP
sur des cellules épithéliales des voies aériennes humaines. Ce courant calcique ne

correspond pas aux caractéristiques des TRP, et la structure est encore inconnue [151].

La mobilisation des réserves intracellulaires

Le relargage du calcium des stocks intracellulaires est stimulé par un second messager
intracellulaire, I'lP3. L'IP3 est produit par I'hydrolyse d'un phospholipide membranaire, le
phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate (PIP2), par I'action des phospholipases C (PLC). Les
PLC sont activées par deux types de récepteurs membranaires : les RCPG et les récepteurs
a tyrosine kinase (TYRK).

L’IP3 peut diffuser dans le cytoplasme et se fixer a des récepteurs spécifiques (IP3R)
situés sur la membrane du réticulum endoplasmique. La fixation de I'lP3 a son récepteur
provoque I'ouverture du pore, et la libération du calcium contenu dans les réserves. D’autre
part, I'activité de ce récepteur est sensible au calcium. L’augmentation de la concentration du
calcium cytosolique empéche la liaison de I'lP3 au récepteur ce qui limite 'ouverture du pore.
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Ce phénomeéne serait a l'origine du mécanisme d’oscillations du calcium décrit dans de

nombreuses cellules.

b) Régulation

Le calcium est indispensable au fonctionnement de la cellule et a sa réplication mais
une augmentation trop importante et trop longue peut conduire a des phénoménes
d’apoptose. C’est pourquoi le calcium est finement régulé.

Il existe plusieurs mécanismes pour diminuer la concentration du Ca?* cytosolique :

e les pompes & Ca®* membranaires qui transportent le Ca?* intracellulaire a I'extérieur

de la cellule,
e les pompes & Ca?** de type SERCA sur la membrane du réticulum endoplasmique,
® les « calcium binding protein » comme la calmoduline qui peuvent lier le calcium libre,

e les échangeurs Na*/Ca* de la membrane plasmique.

Les pompes de la membrane

Les pompes & calcium (Ca®-ATPase) de la membrane plasmique (ou PMCA pour
plasma membrane calcium ATPase ») assurent le pompage des ions Ca?* du cytoplasme
vers le milieu extracellulaire. Elles nécessitent de I'énergie pour transporter le Ca®* contre
son gradient électrochimique. Il existe quatre isoformes (PMCA 1 a 4) qui sont codées par
des génes distincts. La PMCA est activée par la calmoduline en présence d'ions Ca®*. En
absence de calcium, un domaine de l'extrémité C-terminale de la PMCA est considéré
comme auto-inhibiteur, la liaison de calmoduline léve cette inhibition, d'ou une augmentation

de la sortie de calcium (pour revue [152]).

L’échangeur Na*/Ca®" a été découvert a la fin des années 60. Il assure la sortie d'un ion
Ca** contre I'entrée de trois ions Na*. La vitesse d’échange dépend donc de la concentration
de ces ions de part et d’autre de la membrane [153].

Les pompes du réticulum endoplasmique

Les pompes Ca?*-ATPase du réticulum endoplasmique (SERCA) ont été découvertes a
I'origine au niveau de la membrane sarcoplasmique de cellules musculaires striées. Elles
appartiennent a la famille des ATPases de type P, et elles hydrolysent une molécule d’ATP
pour le transport de deux ions Ca®".

La protéine SERCA de 110 kDa est codée par une famille de trois genes ATP2A1-3 et il
en existe 10 isoformes. La protéine SERCA a une structure asymétrique et comprend trois
domaines : le domaine cytoplasmique qui représente 70% de la protéine, un domaine
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transmembranaire a la structure complexe comprenant 10 hélices a dont certaines sont
impliquées dans la fixation du Ca®*, et un court domaine se situant au niveau de la lumiére
du réticulum. Le domaine transmembranaire forme également un canal dans lequel transite

le Ca?* intracellulaire.

La thapsigargine est un inhibiteur spécifique des pompes SERCA qui provoque une
augmentation du Ca®" intracellulaire par vidage du réticulum endoplasmique (pour revue
[154]).

.
Figure 7 : Représentation schématique des voies de régulation de ’homéostasie calcique

RCPG : Récepteur couplé aux protéines G , G : Protéine G, PIP; : phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate, PLC :
phospholipases C,DAG : Diacyl Glycérol, IP3: Inositol-1,4,5-phosphate, IP3R : Récepteur a I'lP;, SERCA :
Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPases, PMCA : plasma membrane calcium ATPases, TRP :
Transient Receptor Potential.

c) Influences sur les transports ioniques

Outre ces nombreux réles sur l'organisation du cytosquelette et I'établissement des
jonctions serrées, I'activation de I'expression génique et de la phosphorylation de certaines
protéines, il a été clairement démontré que le Ca* intracellulaire a un réle fondamental dans
la régulation des transports ioniques transépithéliaux [66,105]. En effet, 'augmentation du
calcium intracellulaire peut diminuer le transport de Na* [155], stimuler certains canaux K*
[96] et activer une sécrétion de CI apicale [78]. De plus, les canaux Cl activés par le Ca**
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intracellulaire ont été proposés comme étant des voies alternatives a la sécrétion de CI»
quand la protéine CFTR n’est pas fonctionnelle [66].

I.D.3. Le NO et le pH

En plus des rbles principaux sur les transports épithéliaux du calcium et de 'AMPc,
d’autres médiateurs sont susceptibles d’influencer ces transports.

Le monoxyde d’azote (ou NO) est produit de maniére constitutive dans les cellules de
trachées de mammiféres [156]. Mis a part son role dans le déroulement des réactions
inflammatoires, le NO peut moduler les transports ioniques transépithéliaux au niveau du
rein et du tractus digestif [157,158]. Chez l'animal, au niveau des cellules épithéliales
pulmonaires, le NO interviendrait dans la sécrétion de CI induite par les tachykinines au
niveau de la trachée [159]. De plus, Elmar et al. ont observé une diminution de I'absorption
de Na" ainsi qu'une stimulation de la sécrétion de CI" dans I'épithélium nasal murin [160].
Ces effets du NO sur les transports de Na* et CI' semblent passer par la modulation de la
concentration intracellulaire en Guanosine Monophosphate cycligue (GMPc) [161]. Le NO
pourrait étre impliqué également dans la régulation de la vitesse des battements ciliaires et
dans la sécrétion de mucines [162]. Chez 'Homme, 'ENaC est inhibé par le NO sur la lignée
A549 [163]. Le NO induit aussi une augmentation de la sécrétion d’anions [164].

Le pH est le reflet de la concentration de protons (ions H*) dans une solution. Il existe
une différence de valeur entre le pH extra et intracellulaire. Il est connu que le pH peut varier
transitoirement par la modification de transports ioniques, ou par I'action des facteurs de
croissance. De plus, le métabolisme cellulaire produit en permanence des composés acides
qui doivent étre éliminés par la cellule. Le pH est régulé par différents transporteurs et
systemes tampons mis en place par la cellule. Il existe notamment au niveau des
membranes des cellules épithéliales des voies aériennes, des échangeurs CI/HCOj3 et
Na*/H*, des pompes H*-ATPases, et des canaux a H* [165-167].

Le pH joue un réle sur l'activité de nombreux transporteurs membranaires. Au niveau de
la peau de grenouille, les ENaC sont inhibés par une acidification intracellulaire. C’est la
sous-unité a des ENaC qui semble étre impliquée dans cette sensibilité [168]. Les Karp sont
également sensibles au pH [92]. Le canal CFTR, est lui aussi régulé par le pH [169]. Les
canaux CaCC présentent une forte sensibilité au pH, et sont inhibés par une alcalinisation
[170].

Le pH module également la fréquence des battements des cils de [I'épithélium
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respiratoire. Une alcalinisation produit une augmentation de la fréquence de battements
ciliaires, alors qu’une acidification conduira a sa diminution. Ce mécanisme de régulation
semble directement lié au changement de pH, sans faire intervenir des voies de
phosphorylation ou des voies dépendantes du Ca*. Les variations du pH sont donc & méme
de contréler la vitesse de déplacement du mucus et donc de moduler la clairance

mucociliaire [171].

L.E. Physiopathologies de I’'épithélium

Les altérations de [Iépithélium observées dans certaines pathologies montrent
I'importance fonctionnelle de cette structure. Ainsi, la cohésion et la fonctionnalité de
I'épithélium des voies respiratoires peuvent étre fragilisées par certains éléments
pathogénes contenus dans le mucus, ou par une réaction inflammatoire accrue. Il est
souvent observé une surproduction de cytokines par I'épithélium et une modification des

transports ioniques induisant le plus souvent une hypersécrétion de mucus.

l.LE.1. L’asthme

L’asthme est une maladie inflammatoire qui affecte les bronches. L’asthme est
caractérisé par une inflammation chronique de I'épithélium qui fait I'objet d’'une fragilisation
structurale allant jusqu'a la desquamation [172], et par une bronchoconstriction et une
hypersécrétion de mucus qui contribue a l'obstruction des voies aériennes [173]. Dans
'asthme, il existe une surexpression des ARNm de hCICa qui semble corrélée a
'augmentation de la sécrétion d’'IL-9 et de mucus [77]. Plus récemment, une augmentation
des CaCC a été confirmée [174]. Il est également observé dans cette pathologie une
diminution du nombre de cellules ciliées et de cellules caliciformes [175-177].

I.LE.2 La broncho-pneumopathie chronique obstructive
(BPCO)

La Broncho-pneumopathie Chronique Obstructive (ou BPCO) est un groupe de maladies
chroniques systémiques d'origine respiratoire atteignant les bronches. |l s'agit principalement
de la bronchite chronique et de I'emphyséme. La cause principale de ces maladies est le
tabagisme. La BPCO se caractérise également par une inflammation chronique, une
augmentation de la sécrétion de mucus et une destruction progressive des alvéoles. Tout
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comme dans I'asthme, les fonctions épithéliales sont mises en jeu. Il a été montré, par
exemple, une augmentation des CaCC [178,179] ainsi qu'une augmentation des sous-unités
a et y des ENaC [180].

l.E.3. La mucoviscidose

La mucoviscidose est caractérisée par la mutation du géne codant pour la protéine
CFTR. Cela provoque un déficit de sécrétion de CI" qui se traduit par une déshydratation du
mucus, ce qui altere la fonction de clairance mucociliaire, favorisant ainsi linfection

bactérienne et l'inflammation chronique des voies aériennes [181,182].

Les transports ioniques dans les cellules mucoviscidosiques

Le canal CFTR a d’abord été défini comme régulateur de la conductance membranaire
avant qu’il ne soit décrit comme canal chlorure [56].

Il est décrit dans cette maladie une hyperabsorption du Na* par la levée de l'inhibition
gu'exerce CFTR sur les ENaC [183]. Cette hyperabsorption de Na® est d’autant plus
importante que la sécrétion active de chlore est défectueuse, et ne peut pas étre stimulée
par les agents qui augmentent la concentration cellulaire d’AMPc. Par conséquent, dans les
voies aériennes mucoviscidosiques, la quantité de liquide périciliare est diminuée a cause de
cette hyperabsorption de Na* et d’eau a I'état basal et a cause du défaut de sécrétion de
chlore en réponse aux béta-adrénergiques [54]. Il a été également montré une corrélation
entre la protéine CFTR et le canal CICa. Le niveau d’expression et d’activation des ClCa
moduleraient le phénotype CF [184,185]. En effet, des souris knock-out pour le géne CFTR
ont une expression réduite du niveau d’ARNm de I'isoforme mCICa3 [186]. D’autres études
ont montré que le CFTR régule l'activité du canal ClCa mais le mécanisme est encore
controversé. La compréhension des mécanismes d’expression et d’activation des canaux

ClICa pourraient constituer des voies alternatives a la sécrétion de ClI" dans la mucoviscidose.

Le calcium

La protéine CFTR pourrait avoir un réle dans le transport d’ATP vers la lumiére des
voies respiratoires, ce qui produirait la stimulation de récepteurs purinergiques apicaux et
une mobilisation des réserves calciques [187]. Chez les sujets CF, la mobilisation du calcium
intracellulaire par l'activation de la voie des récepteurs purinergiques est exacerbée
[188,189]. Le signal calcique augmente en réponse a un stimulus ce qui a pour rdle
d’augmenter la réaction inflammatoire ou certains transports [188,189]. D’autre part, la
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rétention de la protéine CFTR dans le réticulum provoque un stress, qui perturbe la capture
du calcium dans le réticulum ; I'entrée de calcium extracellulaire peut étre augmentée en
réponse a I'hyperpolarisation de la membrane des cellules CF [190]. Cette perturbation du
signal calcique est aussi impliquée dans une augmentation de la réponse inflammatoire
[191].

L’inflammation

Dans la mucoviscidose, il existe une réponse inflammatoire anormale caractérisée
principalement par une hypersécrétion de cytokines proinflammatoires (IL-18, IL-6, IL-8), et
une nette diminution de la sécrétion de cytokines antiinflammatoires, notamment de I'lL-10
[192,193]. Ce déséquilibre aboutit a un afflux et a une suractivation des polynucléaires

neutrophiles dans la lumiére des voies aériennes.

Plusieurs travaux indiquent que la réponse inflammatoire exacerbée observée dans la
mucoviscidose est constitutive des cellules [194]. Il semble bien qu'un phénomeéne endogene
mettant en jeu, indépendamment de tout stimulus infectieux, des anomalies intrinséques de
la protéine CFTR dans les cellules épithéliales respiratoires pourrait intervenir dans l'initiation

de l'inflammation.

Cependant d’autres données indiquent que cette inflammation est une cause des
infections chroniques observées chez les patients CF. En effet, les pathogenes comme P.
aeruginosa induisent une production de ces médiateurs de l'inflammation par les cellules
épithéliales [195]. C’est donc linfection qui initierait et maintiendrait I'inflammation dans le
poumon CF [196,197].

Quoi qu’il en soit, ces dérégulations de la réponse inflammatoire dans la mucoviscidose
contribuent a l'augmentation de la synthése de mucus et a son hyperviscosité ainsi qu’a la
déstructuration du tissu pulmonaire en dégradant les protéines structurales telles que
I'élastine, le collagéne et les protéoglycanes. Cette dégradation de I'épithélium favorise
I'adhésion bactérienne et linstallation d'une infection chronique aboutissant finalement la
destruction du parenchyme.

Les infections

Plusieurs pathogénes sont capables d’'infecter le poumon CF. Les pathogénes majeurs
qui infectent les voies aériennes de fagon chronique chez les patients CF sont : S. aureus,
Haemophilus influenzae et P. aeruginosa. Les deux premiers arrivent tres tét dans les voies
aériennes [198] tandis que P. aeruginosa les colonise plus tardivement [199]. Cependant,
larrivée de P. aeruginosa chez ces patients est directement associée a une dégradation
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pulmonaire, cause principale de la morbi-mortalité. L’environnement inflammatoire combiné

a l'action de bactéries comme P. aeruginosa conduit a la rupture du systéme de jonctions
intercellulaires et favorise d’autant plus l'infection [200].

|.LE.4. Les infections respiratoires

Outre les infections chroniques des patients mucoviscidosiques, P. aeruginosa est un
pathogéne majeur dans les infections acquises en milieu hospitalier. De nombreux travaux
ont montré le réle de chacun des facteurs de virulence sur I'épithélium respiratoire.

Les caractéristiques et les stratégies mises en place par ce pathogene lors de l'infection
sont détaillées dans le chapitre suivant.
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Il. Les infections du systéme respiratoire par P. aeruginosa

Il.A. Pseudomonas aeruginosa

Il.A.1. Caractéristiques générales

P. aeruginosa est un bacille a Gram-négatif, mobile, capable de se multiplier dans un
intervalle de température trées large (+ 4°C a + 42°C). Ce pathogéne présente un
métabolisme oxydatif, mais peut aussi utiliser les nitrates comme accepteur d’électrons en
croissance anaérobie ce qui lui permet de croitre dans des environnements tres divers. Il est

présent dans le sol, 'eau, les végétaux et les matiéres organiques en décomposition.

P. aeruginosa posséde un des plus grands génomes bactériens connus, 6.3 Mbases
codant 5570 cadres de lecture. Le séquencage de la souche PAO1 en 2000 a permis de
montrer qu’'un nombre considérable de genes sont impliqués dans des systemes de
régulation et des fonctions métaboliques [201]. Cela lui conféere une grande capacité
d’adaptation dans de nombreuses niches écologiques méme pauvres en nutriments. Par sa
versatilité, P. aeruginosa peut étre retrouvé naturellement sous forme planctonique, mobile

ou dans un biofilm attaché a un substrat.

I.LA.2. Infections dues a P. aeruginosa en clinique humaine

P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est un pathogéne opportuniste capable d’infecter
un large spectre d’hétes : Hommes, animaux, plantes, insectes. En clinique humaine, les
pathologies induites par une infection a P. aeruginosa peuvent avoir des formes diverses :
infections oculaires, urinaires, pulmonaires, neuro-méningées, des plaies chez les grands
brilés et des plaies opératoires, parfois accompagnées de bactériémies. Il représente une
des causes principales d’infections respiratoires liées aux soins chez les patients aux
défenses immunitaires altérées (cancer, chimiothérapie, ventilation meécanique, SIDA...)
[202,203]. Les complications induites (cedeme pulmonaire, choc septique, défaillance multi-
viscérale) engendrent 50 a 70% de mortalité et cela en dépit des traitements complexes et
colteux mis en ceuvre [203]. La colonisation par P. aeruginosa est une étape marquante de
la dégradation de la fonction pulmonaire chez les personnes atteintes de mucoviscidose. Les
exacerbations aigués liées a P. aeruginosa sont des causes majeures de mortalité et de
morbidité chez ces sujets [199,204].

De plus, P. aeruginosa est une bactérie difficile a éradiquer car elle présente de
nombreuses résistances naturelles aux antibiotiques mais aussi parce qu’elle s’adapte

rapidement aux agressions médicamenteuses. Les mécanismes de cette résistance acquise
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aux antibiotiques sont multiples, de type enzymatique ou par efflux majoritairement. De plus,
le biofilm élaboré par la bactérie forme une barriere physique contre I'entrée d’agents
antimicrobiens grace a une matrice composée de polysaccharides complexes dans laquelle

s’insérent les bactéries.

Il.B. Physiologie de la virulence de P. aeruginosa

Lors de l'invasion initiale du poumon, P. aeruginosa exprime de nombreux facteurs de
virulence pour neutraliser les défenses immunitaires innées de I'h6te. Deux classes de
facteurs de virulence sont distinguées : ceux associés a la bactérie qui sont impliqués
principalement dans I'adhérence et la motilité (lipopolysaccharide, pili de type IV, flagelle,
alginate) ; et les facteurs secrétés intervenant principalement dans la dissémination de la
bactérie et la perturbation ou la destruction des défenses de I'héte (les toxines du systéme
de sécrétion de type Il (SSTT), les protéases, les phénazines, I'exotoxine A, les
rhamnolipides, les phospholipases).

I1.B.1. Les facteurs associés

a) Les pili, le flagelle

P. aeruginosa posséde un seul flagelle polaire lui conférant la capacité de se déplacer
dans des milieux liquides et semi-solides [205]. Cette structure participe aussi a 'adhérence
aux cellules épithéliales respiratoires, et a la formation du biofilm in vitro [206].

Le flagelle est aussi impliqué dans la pathogénicité de P. aeruginosa. En effet, il a été
montré dans un modele de pneumonie chez la souris que des mutants dépourvus de flagelle
ont une virulence atténuée [207,208]. Des études in vitro montrent également que le flagelle
peut stimuler la réponse inflammatoire des cellules épithéliales en activant la production d’IL-
8 via les récepteurs asialoGM1 et TLR2 et TLR5 [209], ou d’IL-6 de TNF-a [210] par les
cellules épithéliales nasales [211].

Le pilus de type IV est la principale adhésine de P. aeruginosa responsable de
'adhésion aux cellules épithéliales via des glycolipides, tels que les asialogangliosides M1
(ASGM1) [212]. Mais il joue également un role dans I'adhésion aux surfaces abiotiques
[213]. Tout comme le flagelle, les pili de type IV sont impliqués dans la mobilité [214] et dans
la formation initiale du biofilm [206]. Les pili sont aussi importants dans la virulence de P.
aeruginosa : dans un modele de pneumonie murine, les souches de P. aeruginosa avec pili

sont plus virulentes que les souches mutantes dépourvues de pili [215,216]. Le pilus de type
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IV a un réle dans I'activation de la réponse inflammatoire puisqu’in vitro la piline est capable
d’activer la production d’IL-8 des cellules épithéliales [195].

Les pili et le flagelle sont fortement immunogénes et des travaux ont montré qu'ils

pouvaient étre des cibles potentielles pour un développement de vaccins [217].

b) L’alginate
Outre la forme planctonique, P. aeruginosa est capable de se développer au sein d’un
biofilm. Dans ce mode de croissance les bactéries adherent a une surface et sécrétent une
matrice d’exopolysaccharides comme l'alginate, dans laquelle elles sont insérées. Cette
forme de développement est retrouvée dans les infections chroniques observées chez les
patients CF. La formation de ce biofilm est complexe et dépend de signaux

environnementaux et aussi du quorum sensing [218].

L’alginate permet non seulement 'augmentation de I'adhérence des bactéries aux
cellules épithéliales mais joue aussi un réle de barriere. Les bactéries présentent alors une
résistance accrue aux défenses immunitaires et aux traitements antibiotiques [219,220].

c) Les lipopolysaccharides (LPS)

Constituant majeur de la membrane externe des bactéries a Gram-négatif, le LPS est
principalement impliqué dans la stimulation de la réponse inflammatoire et dans les

interactions avec les tissus de I'héte.

Structure
Sur le plan structural, les lipopolysaccharides (LPS) sont constitués d’un lipide complexe
(le lipide A) auquel est attachée une partie polysaccharidique (Figure 8) [221] :

e Le lipide A est une région hydrophobe qui permet I'ancrage de la molécule de LPS
dans la membrane bactérienne externe. Il correspond a I'endotoxine des bactéries a
Gram-négatif qui n’est libérée de maniere massive qu’apres la lyse de la bactérie. Le
lipide A est reconnu par les récepteurs TLR de I'h6te qui sont responsables de

I'initiation de la réponse inflammatoire.

e Le noyau (ou core) oligosaccharidique, au centre, est une région hydrophile qui fait
le lien entre le lipide A et I'antigéne O.

e La fraction polysaccharidique constitue I'antigéne O et elle est responsable de la

spécificité antigénique. P. aeruginosa produit deux formes d’antigéne O, la bande A
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(antigéne commun) et la bande B (antigene variable). Ces deux formes different par
la composition de leurs répétitions polysaccharidiques.

Le LPS a été décrit sous deux phénotypes et une vingtaine de sérotypes. Le phénotype
dit « rugueux » (ou rough), qui ne posséde pas d’antigéne O, et le phénotype « lisse » (ou
smooth) dont I'antigéne O est attaché a la structure lipide A / noyau oligosaccharidique. Il a
été démontré sur un modele animal que ce phénotype était plus virulent que le phénotype
« rugueux » [222]. D’autre part, in vitro, une souche de P. aeruginosa déficiente en antigéne
O est détruite par le sérum humain alors que la souche sauvage possédant un LPS de
phénotype lisse est résistante [221,223].

Dans la mucoviscidose, I'infection a P. aeruginosa devient chronique, et le pathogéne
passe alors d’'une forme dite « non mucoide » a une forme « mucoide ». La composition du
LPS change aussi. En effet, une diminution de I'expression ou la perte de I'expression de la
bande B de I'antigéne O est observée lors de I'émergence du phénotype mucoide. Ainsi les
souches de P. aeruginosa isolées de patients atteints de mucoviscidose expriment au début
de linfection un LPS « lisse », puis avec le passage de l'infection a I'état chronique, elles
n’expriment peu voire pas d’antigéne O du LPS. Ces souches sont donc non sérotypables
[221,224,225].

Des vaccins dirigés contre I'antigene O ont montré une réelle efficacité contre les
infections causées par les souches de phénotype lisse de P. aeruginosa. Cependant, la
grande variabilité de I'antigéne O limite I'efficacité de ces vaccins [226].

Le LPS est couramment utilisé dans les modeles expérimentaux de choc septique car
son injection reproduit 'ensemble des signes cliniques et biologiques observés au cours de

ce syndrome.

P. aeruginosa est I'un des trois bacilles a Gram-négatif les plus fréquemment
responsables de sepsis [221]. Le lipide A du LPS est responsable de l'initiation de la réaction
inflammatoire, notamment du recrutement et de [activation des cellules immunes,
aboutissant, lorsque la stimulation est excessive, au choc septique et, dans les cas les plus
séveres, au déces. Le lipide A de P. aeruginosa est généralement moins toxique que celui
des entérobactéries [227]. Cependant, des études plus récentes ont montré une grande
variabilité du lipide A, et la toxicité du LPS dépend du degré d’acétylation du lipide A [228].
La souche PAK mise en culture dans un milieu dépourvu de magnésium induit une
production de LPS hexa-acétylé et augmente la stimulation des cellules [229].
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Figure 8 : Schéma de la structure du LPS de P. aeruginosa
(D’aprés Pier [230])

Les récepteurs du LPS

> TLR

Les TLR appartiennent a la famille des PRR (Pattern-Recognition Receptors). Ce sont
des récepteurs qui reconnaissent des motifs moléculaires conservés chez les pathogénes,
appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) et impliqués dans la réponse
immunitaire innée. Chez les mammiféeres, il existe 10 TLR différents qui sont exprimés sur la
plupart des cellules immunes et certains sont présents a la surface des cellules épithéliales
[231].

Un des mieux étudiés est celui qui reconnait le lipide A du LPS: le TLR4. Le TLR4
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permet I'induction de la réponse de I'héte mais initie en méme temps les pathologies induites
par le LPS [232,233]. La reconnaissance du LPS par le TLR4 est complexe, et nécessite
I'intervention de plusieurs protéines. La LPS binding protein (LBP) qui libere le LPS de la
membrane bactérienne, et permet sa présentation au récepteur CD14 pour former un
complexe LPS-CD14. Ce complexe peut alors interagir du cété extracellulaire avec le TLR4
en présence du cofacteur MD-2. La transduction du signal par le TLR4 conduit a la sécrétion
de cytokines (TNF, IL-1, IL-6, Platelet Activating Factor : PAF, ...) via la translocation du
facteur nucléaire NFkB (pour « Nuclear Factor kB »).

D’autres TLR ont été identifiés au niveau des cellules épithéliales respiratoires humaines
normales et CF [234,235]. Il a été montré en particulier la présence de TLR2 et TLR4
impliqués dans la reconnaissance du LPS et des pili [236], et celle de TLR2 et TLR5
impliqgués dans la reconnaissance du flagelle. Des expériences d’'immunohistochimie ont
également révélé une différence de distribution des TLR, il semble que TLR2 soit présent
dans la membrane apicale des cellules épithéliales bronchiques, alors que TLR4 serait
basolatéral [234].

> Asialoganglioside M1 (ASGM1)

P. aeruginosa peut reconnaitre des glycolipides et en particulier la séquence GalNAcB1-
4Gal contenue dans les ASGM1 [237]. Les ASGM1 sont présents, entre autre, sur les
cellules épithéliales. Ce sont des récepteurs pour le flagelle, les pili et le LPS [212,216,238].
Cependant, ils n'ont pas de domaine transmembranaire ni intracellulaire, et sont ainsi
incapables d’induire un signal intracytoplasmique. lls interagissent donc probablement avec

d’autres récepteurs présents sur la membrane cellulaire.

Le r6le de ces récepteurs est encore peu connu. lls pourraient étre impliqués dans
'adhésion de la bactérie aux cellules [239,240]. Cependant, leur réle semble mineur dans le
cas de souches cliniques de P. aeruginosa [241]. Plus récemment, il a été montré que les
ASGM1 pouvaient interagir avec le TLR5 et le TLR2 lors d’'une stimulation par la flagelline
[209]. Cette interaction induit une production de cytokines de type IL-8 et des mucines MUC-
2 par activation d’'une voie dépendante du calcium intracellulaire [238,242]. Cependant, a ce

jour, aucun réle n’a été montré avec le LPS.

> CFTR

Plusieurs hypothéses ont été mises en avant pour expliquer I'hypersusceptibilité des
patients atteints de mucoviscidose aux infections a P. aeruginosa. Parmi elles, 'absence de
protéines CFTR fonctionnelles aurait un r6le dans le défaut d’élimination de P. aeruginosa au

niveau des poumons.
En effet, le LPS de la membrane externe de P. aeruginosa est directement reconnu par
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la cellule épithéliale et détermine la capacité des cellules a internaliser la bactérie [243]. Ce
processus est absent dans les cellules ne possédant pas de CFTR [244]. La protéine CFTR
a alors été identifiée comme étant le récepteur provoquant cette internalisation [245]. Cette
propriété de CFTR a été confirmée ensuite par des études sur des souris CF [246].

CFTR est capable de se lier a I'antigene O et d’extraire le LPS de la membrane de P.
aeruginosa, ce qui provoque linternalisation du LPS et de la bactérie elle-méme. Cette
internalisation déclenche la translocation du facteur NFkB et linitiation de la réponse
immunitaire [247]. Ce phénoméne participerait a I'élimination du pathogéne et expliquerait la
persistance de ces infections dans la mucoviscidose puisque des souches cliniques
mucoides exprimant pas ou peu d’antigene O, et surexprimant de l'alginate perdent leur
capacité a se lier au CFTR [246,248]. Cependant cette hypothése est encore controversée.
D’autres études montrent que linternalisation de P. aeruginosa n’est pas dépendante du
CFTR [249]. Le rb6le de CFTR en tant que récepteur pour le LPS reste donc encore a

éclaircir.

I1.B.2. Les facteurs secrétés

En plus des facteurs associés a la membrane bactérienne, P. aeruginosa produit une
batterie de facteurs de virulence. lls peuvent étre secrétés dans le milieu environnant ou
directement dans des cellules eucaryotes sous certaines conditions. Pour se faire, différents

systemes existent.

a) Les systémes de sécrétion

La sécrétion des facteurs de virulence s’effectue grace a différents mécanismes qui
permettent le transport actif de protéines a travers les membranes bactériennes [250]. P.
aeruginosa posséde cing voies principales de sécrétion :

e Le systéeme de sécrétion de type | permet le transport de protéines directement du

cytoplasme vers le milieu extérieur. Il est constitué de trois complexes protéiques.

e Le systeme de sécrétion de type Il s'effectue en deux étapes. La premiére
consiste en un transport des protéines a travers la membrane interne dans
'espace périplasmique, puis la seconde étape correspond a I'export a travers la
membrane externe. Ce systéme permet notamment la sécrétion d’élastases

(LasA, LasB) et de I'exotoxine A.

e Le systéme de sécrétion de type lll sera détaillé ci-apres.
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e Le systeme de sécrétion de type IV n'a pas été mis en évidence chez P.

aeruginosa.

e Le systeme de sécrétion de type V, aussi appelé autotransporteur, permet le
transport protéique a travers la membrane interne via le complexe Sec, puis les
protéines réalisent elles-mémes le pore nécessaire a leur passage a travers la

membrane externe.

e Le systeme de sécrétion de type VI a été identifié tres récemment, ce systeme
indépendant du complexe Sec est encore tres peu connu [251,252].

b) Les facteurs secrétés

(1) Protéases

Les élastases Las A et Las B produites par P. aeruginosa sont sécrétées par le
systeme de sécrétion de type Il. Leur action dégrade I'élastine nécessaire a la contraction et

I'extension du tissu pulmonaire.

LasB est une métalloprotéinase a zinc qui dégrade I'élastine, mais aussi la fibrine et le
collagene [253]. LasB est capable de moduler la réponse immunitaire en inactivant les
immunoglobulines, IgA et IgG [254,255].

LasA est une sérine protéase qui agit en synergie avec LasB pour dégrader I'élastine.
Elle crée de petites coupures dans I'élastine, la rendant sensible a la dégradation par
d’autres protéases [256].

In vivo, des souches ne possédant pas d’élastase sont moins virulentes que les souches
sauvages [257]. L'élastase de P. aeruginosa peut perturber les fonctions épithéliales par la
rupture des jonctions serrées [258,259], et par la dégradation des protéines du surfactant
(SP-A et SP-D) [260].

P. aeruginosa synthétise une sérine protéase régulée de maniére différente des autres
protéases : la protéase IV. La protéase IV est un facteur de virulence majeur dans un
modele de kératite [261]. Cette enzyme dégrade le fibrinogéne, le plasminogene, les
composants du complément et les IgG [262]. Au niveau pulmonaire, la protéase IV est
impliquée dans la dégradation des protéines du surfactant [263].

La protéase alcaline peut étre sécrétée par le systeme de sécrétion de type I. Cette
métalloprotéase peut lyser la fibrine, le fibrinogéne et la laminine [253,264], les composants
du complément [255], I'interféron-y [265] et le TNF-a [266].

Enfin, trés récemment, une nouvelle protéase a été identifiée (LepA). Elle serait capable
d’activer une réponse inflammatoire par la translocation du facteur NFkB [267]. En revanche,
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son rble dans la virulence n’a pas encore été déterminé.

(2) Phospholipases

P. aeruginosa sécréte trois types de phospholipases de type C : une phospholipase C
(PLC) non-hémolytique la plcN, une phospholipase hémolytique la plcH [268] et une
phospholipase appelée plcB [269].

La plcH hydrolyse la phosphatidylcholine et la sphingomyéline, des composants de la
membrane cellulaire des cellules eucaryotes. En revanche, elle possede également une
activité sphingomyéline synthétase [270]. Son réle dans la virulence est montré dans un
modele d’infection de souris brilées. Les souches de P. aeruginosa mutantes déficientes en
plcH sont moins virulentes que les souches sauvages [271].

De plus, linoculation intranasale et intrapéritonéale de phospholipases C de P.
aeruginosa a des souris peut induire une réponse inflammatoire par 'augmentation de la
production de cytokines proinflammatoires [272]. Les PLC de P. aeruginosa induisent aussi
une toxicité directe sur les cellules épithéliales de rein et de foie [273].

(3) Exotoxine A

L’exotoxine A est secrétée par le systeme de sécrétion de type I, et est capable de
perturber la synthése protéique par I’ADP-ribosylation d’eEF2 (eukaryotic elongation factor 2)
[274]. In vivo, 'exotoxine A provoque une inflammation pulmonaire chez la souris [272], une
modification de I'absorption de fluide chez le rat [275]. Dans une étude in vitro, elle diminue
I'expression des jonctions serrées de I'épithélium [258]. Elle peut également induire
I'apoptose des mastocytes humains en activant les voies caspases 3 et 8 [276].

(4) Rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des biosurfactants produits par P. aeruginosa. lls sont composés
de rhamnose et d’acide B-hydroxydécanoique [277]. Ces composés sont amphiphiles et
possedent un pouvoir détergent. lls peuvent ainsi solubiliser les phospholipides du surfactant
pulmonaire, ce qui les rend plus accessibles aux phospholipases bactériennes. Les
rhamnolipides sont capables d’inhiber I'absorption de sodium [278] et de détériorer la
fonction de barriere de I'épithélium respiratoire humain en altérant les jonctions serrées
[200]. lls ont aussi un rbéle dans le maintien de I'architecture des biofilms [279] et seraient
impliqués dans la mobilité des bactéries [205].

(5) Pyocyanine

La pyocyanine (N-méthyl-1-hydroxyphenazine) est un pigment qui donne la couleur
bleu-verte caractéristique de P. aeruginosa. La pyocyanine peut facilement pénétrer les
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membranes biologiques, et plusieurs études ont montré des effets directs sur les cellules
humaines comme [inhibition des battements ciliaires [280] et la perturbation de
’homéostasie calcique [281]. De plus, il a été montré que la pyocyanine peut inactiver
Iinhibiteur de protéases a1l ou encore augmenter la libération d‘IL-8 par les cellules
épithéliales des voies aériennes [282].

Le rbéle de la pyocyanine dans la virulence a été montré in vivo dans un modele de

souris brllées ou de pneumonie aigué [283].

(6) Sidérophores

Les sidérophores sont des composés secrétés par les bactéries fonctionnant comme
de puissants chélateurs de fer, le solubilisant et le transportant a travers les membranes
bactériennes. P. aeruginosa possede et produit deux sidérophores : la pyoverdine [284] et
la pyocheline [285].

Les souches mutantes qui ne produisent pas de pyoverdine sont moins virulentes
que les souches de P. aeruginosa sauvages. A l'inverse, I'ajout de pyoverdine purifiée peut
restaurer la virulence de ces souches mutantes [286]. La pyocheline contribue également a
la virulence de P. aeruginosa [287].

(7) Lectines
P. aeruginosa est capable de produire deux lectines solubles LecA (ou PA-IL) et LecB

(ou PA-IIL) spécifiques respectivement pour le galactose et le fucose.

LecA est impliquée dans I'adhérence de P. aeruginosa sur les cellules épithéliales, mais
elle est aussi capable d’augmenter la perméabilité des cellules aux autres toxines telles
I'exotoxine A et I'élastase [288]. De plus, LecA est directement cytotoxique pour les cellules
épithéliales respiratoires et inhibe leur croissance [289]. LecA semble étre impliquée aussi
dans la formation et la stabilisation du biofilm [290].

LecB est capable d’inhiber les battements ciliaires des cellules pulmonaires in vitro
[291]. Il a été mis en évidence récemment que des souches mutantes ne produisant pas de
LecB étaient inaptes a former un biofilm [292].

De plus, des travaux récents de notre laboratoire ont permis de montrer que I'expression
des deux lectines est directement associée a la sévérité de I'agression pulmonaire sur un
modele d’infection aigué chez la souris. En effet, lorsque P. aeruginosa est mutée sur 'une
des deux lectines, ou si une des deux lectines est inhibée par un inhibiteur glycosique
spécifique, la Iésion pulmonaire et la translocation pulmonaire sont diminuées, et la clairance

bactérienne est augmentée [293].
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II.B.3. Le systeme de sécrétion de type lll

a) Description

Le SSTT est présent chez de nombreux bacilles a Gram-négatif [294]. Il forme une
seringue, par 'assemblage d’une vingtaine de protéines, ce qui permet l'injection directe de
toxines dans la cellule héte (Figure 9).

Le SSTT est composé de deux structures :

e |’appareil de sécrétion, qui est un complexe protéique enchassé dans les
membranes bactériennes, et qui permet la sécrétion des effecteurs de la
bactérie sans passer par le périplasme.

e |’appareil de translocation, qui forme « laiguille » de la seringue, est un
complexe protéique extrabactérien en contact avec I'appareil de sécrétion et
pouvant s’'insérer dans la membrane de la cellule héte, permettant I'injection

directe des toxines dans le cytoplasme de la cellule.

Le systeme de sécrétion de type Ill a un réle majeur dans la pathogénicité de P.
aeruginosa. En effet, la plupart des souches cliniques ou environnementales de P.
aeruginosa expriment les genes du SSTT, et I'expression du SSTT est directement associée
a la sévérité de linfection [295]. Il a été montré en clinique que le taux de mortalité était six
fois plus important chez les patients infectés par une souche de P. aeruginosa exprimant le
SSTT [296].

Le SSTT joue un réle prépondérant dans la phase initiale de la colonisation et
probablement dans la progression de l'infection [297,298]. En revanche, seulement 12% des
souches de P. aeruginosa isolées de patients atteints de mucoviscidose, et infectés de
maniére chronique, possedent un SSTT fonctionnel [297]. Cette proportion diminue encore

au cours de l'infection.

Le SSTT induit une mort cellulaire des cellules de l'immunité innée (polynucléaires
neutrophiles et macrophages), et permet ainsi a la bactérie d’échapper au systeme
immunitaire. Sur les cellules épithéliales, le SSTT provoque le dysfonctionnement puis la
mort cellulaire par une déstructuration du cytosquelette, en détruisant les membranes et en
perturbant les cascades de transduction des signaux [299].
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Figure 9 : Schéma représentant I’organisation du systéme de sécrétion de type lll.
N : ATPase cytoplasmique fournissant I'énergie nécessaire a la sécrétion, PscC et F: protéines formant
I'appareil de sécrétion, PopB et PopD : forment le pore de translocation. (D’aprés Frank [300])

b) Les toxines

Il existe quatre exotoxines sécrétées par le SSTT chez P. aeruginosa: ExoS, ExoT,
ExoU et ExoY. Cependant, toutes les souches ne possédent pas toutes les toxines. Feltman
et al. ont montré que la prévalence de chaque toxine est différente selon l'origine des
souches. Ainsi, ils ont montré qu’ExoT est retrouvée dans toutes les souches incluant des
souches cliniques et environnementales, alors qu’ExoY est retrouvée dans 89% des souches
et ExoS dans 72% des souches. La toxine ExoU, quant a elle, n’est retrouvée que dans 28%
des souches en moyenne, mais avec de fortes variations selon l'origine des souches [301].
De plus, il semble que les toxines ExoS et ExoU s’excluent mutuellement.

Les toxines ExoT (53kDa) et ExoS (49kDa) sont deux protéines avec 76% d’homologies
mais exprimées par deux génes distincts sous contréle du promoteur ExsA [302]. Ce sont
des protéines bifonctionnelles qui possédent une activité GAP sur la partie N-terminale
spécifique de la famille Rho [303,304], et une activité ADP ribosyltransférase a I'extrémité C-
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terminale avec des substrats différents : les protéines de la famille Ras pour ExoS et Crkl/Il
pour ExoT [305,306]. Cependant, I'activité d’ExoT est largement inférieure a celle d’ExoS
(0.2%) [307]. L’activité ADP ribosyltransférase d’ExoS et d’ExoT conduit a la mort cellulaire
ou au remodelage du cytosquelette d’actine, induisant ainsi une inhibition de la phagocytose
des bactéries ou un changement de morphologie des cellules [307-309].

En plus de son activité intracellulaire, ExoS serait aussi sécrétée dans le milieu et
pourrait modifier I'apolipoprotéine A1 et le fragment Fc des immunoglobulines, ou encore
fonctionner comme une adhésine en se fixant a des glycosphingolipides [310]. Il a été
montré que la partie C-terminale d’ExoS activait le TLR2 et la partie N-terminale le TLR4
[175,311].

ExoY est une adenylate cyclase. Son activité nécessite un ou des facteurs eucaryotes
inconnus. Cette toxine induit un « arrondissement » des cellules CHO, et une augmentation
de la concentration en AMPc. Elle serait également capable de former des pores
membranaires [312]. Cependant, ExoY aurait seulement un r6le mineur dans la cytotoxicité
de P. aeruginosa lors d’'une infection pulmonaire aigué [313].

ExoU est l'effecteur le plus cytotoxique injecté par le SSTT. Cette toxine posséde une
activité phospholipase de type A2 capable d’induire I'hydrolyse directe des phospholipides
de la membrane des cellules hétes [314]. Cependant, ExoU nécessite la présence d’un
cofacteur eucaryote. In vivo, la production d’ExoU est associée a une agression pulmonaire
rapide et sévére et posséde un rdle déterminant dans le développement du choc septique
[315,316]. Kurahashi et al. ont montré quExoU est responsable de Ila
décompartimentalisation de la réponse inflammatoire [317].

c) Régulation du SSTT

La diversité des rOles du SSTT, et des environnements dans lesquels il s’exprime, met
en évidence l'importance qu’il joue dans les mécanismes de virulence de P. aeruginosa et

laisse supposer un haut niveau de régulation.

En effet, 'ensemble des genes constituant le SSTT est sous le contréle d’un facteur
transcriptionnel, ExsA, qui coordonne I'expression des genes de I'appareil de sécrétion, mais
aussi les génes des toxines de fagon directe ou indirecte. Les souches mutées pour ce géne
exsA sont beaucoup moins virulentes dans des modéles d’infection pulmonaire [318] et ont
une cytotoxicité réduite sur les cellules eucaryotes [319].

De plus, des études suggerent qu’il existe deux états possibles du SSTT, un état non
inductible, observé sur des souches issues d’'infection chronique a P. aeruginosa dans lequel
les souches perdent leur capacité a activer leur SSTT [297,301], et un état inductible qui est
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activable par des signaux in vitro ou in vivo qui permettent l'injection ou la sécrétion des
toxines du SSTT.

(1) Les signaux d’activation

Méme en absence de signaux d’activation, il existe une faible expression des genes du
SSTT, permettant la formation d’'un pool de toxines préformées, mais non sécrétées.
Cependant, il a été montré que le systeme de sécrétion de type Il de P. aeruginosa peut
étre activé par deux signaux environnementaux principaux. /In vivo, le SSTT nécessite un
contact direct entre la bactérie et la cellule h6te pour délivrer les toxines directement dans le
cytoplasme de la cellule héte [320]. D’autre part, le SSTT peut étre activé in vitro par une
faible concentration de calcium dans le milieu environnant par addition d’'un chélateur
[300,321].

La présence de sérum dans le milieu extracellulaire semble aussi étre un facteur
agissant sur l'activation du SSTT [320]. En effet, Kim et al. ont mis en évidence que des
protéines du sérum comme l'albumine ou la caséine pouvaient activer la sécrétion du SSTT.
Ces protéines seraient reconnues par la bactérie, et en combinaison avec la faible
concentration de calcium du milieu environnant, cela induirait I'injection des toxines du SSTT
[322].

Malgre la nécessité clairement établie de ces différents signaux d’activation du SSTT, le
mécanisme d’induction, par contact cellulaire, et la signification physiologique du signal
« déplétion calcique » restent encore a éclaircir. De plus, il existe plusieurs voies d’activation
du SSTT que nous détaillerons dans le chapitre suivant. La déplétion calcique et le contact
avec la cellule héte utiliseraient deux voies différentes du contréle de I'expression du SSTT
de P. aeruginosa [323].

Enfin le SSTT peut étre aussi modulé par d’autres signaux. Ainsi il a été montré des
r6les du cuivre, du choc osmotique et du métabolisme, ainsi qu'une autorégulation de la

sécrétion des toxines par les toxines elles-mémes.

(2) Régulateurs

Il existe deux classes de régulateurs : ceux codés au niveau des opérons du SSTT,
contrélés par ExsA et ceux indépendants d’ExsA.

Régulation ExsA dépendante

Chez P. aeruginosa, trois protéines ExsD, ExsC et ExsE forment une cascade qui régule
I'activité transcriptionnelle d’ExsA (Figure 10). La protéine ExsE, au sommet de cette
cascade, couple la transcription des génes du SSTT avec I'activation de la sécrétion.
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En absence d’activation, le canal de sécrétion est fermé, ExsE est fixée a ExsC laissant
ExsD jouer un réle d’inhibiteur en se fixant sur ExsA.

Lors de la présence des signaux d’activation, par exemple la déplétion calcique, ExsE
est sécrétée, ExsC libérée se fixe sur ExsD et libére ExsA ce qui induit la transcription des
génes du SSTT.

Cette activation de la transcription du SSTT sous la dépendance d’ExsA est dépendante
du contact avec la cellule héte ou de la déplétion calcique. Cependant méme si ces
phénomenes ont été bien décrits, les mécanismes d’induction du contact cellulaire, la
relevance de la déplétion calcique comme signal physiologique ainsi que les événements

permettant la sécrétion d’ExsE lors de I'activation sont encore inconnus.

A Milieu normal B Dépletion calcigue

C—
EMBRANE EXTERNE

MEMERAMNE INTERMNE

Figure 10 : Modéle d’induction du SSTT in vitro.

A. En présence de calcium dans le milieu le canal
de sécrétion est fermé, ExsE séquestre ExsC, le
SSTT n'est pas activé. B. Avec la déplétion
calcique, le canal s’ouvre et ExsE est secrété.

A ExsC oséquestre ExsD permettant la  libération
[b [exo5 ] | Exsh |’ [exos | ?SEZBA et I'expression du SSTT. (D’aprés Rietsch

1
%@?

Régulation ExsA indépendante

> Les réqulateurs globaux

- Vir/AMPc : P. aeruginosa posséde deux adenylates cyclase : CyaA et CyaB. Des
études récentes ont montré que la déplétion calcique augmente I’AMPc intracellulaire en
activant CyaA et CyaB [325]. L’augmentation d’AMPc peut alors activer I'expression de
certains genes de P. aeruginosa par sa liaison avec le régulateur Vfr. Vir a d’abord été décrit
comme un régulateur global du quorum sensing (détaillé dans le chapitre 11.B.4), de la
production d’exotoxine A et des pili de type IV ainsi que du systéme de sécrétion de type Il
[326-328]. Cependant, la voie AMPc / Vir est capable de réguler I'expression de prés de 200
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génes dont ceux du SSTT [325]. Une délétion de vfr ou des deux adenylates cyclase rend la
bactérie incapable de sécréter de I'ExoS lors d’'une déplétion calcique. De plus, la CyaB
possede un segment transmembranaire, et pourrait étre impliquée dans I'activation du SSTT
lors du contact avec la cellule eucaryote. Cependant, la fagon dont Vir active les génes du
SSTT est encore inconnue.

- Dautres systemes de régulation globale semblent impliqués dans la régulation du
SSTT : RetS et LadS. Il a été montré que des mutants RetS ont une cytotoxicité diminuée
alors que des mutants LadS sont hypercytotoxiques [329].

> Role du métabolisme

De nombreuses études montrent que I'expression des genes du SSTT serait aussi

influencée par 'osmolarité et différents signaux métaboliques.

- En effet, il a été montré que la transcription des genes du SSTT est augmentée lors
d’une élévation de la concentration extracellulaire en sel et cette réaction est couplée a une

élévation de la concentration en AMPc [330,331].

- Des mutants n’ayant plus de pyruvate dehydrogenase ou de régulateur de transport de
glucose ne sont plus capables d’exprimer des génes du SSTT lors d’'une déplétion calcique
[332].

- Les pompes d’efflux MexCD-OprdJ et Mex-OprN, qui permettent I'efflux des antibiotiques
diminuent I'expression d’exsA lorsqu’elles sont hyperexprimées [333].

- La surexpression de genes impliqués dans le transport et le métabolisme de I'histidine
comme hutT diminue I'expression les génes du SSTT [334].

- Une augmentation de cuivre réprime l'induction du SSTT par le systeme CopR-CopS
qui contrble I'expression de PtrA, un anti-activateur d’ExsA [335].

» Roble du quorum sensing

Des mutants n’exprimant plus le systeme Rhl du quorum sensing (détaillé dans le
chapitre 11.B.4) montrent une surexpression des génes du SSTT ainsi qu'une sécrétion
d’ExoS précoce lors de la phase de croissance exponentielle [336]. De la méme maniere, la
répression du facteur sigma de réponse au stress et a la densité cellulaire induit une

surexpression d’ExoS [337].
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> Le phénotype mucoide

Lorsque les infections a P. aeruginosa deviennent chroniques, les bactéries se
développent en biofilm en produisant une matrice a base d’alginate dans laquelle elles sont
insérées. La plupart des souches isolées de patients CF ne sont plus capables d’exprimer le
SSTT lors d’'une déplétion calcique [338]. Hogardt et al. ont montré qu’ExoS était réprimée
lors d’une croissance en biofilm [337]. Le géne algR, un régulateur de la synthése d’alginate,
est impliqué dans la répression du SSTT, puisque sa surexpression inhibe I'expression des
génes du SSTT [339].

Régulation post-transcriptionnelle

» Les chaperonnes

Certaines protéines du SSTT, une fois produites, sont stockées dans le cytoplasme
bactérien avant leur sécrétion ce qui nécessite I'existence des protéines chaperonnes. Bien
gu’elles soient encore peu connues, ces chaperonnes ont pour réle la protection des
protéines auxquelles elles se fixent. Elles auraient aussi un réle dans la sécrétion des

protéines, et méme dans la régulation transcriptionnelle du SSTT [340].

Chez P. aeruginosa, il a été décrit plusieurs protéines chaperonnes : Orf1 (ou SpcS) est
importante pour la sécrétion d’ExoS en maintenant la protéine sous une conformation
« sécrétion compétente » [341], SpcU serait une chaperonne spécifique pour ExoU [342].
Des chaperonnes seraient aussi nécessaires aux protéines formant la seringue. Il a été
montré que PcrH pouvait limiter la protéolyse de PopD et aider a l'insertion de PopD dans la
membrane des cellules eucaryotes [343] tandis que Pcr2 pourrait étre associée a PopN
[344].

» Autoréqulation par les toxines

Récemment, un phénomene d’autorégulation de la sécrétion des toxines a été mis en
évidence. En effet, ExoS limite I'activation de la translocation des toxines du SSTT dans des
cellules préalablement intoxiquées par la toxine elle-méme. Ce phénoméne de feedback
négatif dépendrait des activités enzymatiques d’ExoS [345].

52



INTRODUCTION

II.B.4. Le Quorum Sensing

Initialement décrit chez des bactéries marines bioluminescentes appelées Vibrio fischeri,
le «quorum sensing » permet de coordonner certains comportements ou actions entre
bactéries de la méme espece, et cela en fonction de la densité de leur population. P.
aeruginosa contréle la production de la plupart de ses facteurs de virulence extracellulaires

via ce mécanisme [256].

Le systeme repose sur la production de petites molécules « signal » appelées
autoinducteurs synthétisées par la bactérie. Les autoinducteurs sont des N-acyl homosérine
lactones (AHL) qui peuvent facilement traverser les membranes bactériennes. Lorsque que
la densité bactérienne est faible, I'autoinducteur produit est dilué dans le milieu et sa
concentration intra-bactérienne est faible. Avec 'augmentation de la densité bactérienne, la
concentration extracellulaire et intracellulaire en autoinducteurs augmente. Lorsque le taux
d’AHL atteint un niveau seuil, ils peuvent se lier a un activateur transcriptionnel. Le complexe
ainsi formé déclenche I'activation de la transcription de différents génes cibles tels que les
génes de virulence, ou les génes responsables de la synthése de l'autoinducteur. Cette
activation est alors déclenchée de maniere synchrone dans toute la population bactérienne
[346].

Chez P. aeruginosa, deux principaux systémes de quorum sensing ont été découverts,
le systéme las et le systéeme rhl. Tous deux contrOlent I'expression de plusieurs genes

impliqués dans la virulence.

Les génes activés par le systeme las comprennent notamment les génes codants pour
les élastases LasA et LasB (lasA et lasB), la protéase alcaline (aprA), 'exotoxine A (foxA),
pour des protéines de la machinerie de sécrétion de type Il Xcp (xcrP et xcrR). Ce systeme
active aussi le deuxiéme systeme de régulation qui est le systéeme Rhl.

Le systeme rhl, est capable d’activer de nombreux génes cibles comprenant : 'opéron
rhIAB qui est nécessaire a la production des rhamnolipides, il active également I'expression
d'une série de génes qui codent pour I'élastase (/asB), la protéase alcaline (aprA), la
pyocyanine (pyc), et pour des protéines impliquées dans la machinerie de sécrétion Xcp
(XcpR et XcpP). De plus, il a été montré que I'expression du systéme de sécrétion de type I
pourrait étre régulée négativement par le systeme rhl [336]. Ces deux systemes
s’autocontrdlent et plusieurs facteurs régulent ces deux systémes de quorum sensing chez
P. aeruginosa [337].

I a été montré dans de nombreux modeéles animaux que les souches mutantes
déficientes pour le quorum sensing sont moins pathogénes que les souches sauvages
[347,348]. Ce systeme contribue pleinement a la pathogénicité de P. aeruginosa en régulant
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I'expression des facteurs de virulence, mais aussi en induisant l'inflammation. En effet, la
stimulation des cellules pulmonaires humaines par un des autoinducteurs induit la production
d’IL-8 [349,350], et I'injection de 3-oxo-C12-HSL chez la souris stimule la production de
cytokines proinflammatoires et de chémokines [351]. Le quorum sensing a aussi un effet
direct sur la structure de I'épithélium. La 3-oxo-C12-HSL réduit I'expression et la distribution
des protéines formant les jonctions serrées in vitro [352].
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lll. Régulation de la sécrétion de I'épithélium respiratoire
par Pseudomonas aeruginosa

Nous avons décrit précédemment les caractéristiques et fonctions de I'épithélium des
voies aériennes puis nous avons décrit le pathogéne P. aeruginosa et ses différents facteurs

de virulence mis en jeu lors de l'infection.

Ces différents facteurs de virulence peuvent perturber le fonctionnement des cellules
épithéliales. En effet, P. aeruginosa est capable de moduler la réponse inflammatoire ainsi
que l'immunité innée de I'héte en activant certains génes dépendant du facteur NFkB. P.
aeruginosa peut aussi augmenter I'expression des mucines, détruire les jonctions serrées
par modification du cytosquelette des cellules épithéliales, moduler la respiration cellulaire,
perturber le fonctionnement des mitochondries, déréguler les transports transépithéliaux
d’ions et de molécules par perturbation des voies de signalisation intracellulaires.

Parmi ces nombreuses perturbations induites par P. aeruginosa, les réles du calcium et
des transports ioniques, bien que couramment décrits, sont encore mal compris. Dans cette
derniére partie nous détaillerons les travaux relatifs aux modifications de ces deux

paramétres par P. aeruginosa.

lll.A. Le calcium des cellules épithéliales

Le calcium intracellulaire est un élément clé du fonctionnement des cellules épithéliales
des voies aériennes. Les changements de concentration du calcium intracellulaire ([Ca])
régulent de nombreuses fonctions comme la sécrétion de mucus [353,354], la sécrétion de
surfactant [355], la fréquence des battements ciliaires [356] ou encore les transports d’ions
[357].

Les facteurs de virulence modifient le calcium intracellulaire

Plusieurs travaux ont montré le réle de P. aeruginosa sur la perturbation de
’'homéostasie calcique. La stimulation des récepteurs ASGM1 par P. aeruginosa peut induire
une augmentation de [Ca]; par une stimulation du relargage des stocks intracellulaires de
calcium. Cependant, ils n’est pas montré de role du LPS dans cet effet, un autre composant
membranaire est alors soupgonné [358].

Les ASGM1, prépondérant dans cette réponse, sont capables de se lier a divers
composés de la membrane des bactéries comme le LPS, la flagelline ou les pili.
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[l a d’ailleurs été clairement démontré que la flagelline appliquée du cété apical pouvait
stimuler une augmentation de concentration calcique intracellulaire ([Ca];) [209]. McNamara
et al. montrent que cet effet ne serait pas di a une stimulation directe par une l'interaction
ASGM1 / flagelline. En revanche, cette liaison induit un relargage d’ATP qui activerait la voie
de I'lP3 permettant le relargage des stocks intracellulaire de calcium [238]. Cependant dans
une autre étude, l'effet de la flagelline du cété apical sur le [Ca]; n'est pas détectable ; en
revanche, un effet du c6té basolatéral est observé [359]. Pourtant les stimulations induites
par la flagelline (Inhibition des ENaC, stimulation de la production d’IL-8 et de mucines) sont
toutes inhibées par un chélateur calcique intracellulaire, indiquant que les effets induit par la
flagelline sont provoquées par une augmentation de calcium intracellulaire. Récemment, Fu
et al. concluent que l'induction du signal calcique n’est pas nécessaire pour que la flagelline
induise une production d’'IL-8 au niveau des cellules épithéliales ; cependant ce signal
calcique augmente I'activation de la réponse immune provoquée par P. aeruginosa [360].

L’étude de Ratner et al. ne montre pas deffets du LPS de P. aeruginosa. Pourtant,
d’une part, il a été clairement établi que les récepteurs ASGM1 pouvaient également étre
des récepteurs pour le LPS [212]. D’autre part, chez le rat, le LPS d’Escherichia coli
augmente le [Ca]; par une entrée extracellulaire de calcium sur des pneumocytes de type |l
[361], ou des cellules du pancréas [362]. Un r6le du LPS de P. aeruginosa sur le calcium

intracellulaire ne serait donc pas a exclure.

D’autres facteurs de virulence sont capables de modifier le calcium intracellulaire. Ainsi,
des concentrations élevées de pyocyanine entrainent une augmentation de [Ca]. En
revanche, de plus faibles concentrations ont un effet inhibiteur sur 'augmentation de calcium
provoquée par des agonistes [281]. Une autre étude a montré qu’une addition de P.
aeruginosa du cété basolatéral augmente le [Ca]; par un relargage des stocks intracellulaires
et une ouverture des canaux basolatéraux. Cet effet dépend des pili de type IV, car les
mutants n’ayant plus de pili perdent la capacité a stimuler 'augmentation de calcium. Par
ailleurs, des souches n’exprimant pas la toxine ExoU du SSTT ne sont plus capables de
stimuler une telle réponse, les autres toxines du SSTT n’étant pas impliquées [363].

SSTT et calcium

Chez de nombreuses especes bactériennes, le SSTT est activable par une déplétion
calcique du milieu environnant. Cela a été bien décrit chez Yersinia spp. et chez P.
aeruginosa [364,365]. Cependant, son mode d’action ainsi que la signification physiologique
de ce signal restent encore mal compris. De plus, le calcium intracellulaire des cellules

eucaryotes pourrait étre lui aussi un facteur modifiant et modifié par le SSTT.
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Nous avons vu précédemment que le contact de P. aeruginosa avec la face basolatérale
des cellules épithéliales induisait un relargage du calcium du réticulum endoplasmique. Cette
augmentation du calcium serait due a la toxine ExoU, et les souches non cytotoxiques ne
produiraient pas cet effet [363]. Ce résultat a été confirmé récemment [360]. Au contraire,
I'étude de Ratner et al. avait montré un effet sur le calcium avec la souche PAO1 qui est peu
cytotoxique et ne produit pas d’ExoU [358]. De ce fait, les effets des toxines du SSTT sur le
calcium intracellulaire sont encore controversés. Considérant que le calcium intracellulaire
pouvait étre un signal activateur du SSTT, tout comme le signal calcique extracellulaire, une
étude récente de Cisz et al. montre que le [Ca]; des cellules eucaryotes n’est pas capable
d’influencer la sécrétion des toxines du SSTT [345]. Bien que le calcium intracellulaire soit
modifié par certaines toxines du SSTT, ce signal ne semble pas jouer sur l'activation du
SSTT.

Le calcium dans la mucoviscidose

Dans la mucoviscidose, les infections a P. aeruginosa deviennent persistantes dans les
voies aériennes [182]. Il a été clairement montré que 'homéostasie calcique était perturbée
chez les patients CF. Ainsi, il existe dans les cellules épithéliales CF une plus forte
stimulation du relargage calcique par le réticulum endoplasmique, sans pour autant que le
niveau de base de [Ca]; soit différent [189,190]. Il a été proposé que la stimulation accrue de
la production des médiateurs de l'inflammation observée dans les cellules CF soit due a une
voie d’activation du NFkB passant par I'augmentation de [Ca);; cette méme voie qui est
stimulée par P. aeruginosa elle-méme. Ainsi, dans les cellules épithéliales CF, il existerait
une boucle de stimulation de l'inflammation passant par une augmentation de la mobilisation
du calcium intracellulaire. Cette stimulation de l'inflammation est alors initiée par I'infection
chronique des voies aériennes et entretenue par cette l'infection chronique et par les
médiateurs de l'inflammation eux-mémes. Pourtant, cette hypothése est aujourd’hui discutée
puisque ces modifications de I'homéostasie calcique des cellules épithéliales CF
n’existeraient pas a long terme [189]. Une autre étude récente montre que le signal calcique
des cellules épithéliales n’est pas affecté par le phénotype CF [366]. La stimulation accrue
de linflammation des cellules épithéliales CF serait alors due au défaut de sécrétion de
chlore et de bicarbonate réduisant le volume de I'ASL et modifiant sa composition. Ces
modifications de '’ASL seraient alors favorables a I'infection chronique a P. aeruginosa. Dans
ce cas, 'augmentation de [Ca];induite par P. aeruginosa n’est pas nécessaire mais contribue
a I'exacerbation de la réponse inflammatoire broncho-pulmonaire chez le sujet atteint de

mucoviscidose.
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Malgré cela, en altérant 'homéostasie calcique, P. aeruginosa peut interférer avec de
nombreux mécanismes de défense de I'héte et ainsi contribuer a la physiopathologie de

I'infection pulmonaire a P. aeruginosa.

Parmi ces mécanismes régulés par le calcium, les transports d’ions et de fluide,

éléments majeurs dans la fonction pulmonaire, peuvent étre influencés par P. aeruginosa.

lll.B. Les transports ioniques.

Les facteurs de virulence modifient les transports transépithéliaux

Dés 1986, Stutts et al. ont mis en évidence qu’un facteur produit par P. aeruginosa était
capable de modifier le courant de court-circuit en diminuant I'absorption active de sodium et
la conductance de chlore [367]. Plus tard, il a été montré que P. aeruginosa altére les
transports de fluide en inhibant les ENaCs et les canaux potassiques basolatéraux. Cela
nécessite une interaction directe entre la bactérie et les cellules épithéliales [368]. Cette
étude montre que les facteurs de virulence tels que le LPS, l'exotoxine A et les
rhamnolipides ne sont pas impliqués.

Néanmoins, d’autres études ont montré une implication de certains de ces facteurs dans
la modification des transports d’ions. A faible concentration, Les rhamnolipides auraient un
effet inhibiteur sur le courant de court-circuit. Cela serait di a une inhibition du courant ENaC
[278]. Il a été démontré aussi que la flagelline de P. aeruginosa peut inhiber le transport de
sodium [359] ou activer des transports de chlore [369]. Enfin, dans un modéle in vivo,
'Exotoxine A stimule I'absorption de I'épithélium pulmonaire par une action partielle sur les
ENaCs [275].

Bien qu’a ce jour aucun réle du LPS de P. aeruginosa n’ait été démontré, il est bien
décrit avec le LPS dautres espéces bactériennes. Par exemple, chez Klebsiella
pneumoniae, le LPS inhibe I'absorption de sodium sur un modele de cellules épithéliales
trachéales canines [370]. Il a aussi été décrit dans d’autres modéles que le LPS pouvait
diminuer l'activité des Na'/K* ATPase [371] ou encore moduler les NHE3 basolatéraux [372].

Les transports ioniques dans la mucoviscidose et les infections par P. aeruginosa

Dans la mucoviscidose, il existe une infection chronique des voies aériennes par P.
aeruginosa. Cette persistance de linfection peut s’expliquer en partie par le défaut de
sécrétion de chlore des cellules épithéliales, consécutive a la mutation du transporteur de
chlore CFTR.

La mutation du transporteur de chlore CFTR produit un asséchement du mucus. En
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effet, le défaut de sécrétion de chlore couplé a l'absorption accrue de Na® produit une
diminution du volume du liquide de surface, ainsi la clairance mucociliaire est perturbée. Le
mucus devient uniforme et visqueux et le battement des cils n’est plus assez efficace pour
évacuer le mucus. Ainsi, les bactéries restent dans le systeme respiratoire et adhérent a
I'épithélium bronchique [373]. L’inflammation et linfection persistantes pourraient encore
aggraver la qualité du mucus en modifiant la production et la structure des protéines qu'il
contient [374-376].

Une des hypothéses évoquée par Pier et al., pour expliquer I'hypersusceptibilité des
patients mucoviscidosiques pour les infections a P. aeruginosa est que la protéine CFTR
interviendrait comme récepteur spécifique de P. aeruginosa et faciliterait ainsi son
internalisation. Ce mécanisme est bénéfique pour le sujet, dans la mesure ou il contribue a
I'élimination des bactéries des poumons par desquamation des cellules qui ont incorporé les
bactéries. Ce mécanisme aboutit a une activation du facteur NFkB, et a I'induction de
I'apoptose cellulaire. Les anomalies de la protéine CFTR observées dans la mucoviscidose,
diminueraient l'internalisation de la bactérie [247,377].

Bien que leur réle soit controversé dans la mucoviscidose, l'inactivation des peptides
antimicrobiens présents dans le mucus pourrait participer a linfection accrue par P.
aeruginosa. Le défaut de transport des ions CI” par la protéine CFTR anormale entrainerait
une augmentation de la concentration en NaCl dans le liquide de surface bronchique chez
les patients CF [378,379]. Cette concentration élevée diminuerait I'activité antimicrobienne
des peptides antimicrobiens et favoriserait la prolifération de P. aeruginosa [380,381].
Cependant, d’autres études sont discordantes et ne rapportent pas d’augmentation de la
concentration en NaCl chez les patients atteints de mucoviscidose [382]. La diminution de
I'action des peptides antibactériens pourrait étre liée a la forte déshydratation de la surface
des muqueuses [383]. De plus, ils seraient plus rapidement dégradés par des cystéine-
protéases chez les patients CF que chez les sujets sains [384].

D’autres phénoménes peuvent aussi expliquer I'’hypersusceptibilité pour P. aeruginosa
dans la mucoviscidose. Certains récepteurs, comme les ASGM1, impliqués dans I'adhésion
et la signalisation de P. aeruginosa sont plus abondants dans les épithéliums lésés [385]. De
plus, les neutrophiles impliqués dans la réponse immunitaires aux infections présentent de
nombreuses anomalies. En effet, le changement de concentration en ion chlore diminuerait
I'activité bactéricide de la myélopéroxydase des neutrophiles [386,387]. Le mécanisme de
mort cellulaire programmée des neutrophiles ayant phagocyté P. aeruginosa ou B. cepacia
serait également altéré chez les patients atteints de mucoviscidose [388].
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I. Syntheése : contexte de I’étude

Le systeme respiratoire est constamment en contact avec des pathogénes tels que les
bactéries, les virus ou les champignons. Pour induire une infection, la plupart de ces
pathogénes doivent franchir une barriere de cellules épithéliales qui s’oppose a leur
pénétration dans le milieu intérieur. Cet épithélium est également le siege d’échanges entre
le milieu intérieur et les voies aériennes ce qui permet par exemple, le transport d’eau et
d’ions, la régulation de I'hydratation du mucus, la sécrétion de certains métabolites et
d’enzymes membranaires. L’épithélium n’est donc pas une barriére statique contre
'environnement extérieur mais plutdt un lieu d’interactions complexes et dynamiques avec
les pathogénes [389,390]. Ces interactions induisent des perturbations de la structure et des
fonctions de I'épithélium en détruisant les jonctions serrées, en induisant une réponse

inflammatoire et en altérant de nombreuses fonctions cellulaires.

Nous avons vu dans les chapitres précédents que les mécanismes d’actions de P.
aeruginosa reposent sur les facteurs de virulence de la bactérie, notamment le systéeme de

secrétion de type Il ou sur les composants membranaires comme les lipopolysaccharides.

Les exotoxines du SSTT de P. aeruginosa peuvent modifier les composants
intracellulaires des cellules hoétes. L’activation du SSTT est dépendante du contact entre la
bactérie et les cellules eucaryotes ainsi que de la déplétion calcique du milieu environnant
induite par des chélateurs comme 'EGTA (Acide éthylene glycol-bis (B-aminoéthyléther)
N,N,N’,N’-tétra-acétique). Le réle du signal calcique dans I'activation du SSTT est encore
peu compris, et la signification physiologique de ce signal est inconnue. De plus, I'utilisation
de chélateurs calciques induit aussi des modifications de la structure des membranes
externes des bactéries a Gram-négatifs entrainant une hypersusceptibilité de ces bactéries
aux antibiotiques [391]. Ainsi, l'influence des chélateurs sur la cytotoxicité de P. aeruginosa

est inconnue.

D’autre part, a ce jour, aucun réle du LPS chez P. aeruginosa n'a été démontré sur les
transports épithéliaux et le calcium intracellulaire. En revanche, il est bien décrit chez
d’autres especes. Le LPS de Klebsiella pneumoniae inhibe I'absorption de sodium sur un
modele de cellules épithéliales trachéales canines [370]. Il a aussi été décrit dans d’autres
modeles que le LPS pouvait diminuer l'activité des Na*/K* ATPase [371] ou encore moduler
les NHES3 basolatéraux [372]. Le réle du LPS de P. aeruginosa sur les transports épithéliaux
est donc fortement probable.
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Il. Hypothéses et objectifs de travail

Pour la premiére étude, nous avons fait I'hypothése selon laquelle :

L’EGTA peut modifier la mortalité des cellules épithéliales respiratoires humaines
induite par I'activation du systéme de sécrétion de type Il de Pseudomonas

aeruginosa.

Les objectifs de cette étude étaient de :

e rechercher les éventuels effets de 'EGTA sur la mortalité cellulaire induite par le SSTT
de P. aeruginosa,

e déterminer les mécanismes par lesquels 'TEGTA exerce ces effets.

Dans une seconde étude, nous avons émis I'hypothése que :

Le LPS de Pseudomonas aeruginosa stimule des signaux intracellulaires comme
I"augmentation de calcium qui seraient susceptibles de stimuler les courants ioniques
épithéliaux.

Nous avions pour objectifs de :

e rechercher les effets du LPS de P. aeruginosa sur le Ca®" intracellulaire des cellules
épithéliales bronchiques humaines,

e évaluer les éventuels effets du LPS de P. aeruginosa sur les courants ioniques,

e déterminer les voies de signalisation impliquées dans cette réponse.
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I. Modéles expérimentaux.

I.A. Souches bactériennes et facteurs de virulence

I.LA.1. Souches bactériennes

Différentes souches de P. aeruginosa ont été utilisées :

La souche CHA est une souche issue d’'un patient atteint de mucoviscidose,
elle possede un SSTT fonctionnel et exprime les toxines ExoS, ExoT et ExoY
[392].

La souche CHA-D1 (CHAexsA ::Gm") est le mutant isogénique de CHA dont
le gene exsA, encodant le facteur de transcription ExsA nécessaire pour la
synthese des exotoxines du SSTT, est inactivé. Elle n’est pas capable
d’activer le SSTT [319].

Nous avons également utilisé de la souche CHA (pC :lux) rendue
bioluminescente lors de I'activation transcriptionnelle du SSTT par fusion du
promoteur de I'opéron exsCEBA et de I'opéron luxCDABE intégré au site attB
[393].

Enfin, la souche PA103 est une souche de laboratoire exprimant un SSTT
avec les toxines ExoT, ExoU et ExoY [394].

Les souches CHA, CHA-D1 et CHA (pC ::lux) proviennent du laboratoire du Pr. B.
Polack (GREPI, MENRT EA2938, Grenoble, FRANCE).

I.A.2. Culture bactérienne

Les différentes souches de P. aeruginosa sont maintenues congelées a -80 °C dans

10% (v/v) glycérol.

Les bactéries sont décongelées et cultivees a 37°C toute une nuit sous agitation dans

du milieu Luria Bertani (LB, BD biosciences, Le Pont de Claix, France).

Le lendemain, les cultures sont centrifugées a 1,000 g pendant 10 min, le surnageant est

jeté et le culot resuspendu dans 5 ml de phosphate-buffered saline (PBS, Invitrogen, Cergy

Pontoise, France), 'opération est répétée deux fois.

Le culot bactérien est ensuite resuspendu et dilué pour atteindre 10° CFU/ml, la mesure

de dilution est évaluée par spectrophotométrie (DOggo = 0.55).
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Tableau 1 : Composition du milieu LB.

Extrait de levure 5¢9
Bactotryptone 10 g

NaCl 109
H20 gsp 11
pH 7,0

La concentration bactérienne est ensuite évaluée par comptage des colonies apres
dilution en série et étalement sur boites de Pétri incubées pendant une nuit a 37°C.

.A.3. Modeéle infectieux in vitro

Aprés deux jours de culture, les cellules A549 sont a 80% de confluence et sont
infectées par les différentes souches a raison de 100 bactéries pour une cellule soit a une
multiplicité d’infection de 100 (MOI 100) jusqu’a un temps de 5 heures. L’infection des
cellules se faisait directement dans du milieu de culture frais ne contenant ni antibiotiques ni

sérum de veau foetal.

I.A.4. Lipopolysaccharide

Le LPS utilisé est du lipopolysaccharide de P. aeruginosa Sérotype 10 lyophilisé (Sigma,
Saint-Quentin-Fallavier, France). Le LPS était reconstitué directement dans du milieu Krebs
a la concentration de 3 mg/ml pour une utilisation finale a 30 pg/ml.

I.B. Culture cellulaire

Etant donné la difficulté d’obtention de tissus natifs et de leur mise en culture, chaque
étude a été développée a partir de lignées cellulaires immortalisées : des cellules épithéliales
bronchiques humaines (16HBE140-), et des pneumocytes de type Il issu de carcinome
pulmonaire (A549).

I.B.1. Lignée 16HBE140°

Nous utilisons une lignée immortalisée d’épithélium bronchique humain : 16HBE140-,
qui a conserveé les capacités de transports ioniques de I'épithélium natif et qui est capable de
former des jonctions serrées. Cette lignée reste un modele idéal pour étudier les transports
épithéliaux des voies aériennes [395,396]. Les cellules 16HBE140- proviennent du
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laboratoire du Dr. Gruenert (California Pacific Medical Center Research Institute, San
Francisco, USA).

Les cellules sont cultivées en flasques stériles de 75 cm? (BD Falcon), dans du milieu
EMEM (Eagle’s Minimum Essential Media : CaCl, 256 mg/Il, KCI 400 mg/l, MgSQO, 200 mg/I,
NaCl 5800 mg/I NaHCO3; 2200 mg/I NaH.PO,4 140 mg/l, Glucose 1000 mg/l, HEPES 5957,40
mg/l, rouge de phénol 10 mg/l, Arginine 126,40 mg/l, Cystéine 24 mg/l, Histidine 42 mg/I,
isoleucine 52,40 mg/l, leucine 52,40 mg/l, lysine 73 mg/l, méthionine 15 mg/l, phénylalanine
33 mg/l ; Biowittaker, Cambrex biosciences, Verviers, Belgique), complété avec 10% de
serum de veau feetal décomplémenté, 1% de L-glutamine et 1% de pénicilline/streptomycine
et incubées a 37°C et 5% de CO,. Les boites sont recouvertes par une solution de
collagéne-fibronectine, nécessaire a une bonne adhésion des cellules a leur support, a la

formation de jonctions serrées et a leur polarisation.

Lorsque les cellules sont confluentes, les cellules sont décollées de leur support par un
traitement avec une solution de trypsine faiblement concentrée (PET : 72% Hepes Buffer
Saline (HBS), 10% Polyvinypyrrolidone, 10% HBS contenant 0,2% EGTA, 8% de trypsine a
0,25% contenant 0,02 % EDTA) pendant 10 minutes dans le but de préserver la capacité
des cellules a établir les jonctions serrées.

Pour mesurer les variations Ca®* intracellulaire, les cellules sont remises en culture sur
des boites de Pétri a fond de verre (cover glass dishes, WPI). Les cellules sont
ensemenceées a 10 000 cellules par boites. Les boites sont ensuite mises en culture pendant
deux jours avant la manipulation. Dans ces conditions, les récepteurs membranaires
éventuellement dégradés par la trypsine sont restaurés et les monocouches sont en légére
sous-confluence (80%), afin de favoriser la pénétration de la sonde fluorescente.

Pour mesurer les transports transépithéliaux, les cellules sont ensemencées sur filtre
semi-perméable (snapwell, costar) préalablement recouvert de la solution fibronectine -
collagéne a une densité de 250 000 cellules par filtre. La mesure de I'évolution de la
résistance transépithéliale se fait quotidiennement. L’épithélium doit présenter une
résistance électrique supérieure & 800 Ohm/cm?® afin que les courants soient mesurés en
chambre d’Ussing.

I.B.2. Lignée A549

Nous avons également utilisé une lignée de cellules épithéliales alvéolaires humaines
(A549). Ces cellules sont des pneumocytes de type Il différenciés.
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Les cellules sont maintenues en culture en flasques stériles de 75 ml dans du DMEM-
GlutaMAX™ (Dulbecco’s Minimum Essential Media : CaCl, 200 mg/l, KCI 400 mg/l, MgSQO,
97.67 mg/l, NaCl 6400 mg/l NaHCO; 3700 mg/l NaH,PO, 125 mg/l, Glucose 4500 mg/I,
FeNO; 0,1 mg/l, rouge de phénol 15 mg/l, Arginine 84 mg/l, Cystéine 48 mg/l, Histidine 42
mg/l, isoleucine 105 mg/l, leucine 105 mg/l, lysine 146 mg/l, méthionine 30 mgy/l,
phénylalanine 66 mg/l, sérine 42 mg/l, thréonine 95 mg/l, tryptophane 16 mg/l, tyrosine 104
mg/l, valine 94 mg/l; Invitrogen, Cergy Pontoise, France), complémenté par 10% de sérum
de veau feetal décomplémenté et 1% de pénicilline / streptomycine a 37°C avec 5% CO,
jusqu’a constitution d’'une monocouche confluente.

Pour les expérimentations, les cellules sont décollées par de la trypsine et mises en
culture dans des boites de culture ou en plaques multipuits dans le méme milieu. Le nombre
de cellules est évalué par comptage sur cellule de Malassez.

Il. Microscopie de fluorescence

IL.A. Principe

La microscopie de fluorescence permet d’observer des objets fluorescents ou rendus
fluorescents a l'aide de sondes spécifiques appelées fluorochromes. Cette technique se
base sur la propriété de ces fluorochromes a émettre de la lumiére (émission) suite a
I'absorption d’'un photon (excitation). La microscopie de fluorescence repose sur la formation
d’'une image par détection de cette lumiére émise. L’excitation des fluorochromes se fait par
une lampe a Xénon (Osram, Germany) dont la longueur d’'onde d’excitation est sélectionnée
soit a travers un monochromateur optoscan (Cairn Research Ltd) soit par des filtres. Les
cellules sont cultivées dans des boites de Pétri puis incubées avec un fluorochrome avant
d’étre placées sur la platine du microscope. La fluorescence émise apres excitation du
fluorochrome est ensuite filtrée puis I'image transmise est détectée par une vidéo caméra
CCD (Coolsnap Fx; Roper Scientific, Evry, France) couplée au microscope de fluorescence
(Nikon Eclipse E800, Champigny sur Marne, France) (Figure 11).

I.B. La mesure des variations du Ca** intracellulaire

I1.B.1. Sonde utilisée

Le Fura-2 est une sonde a double longueur d’'onde d’excitation (340 nm et 380 nm) et a
simple longueur d’onde d’émission (510 nm). Cette sonde sensible au Ca** permet
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d’effectuer un enregistrement ratiométrique (340/380 nm) de lintensité de fluorescence
émise (510 nm). Nous utilisons la forme acetoxymethyl ester (AM) du Fura-2 qui peut
diffuser a travers les membranes cellulaires. Une fois dans la cellule, les esters sont clivés

par les estérases intracellulaires et le Fura-2 redevient imperméant.

I1.B.2. Protocole

Pour la mesure du taux de calcium intracellulaire, les cellules étaient cultivées dans des
boites de Pétri a fond de verre traitées avec une solution de fibronectine / collagene. Avant
les expérimentations, les cellules sont rincées deux fois dans du PBS puis sont chargées
avec le Fura-2 AM (5 pg.ml”") (Molecular Probes, Invitrogen) reconstitué dans du DMSO
(Sigma) pour une concentration finale a 5 mM. Le chargement des cellules par la sonde dure
45 minutes, dans I'obscurité et a 37°C. Les cellules sont ensuite rincées deux fois dans une
solution de Hepes-buffered Krebs-Henseleit (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1
mM, Hepes 10 mM, Tris-HCI 10 mM, glucose 10 mM, pH 7.4, 280-290 mosmol.I™).

Camera CCD

t EMISSION

B

EXCITATION

Analyse
i

Meonochromateur d'image

ou filtres

CELLULE

Figure 11 : Principe d’acquisition d’images par microscopie de fluorescence.
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I1.B.3. Solution et produits utilisés

Afin de déterminer les voies calciques mises en jeu dans la réponse au LPS, nous

avons utilisé plusieurs méthodes :

Manipulation en solution Krebs (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1
mM, Hepes 10 mM, Tris-HCI 10 mM, glucose 10 mM, pH 7.4, 290 mosmol I")

Manipulation en solution Krebs pauvre en calcium (140 mM NaCl, 5 mM KCL, 2
mM CaCl,, 10 mM HEPES, 2 mM MgCl,, 5 mM EGTA, pH 7,4, 290 mOsM)
Manipulation en présence de thapsigargine (1 pM) : inhibiteur des pompes
SERCA qui servent a la recapture du calcium cytosolique dans le réticulum.

De plus, pour permettre d’éclaircir 'implication des différents canaux calciques dans le

signal, nous avons utilisé des inhibiteurs de ces canaux :

2-APB : Inhibiteur de la voie de mobilisation calcique dépendant de I'lP3 [397],
également inhibiteur des canaux de la famille TRPC [398], et potentiellement
activateur des canaux de la famille TRPV [399].

Econazole : Inhibe les courants des canaux calciques épithéliaux du rein ECaC1
(TRPV5) et certains TRPC [400].

Lanthanum et Gadolinium : Inhibiteurs non spécifiques des canaux cationiques

non spécifiques et des canaux calciques de type L et T [401]

Ruthenium Red : Bloqueur des canaux du réticulum sarcoplasmique RyR mais
aussi TRPV1 et 5 [400,402,403].

SKF 96365 : Bloque les SOCs et ROCs et plus particulierement les canaux
TRPC [404].

Verapamil : Bloqueur des canaux calciques voltage dépendant de type L.

Tous ces inhibiteurs provenaient de chez Sigma.

I1.B.4. Acquisition et analyse

Le logiciel Metafluor Imaging System (Universal Imaging Corporation) est utilisé pour

contréler les paramétres d’illumination de la préparation, réaliser I'acquisition et I'analyse

d'images. Le logiciel nous permet de contrGler en temps réel le déroulement de la

manipulation, la mise au point et I'état de la préparation. Il permet de sélectionner des

régions d’intérét a analyser dans le champ du microscope. L'ensemble des images acquises
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est enregistré sur le disque dur puis stocké sur DVD afin d’en permettre I'analyse ultérieure.
Les valeurs numériques sont transférées et analysées a laide du logiciel EXCEL. Pour
I'étude statistique nous choisissons 20 régions d’intérét correspondant a 20 cellules
distinctes. Les données sont comparées entre elles en fonction des conditions
expérimentales. Un test de Student est effectué, pour évaluer la significativité des résultats a
'aide du logiciel GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software INC., San Diego, USA). La
vitesse d’acquisition des images pour la mesure des variations de Ca*" intracellulaire est
d’une image ratiométrique par seconde.

I.C. La mesure de Ia mortalité cellulaire

I1.C.1. Sondes utilisées

Pour étudier la survie des cellules, nous utilisons la technique de microscopie de
fluorescence avec le kit LIVE/DEAD® Cell Viability/cytotoxicity (Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR). Ce kit est composé de deux sondes : la sonde calcein AM pénétre dans les
cellules avec une membrane cellulaire intacte et est hydrolysée en un produit fluorescent
vert, tandis que la sonde ethidium homodimer-1 qui a une fluorescence rouge a une grande
affinité pour les acides nucléiques et pénetre seulement quand les cellules ont des

membranes déstabilisées.

I.C.2. Protocole

Les cellules A549 sont cultivées en boites de Pétri comme décrit précédemment. Une
fois les cellules confluentes, les cellules sont rincées deux fois dans du milieu DMEM ne
contenant pas d’antibiotiques et de sérum de veau. Les cellules sont incubées avec 2 pl
d’ethidium homodimer-1 et 1 ul de 1:10 de calcein AM dans 1 ml de milieu pendant 45 min
dans le noir a 37°C. Les cellules sont ensuite placées sous un microscope de fluorescence
(Nikon Eclipse E800) équipé d’'une caméra CCD (Coolsnap Fx; Roper Scientific, Evry,
France).

II.C.3. Solution et produits utilisés

Afin d’étudier l'influence du calcium sur la virulence de P. aeruginosa, nous avons utilisé

du DMEM additionné de chélateur calcique.
e DMEM-GlutaMAX™

e DMEM-GlutaMAX™ + 5 mM EGTA
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e DMEM-GlutaMAX™ + 5 mM EGTA + 20 mM MgCl,

e DMEM sans calcium (Dulbecco’s Minimum Essential Media : KCI 400 mg/l,
MgSOQO, 97.67 mg/l, NaCl 6400 mg/l, NaHCO3; 3700 mg/l, NaH,PO, 125 mg/l,
Glucose 4500 mg/l, FeNO; 0,1 mg/l, rouge de phénol 15 mg/l, Arginine 84 mg/I,
Cystéine 63 mg/l, Histidine 42 mg/l, isoleucine 105 mg/l, leucine 105 mg/l, lysine
146 mg/l, méthionine 30 mg/l, phénylalanine 66 mg/l, sérine 42 mg/l, thréonine
95 mg/l, tryptophane 16 mg/I, tyrosine 104 mg/l, valine 94 mg/l)

e DMEM sans calcium + 5 mM EGTA

Les milieux de culture DMEM provenaient d’Invitrogen. L'EGTA et le MgCl, provenaient de
chez Sigma.

II.C.4. Acquisition et analyse

Pour faire I'acquisition des images toutes les heures pendant 5 heures, nous utilisons le
logiciel Metamorph (Universal Imaging, Downinton, PA). A chaque temps, 2 images sont
prises a un grossissement x10, la fluorescence verte correspondant a la calcein AM (Agy :
480 nm ; Aem : 500 nm) et la fluorescence rouge correspondant a I'ethidium homodimer-1
(Aexc: 490 Nm ; Aemy - 635 NM). Au temps 0, la culture de P. aeruginosa est ajoutée pour 1% du

volume final.

La mortalité cellulaire est ensuite déterminée par simple comptage des cellules vertes et
rouges sur 5 champs optiques par boites et par temps ce qui correspond a environ 1000
cellules. Nous calculons ainsi un pourcentage de mort cellulaire en utilisant la formule

suivante :

N cellules rouges

Mort cellulaire (%) = x 100

N cellules vertest N cellules rouges

lll.Electrophysiologie : Les chambres d’Ussing

lll.A. Principe

Cette technique a été mise au point en 1951 par Ussing et Zehran [405], elle permet de
mesurer le courant de court-circuit a travers une membrane biologique. On peut ainsi

distinguer les transports actifs des transports passifs des ions a travers ces membranes.

71



MATERIELS ET METHODES

D’abord mise au point pour évaluer les transports ioniques a travers la peau de
grenouille, elle a été tres vite adaptée a d’autres tissus épithéliaux natifs ou reconstitués sur
membrane semi-perméable (trachée, bronche, intestin, culture de lignées cellulaires
épithéliales...). Cette technique est aujourd’hui largement utilisée dans les domaines de la
physiologie et de la pharmacologie.

Le dispositif est constitué de deux chambres séparées par I'épithélium polarisé, il s’y
crée ainsi un compartiment apical et un compartiment basolatéral. Chaque compartiment est
baigné par un méme volume d’une solution ionique de composition précise afin d’éliminer les
forces électrochimiques et mécaniques. Des transports ioniques transépithéliaux se mettent
alors en place générant une différence de potentiel transépithéliale.

La technique de voltage clamp utilisée consiste a appliquer un courant a 'ensemble de
I'épithélium qui annule le potentiel de membrane. Ce courant appliqué que l'on appelle
courant de court-circuit (scc) est une mesure directe des flux nets d’ions transépithéliaux.
Dans I'épithélium respiratoire, le courant de court-circuit traduit la résultante de I'absorption
de Na" du compartiment apical vers le compartiment basolatéral et la sécrétion de CI" du

compartiment basolatéral vers le compartiment apical.

Ill.B. Matériel

Le dispositif des chambres d’Ussing miniatures horizontales (Navicyte) que nous utilisons
dans cette étude comprend trois éléments (Figure 12) :

e les chambres sont constituées de deux éléments transparents en plexiglas qui
déterminent le compartiment apical ou muqueux, et le compartiment basolatéral ou
sereux. C’est entre ces deux éléments que 'on insere la culture sur filtre perméable.
Chaque compartiment est relié aux réservoirs muqueux et séreux par des tubulures
de silicone ;

e les réservoirs des fluides muqueux et séreux sont en verre, et thermostatés a 37°C.
L’oxygénation du filtre monté dans la chambre de Ussing et 'homogénéisation des
liqguides contenus dans les deux réservoirs sont assurées par bullage d’air a débit

constant ;

e le circuit de mesure des paramétres électriques. Chaque chambre est reliée par des
ponts électrolytiques (agar-agar 4% dans du KCI 3M) a des électrodes Ag/Cl. Les électrodes
sont reliées au préamplificateur puis a 'amplificateur (EVC 4000, World Precison instrument)
qui permet de mesurer le potentiel de membrane et d'imposer la différence de potentiel a 0
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mV afin de mesurer le courant de court-circuit. Le signal de sortie est digitalisé par le
systeme d’acquisition Powerlab (Chart for windows, v4.0 ADInstrument).

COMPARTIMENT COMPARTIMENT
APHCAL RASCHATERAL

EPITHELIUM J_
~"\--..,\..,‘“ —— ,J' |
i in = = l-t-. ."". mv LlA
e '

Figure 12 : Schéma des chambres d’Ussing horizontales.

lll.C. Solutions et produits chimiques utilisés

Le milieu utilisé dans les compartiments apical et basolatéral est une solution saline de
Krebs (140 mM NaCl, 5 mM KCL, 2 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 2 mM MgCl, pH 7,4, 290
mOsM). Pour augmenter la sécrétion de chlore, la solution de Krebs peut étre remplacée
dans le compartiment apical par une solution de Krebs low chloride (125 mM Na-Gluconate,
15 mM NaCl, 5 mM KCL, 2 mM CaCl,, 6 mM HEPES, 1.2 mM MgSQO,, 1.2 mM KH,PO,, pH
7,4, 290 mOsM).
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Pour déterminer quelle est l'implication des différents canaux ioniques, nous avons

utilisé des inhibiteurs de ces canaux :

e Amiloride : Bloqueur des canaux épithéliaux sodiques apicaux amiloride
sensible. Utilisé a 100 pM.

e DPC : Inhibiteur non spécifique des canaux chlores apicaux, utilisation a 100 pM.

e NPPB : Inhibiteur non spécifique des canaux chlores apicaux, utilisation a 100
MM.

e Glybenclamide : Inhibiteur non spécifique des canaux chlores CFTR apicaux,
utilisation a 100 pM.

e CFTR(inh)-172 : Inhibiteur spécifique du canal chlore apical CFTR, utilisation a
10 uM.

e BAPTA-AM : Chélateur calcique intracellulaire, utilisation a 50 pM.

e Forskoline : Activateur de la sécrétion de chlore AMPc dépendante, utilisation a
10 uM.

Les différents inhibiteurs ainsi que les composants du Krebs provenaient de chez
Sigma.

lll.D. Protocole

Pour les expériences en chambres d’Ussing, les cellules épithéliales sont cultivées sur
filtres perméables (Costar, snapwell-clear, 12 mm, 0.4mm pore) et montées en chambre
d’Ussing lorsque les monocouches cellulaires ont atteint une résistance électrique de 800 a
1200 Ohms (8 a 10 jours de culture).

Les deux faces de I'épithélium sont baignées dans du milieu Krebs-Henseleit pour un
temps d’équilibre de 20 min a 37°C en condition d’enregistrement de courant de court-circuit.
Aprés cette période de stabilisation, le bain apical est remplacé par du Krebs low-chlore pour
créer un gradient de chlore du cété basolatéral vers la face apicale de I'épithélium.

Ensuite aprés 20 min de stabilisation, soit les inhibiteurs soit le LPS sont appliqués dans
le bain apical.
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IV. Autres techniques

IV.A. Etude des protéines secrétées du systeme SSTT de P.
aeruginosa

IV.A.1. Isolation de protéines bactériennes secrétées

Apres deux jours de culture, les cellules sont mises en co-culture avec les différentes
souches de P. aeruginosa (CHA, CHA-D1 a la MOI 100) pendant deux heures (juste avant le
début de la lyse cellulaire).

Aprés le temps d’incubation, les surnageants sont récupérés et centrifugés a 1,000 g
pendant 10 min pour éliminer le culot bactérien. Les surnageants sont ensuite concentrés
par ultrafiltration (Vivapore, Sartorius, Germany) a 4°C pour avoir un volume final de 100 pl.
Puis les concentrats sont mélangés a des inhibiteurs de protéases : proteases inhibitor
cocktail (Sigma) et congelés a -80°C.

En paralléle, les culots cellulaires étaient récupérés, mélangés avec le proteases
inhibitor cocktail et congelés a -80°C.

IV.A.2. Dosage des protéines

La quantité de protéines de chaque échantillon est déterminée par la technique de
Bradford. Aprés décongélation, 50 pl de I'échantillon sont mélangés avec 1 ml (qsp) de
réactif de Bradford. Une gamme étalon est réalisée avec des solutions d’albumine bovine a
0, 10, 20, 50, 100, 200, 250 et 300 mg/ml. Aprés 10 min d’incubation, la Densité Optique
(DO) a 595 nm est mesurée, et la concentration en protéines est calculée a partir de la
courbe étalon.

IV.A.3. Migration

Apres quantification de la quantité de protéines dans les échantillons par dosage de
Bradford, 50 pug de protéines sont mises a migrer sur un gel de polyacrylamide sodium
dodecyl (lauryl) sulfate a 12% (SDS-PAGE). Cette migration permet de séparer les protéines
en fonction de leur masse moléculaire. Le gel de polyacrylamide en condition dénaturante
est composé d’'un « gel de concentration » placé au dessus du « gel de séparation ». La
composition des gels en acrylamide varie selon la taille des protéines a séparer (Tableau 2).

Les protéines sont dénaturées dans du « loading buffer » (H,O 355 ul, Tris-HCI pH 6,8
0.5M 125 ul, Glycérol 250 pl, SDS 10% 200 ul, Bleu de Bromophénol 1% 200ul, B-
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mercaptoéthanol 50ul) puis par chauffage a 100°C pendant 5 minutes avant d’étre déposées
sur le gel de concentration. La migration est réalisée pendant 2 heures a voltage constant
(100 V) dans le tampon d’électrophorése (Tris-base 25 mM, Glycine 192 mM, SDS 0,1%,

H.O 11 gsp).

Tableau 2 : Composition des gels SDS-PAGE

Gel de concentration (5%) Gel de séparation (12%)
Acrylamide 40% 1,24 ml 6 ml
H.O 6,16 ml 8,8 ml
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 2,5ml /

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 / 5mi
SDS (10%) 100 pl 200 pl
APS (30%) 160 pl 32 pl

TEMED 8 ul 8 ul

IV.A.4. Transfert

Pour détecter spécifiquement la présence d'une protéine donnée, les protéines
séparées sur le gel sont transférées sur membrane de nitrocellulose. Le transfert des
protéines se fait par la technique du « sandwich » dans lequel le gel d’acrylamide est déposé
sur une membrane de nitrocellulose, le tout est placé entre des feuilles de papier Wattman
imbibées de tampon de transfert (Tris 25 mM, Glycine 192 mM, Méthanol 20%, H.0). Le
« sandwich » est ensuite placé entre les deux électrodes et le transfert est réalisé pendant 2
heures sous un courant de 350 mA.

IV.A.5. Immuno-détection

Aprés le transfert, les membranes sont incubées avec une solution de TBS-Tween 1X
(Tris 50 mM, NaCl 200 mM, Tween20 0,05%, pH 7,5) contenant 3% de lait demi-écrémé
pour saturer les sites non spécifiques. La membrane est ensuite lavée 3 fois dans du TBS-
Tween 1X avant d’étre incubée avec I'anticorps polyclonal anti Pseudomonas aeruginosa
ExoS (Agrisera, Vannas, Sweden) a la concentration 1/5000°™ dans du TBS-Tween 1X avec
3% de lait pendant 1h30. La membrane est ensuite lavée a 3 reprises dans du TBS-Tween
1X pour éliminer I'excédent d’anticorps primaire et les liaisons non spécifiques. Puis les
membranes sont exposées pendant 45 minutes avec un anticorps secondaire anti-chicken

immunoglobulin G (IgG) spécifiquement dirigé contre I'anticorps primaire et conjugué a la
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peroxydase de radis noir (Sigma). L’anticorps secondaire est dilué a la concentration de
1/10000°™ dans du TBS-Tween 1X avec 3% de lait demi-écrémé.

Aprés ringage, les membranes sont exposées, puis révélées avec le kit de
chimiluminescence ECL Plus kit (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Germany).

IV.B. Test de cytotoxicité

Pour déterminer la capacité de cytotoxicité des différentes souches de P. aeruginosa, 2
x 10* cellules sont mises en culture dans des plaques 96 puits et incubées une nuit & 37°C.

Le lendemain, 10 ul de suspension de P. aeruginosa (MOI 100) sont mélangés dans du
milieu non complémenté et mises en co-culture avec les cellules pendant 5 heures. La
cytotoxicité des bactéries envers les cellules est évaluée par la mesure de lactate
déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de culture aprés 5 heures, avec un Kkit
« cytotoxicity assay kit » (Cytotox 96; Promega, Charbonniéres, France). La présence de
cette enzyme cytosolique dans le surnageant des co-cultures reflete la perte de lintégrité
membranaire des cellules lors du processus de nécrose.

Cette méthode est basée sur la détection de l'activité LDH par un test enzymatique
colorimétrique. La premiére étape est la réduction du NAD+ en NADH+H+ lors de la
conversion du lactate en pyruvate catalysée par la LDH, puis les protons du NADH+H+ sont
transférés sur le sel de tétrazolium (jaune péle) qui est alors réduit en sel de formazan de

couleur rouge.

Aprés le temps de co-culture, 50 pl de surnageant sont transférés dans une microplaque
96 puits a fond plat et mélangés a 50 pl de réactifs. Aprés un temps d’incubation de 30
minutes a I'obscurité et a température ambiante, la réaction est stoppée puis la DO a 490 nm
de chaque puits est mesurée.

La valeur 100% représente la quantité de LDH relarguée par les cellules lysées par du
Triton X-100 a 0.8% pendant 45 min (DOr0n). Le relargage spontané de LDH est mesuré
dans des puits ne contenant que des cellules (DOc).

Le pourcentage de cytotoxicité est obtenu selon la formule suivante :

DOrest- DO
Cytotoxicité (%) = DOTGS‘ Do"e” X100
Triton ~ cell
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1V.C. Mesure de I’'activation du SSTT

L’activation du SSTT est évaluée par bioluminescence émise par la souche CHA
(pC ::lux). Cette souche a été modifiée par fusion du promoteur de I'opéron exsCEBA en
amont de l'opéron luxCDABE. Les génes rapporteurs ont ensuite été insérés dans le
chromosome de la souche CHA au niveau du géne attB.

Les cellules A549 (8x10° par puits) sont mises en culture dans une plaque 6 puits et
incubées toute une nuit. Le lendemain, 100 pl de la souche bioluminescente (MOI 100) sont
mélangés avec du milieu frais, sans antibiotiques, et co-incubés avec les cellules pendant 5
heures. La bioluminescence est mesurée avec le systéeme d'imagerie IVIS 50 (Xenogen,
Alameda, CA). L’émission de bioluminescence est normalisée en photons par seconde. Les
images sont acquises chaque heure avec un temps d’exposition d’'une minute et analysées

avec le logiciel Living Image 2.5 software (Xenogen, Alameda, CA).

1V.D. Bactericidie

Les cellules A549 (8x10° par puits) sont mises en culture toute une nuit dans une plaque
6 puits. La suspension bactérienne est ajoutée a la MOI 100. Chaque heure, un prélévement
est effectué et le nombre de bactéries est évalué par dilution en série et étalement sur boites
de Pétri. Le comptage des colonies sur les boites est effectué aprés une nuit d’incubation a
37°<C.

IV.E. Adhésion bactérienne

Les cellules A549 (8x10° par puits) sont mises en culture toute une nuit dans une plaque
6 puits. La suspension bactérienne est ajoutée a la MOI 100. Aprés 3h d’incubation (a 37°C
avec 5 % CO,), les puits sont lavés délicatement six fois dans du PBS pour retirer les
bactéries non adhérées. Puis on ajoute pendant 15 minutes 400 pL de Triton X-100 a 0,25%
(v/v) dans du PBS pour décoller les bactéries associées aux cellules. Pour évaluer le nombre
de bactéries adhérentes, nous effectuons des dilutions en série et un comptage apres
étalement sur boites de Pétri. L’adhésion est exprimée en nombre de bactéries (UFC) par
puits.
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|. L’effet protecteur de 'EGTA sur la mort cellulaire induite
par le SSTT de Pseudomonas aeruginosa

Microbial pathogenesis, en révision, Novembre 2008

Résumé

Le SSTT est le facteur de virulence majeur dans la pathogénicité de P. aeruginosa. Son
activation est dépendante du contact entre la bactérie et les cellules eucaryotes ainsi que de
la déplétion calcique du milieu environnant. Cependant, le réle de la concentration calcique
du milieu environnant sur l'activation du SSTT est encore peu compris, et la signification
physiologique de ce signal est inconnue. In vitro, 'expression du SSTT peut étre activée par
I'addition de chélateurs calciques dans le milieu de culture. D’autre part, des études ont
montré que la chelation des cations divalents pouvait fragiliser les membranes externes des
bactéries @ Gram-négatif et accroitre la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens.
Ainsi, l'influence des chélateurs calcigues comme 'EGTA sur la cytotoxicité induite par P.
aeruginosa est inconnue. L'EGTA pourraient influencer la virulence de P. aeruginosa soit en

activant le SSTT, soit en modifiant d’autres facteurs impliqués dans la pathogeénicité.

Dans cette étude, notre objectif était d’évaluer les effets de I'addition de 'EGTA dans le
milieu sur la mort cellulaire induite par P. aeruginosa, I'adhésion bactérienne, I'activation du
SSTT, la translocation de la toxine ExoS et la désorganisation du cytosquelette. Pour cela,
des cellules de la lignée A549 ont été mises en co-culture avec différentes souches de P.
aeruginosa en présence ou non d’'EGTA dans le milieu. Nous avons évalué l'influence de
'EGTA sur la mort cellulaire induite par P. aeruginosa par deux méthodes distinctes ainsi
que linfluence de I'EGTA sur la croissance bactérienne, l'adhésion et [I'activation
transcriptionnelle du SSTT. Enfin, nous avons déterminé le réle de 'EGTA sur l'injection
d’ExoS et son effet dans la cellule eucaryote.
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ABSTRACT

Psendomonas aeruginosa type TII secretion system (TTSS) is a major determinant of
cukaryotic cell-death and virulence by translocating bacterial exotoxins {ExoS, ExoT, Exall
and ExoY) into cukaryotic cells. TTSS activation can be induced in vitro by contact with
eukaryvotic cells or in culture medium with EGTA, a calcium chelator widely used to activate
TTSS expression. Paradoxically, EGTA has been shown to have antimicrobial effects. Thus,
our study was designed to evaluate the effects of EGTA on cell-death. bacterial adhesion,
TTSS activation, ExoS translocation and cytoskeleton disorganization, AS549 cells were
infected with CHA strain, producing ExoS and ExoT, EGTA protected Pyveudomonas-induced
cell-death independently of bacterial growth. Likewise, chelating properties of EGTA were
not involved in this protective effect nor did EGTA decrease TTSS activation. However, our
results showed that EGTA modulated actin organization leading to cell rounding and
decreased bacterial adhesion resulting in a decrease of ExoS translocation into the host cells.
Both EGTA and ExoS led to cytoskeletal modifications which scemed morphologically
different. These cvtoskeletal effects of EGTA and modulation of ExoS translocation may
potentially provide the basis for the protective effect observed on A549 cells and provide new

directions for research into therapeutic targets for F. gervginosg lung infection.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, EGTA, cell-death, type three secretion system,

Abbreviations : BAPTA, 1.2-bis{o-aminophenoxy)ethane-N NN N'-tetraacetic acid ; CFU,

colony forming unit; EGTA, ethvlene glycol-0,0"-bisi 2-aminoethyl - N NN -tetra-acetic

acid; LDH, lactate dehydrogenase; TTSS, type three seeretion system,
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1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic Gram-negative bacillus involved in life-
threatening infections including ventilator-acquired pneumonia and lung disease in cystic
fibrosis [1,2]. The treatment of these infections is often difficult due to its natural resistance to
a large number of antibiotics and an increasing number of strains with acquired multi-
resistance [3].

Depending on environmental signals, P. aeruginosa can produce a large number of
virulence factors; among them, the type three secretion system (TTSS) has been shown to be a
major virulence determinant in acute lung infections as evidenced by cell culture studies [4],
animal infection models [5] and human epidemiological studies [6,7].

The TTSS system translocates four toxins (ExoS, ExoT, ExoU and ExoY) directly into the
cytoplasm of eukaryotic cells to promote pathogenicity [8]. The toxins are secreted through
the bacterial injectome, a flagellar-like appendage composed of the assembly of more than 20
proteins, which protrudes from the bacterial surface and permeates the ecukaryotic cell
membrane through pore-forming interactions [9].

ExoU is the most cytotoxic effectors of the TTSS which acts as a phospholipase capable
of inducing irreversible damage to cellular membranes through direct cytotoxicity [10,11].
ExoS and ExoT are bi-functional enzymes with a Rho GTPase N-terminal domain and an
ADP-ribosyltransferase C-terminal domain [12]. The Rho GTPase activity interferes with the
rearrangement of the actin cytoskeleton leading to cell rounding. The ADP-ribosyltransferase
activity can disrupt the activity Ras-signaling molecules or Crkl/II signal transduction. Both
of these mechanisms induce ecukaryotic cell-death [13]. ExoY is an adenylate cyclase that
elevates the intracellular cAMP levels in eukaryotic cells and causes cell rounding of certain

cell types [14].
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The entire system, including genes encoding effectors, injectome structural proteins,
chaperones and regulators, is tightly regulated and dependent upon specific activating signals.
Two of most potent known activation signals are contact of the bacterium with target cells and
low extracellular calcium concentration in the micromolar range [15,16]. However, the role of
calcium remains controversial. In fact, in vitro, TTSS expression can be activated by adding
calcium chelators into the culture medium to the extent that this is a routine method for TTSS
activation in studies of P. aeruginosa exotoxins [17]. Interestingly, several studies have also
shown that divalent cation chelation might be able to fragilize the outer membrane of Gram-
negative bacteria [18,19]. Besides, the addition of chelators like EDTA or EGTA in the
culture medium increases the susceptibility of the bacteria to antimicrobial agents [20,21].
Globally these data suggest a potential relationship between calcium and virulence factors
through TTSS. This was confirmed by studies which have shown a role for intracellular
calcium level ([Ca];) of host epithelial cells during TTSS activation [22] although this was not
confirmed in a recent study by Cisz et al. which found that host cell [Ca]; does not influence
TTSS effector’s secretion [23].

Therefore, our objective was to determine if addition of EGTA in host cell culture
medium could modify TTSS-induced cell-death of lung epithelial cells and to study the
mechanisms involved. To do so, we carried out a co-culture of lung epithelial cells with P.
aeruginosa strains in presence or not of EGTA in the medium. We evaluated the influence of
EGTA on Pseudomonas-induced cell-death by two distinct methods. Then, we measured the
influence of EGTA on bacterial growth, adhesion and TTSS transcriptional activation. Finally,

we determined the role of EGTA on ExoS toxin injection into and effect on eukaryotic cells.
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2. Results

2 1. EGTA prevents Peeudomonas-induced cell-death.

Fig 1A shows the percentage of P. aeruginosa-induced (CHA, CHA-D1 and PA103) cell-
death over time wsing fluorescence microscopy. Cell-death of non-infected cells (CTL)
remained steady over time with only 2.56 £ 0.61% uat 5 h. Infection with the CHA strain, a
clinical isolate which produces ExoS, ExoT and ExoY, increased cell-death beginning from 3
h to reach 82 87 + 1.59% (Fig 1A and 1B). Addition of EGTA (5 mM) completely protected
the CHA-induced cell-death at 5 h. Cell-death due to the CHA-D1 strain, the isogenic mutant
of CHA not ¢xpressing the TTSS, was significantly lower compared to CHA-related cell-
death at 5 h and was not significantly further decreased by adding EGTA. Experiments with
PA103 led to comparable results which were thus not strain-specific.

These results were confirmed by measuring cytotoxicity through LDH. Cytotoxicity was
measured at ¥3.3% with CHA, 29.5% with CHA-D1 and 100% with PA103 in the medium
without EGTA (- EGTA). Addition of EGTA (+ EGTA) was associated with a significant
decrease of LDH release with CHA (14%) and PA103 (47.3%). but did not reach statistical

sigmificance for CHA-D1 (18.6%) (Table 2).

2.2, Effects of divalent magnesivm and calcium cations on the protective effect of EGTA

Muost propertics of EGTA and other chelators are generally atiributed to cation chelation and
inhibited by addition of cxogenous divalent cations such as Mg® and Ca® [19]. The
extracellular calcium concentration ([Ca).) was measured to verify that 5 mM of EGTA added
in the DMEM reduces [Ca]. to zero (Data not shown). To test if the protective effect of EGTA

was dependent on divalent cation chelation, we first supplemented with MgCla (20 mM) the
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DMEM containing EGTA and measured the consequent CHA-induced cell-death. Addition of
MeCl: did not alter protective effects of EGTA (Fig. 2ZA, column 4). The experiments were
then repeated in caleium-free DMEM. The co-cultures with CHA strain induced a percentage
of cell-death of 79.21 = 2.83% comparable to that obtained in normal DMEM without EGTA.
Addition of EGTA in calcium-free DMEM still protected cells from CHA-induced
cytotoxicity (Fig. 2B). These results demonstrate that the protective effect of EGTA is
independent of its properties of magnesium chelating properties. Furthermore, calcium-free
DMEM experiments demonstrate that calcium plays only a minor role in the protective effect

of EGTA because we did not observe any difference with the standard DMEM.

2.3, Bacterial growth is not affected by EGTA

To rule out a bactericidal or bacteriostatic effect of EGTA, we evaluated the viability of the
CHA strain exposcd to EGTA, with identical experimental conditions. We did not observe
any decreased bacterial viability in presence of EGTA compared to culture without EGTA.

Moreover, in these conditions, growth curves were similar (Fig. 3).

2.4, EGTA decreases adhesion of bacteria

One of the possible hypothesis for a protective effect of EGTA might be inhibition of P.
agruginosa adhesion to eukaryvotic cells [24]. We therefore quantified A349-adherent bacteria
{CHA strain) in presence or absence of EGTA (Fig. 4). After 3 h of co-culture with EGTA, a
significant 32.3% decrease in bacterial adhesion was observed compared to co-culture without
EGTA (respectively 7.2 x 10° CFUswell vs. 10 x 10" CEUswell). However at time zero, the

number of bacteria in the co-culture was 10° CFU/well. Thus after 3 h of co-culture, the
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number of adherent bacteria (107 CFU/well) was relatively low compared to the number of

non-adherent bacteria in co-culture with the cells (9 x 107 CFU/well).

25 EGTA does not modulate the TTSS transcriptional activation induced by bacterial

contact with ewkarvotic cells

The CHA (pC.:lux) strain was cultured in DMEM without cells and without EGTA (5 mM),
in this condition, TTSS transcription was not activated. When DMEM without cells with
EGTA was uscd, TTSS transcriptional activation starts to increase after 3 h of co-culture {Tig,
5. dotted ling) and was significantly increased only at 5 h, When the CHA (pC:ilux) strain
wis co—cultured with AS49 cells, TTSS transcriptional activation started to increase after 3 h
and was significantly increased from the fourth hour. With the addition of EGTA in the
medium, we did not observe any difference between the two groups (Fig. 4, solid line).
Moreowver, although EGTA induces a significant transcriptional TTSS activation in the
bacterial culture, the level of activation was significantly lower than the co-cultures of
bacteria with A549 cells (5.80 + 0.63 x 10" photons/sce vs. 2.56 + .29 x 10” photons/sec).
These results demonstrate that although EGTA is an efficient signal to TTSS transcriptional
activation fr witro, the contact with host cells is a probably a more effective trigger than

calcium depletion.

2.6, EGTA decreases host eell cvioplasm levels of Exo¥

Another possible hypothesis for the protective effect of EGTA protective effect could be

related to an alteration of cytotoxin translocation into the host cells. We performed a western
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blotting of concentrated supernatant and pellets of A549 cell co-cultured with CHA and CHA-
D1 strains for 3 h to detect the presence of ExoS.

As expected, no ExoS was detected in cell supernatant and cell lysates with the TTSS-
inactivated mutant CHA-D1 control (Fig. 6 A, B and C lane 1 and 2). The analysis of cell
supernatants co-cultured with CHA showed a small amount of ExoS under EGTA conditions
and without EGTA (Fig. 6 B lane 3 and 4). On the contrary, the analysis of cell lysates
infected with CHA showed that ExoS cytotoxin was considerably decreased intracellularly in

EGTA conditions compared to EGTA-free medium (Fig. 6 C lane 3 and 4).

2.7. EGTA induces cytoskeleton reorganization

To study the effects of ExoS in our model, we carried out an actin staining to observe
cytoskeleton organization, known to be altered by the effects of ExoS. Non-infected cells
present a well-distinguished actin stress fibres network and a well-organized cell shape (Fig. 7
A), we clearly observed a circumferential repartition of actin stress fibres. As previously
described, EGTA in medium of non-infected cells was also associated with change in cell
shape, and in the organization of cytoskeleton [25] (Fig. 7 B). However, the cells were more
rounded than ExoS and lamellipode-like cytoplasmic extensions were not observed. Moreover,
we did not distinguish actin stress fibres and actin staining was diffuse in the entire cytoplasm.
CHA infection induced cell rounding, disorganization of actin and tubulin cytoskeleton with a
poorly distinguishable actin stress fibres (Fig. 7 C). Furthermore, the edges of the cells were
not marked and the actin staining was concentrated around the nucleus. Finally, the cells also
presented some lamellipode-like cytoplasmic extensions.

Finally, the addition of EGTA with CHA strain induced cytoskeleton disorganization but

these effects did not seem additive nor synergic (Fig. 7 D). We observed an intermediate
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effect with some cells showing lamellipode-like cytoplasmic extensions and some cells
completely rounded. Similarly, the actin staining showed that some cells had a diffuse
cytoplasmic staining while others a concentrated actin staining around the nucleus.

These resulls suggest that the modifications induced by EGTA and ExoS arc not the same nor
do they potentialize cach other, These results indicated that both EGTA and ExoS disorganize

the actin and tubulin cytoskeleton albeit probably differently.
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3. Discussion

Pseudomonas aeruginosa is a pathogen characterized by a large number of virulence
factors. Among those, the type three secretion system has been shown to be a major factor
involved in lung injury. Although the regulation of this system is complex involving several
regulatory loops, two factors are known to be capable in vitro to stimulate TTSS products
secretion: calcium depletion and cell contact. Focusing on the first stimulus, EGTA, a well
known calcium chelator, is commonly used in culture medium to decrease extracellular
calcium concentration in the micromolar range to activate TTSS in vitro. However, several
studies have also shown that the addition of chelators in the culture medium increases the
susceptibility of the bacteria to antimicrobial agents and fragilize the outer membrane of
Gram-negative bacteria. Therefore, our objective was to determine if addition of EGTA in
host cell culture medium could modify TTSS-induced cell-death of lung epithelial cells and
the mechanisms involved. We demonstrated that EGTA had a protective role on
Pseudomonas-induced cell-death. EGTA was not responsible for bactericidal effect nor
inhibition of TTSS transcriptional activation. However EGTA induces a decrease in bacterial

adhesion and ExoS injection into the epithelial cells.

3.1. EGTA effects on Pseudomonas-induced cell-death

The results of our study demonstrate that addition of EGTA in medium of the co-cultured
P. aeruginosa with A549 cells protects against cell-death as assessed by two distinct methods.
We used both a laboratory strain, PA103, known to induce rapid and massive TTSS-
dependent cell-death [10], and a clinical strain isolated from a CF patient, CHA, which
expresses TTSS and secretes ExoS, ExoT and ExoY under inducing conditions [26]. Both

strains were responsible for high cell-death after 5 h of infection, as already reported [27].

10
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CHA-related cytotoxicity was predominantly dependent on TTSS since CHA-DI1, its TTSS
inactivated mutant, induced only 16.84 + 1.82% of cell-death [28]. Our main finding is that
the addition of EGTA to culture medium protected cell-death induced by PA103 and CHA
although it is a known activator of the main determinant of P. aeruginosa pathogenicity, the
TTSS. Results with CHA-D1 were not significant since the bascline percentage of cell-death
was low.

These results are discordant with previous studies. Rajan et al. demonstrated that EGTA
increased 16HBE cell apoptosis induced by P. aeruginosa [29]. Fleiszig et al. showed that
EGTA treatment of airways epithelia increased susceptibility to P. aeruginosa cytotoxicity
[30]. However, in the study by Rajan, EGTA used a low concentration (50 uM) and in
Fleiszig’s study, bacteria were not directly in contact with EGTA, which was also used at
different concentrations and time points. Our confluent non-polarized monolayer cellular
model may also explain these discrepancies. Indeed, cell polarity contributes to defense
against bacteria and EGTA has been shown to increase P. aeruginosa cytotoxicity through
depolarization [29,30]. On the one hand, it has been previously noted that confluent non-
polarized cells, such as the ones we used, appeared to be less susceptible to P. aeruginosa
cytotoxicity [30]. On the other hand, previous works with different model have noted opposite
effect of EGTA treatment, EGTA inhibited the invasion of Listeria monocytogenes on 2-days
old monolayer of epithelial cells grown on plastic support [31]. Furthermore, another study
showed that EDTA did not elicit an additional P. aeruginosa invasion into 16HBE cell model
[32], and EGTA treatment did not increase the cytotoxicity of PAO1 on Human tracheal cells
[33]. Thus, it appears that the P. aeruginosa cytotoxicity and the effect of EGTA on epithelial
cells may vary widely according to the cell model. The conditions leading to beneficial, albeit
non-protective, effect of EGTA in the abovementioned studies were similar to ours: 1-2 days

culture, plastic grown support and confluent non-polarized monolayer cellular model.

11
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Additionally, we also verified that the cell line type did not account for discrepancies since

experiments with 16HBE14o0- cell line showed similar results to A549 (data not shown).

3.2. Effects of divalent magnesium and calcium cations on protective effect of EGTA

Most properties of EGTA and others chelators are generally attributed to cation chelation
and are inhibited by addition of exogenous divalent cations [19]. We first verified that 5 mM
of EGTA added in the medium reduces [Ca]. to zero (data not shown). In our case, the
addition of 20 mM of MgCl, did not inhibit the preventive effect of EGTA. These results
suggest that extracellular magnesium chelation did not play any role. Secondly, by using a
calcium-free medium, we observed comparable Pseudomonas-induced cell-death compared to
calcium containing medium. Thus, the decrease of [Ca]. by using calcium-free DMEM is not
a relevant factor in our model of Pseudomonas-induced cell-death. This result is compatible
with previous works which demonstrate that the TTSS activation by host cell contact or low
calcium and subsequent TTSS-induced cytotoxicity could take different pathways. It has been
suggested that in mammal’s cells, the host cell contact could bypass the requirement of low-
calcium conditions to activate TTSS [15].

Moreover, it seems that in our study the effect of EGTA on cell-death protection was not
only calcium chelation dependent. Indeed, EGTA had the same protective effect on cell-death
in the calcium-free medium. It is consistent with previous studies that report parallel effect of
chelators. EGTA is reported to have a dose dependent disorganizing effect on cell culture
compared to free calcium medium [34] including another effect than calcium chelation only.
Other studies demonstrated that EGTA and BAPTA have calcium-independent effect on

chloride secretion or cytoskeleton disorganization [35,36]. Therefore, we can not exclude that

12
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the EGTA protects the Pseudomonas-induced cell-death by other effects than calcium

chelation.

3.3. Effects of EGTA on bacterial growth, survival and adhesion

EDTA or EGTA, when added in the medium, have been reported to cause many
deleterious effects on Gram negative bacteria, including lipopolysaccharide disorganization,
disruption of biofilm, increased outer membrane permeability, greater susceptibility to
antibiotics [19,20,37]. In our experimental conditions, 5 mM of EGTA was not responsible
for bactericidal or bacteriostatic effect over a 5 h time period. Therefore the protective effects
of EGTA cannot be attributed to any direct antimicrobial activity.

The TTSS-induced cytotoxicity towards host cells is highly dependent upon the adherence
of the bacteria [38]. We have shown that 5 mM of EGTA decreased the P. aeruginosa
adhesion on A549 cells by 32.5%. Interestingly, our results are consistent with previous
studies on Caco-2 cells which showed that EGTA treatment could inhibit Listeria
monocytogenes binding by 25% [31]. Although the decrease of adhesion is significant, the
number of adherent bacteria after the incubation period (10" CFU/well) was relatively low
compared to the total number of bacteria in co-culture with the cells at time zero (lO8
CFU/well). Thus, it represents only about 10% of adherent bacteria. This observation is
consistent with previous studies of adhesion of PAK strain on A549 cells, these studies have
found a range of 2 to 6 bacteria per cells at 1 h to 16 bacteria per cells at 3 h of co-cultures
[39,40]. However these studies underline that bacterial adhesion is highly dependent of
several factors: temperature, time, number of bacteria and cells, presence of receptor,
structure of different adhesins. Likewise, P. aeruginosa adheres to the cells via different

adhesins including LPS, lectins and pili. These adhesions factors are susceptible to EGTA

13
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effects [19]. Additionally, we observed a rapid cell rounding after the addition of EGTA
which huas also been reported in previous studies [35,41]. This alteration in cell morphology
may lead to a decrease in cell surface available for bacterial adhesion and, in part, explain
some of the protective effects of EGTA by decreasing P. aeruginosa adherence and

translocation.

34 EGTA and TTSS transeriptional activation

As deseribed previously, eytotoxicity of P, aeruginosa is mainly related to TTSS function
and its capacity for toxins scerction and translocation [4]. Our results with the CHA (pC.: i)
strain show an increase of the activation of the T'TSS transeriptional activator exsA (Fig, 5) in
parallel to the sturt of the cell-death (Fig. 1A). Indeed, exsd activation was significantly
increased in CHA (pC.:lux) from 4 h on while cell-death in the CHA group significantly
increased at 4 h. These results suggest that in our study cell-death was a probable
consequence of TTSS activation. In these conditions, addition of EGTA in the medium did
not modulate the activation of exsd although EGTA is a widely recognized TTSS activator
[42]. TTowever, COGTA was not the only TTSS activator in our study since we used pathogen-
cukaryotic cell co-culture. Tndeed, previous studies noted that bacilerial contact with
cukaryotic cclls is probably a more potent acltivating signal than in vitro environmental
conditions [15]. Therefore, in our study, EGTA-induced calcium depletion activates the
transcription of TTSS of CHA (pC:ofux) strain when the bacteria were alone m the medium as
consistent with previous work [43] whereas in co-cultures with AS49 cells, EGTA addition
did not increase the TTSS activation significuntly in spite of the effect of EGTA on chelation

of [Cal. (Fig. 5).
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The absence of a detectable effect of EGTA on TTSS activation in our study may have
been due to the signal being “drowned” in the activation due to cell contact. However, in spite
of the difference of adhesion with EGTA, we did not observed a decrease in TTSS activation
in presence of EGTA with the CHA (pC::/lux). This identical TTSS activation through cell
contact with or without EGTA is not contradictory with the subsequent decreased adhesion of
P. aeruginosa due to EGTA. Indeed, we noted that the number of adherent bacteria after 3
hours of co-culture represented only about 10% of the total number of bacteria. Despite the
low number adherent bacteria, we measured a high activation of TTSS. However, in this case,
we were measuring the fotal number of bacteria in the medium, both adherent and non-
adherent. It means that a low number of adherent bacteria were highly activating TTSS
whereas a majority of non-adherent bacteria were not. Thus, the EGTA-induced difference in
adhesion concerning these few bacteria was not sufficient to lead to a detectable difference in
TTSS activation measured throughout the total bacterial population.

Although EGTA did not alter TTSS transcriptional activation in presence of cells, it may
have modified the translocation or the injection of TTSS toxins into the host cell cytoplasm.
Indeed, western blot revealed that the addition of EGTA in medium reduced ExoS toxins
detected in the host cells. However, EGTA did not change the secretion of ExoS in the
supernatant indicating that EGTA probably decreased ExoS translocation into the cells
through the TTSS injectome. One mechanism through which EGTA may have led to different
ExoS translocation is through decreased bacterial adhesion because intoxication of eukaryotic
cells by ExoS is postulated to occur by a contact-dependent TTSS. Thus, the decrease of
bacterial adhesion may be sufficient to decrease ExoS in the cytoplasm of the host cells and
consequently protect the cells to death. Nevertheless, the presence of ExoS secreted in the
supernatant was not significantly higher when EGTA is added in the medium indicating that

even if EGTA chelates the [Ca]., ExoS secretion is not enhanced in our co-culture model. We
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interpret these results as suggesting that the chelation of calcium alone is not capable to
induce a secretion of ExoS in a supernatant. In fact, in this study, we used a cell culture
medium without foetal calf serum for experiments which may explain this finding. Indeed, a a
previous study suggesting that presence of serum in addition to calcium depletion in medium
is necessary to activation of type III secretory activity. Furthermore, Vallis et al. suggest that
TTSS induction of secretion by calcium chelators or by growth in presence of cells or serum
may be due to different induction mechanisms [16].

Studies of the activities of ExoS and ExoT have shown that these effectors induce actin
cytoskeleton rearrangements. Indeed, ExoS targets Rho GTPases directly through the GAP
domain [13]. The Rho GTPases are critical for actin polymerization and provoke visible
morphological changes in cukaryotic cells including cell rounding [44]. Therefore, CHA
strain provoked morphological changes in the HeLa epithelial cell line [45]. Similarly to these
studies, we have shown that CHA strain induces a disorganization of the host cell actin
cytoskeleton. CHA strain elicited the rounding of A549 cells. The infected cells present a
generalized disruption of actin with an accumulation of phalloidin-stained material around the
periphery of the nucleus. This effect of CHA is probably due to the expression of ExoS since
CHA-D1, the non-secreting mutant, did not induce this morphological change (data not
shown). Besides [Ca]. chelation by EGTA has been shown to cause a disruption of tight
junctions, cell rounding and changes in the organization of cytoskeleton [41] which may
result to a destabilization of epithelial cell barrier. Similarly, we observed that EGTA induced
a morphological change of cells and caused cell rounding. Moreover, the addition of EGTA
and CHA strain together were neither synergic nor additive probably due to different
mechanisms. Although addition of EGTA and infection by Pseudomonas both led to a
drastically disorganizing effect on lung epithelial cell cytoskeleton, since EGTA was also

protective, we cannot exclude that EGTA interferes with the effects of ExoS. Moreover,
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previous studies have shown that strains expressing ExoS could induce morphological
changes without causing significant cell-death [8,46,47]. As seen in our results, the ExoS
translocation into the host cell cytoplasm was reduced in presence of EGTA. This reduced
amount ot ExoS translocated into the cells might be sutficient to induce cell rounding all the
while insufficient to induce cell.
Conclusions

We have shown that EGTA protects lung epithelial cells from P, aeruginosa-induced,
TTSS-mediated cell-death through a decrcase in ExoS translocation into the cells. One
commuon target of both EGTA and ExoS scems to be the eytoskeleton which is altered in both
cascs lcading to ccll-rounding, However the specific attributes of the mduced eytoskeletal
modifications appear different in cach case which may indicate that pathways leading to
cytoskleletal modifications may be involved in medisting the protective effects of EGTA just
as they mediate the cvtotoxic effects of ExoS. Further studies in this direction are warranted
in order to determine the exact mechanisms through which EGTA modulates ExoS
translocation in order to elucidate potential therapeutic targets for P. aeruginosa lung

infection.
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4. Materials and methods

4.1. Cell culture

Human alveolar carcinoma A549 cell line, kindly provided by Dr. P. Gosset (INSERM U774,
Lille, France), was grown in Dulbecco’s modified essential medium (DMEM) - GlutaMAX®-
I (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% heat-inactivated foetal calf
serum (Dutscher, Brumath, France) and 1% penicillin-streptomycin (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) at 5% CO, atmosphere at 37°C. A549 cells were grown to monolayer
confluence in a 75 mL culture flask. For experiments, cells were rinsed 3 times with
phosphate-buffered saline (PBS, Invitrogen, Cergy Pontoise, France), trypsinated and seeded
onto tissue culture plates (6-well, 96-well or 8-well glass slide depending on experiments) in

fresh culture medium. The number of cells was determined by counting in Malassez cell.

4.2. Preparation of bacterial strains and co-culture

P. aeruginosa strains used for this study are summarized in Table 1. CHA, CHA-D1 and
CHA (pC::lux) strains were kindly provided by Pr. B. Polack (GREPI, MENRT EA 2938,
Grenoble, France). The strains were maintained in 10% (v/v) glycerol stocks at -80°C. Before
experiments, strains were grown overnight in 5 mL of Luria-Bertani broth (Biomericux
Laboratories, Lyon, France) at 37°C under agitation. The following day, cultures were
centrifuged at 1,000 x g for 10 min, bacterial pellets were washed twicein PBS, resuspended
and diluted to 10° CFU/mL, as evaluated by spectrophotometry (ODgyo = 0.55). Bacterial
concentration was confirmed by serial dilutions and viable colony counting on BCP agar

plates (Biomerieux Laboratories, Lyon, France). For all experiments, P. aeruginosa was

18

98



RESULTATS

added to the cells at the ratio 100:1 (Multiplicity of Infection: MOI1 100) in fresh DMEM

without antibiotics or foetal calf serum.

4.3, Peeudomonas-induced cell-death

Pseudonmonas-induced cell-death was assessed using through fluorescence microscopy with
the LIVE/DEAD” Cell V iahility/cytotoxicity kit (Molecular Probes Tnc., Eugene, OR). The
kil is composcd of two dyes: caleein AM which penctrates into cells with intact membrancs
and intraccllularly hydrolyze o a green fluorescent product, and cthidium homodimer-1, a
high affinity nucleic acid red stain which penctrates only into cells with damaged membrancs,
Cells were cultured two days in 6-well plate at & x 107 cells per well. At cell confluence,
culture medium was removed and cells were incubated with 2 pL of ethidium homodimer-1
and 1 pL of 1 : 10 Calcein AM in 1 mL of fresh culture medium without antibiotics for 45
min at 37°C in the dark. The plate was placed on a fluorescence microscope (Mikon Eclipse
E®00, Champigny sur Marne, France) equipped with a CCD video camera (Coolsnap Fx;
Roper Scientific, Evry, France). At t0, P. acruginnsa was added to the cells for 5 h. Using
Metamorph software (Universal Tmaging, Downingtown, PA), images were acquired every
hour during 5 h, At cach time point, green Nuorescence images corresponding to Caleein AM
(b o 480 nm, Ao, @ 300 nm) and red Muorcscence images corresponding o ethidium
homaodimer-1 (A, ; 490 nm, k., : 635 nm) were recorded at x 10 magnification,

Five ficlds of fluorcscent cells (about 1000 cells) were counted to assess Psewdomonas-

induced cell-death: Cell-death (%0) = (Nyed fue / (Mareen fue T Meed fiue)) X 100

4.4, Pseudomanas aeruginosa cytotoxicity
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A number of 2 x 10* cells per well were transferred to 96-well tissue culture plates and
incubated overnight. The following day, each P. geruginosa strain added to the cells for 3 h.
Cytotoxicity was quantitated by measuring lactate dehydrogenase (LDH) in the culture
supematants at 5 h, using a cytotoxicity assay kit (Cytotox 96; Promega, Charbonniéres,
France). The 100% value represented the amount of LDH released from cells lysed by 0.8%
Triton X-100 for 45 min. Control wells lacking bacteria were used to calculate the background
level of LDH release (normalized to (%), Cylotoxicily was calculated as follows as a

pcrlccﬂl-agl:: Cj‘lﬂl[}l.‘iiﬂil}' {‘:Hh} - {{Dnnqw}-'ﬂnctlIx}"l((}nlrill|n'DD-:r:II.'-i}) x| ﬂﬂ

4.3, Bacterial adhesion assays

AS549 cells were cultured at 8 x 107 cells per well on 6-well tissue culture plates. Bacterial
suspension was added. After 3 h of co-culture, supernatants were removed and the cells were
gently washed six times with PBS to eliminate non adherent bacteria. Cells were lysed with
400 pL of 0.25% (v/v) Triton X-100 in PBS for 15 min. To quantify the number of cell-
assoclated bacteria, dilutions of the lysates were harvested on BCP overnight at 37°C to

quantify adherent bacteria. Bacterial adhesion was expressed in CTU per well.

4.0, Bipduminescence assavs

Activation of the T'TSS was studied by bioluminescence with the CHA (pC:olux) strain, This
strain was constructed by a flux fusion with exsC promoter integrated at the ar8 site of the
CHA chromosome [43]. A549 cells were cultured two days in 6-well plate at 8 x 10° cells per
well. At cell confluence, CHA (pC::fux) was applied to the cells for 5 h. Bioluminescence

wits measured with an IVIS 50 imaging svstem (Xenogen, Alameda, CA) and images were
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acquired cach hour using 1 min exposure time. Bioluminescence emission was analyzed using
Living Image 2.5 software { Xenogen, Alameds, CA) and normalized to photons per second (p

5']}_

4.7 Western Blor analysis of ExoS

As previously described, CHA and CHA-D! strains were applied to the cells for 3 h.
Supernatants were collected, centrifuged at 1000 x g for 10 min and concentrated by
ultrafiltration (Vivapore, Sartorius, Germany) at 4°C to reach about 100 ul., a protcasc
inhibitor cocktail (Sigma, Saimt-Quentin Fallavier, France) was added and supernatants were
frozen at -R0°C. At the same time, cells pellets were collected, ground, mixed with proteases
inhibitor cocktail and frozen at -80°C. Fifty micrograms of concentrated supernatant protein
or intracellular fraction protein of epithelial cells were un on a 12% SDS-PAGE. Proteins
were electrophoretically transferred to nitrocellulose membranes for immunoblot analysis
performed with a chicken polyclonal P. geruginosa ExoS antibody (Agrisera, Vinnis,
Sweden). Membranes were incubated with horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-
chicken immunoglobulin G (Tg() secondary antibody (Sigma, Saint-Cuentin Tallavier,
France). Membranes were then washed, and bound antibodies were detected by the use of

ECT. Plus kit (Amersham Biosciences Furope GmbH, Freiburg, Germany),

4.8, Cytoskeleton structure analysis

Cells were cultured in 8-well glass slide (BD-Falcon, Erembodegem, Belgium) at 10°

cells/well for 2 days. After the coculture with CHA or CHA-DI strains for 2 h, cells were

fixed in cold 4% paraformaldehyde PBS solution for 30 min at room temperature. After
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wishing with PBS, permeabilization was performed in 0.25% Triton X-100 in PBS for 10
min. After washing, non-specific binding sites were blocked in PBS containing 2% bovine
serum albumin for 1 h at room temperature. Actin was directly stained with AlexaFluor 568%-
phalloidin (Molecular Probes Inc., Eugene, OR). Samples were then mounted using
WVectashield mounting medium and viewed with a fluorescent confocal microscope (LEICA

TCS NT, Gennevilliers, France).

4.9, Statistical analysis

Data were analyzed with the Kruskal-Wallis and the Wilcoxon tests where appropriate. p

vitlues of = 00,05 were regarded as statistically significant, using Graphl®ad Prism 5.0 software

wits used (GraphPad Software INC., San Diego, USA).
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Legends:

Fig 1. Percentage of dead cells co-incubated with Psewdomonas aeruginosa strains, A, Time-
dependent percentage of dead cells without bacteria (CTL) or co-cultured with CHA, CHA-
D1 and PA103 strains in the medium. Data are means £ SEM (n = 6, ®: p < 0,05, #**: p =
0.001 statistically different from the control); B. Percentage of dead cells after 5 h of co-
culture with CHA, CHADI and PA103 sirains without (-EGTA) or with (+EGTA} in the
medium, Data arg means = SEM (0 = 9, #*; p < (L05, ***; p = 0,001, statistically different

from the control; = p =< 0.05; ++: p= 0. 01 statistically different from the - EGTA group).

Fig 2. Effect of divalent cation chelation on protective effect of EGTA. A. Percentage of dead
cells without bacteria (CTL), or co-cultured with CHA strain, with CHA 1+ EGTA, CHA ¢
EGTA + MgClz (20 mM) in the medium. (n = 6; ***; p < 0,001 statistically different from the
control; +++ p < 0001 statistically different from the CHA without EGTA group); B.
Percentape of dead cells without bacteria (CTL), or co-cultured with CHA strain, with CHA +
EGTA in calcium-free medium. Data are means = SEM (r = 6; #%%: p = 0.001 statistically
different from the control; +++: p < 0.001 statistically different from the CHA without EGTA

group).

Fig 3. Effect of EGTA on bacterial growth, The curve represents viable bacterial counting
during the time with (+ EGTA group) or without (- EGTA group) EGTA in the medium. Data

are means = SEM (n = 6).

Fig 4. Effect of EGTA on bacterial adhesion. The graph represents adherent bacteria after 3 h

of co-culture with the cells with (+ EGTA) or without EGTA (- EGTA) in the mediwm. Data

are means = SEM (n = 6; **: p < 0,01 statistically different from the - EGTA group).
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Fig 5. Effect of EGTA on TTSS transcriptional activation. The graph represents TTSS
activation during the time with (&) or without EGTA (M) in the medium. CHA (pC.lux)
strain was co-cultured with the A549 cells (solid line) or was alone (dotted line) in culture
medium. Data are means = SEM from 5 assays. *: indicates a significant difference as
comparad to CHA alone without EGTA and CHA alone with EGTA; ©O: indicates a
significant difference as compared to CITA alone and CITA co-cultured with AS549 cells
without EGTA, ®: indicates a significant difference as compared to CHA alone and CHA co-

cultured with A549 cells in presence ol EGTA,

Fig 6. Dcteetion of ExoS cytotoxins in supernatant and in cytoplasm of host epithelial cells.
After 3 h of co-culture with CHA or CHADI strains without (-EGTA) or with (+EGTA) in
the medium, secreted proteins were separate by 12% SDS-PAGE und A. revealed by stainming
with Coomassie Blue. B. Proteins secreted in supernatant were transferred onto nitrocellulose
membrane and detected with ExoS antibodies. €. Proteins of cell lysates were transferred

onto nitrocellulose membrane and detected with ExoS antibodies.

Fig 7. Effect of Pseudomonas TTES toxins and EGTA on disruption of cytoskeleton, A549
cells were uninfected (A), uninfecied with EGTA (B), infected with CHA strain (C), or
infeeted with CHA strain with EGTA (D), followed by AlexaSo8-phalloidin staining of the

actin migrofilaments (A-D) (x 63),
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Fig 7
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Table 1
Table 1. Prewdomonas aeruginosa strains used in this study.
Strain Description Source
CHA Micnid CF isslate, with TTSS ExoS, FooT and ExeY [26]
CHA-TY CHA s GmP mtnnt of CHA withont fumctional TTSS [28]
CHA (pCoier) e fissson with cosl 88 proanober al the atel site of the CHA choomosome 143]
AR Cytotoxic mespimalony clinical isclabe with a functional TT3S, Fxoll and ExoT [24]
Table 2

Table 2. Cytotoxicity of Psewdomonas strains to lung epithelial cells (n = & **: p < 001,

significantly different from values for the - EGTA group).

e Cyviotoxielny
Stralns
- BT A + FGTA
CHA B3+ 1.2 14+ 5T+
CHA-M ME=45 1#6=47
JLEAicY = 1.2 4T3 £ 4 4=
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Il. Effets du LPS de Pseudomonas aeruginosa sur le
calcium intracellulaire et la sécrétion de chlore des cellules
épithéliales bronchiques humaines.

Effects of LPS from Pseudomonas aeruginosa on intracellular Ca?*and CI" secretion in
bronchial epithelial cell lines 16HBE140-.

BUYCK J.(1), VERRIERE V.(2), BENMAHDI R. (2), GUERY B. (1), MATRAN R. (1) and
URBACH V. (2)

(1) Département de physiologie, Faculté de Médecine de Lille, Université de Lille 2, Lille,
France

(2) Centre Hospitalier Universitaire Arnaud de Villeneuve, INSERM U661, Montpellier,
France.

ILLA. Introduction

La colonisation des voies respiratoires par P. aeruginosa est principalement due a la
capacité des bactéries a adhérer aux cellules épithéliales de I'n6te, a produire une large
batterie de toxines et a envahir les cellules.

L’attachement de P. aeruginosa aux membranes des cellules épithéliales déclenche de
nombreuses réactions via I'activation de voies de signalisation par des seconds messagers
intracellulaires. Le lipopolysaccharide (LPS), un des facteurs d’adhésion et constituant
majeur des membranes externes des bactéries a Gram-négatif comme P. aeruginosa, peut

moduler les fonctions cellulaires épithéliales.

Le LPS peut se fixer au récepteur complexe CD14/TLR4/MD2 [232], ce qui induit la
translocation de NFkB [406] et la sécrétion de cytokines proinflammatoires dans différents
types cellulaires [407]. A c6té des effets du LPS sur l'inflammation, des études ont montré
d’autres effets sur les fonctions épithéliales [406,408-410]. Le LPS d’E. coli augmente
'expression des CaCC sur des cellules Calu-3 [411]. Le LPS pourrait aussi influencer
d’autres canaux sur d’autres modéles de cellules : le LPS diminue I'activité de la pompe
Na’/K* ATPase sur des cellules épithéliales intestinales [371], module I'échangeur
sodium/proton basolatéral des enterocytes [372], régule le signal calcique des cellules
microgliales [412], active les canaux BK sur des cellules musculaires lisses [413] ou module
’homéostasie calcique des cellules du pancréas [362]. De plus, d'autres facteurs de
virulence membranaires ont un impact fort sur la sécrétion de fluide épithéliale et les
transports d’'ions. Par exemple, les rhamnolipides peuvent inhiber I'absorption épithéliale de
Na* par sa fixation aux TLR2 [278], |a flagelline peut aussi diminuer I'absorption de Na* [359]
en se fixant aux ASGM1 ou activer la sécrétion de CI- des cellules Calu-3 [369]. Le LPS de
Klebsiella pneumoniae peut aussi inhiber I'absorption de Na+ [370].
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Bien que le rble potentiel du LPS sur la sécrétion ait été montré chez d’autres bactéries,
aucun role du LPS de P. aeruginosa n’a été mis en évidence a ce jour sur ’homéostasie
calcique et les transports d’ions. C’est pourquoi dans cette étude, nous avons évalué les
effets du LPS de P. aeruginosa sur le calcium intracellulaire de cellules bronchiques
humaines par fluorescence et déterminer l'origine du signal calcique. De plus, nous avons

évalué les effets du LPS sur les transports ioniques des cellules 16HBE140-.

I.B. Présentation des résultats

11.B.1. Effets du LPS sur le calcium intracellulaire

a) Origine de I'augmentation de calcium

Nous avons, dans un premier temps, évalué l'effet du LPS de P. aeruginosa sur le
calcium intracellulaire ([Ca?*];) par imagerie en microscopie de fluorescence. Aprés un temps
de stabilisation de 15 min, 30 ug/mL de LPS était ajouté dans la solution de Krebs. Notre
étude a montré que le LPS stimule une augmentation du Ca** intracellulaire dans les cellules
16HBE140" (Figure 1 A, ligne pleine). Cet effet est significatif a partir d’'une concentration de
10 pug/mL (non montré). La réponse induite est formée tout d’abord un pic calcique rapide (10
sec) suivi d’'un plateau redescendant lentement vers la ligne de base (20 min). Aprés 30
minutes, les cellules perdaient subitement la fluorescence correspondant probablement a

une mort prématurée des cellules due a I'exposition prolongée au LPS.

Afin de déterminer l'origine de cette augmentation de calcium cytosolique, nous avons
fait les mémes expérimentations dans du milieu Krebs a basse concentration en calcium
(Low Ca). Dans ces conditions, I'effet du LPS (30 ug/mL) sur le [Ca?*]; est fortement diminué
(Figure 1 A, ligne pointillée). Le pic est diminué significativement a 0,016 + 0,004 dans le
milieu « Low Calcium » (Figure 1 C) comparé a la valeur de 0,083 + 0,006 lorsque les
cellules sont en solution Krebs standard. De méme I'aire sous la courbe (AUC), utilisée pour
évaluer le calcium mobilisé, est significativement plus faible dans les conditions « Low
Calcium » (4,037 = 1,422) comparé aux conditions de solution Krebs standard (19,560 *
2,136)(Figure 1 D). Ces résultats montrent que 'augmentation de [Ca?']; est en partie due a

un influx du calcium extracellulaire.

Pour étudier le réle du calcium des stocks intracellulaires dans la réponse au LPS, nous
avons prétraité les cellules avec la thapsigargine, un inhibiteur des pompes SERCA du
réticulum. La thapsigargine (15 min, 1 puM) induit un relargage du calcium des stocks
intracellulaires et empéche le repompage du calcium cytosolique vers le réticulum

endoplasmique, ceci induit une augmentation soutenue de [Ca?"]; (Figure 1 B, ligne pleine).
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Aprés stabilisation, 'augmentation du [Ca?*]; stimulée par le LPS est atténuée. Le pic ainsi
que l'aire sous la courbe sont significativement plus faibles que pour les conditions normales
(0,03883 + 0,01047 et 6,705 * 4,140 respectivement) (Figure 1 C et D).
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Figure 1. Origine du calcium impliqué dans I'augmentation du calcium intracellulaire induite par le LPS de
Pseudomonas aeruginosa. A. Mesure ratiométrique du calcium intracellulaire au cours du temps aprés I'ajout

de LPS (30 ug/mL), en solution de Krebs standard (ligne pleine) ou dans du Krebs a basse concentration en
calcium (ligne pointillée). B. Mesure ratiométrique du calcium intracellulaire au cours du temps aprés I'ajout de
LPS (30 pg/mL) et en présence de 1 uM de thapsigargine (Tg), en solution de Krebs standard (ligne pleine) ou
dans du Krebs a basse concentration en calcium (ligne pointillée). C. Moyenne du pic aprés ajout de 30 ug/mL de
LPS en solution de Krebs standard (LPS 30), dans du Krebs a basse concentration de calcium (Low Ca), en
milieu normal aprés addition de thapsigargine (Tg), et dans du Krebs a basse concentration de calcium aprés
addition de thapsigargine (Tg + Low Ca). Les valeurs indiquées sont les moyennes * écart a la moyenne (n = 5);
*:p<0,05;*:p<0,01;™ :p<0,001 indiquent des valeurs différentes comparées aux valeurs du groupe LPS
30.D. Moyenne des aires des surfaces sous la courbe a partir du pic jusqu’a 5 minutes aprés le pic aprés ajout de
30 pg/mL de LPS en solution de Krebs standard (LPS 30), en solution de Krebs a basse concentration de chlore
(Low Ca en solution de Krebs standard apres addition de thapsigargine (Tg), et en solution de Krebs a basse
concentration de chlore aprés addition de thapsigargine (Tg + Low Ca). Les valeurs indiquées sont les moyennes
+ écart a la moyenne (n=5; *:p<0,05; " :p < 0,01 ; Indiquent des valeurs différentes comparées aux valeurs
du groupe LPS 30).
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Dans la solution a basse concentration en calcium, la thapsigargine (1 pM) induit une
augmentation de [Ca?*]; beaucoup plus faible que dans la solution de Krebs normale (Figure
1 B, ligne pointillée). Ces conditions inhibent totalement I'effet du LPS (Figure 1 C et D).

Ces résultats montrent que 'augmentation de [Ca?'] est en partie due a un relargage de

calcium des stocks intracellulaires du réticulum endoplasmique.

Ces résultats montrent que 'augmentation de [Ca2*]; déclenchée par le LPS est due a un
relargage des stocks intracellulaires et a un influx de calcium extracellulaire a travers des
canaux membranaires. Le LPS induit une mobilisation de calcium des stocks intracellulaires
ce qui déclenche une entrée de calcium par I'activation de canaux calciques de la membrane
plasmique ce qui suggére un phénomene d’entrée capacitative de calcium (CCE) comme
décrit précédemment dans les cellules 16HBE140- [414].

b) Les canaux membranaires impliqués dans I'influx calcique

L’entrée capacitative de calcium (CCE) est caractérisée par un relargage des stocks
intracellulaire suivi d’une stimulation de canaux calciques ou cationiques non-spécifiques
pour remplir le réticulum. Afin de déterminer quels sont les canaux membranaires impliqués
dans l'influx de calcium extracellulaire en réponse a la stimulation par le LPS, nous avons
utilisé différents inhibiteurs des canaux calciques ou des canaux non-spécifiques connus.
Chaque inhibiteur a été testé a plusieurs concentrations et seules les concentrations les plus
efficaces ont été présentées dans la Figure 2.

Les cations trivalents, La* (1 pM) et Gd** (1 uM) diminuaient significativement I'influx
calcique en réponse a la stimulation par le LPS. Les lanthanides diminuaient de fagon
significative I’AUC induite par la stimulation au LPS (Figure 2B), alors que le pic n’était pas
affecté en présence de La* mais réduit de 61,4% (p < 0,01 ; n = 5) en présence de Gd**
(Figure 2 A). Ces résultats indiquent un réle des canaux calciques membranaires, cependant
les cations trivalents sont des inhibiteurs non spécifiques des canaux non spécifiques mais
aussi des canaux calciques de type L. Les inhibiteurs des canaux cationiques non
spécifiques : le SKF96365 (3 uM) et 'econazole (30 uM), inhibaient également partiellement
I'aire sous la courbe aprés stimulation par la LPS sans avoir d’effet sur le pic. L'inhibition
était respectivement de 49,88% (p < 0,05 ; n=5) et 35,22% (p < 0,05 ; n = 5). Ces résultats
indiquent que les canaux TRPC sont impliqués dans l'influx de calcium. Le ruthenium red (10
UM) qui peut bloquer les canaux TRPV1 et TRPV5 [400,402] n'avait également aucun effet
sur le pic mais réduisait significativement 'aire sous la courbe indiquant que ces canaux sont
aussi présents et impliqués dans la réponse au LPS. Cependant, [lutilisation de

concentration plus élevée s’est révélée impossible du fait d’'une interférence avec la sonde
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fluorescente Fura-2 comme décrit précédemment [151]. Le verapamil (0,1 uM), un inhibiteur
des canaux calciques sensibles au voltage de type L, diminuait significativement 'aire sous
la courbe de 48,4% (p < 0,05 ; n=5) indiquant une participation de ces canaux.

L’ensemble de ces résultats démontrent qu’une activation simultanée de canaux de type
TRPC, TRPV et aussi de type L est impliquée dans I'influx de calcium extracellulaire stimulé
par le LPS.

De plus, nous avons testé l'inhibiteur des récepteurs IP3 impliqué dans la mobilisation
calcique. Le 2-APB (1 pM) n’avait aucun effet significatif ni sur le pic ni sur l'aire sous la
courbe. Cependant, il a été prouvé que cet inhibiteur avait un effet complexe et méme s’il a
été initialement décrit comme un inhibiteur des récepteurs IP3, il a été décrit également
comme modulateur des canaux TRPC et comme activateur des TRPV [397-399]. Notre influx
calcique incluant ces deux familles de canaux, cela peut expliquer I'absence d’inhibition par
le 2-APB.
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Figure 2. Effets des inhibiteurs de différents canaux calciques sur I'augmentation du calcium
intracellulaire induite par le LPS de Pseudomonas aeruginosa. A. Moyenne du pic aprés ajout de 30 pg/mL

de LPS en solution de Krebs standard (LPS 30), ou en présence d’un inhibiteur. Les valeurs indiquées sont les
moyennes + écart a la moyenne (n=5; *: p < 0,05; Indique des valeurs différentes comparées aux valeurs du
groupe LPS 30).B. Moyenne des aires des surfaces sous la courbe a partir du pic jusqu’a 5 minutes apres le pic
apres ajout de 30 pg/mL de LPS en solution de Krebs standard (LPS 30), ou en présence d’'un inhibiteur. Les
valeurs indiquées sont les moyennes + écart a la moyenne (n=5; *: p < 0,05; *: p < 0,01 ; Indiquent des

valeurs différentes comparées aux valeurs du groupe LPS 30).
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c) Réle des récepteurs P2Y2

L’activation de la CCE peut se faire par différents signaux cependant I'activation par
F'UTP et 'ATP a déja été bien décrite dans les cellules épithéliales des voies aériennes
incluant les 16HBE140- [151,415]. D’autres études ont aussi montré que les roles de la
flagelline sur linflux de calcium extracellulaire dans les cellules épithéliales étaient dus a un
relargage d’ATP et a une stimulation des récepteurs purinergiques de type P,Y. Afin de
déterminer si une telle voie est impliquée dans linflux calcique stimulé par le LPS, nous

avons utilisé l'inhibiteur des récepteurs P.Y, la suramine.

L’ajout de 100 uM de suramine n’avait aucun effet sur la réponse calcique induite par le
LPS (Figure 3 A et B). De plus, nous avons testé d’autres concentrations de suramine (10 et
1000 uM) qui ne donnaient pas d’effets non plus.

Ces résultats indiquent que l'induction du signal calcique par le LPS n’est probablement
pas dd a l'activation de récepteurs aux protéines G comme les P2Ypar un relargage d’ATP.
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Figure 3. Effets de la suramine sur 'augmentation du calcium intracellulaire induite par le LPS de
Pseudomonas aeruginosa. A. Moyenne du pic aprés ajout de 30 ug/mL de LPS en solution de Krebs standard
(LPS 30), ou en présence de 100 uM de suramine. Les valeurs indiquées sont les moyennes * écart a la
moyenne (n = 5).B. Moyenne des aires des surfaces sous la courbe a partir du pic jusqu’a 5 minutes apres le pic
aprés ajout de 30 ug/mL de LPS en solution de Krebs standard (LPS 30), ou en présence de 100 uM de

suramine. Les valeurs indiquées sont les moyennes + écart a la moyenne (n = 5).
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I.B.2. Le LPS et les transports ioniques

a) Effets du LPS sur le courant de court-circuit

Les modifications de [Ca?']; sont impliquées dans de nombreuses fonctions de
I'épithélium des voies aériennes [140]. Par exemple, la sécrétion de mucus, de surfactant ou
la fréquence des battements ciliaires sont modulés par une augmentation de [Ca?*]. Le Ca®**
intracellulaire joue aussi un réle fondamental dans la régulation des transports ioniques
transépithéliaux [66,105]. Ainsi nous avons examiné les conséquences de I'augmentation de
[Ca?']; stimulée par le LPS sur I'activation des transports ioniques en chambres d’Ussing.

Le courant de court-circuit (scc) mesuré en présence de solution de Krebs apicale et
basolatérale est de 8,4 + 5,77 uA/cm? (n = 5). Dans ces conditions, nous n’avons pas montré
d’effet du LPS quelque soit I'application apicale ou basolatérale (non montré).

Ensuite, la solution de Krebs apicale a été remplacée par une solution a basse
concentration en chlore afin de stimuler la sécrétion de chlore du c6té apical. Dans ces
conditions, le scc de base augmentait pour atteindre une valeur moyenne de 22,20 + 2,083
pA/cm2. Nous avons montré que le LPS appliqué dans le compartiment apical a une
concentration de 30 pg/ml produisait une augmentation transitoire du scc de 8,18 + 3,83
pHA/cm? soit une valeur moyenne de 31,80 + 2,538 pA/cm? (Figure 4). Cet effet du LPS est
significatif des 10 pg/mL (non montré).

En revanche, lorsque le LPS était appliqué du cété basolatéral, nous n’avons pas

obtenu de stimulation du courant de court-circuit (non montré).
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Figure 4. Augmentation du courant de court-circuit (scc) induite par le LPS de Pseudomonas aeruginosa.
Exemple de trace obtenue aprés I'addition apicale de 30 pg/mL de LPS (A gauche). Les valeurs indiquées sont
les moyennes des valeurs de scc * écart a la moyenne (n=5; * : p < 0,05) (A droite).
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b) Implication des ENaCs

Une augmentation de courant de court-circuit peut étre expliquée par deux
phénoménes : soit une augmentation de l'absorption de sodium par lintermédiaire des
canaux ENaC, soit une augmentation de la sécrétion de chlore via différents canaux chlores
apicaux. Pour déterminer si les ENaC sont impliqués dans la réponse au LPS, nous avons
utilisé 'amiloride (10 uM) du cété apical (Figure 5 A). Aprés une période de 15 minutes de
stabilisation, le LPS induisait une réponse inchangée (n = 5). Les ENaC ne sont donc pas
impliqués.

c) Implication des canaux chlorures

Nous avons voulu ensuite déterminer le type de canaux chlorures impliqués dans la
stimulation du courant de court-circuit induit par le LPS. Le NPPB (1 uM, inhibiteur des
canaux Cl activé par le Ca?') n’affectait pas de facon significative le scc de base et ne
perturbait pas de fagon significative 'augmentation de scc produite par le LPS (Figure 5 B).
En revanche, un prétraitement apical de I'épithélium par les inhibiteurs non spécifiques du
canal CFTR, le DPC (10 uM) ou le glybenclamide (10 pM) produisait une diminution du
courant de court-circuit de base et inhibait partiellement I'effet du LPS de 51,01% et 87,86%
(Figure 5 B) pour atteindre en moyenne 4,09 = 1,13 pA/cm? et 1,02 + 0,25 pA/cm?

respectivement.

Pour confirmer le réle des canaux CFTR dans la stimulation de la sécrétion de chlore par
le LPS, nous avons utilisé un inhibiteur spécifique : le CFTR(inh)-172. Le CFTR(inh)-172 (10
MM) induisait une diminution du courant de court-circuit basal de -6,20 + 2,15 pA/cm?
indiquant gqu’il existe des courants de type CFTR activés de fagon basale. Apres stabilisation
(15 min), la réponse induite par le LPS était atténuée significativement de 59,29%.

Dans un deuxieme temps, nous avons utilisé un activateur du canal CFTR par
augmentation d’AMPc intracellulaire, la forskoline. La forskoline induisait une augmentation
du courant de court-circuit basal. Aprés une période de stabilisation, 'augmentation de scc
induite par le LPS était atténuée de facgon significative de 65,60%.

Enfin, nous avons combiné I'application de forskoline, et I'application de CFTR(inh)-172
ce qui réduisait encore la réponse au LPS de 72,86%.

L’effet du LPS passe donc en partie par une activation des canaux CFTR mais aussi par
les autres canaux chlorures puisque l'utilisation de l'inhibiteur spécifique du CFTR n’atténue
pas totalement 'augmentation de scc provoquée par le LPS.
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Figure 5. Effets des inhibiteurs de différents canaux sur 'augmentation du courant de court-circuit (scc)
induite par le LPS de Pseudomonas aeruginosa. A. Exemple de trace obtenue apres I'addition apicale de 30
pug/mL de LPS en présence d’amiloride (A gauche), moyenne des valeurs de scc * écart a la moyenne (n=5) (A
droite). B. Exemples de traces obtenues aprés I'addition apicale de 30 pg/mL de LPS en présence d’inhibiteurs (A
gauche), moyenne des valeurs des scc * écart a la moyenne (n=5, *: p < 0,05, *™: p < 0,01 ; indiquent des
valeurs différentes comparées aux valeurs du groupe LPS) (A droite). C. Exemples de traces obtenues apres
I'addition apicale de 30 pg/mL de LPS en présence d’inhibiteurs (A gauche), moyenne des valeurs des scc *

écart a la moyenne (n=5, * : p < 0,05 ; indique des valeurs différentes comparées aux valeurs du groupe LPS) (A
droite).
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L’ensemble de ces résultats montrent que l'activation du CFTR est partiellement
responsable de 'augmentation du courant de court-circuit induite par le LPS. Cependant
I'inhibiteur spécifique du CFTR n’induit pas d’inhibition compléte de la stimulation par le LPS,
ce qui indique que d’autres canaux chlorures, en particulier les CaCC, sont aussi impliqués.

d) Effets du calcium sur le transport de chlore

Le calcium étant un régulateur de certains transports d’ions, nous avons Vérifié le réle de
'augmentation de [Ca?']; sur 'augmentation de sécrétion de chlore en réponse au LPS aprés
I'ajout du chélateur calcique intracellulaire BAPTA-AM. Le prétraitement au BAPTA-AM (50
puM, 30 min), n’affectait pas le courant de base de fagon significative mais inhibait totalement
I'effet du LPS (Figure 6). Ces résultats démontrent que la sécrétion de chlore n’est qu’une
conséquence de 'augmentation de calcium intracellulaire induite par le LPS.
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Figure 6. Effets des inhibiteurs de différents canaux calciques sur 'augmentation du courant de court-
circuit (scc) induite par le LPS de Pseudomonas aeruginosa. Exemples de traces obtenues aprés I'addition
apicale de 30 pug/mL de LPS en présence d’inhibiteurs (A gauche), moyenne des valeurs des scc + écart a la
moyenne (BAPTA n=5; 2-APB n =5 ; SKF96365 n = 3; Gd* n=3,*: p<0,01 ; * p<0,05 ; indiquent des valeurs

différentes comparées aux valeurs du groupe LPS) (A droite).

Ensuite, nous avons fait les mémes expérimentations en présence de certains
inhibiteurs des canaux calciques. Le 2-APB, qui n’affectait pas I'augmentation de [Ca?"];
induisait une inhibition significative de l'effet du LPS sur le courant de court-circuit pour
atteindre en moyenne 1,81 + 1,18 uA/cm2 En revanche le SKF96365 et le Gd*, qui
inhibaient significativement 'augmentation de calcium induite par le LPS, ne réduisaient pas
la stimulation de scc induite par le LPS.

Ces résultats confirment le rble tres probable de l'augmentation du calcium

intracellulaire sur 'augmentation du courant de court-circuit.
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I.C. Discussion et conclusion

De nombreux travaux ont montré un réle de l'infection a P. aeruginosa ou de ses facteurs
de virulence sur la modulation du calcium intracellulaire et la régulation des transports
ioniques des cellules épithéliales. Ces modifications s’effectuent dés les premiéres minutes
de contact hote/pathogene et pourraient méme étre le premier signal reconnu par la cellule
épithéliale pendant l'infection. Constituant majeur de la membrane externe des bactéries a
Gram-négatif, le LPS est principalement responsable de [activation de la réponse
immunitaire innée. Bien qu’aucun rble du LPS de P. aeruginosa sur la régulation du calcium
et du transport d’ions n’ai été décrit, il a été montré chez d’autres bactéries. C’est pourquoi,
dans cette étude, nous avons examiné le r6le du LPS de P. aeruginosa sur le calcium
intracellulaire et la sécrétion de chlore de cellules humaines bronchiques épithéliales
16HBE140-. Nous avons montré que le LPS augmentait le calcium intracellulaire par
relargage des stocks du réticulum endoplasmique et une entrée de calcium extracellulaire.
Cet effet est couplé a une sécrétion transitoire de chlore par 'activation des canaux CFTR et
CaCC.

I.C.1. L’effet du LPS sur le [Ca?],

Les effets de P. aeruginosa sur I'augmentation de [Ca?*], ont déja été décrits. Jacob et al.
ont démontré que la présence de P. aeruginosa du cété basolatéral mais pas du cété apical
provoquait une augmentation du calcium intracellulaire [363]. Il a aussi été montré un effet
sur 'augmentation de [Ca?], avec différents facteurs de virulence comme la pyocyanine
[281], les autoinducteurs du quorum sensing [350], 'ExoU [363], la flagelline [209,416] ou les
pili [358,363]. Néanmoins, ces effets sont encore controversés et seraient dépendants de la
souche de P. aeruginosa et du cbté de I'application apical ou basolatéral. D’autres études
ont montré que 'augmentation de [Ca?']; n'est pas forcément requis mais jouerait un role
régulateur important dans la réponse immunitaire stimulée par les infections a P. aeruginosa
[360]. Bien qu’aucune étude ne montre un réle du LPS de P. aeruginosa sur 'augmentation
de [Ca?],, le LPS d’autres bactéries a de multiples effets. Le LPS d’Escherichia coli induirait
une augmentation de [Ca?*], sur des pneumocytes de type Il de rat [361] provoquant ainsi
une sécrétion de surfactant [417]. Nos résultats montrent également une augmentation de
[Ca?"], provoquée par le LPS sur des cellules 16HBE140- contrairement a I'étude de Ratner
et al. [358]. Cependant, nous utilisions des LPS d'origines différentes. Dans notre étude,
nous utilisions le LPS pseudotype 10 de Sigma qui possede un lipide A penta-acétylé et un
antigéne O, alors que dans I'étude de Ratner, le LPS était isolé directement de leur souche
PAO1. Il a été décrit que les effets du LPS étaient différents en fonction de sa structure. Le
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lipide A de P. aeruginosa est moins toxique que celui d’E. Coli ou de Salmonella du fait de sa
forme penta-acétylée [230]. Cependant, il a été montré que la forme hexa-acétylée du lipide
A retrouvée chez les patients atteints de mucoviscidose déclenchait une réponse
inflammatoire plus forte [228,229]. De méme, la grande variabilité de I'antigene O peut influer
sur la virulence de la bactérie [222]. Ainsi, la différence d’origine des LPS utilisés peut
expliquer la différence de stimulation du [Ca?'], observée. De plus, Ratner et al. ne
détectaient pas de mort cellulaire aprés l'utilisation de LPS a 100 pug/ml alors que dans notre
étude, nous observions avec cette concentration une perte rapide de Fura-2 des cellules qui
s’apparente a de la mort cellulaire. Ceci indiquant bien que le LPS de notre étude a des
effets bien plus conséquents que dans I'étude de Ratner.

De plus, Paradiso et al. ont décrit des réponses hétérogénes du calcium des cellules
épithéliales des voies aériennes humaines selon le type cellulaire et le temps de culture
[418]. La différence de cellules utilisées dans notre étude et celle de Ratner peut
partiellement expliquer la différence dans I'effet du LPS.

Il.C.2. Origines de 'augmentation de [Ca?'],

Une augmentation du calcium intracellulaire peut provenir soit du relargage de calcium
par le réticulum endoplasmique soit par un influx de calcium par des canaux de la membrane
plasmique. Le phénoméne d’entrée capacitative de calcium décrit sur les cellules
16HBE140- [414], est constitué par un vidage des stocks de calcium du réticulum ce qui
stimule un influx de calcium provenant du milieu. Cette voie serait la voie principale de
signalisation calcique des cellules non-excitables [140]. Nos résultats démontrent que le LPS
induit une augmentation de [Ca?*], par un phénoméne semblable a une entrée capacitative
de calcium, l'influx calcique se ferait par I'activation de différents canaux non-spécifiques et
calciques de type L.

Il a été décrit précédemment que certains épithéliums pouvaient exprimer des canaux
de type TRPC et TRPV impliqués dans des conductances de type « store-operated » [146].
Pourtant ce type de canaux plus ou moins sélectifs pour le calcium est encore peu décrit
dans les épithéliums des voies aériennes. Quelques études récentes ont cependant mis en
évidence la présence de TRPC 1, 3, 4, 6 et 7 et TRPV4 dans différentes lignées épithéliales
bronchiques humaines [141-143]. Néanmoins la présence de ces canaux est variable selon
les types cellulaires et leurs réles dans I'entrée capacitative de calcium sont encore peu
décrits, de plus, tous ne sont pas sélectifs pour le calcium.

L’inhibition observée par les inhibiteurs non spécifiques des canaux cationiques, les
lanthanides (La** et Gd*" & des concentrations relativement basses (1 uM) sont en accord
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avec les études précédentes. Cependant, ces inhibiteurs sont peu spécifiques et peuvent
inhiber aussi bien les canaux cationiques non spécifiques [419] que les canaux calciques
sensibles au voltage de type L et T [420]. De plus, les concentrations utilisées pour inhiber
les TRPV et TRPC sont tres variables dans la littérature ceci reflétant la différence
d’expression de ces canaux selon les types cellulaires [421,422]. L'utilisation d’autres
inhibiteurs plus spécifiques des canaux TRP (SKF96365, econazole et ruthenium red), nous
a permis de montrer que les deux familles TRPC et TRPV étaient impliquées dans le signal
calcique induit par le LPS. Cependant, le manque d’inhibiteurs spécifiques de ces canaux ne

nous a pas permis de déterminer avec précision les canaux impliqués.

L’utilisation de l'inhibiteur des canaux calcique de type L, le Verapamil [423], a permis de
mettre en évidence l'activation de ces canaux par le LPS. La présence de ces canaux avait
déja été décrite dans différents épithéliums [424,425] incluant les cellules épithéliales des
voies aériennes [426].

De fagon surprenante, le 2-APB n’inhibait pas de fagon significative 'augmentation de
calcium induite par le LPS. Cependant, les effets du 2-APB d’abord introduit comme un
inhibiteur de la mobilisation calcique via les récepteurs IP3 du réticulum [397] semblent plus
complexes. Il a été décrit plus récemment comme bloqueur des canaux TRPC [398] mais
aussi comme activateur des canaux TRPV [399]. Le LPS provoquant I'activation a la fois des
TRPC et TRPV, ceci peut expliquer I'absence d’inhibition par la 2-APB. De plus, alors que la
fluorescence était uniforme dans toutes les cellules, ['utilisation de 2-APB a des
concentrations plus élevées (15 min, 10-100 pM) induisait une dérégulation du [Ca?"],, la
fluorescence variait fortement d’'une cellule a l'autre, rendant impossible linterprétation de
ces enregistrements. Ces effets n'ont pas été rapportés précédemment mais pourrait étre
dus a [linhibition des récepteurs IP3 par le 2-APB induisant une dérégulation de

I’'hnoméostasie calcique intracellulaire.

Nous n’avons pas détecté de réle des récepteurs purinergiques dans 'augmentation de
[Ca?'], comme décrit dans d’autres études [151]. Cependant, des travaux récents sur les
cellules endothéliales ont révélé d’autres voies possibles d’activation de CCE qui ne requiert
pas forcément la déplétion du calcium du réticulum endoplasmique mais qui serait
dépendante de la production de certains seconds messagers intracellulaires [427]. Le LPS
ayant de nombreux effets sur la production de seconds messagers comme le NO ou
I'activation de PKC comme il a été décrit dans des cellules NHBE [410], il serait intéressant
d’explorer cette voie.
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I1.C.3. Effet du LPS sur le courant de court-circuit

Les variations de [Ca?"], sont impliquées dans la régulation de nombreuses fonctions de
I'épithélium des voies aériennes comme la sécrétion de mucus [353,354], la sécrétion de
surfactant [355], la fréquence des battements ciliaires [356] et la régulation des transports
d’ions [357]. Les cellules épithéliales des voies aériennes peuvent absorber le Na* et
sécréter le CI" de fagon active [28,124] et certains canaux sont sensibles aux variations de
[Ca?*],comme les CaCC [59] ou certains canaux potassiques [97].

Nous avons montré que le LPS ajouté du c6té apical induisait une augmentation
transitoire du courant de court-circuit. Les ENaCs ne semblent pas impliqués car nous
n‘avons pas observé d’inhibition de l'augmentation de scc par le LPS en présence
d’amiloride (l'inhibiteur des canaux ENaCs). Ceci est contradictoire avec des études
précédentes qui montraient que de fortes concentrations de LPS de Klebsiella pneumoniae
[370] ou la flagelline [359] inhibaient I'absorption de sodium des cellules épithéliales.
Cependant, les ENaC n’ont jamais été mis en évidence avec la lignée 16HBE140- [428,429].
En accord avec ces études, I'ajout d’amiloride du c6té apical n’induisait pas d’effet sur le scc
basal ce qui indiquait que les ENaCs n’étaient pas actifs ou pas présents sur la membrane
apicale de nos cellules 16HBE140-. Ainsi, nous ne pouvons conclure sur le r6le du LPS de
P. aeruginosa sur les ENaCs dans notre modéle.

L’augmentation transitoire de scc est donc dépendante d’'une sécrétion de chlore puisque
elle est atténuée par un prétraitement par le DPC, le glybenclamide, le CFTR(inh)172 mais
pas par le NPPB. Ce profil d’inhibition est en accord avec une activation des canaux CFTR
comme montré réecemment avec la sécrétion de chlore induite par la flagelline [369].
Cependant l'inhibition n’étant pas totale, cela indique I'implication d’autres canaux dans cette
augmentation transitoire de scc comme lindique une étude montrant une activation de
courant chlore aprés contact des cellules épithéliales avec P. aeruginosa [430]. Nos
expérimentations en présence de BAPTA-AM, un chélateur calcique intracellulaire,
révélaient une inhibition totale de I'augmentation transitoire de scc en réponse au LPS,
indiquant que la sécrétion de chlore est une conséquence de 'augmentation de [Ca?’]. De
plus, cela prouve qu'une conductance chlore dépendante du calcium est présente dans
'augmentation de scc produite par le LPS. Cela suggére une implication des CaCC. Il a été
montré que CFTR est activé par une augmentation d’AMPc mais pas par une augmentation
de calcium [431], néanmoins nos résultats montrent qu’une activation a la fois de CFTR et
des CaCC est induite par le LPS. Cependant, le LPS peut activer d’autres voies de
signalisation que nous n'avons pas explorées. En effet, des travaux ont montré que le LPS
pouvait induire une production d’AMPc [432], activer une NO synthase dépendante du
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calcium [433], la production NO pouvant influencer la sécrétion de I'épithélium des voies
aériennes [164]. Ainsi, nous ne pouvons exclure une participation annexe de ces voies dans

la sécrétion de chlore transitoire que nous avons observé.

Conclusions

Nous avons démontré dans cette étude un effet rapide du LPS sur l'activation d’'une
entrée capacitative de calcium par les canaux TRPV et TRPC mais aussi des canaux
calciques de type L. Cette augmentation de calcium intracellulaire induit une augmentation
transitoire de sécrétion de chlore par l'activation des canaux CFTR et CaCC dans les
cellules bronchiques humaines 16HBE140-. Cependant, le mécanisme induisant ces effets
reste a explorer et des études complémentaires doivent indiquer si la stimulation d’'une
sécrétion apicale peut étre un mécanisme de défense important de la cellule héte lors
d’infection par les pathogénes.
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DISCUSSION

La compréhension de la relation entre la bactérie et la cellule héte ainsi que les
différentes stratégies mises en place par l'un et 'autre sont un des facteurs clés afin de
trouver de nouvelles cibles thérapeutiques dans les infections pulmonaires a P. aeruginosa.

En effet, P. aeruginosa induit des infections aigués et chroniques difficiles a traiter du fait
de la multiplicité des facteurs de virulence ainsi que du nombre croissant de souches
résistantes aux antibiotiques. Outre les effets sur l'inflammation, P. aeruginosa induit des
modifications des les premiéres minutes de son contact avec les cellules hétes. Parmi ces
modifications, le calcium intra et extracellulaire ainsi que la régulation des transports

ioniques transépithéliaux semblent jouer un réle prépondérant.

Le premier objectif de ce travail était d’étudier 'influence de chélateurs calciques sur la
virulence du pathogéne et en particulier sur le systeme de sécrétion de type Ill, un des
facteurs de virulence majeurs lors d’infections aigués. Les chélateurs tels 'TEGTA sont
utilisés pour déclencher l'expression du SSTT in vitro. En revanche, ils peuvent aussi
augmenter la susceptibilité de P. aeruginosa aux antibiotiques et perturber la formation de
biofilm ou encore fragiliser la membrane externe. Pour éclaircir les effets de 'EGTA, nous
avons étudié l'influence de ce chélateur sur la virulence des bactéries dans un modele de co-

cultures in vitro avec des cellules A549.

Notre second objectif était d’étudier le réle des facteurs de virulence du pathogéne dans
les modulations du calcium intracellulaire et les transports ioniques des cellules hbtes
épithéliales. En effet, de précédentes études ont montré des rbéles de composés
membranaires de P. aeruginosa sur les transports ioniques et le calcium des cellules
epithéliales. Cependant, aucune étude n’a montré d’influence du LPS qui est le composant
majeur de la membrane bactérienne. Nous avons donc évalué I'effet du LPS sur le calcium
intracellulaire et les transports ioniques sur un modeéle de cellules épithéliales humaines
bronchiques 16 HBE14o0-.

I. Linterrelation Héte / pathogéne

Le systéeme respiratoire est constamment en contact avec des pathogenes tels que les
bactéries, les virus ou les champignons. Une de ses premieres défenses est une « barriere »
de cellules épithéliales formée par la cohésion des cellules entre-elles. L’épithélium

pulmonaire normal est constitué de cellules polarisées avec des jonctions serrées, trés
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résistantes aux toxines et a 'apoptose induite par P. aeruginosa. En revanche, la perte de
I'intégrité des jonctions serrées de I'épithélium permet a la bactérie d’atteindre le pdle
basolatéral cellulaire et augmente la susceptibilité de ces cellules a I'apoptose induite par P.
aeruginosa [434,435)].

L’épithélium a aussi un réle fondamental dans la régulation de la clairance mucociliaire
participant a [I'élimination des pathogénes. L’hydratation du mucus et la vitesse de
battements des cils sont des éléments essentiels régulés par les cellules épithéliales
permettant I'élimination des pathogénes « englués » dans le mucus en quelques heures.
D’ailleurs, dans la mucoviscidose, une dérégulation des transports ioniques épithéliaux
provoquant une déshydratation du mucus et une augmentation de viscosité pourrait
expliquer I'hypersusceptibilité aux infections en particulier & P. aeruginosa chez ces patients.

Pour induire une infection, la plupart des pathogénes doivent alors surmonter cette
barriére de cellules épithéliales. Ainsi, le pathogéne opportuniste P. aeruginosa n’induit pas
d’infection sur un épithélium non Iésé. En revanche, il a mis en place une série de stratégies

afin de léser cette barriére pour d’établir une infection.

ILA. P. aeruginosa perturbateur de I'équilibre épithélial.

L’expression d’adhésines et de toxines par la bactérie est nécessaire a P. aeruginosa
pour induire une Iésion de I'épithélium et une infection. Ces facteurs de virulence sont tous

impliqués dans les différentes phases de l'infection induite par P. aeruginosa [256].

Les facteurs membranaires comme les pili, le LPS ou le flagelle, sont principalement
impliqués dans la phase de colonisation en permettant la fixation de la bactérie aux cellules.

La phase aigué de linfection est caractérisée par un role prédominant des facteurs
secrétés comme I'exotoxine A, I'élastase ou les exotoxines du SSTT qui détériorent la
barriere épithéliale et empéchent une réponse immunitaire efficace de I'n6te en détruisant
les macrophages.

Enfin, la phase d’infection chronique (dans la mucoviscidose) est caractérisée par une
diminution de la prévalence des facteurs sécrétés et un réle de l'alginate dans la formation
d'un biofilm [436] protégeant la population bactérienne des antibiotiques, atténuant la

réponse de I'hdte et protégeant les bactéries de la phagocytose [219,220].
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La modification de la structure épithéliale

Une des stratégies de P. aeruginosa est d’induire une déstructuration de la barriere
épithéliale en dégradant les protéines formant les jonctions serrées, fondamentales dans la
cohésion des cellules entre-elles [437]. Il a été montré trés récemment que les toxines du
SSTT (ExoS, ExoT et ExoY) pouvaient modifier la distribution de ZO-1, de l'occludine et de
I'ezrine impliquées dans la formation des jonctions serrées [438].

La structure des cellules peut aussi étre modifiée directement par certaines toxines.
Ainsi, comme nous I'avons confirmé dans notre étude avec ExoS, certaines exotoxines du
SSTT (ExoS, ExoT et ExoY) peuvent induire une modification du cytosquelette et induire un
arrondissement des cellules in vitro [306,439]. De plus, il a été montré aussi qu'ExoT bloque
la réparation épithéliale [440]. L’élastase produit une lésion de I'épithélium par une action
directe sur les jonctions serrées mais aussi par modification de I'architecture cellulaire liée a
une activité sur les fibres d’actine [258,407]. Enfin, certaines molécules du Quorum Sensing
pourraient diminuer I'expression des protéines des jonctions serrées [352].

P. aeruginosa peut induire I'apoptose des cellules épithéliales alvéolaire in vitro [435].
L’apoptose des cellules épithéliales a été directement liée a I'expression des toxines du
SSTT. Par exemple, ExoU peut induire une nécrose directe des cellules de 'immunité mais
aussi des cellules épithéliales [441]. D’autres études montre également un rble des toxines
ExoS et ExoT sur l'induction d’'une apoptose des cellules épithéliales in vitro [318,338]. Dans
notre modéle, nous avons confirmé que des souches ne possédant qu’ExoS et ExoT étaient
également capables d’induire une mort cellulaire conséquente. Néanmoins, nous avons
vérifié que I'absence de SSTT n’abolie pas totalement I'apoptose des cellules épithéliales,
suggérant I'implication d’autres facteurs de virulence, comme par exemple I'exotoxine A ou

I'élastase dans l'induction de la mort cellulaire des cellules épithéliales.

Ces modifications de la structure épithéliale et I'induction de I'apoptose permettent a la
bactérie d’induire une Iésion de I'épithélium facilitant ainsi 'accés basolatéral et 'adhésion
des autres bactéries. En revanche, la fixation et I'ingestion de P. aeruginosa par les cellules
épithéliales provoque une réaction inflammatoire rapide. L'apoptose des cellules épithéliales
provoque ainsi une desquamation des cellules qui est essentielle a la clairance de la
bactérie. Dans la mucoviscidose, I'absence de ce mécanisme pourrait étre responsable de

I’hypersusceptibilité aux infections [442,443].
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La perturbation des fonctions épithéliales

Les facteurs de virulence de P. aeruginosa peuvent moduler aussi directement les
fonctions de [I'épithélium. Ainsi dans le poumon de rat, le lipopolysaccharide de P.
aeruginosa diminue la perméabilité par l'intermédiaire de la chaine Iégére de la myosine
(MLC) connue pour réguler les jonctions serrées [444]. Nos résultats ont aussi montré un
role du LPS sur les modifications de transports ioniques a travers I'épithélium. L’élastase
augmenterait la perméabilité de I'épithélium respiratoire cultivé in vitro a cause d’une attaque
protéolytique des jonctions serrées [445]. Des travaux ont aussi montré des roles des
rhamnolipides [446], de la flagelline [359,369] et du SSTT [363] sur la sécrétion de fluide et

le calcium intracellulaire des cellules épithéliales.

Ces différentes études montrent que P. aeruginosa possede un véritable arsenal pour
induire des lésions et modifier les principales fonctions de régulation de I'épithélium. Ainsi,
une fois la bactérie fixée aux cellules épithéliales, elle induit des lésions qui facilitent
'attachement des autres bactéries puisque I'adhésion se révele plus conséquente sur un
épithélium Iésé que sur un épithélium normal [447]. La compréhension de ce mécanisme

d’adhésion peut donc étre un moyen efficace de lutte contre les infections.

I.B. Importance de I’'adhésion

Des études ont démontré clairement que le contact était indispensable pour que les
bactéries induisent des dommages aux cellules épithéliales [394]. En effet, 'exposition des
cellules au surnageant de la culture bactérienne n’induit pas d’apoptose alors que le contact
direct des bactéries induit une lyse rapide des cellules [448].

Les différents facteurs de virulence associés a la membrane sont impliqués dans
I'adhésion, ainsi le flagelle serait impliqué dans le rapprochement de la bactérie aux cellules
et pourrait aussi adhérer aux mucines dans les voies aériennes [207]. Chez P. aeruginosa, le
pili de type IV serait la principale adhésine via sa fixation aux recepteurs ASGM1
[385,449,450].

Le LPS partage les mémes récepteurs ASGM1 que les pili et serait aussi un ligand dans
I'interaction avec les cellules épithéliales de la cornée [451], cependant il n'aurait qu’un réle
mineur dans l'adhésion [452]. En revanche, le LPS est un important modulateur de la
réaction inflammatoire ; de plus, il pourrait se lier a la protéine CFTR provoquant ainsi
I'ingestion de la bactérie par les cellules épithéliales [243], et activerait ainsi des voies de
signalisation dépendante du NFkB [247].
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A ces facteurs, s’ajoute la production de lectines solubles par P. aeruginosa qui joue un
réle important dans l'adhésion aux cellules épithéliales [291] ainsi que la production
d’alginate et d’autres protéines dans certaines conditions [453]. Cette phase d’adhésion est
indispensable a I'établissement de l'infection a P. aeruginosa.

Le principal facteur impliqué dans la virulence, le SSTT, permet la translocation directe
des toxines dans le cytoplasme des cellules eucaryotes ; les toxines ne sont pas en contact
avec le milieu extracellulaire et peuvent ainsi échapper a une reconnaissance directe par le
systeme immunitaire de I'hn6te [364]. Un étroit contact entre la bactérie et la cellule hbte est
donc absolument nécessaire a I'expression du SSTT et a la translocation des toxines dans le
cytoplasme de la cellule héte. Nous avons montré également dans notre étude que I'effet
protecteur de 'EGTA sur la mort cellulaire induite par P. aeruginosa était en partie di a la
diminution de l'adhésion qui empéchait la translocation d’ExoS dans le cytoplasme des
cellules épithéliales. De plus, ExoS pourrait étre aussi impliqué dans l'adhésion de P.
aeruginosa [454].

Ceci montre que I'adhésion des bactéries aux cellules épithéliales est une étape clé de
I'établissement d’une infection. Ainsi, la lutte contre I'adhésion a été proposée récemment
comme nouvelle alternative au traitement des infections a P. aeruginosa [455]. Des
expérimentations ont d’ailleurs montré in vitro et in vivo que certains composés comme les

dextrans ou le mannose diminuaient 'adhésion des bactéries [456,457].

Il. Le calcium élément majeur dans la réponse épithéliale
aux infections

Il.A. Le calcium regulateur de la barriere épithéliale.

Le Ca® intra et extracellulaire est impliqué dans I'assemblage des jonctions serrées
[458]. En effet, le Ca®* extracellulaire est nécessaire & la formation des jonctions serrées
puisque I'E-cadhérine initie la formation des jonctions serrées de la cellule via le Ca**
extracellulaire [459]. Siliciano et al. ont démontré que le Ca®* extracellulaire était nécessaire
au bon positionnement de ZO-1 a la membrane plasmique [460].

Le Ca** intracellulaire joue aussi un réle dans I'assemblage des jonctions serrées.
L'utilisation du BAPTA-AM (chélateur du Ca®' intracellulaire) dans les cellules MDCK,
démontre que le Ca* intracellulaire est critique pour la biogénése des jonctions serrées
[461]. En cas de dommages provoqués lors d’'une ischémie dans les cellules MDCK, le Ca®*

intracellulaire semble étre un acteur important dans la facilitation du réassemblage des
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jonctions serrées. Le Ca®** apparait nécessaire a la dissociation du complexe des jonctions
serrées avec le cytosquelette d’actine et ensuite il permet le réassemblage fonctionnel des
jonctions serrées avec l'actine [462].

Le réle direct du calcium intracellulaire sur 'assemblage du cytosquelette a aussi été
clairement démontré par l'utilisation de chélateurs calciques intracellulaires qui induit des
changements dans la morphologie cellulaire détruisant le cytosquelette d’actine [463]. Le
calcium extracellulaire serait d’ailleurs aussi impliqué [464]. Dans notre premiére étude,
'EGTA induisait un arrondissement des cellules ainsi qu'une désorganisation des fibres

d’actine.

Le calcium a aussi des rOles sur la fonction de régulation de I'hydratation du mucus
puisqu’une augmentation de calcium peut activer différents canaux induisant principalement
une sécrétion de chlore.

Il.B. Le calcium cible de P. aeruginosa

Le calcium étant indispensable dans de nombreux signaux intracellulaires, dans le
maintien de la barriere épithéliale et dans la régulation de la clairance mucociliaire, il n’est
donc pas étonnant que les facteurs de virulence de la bactérie aient leurs actions dirigées

vers une perturbation de 'homéostasie calcique des cellules épithéliales.

Ratner et al. ont démontré que la liaison de la bactérie aux cellules provoquait un signal
calcique, ce signal étant dd a une liaison des pili aux récepteurs ASGM1 confirmant ainsi les
travaux de Jacob et al. [358,363].

D’autres travaux ont aussi montré des roles des facteurs de virulence secrétés sur le
signal calcique intracellulaire comme la pyocyanine [281], et plus récemment certaines
molécules du Quorum Sensing qui pourraient induire une augmentation de calcium

intracellulaire [350].

Des travaux sur la flagelline ont révélé que la modification du signal calcique
intracellulaire permettrait d’activer des voies de signalisation intracellulaire aboutissant a la
translocation du NFkB dans le noyau et a la production de cytokines proinflammatoire par les
cellules épithéliales [238]. Cependant, les roles de la flagelline (et du flagelle) sur l'induction
d’un signal calcique dans les cellules épithéliales avaient été observés par certains auteurs
mais d’autres auteurs ont montré que lactivation de cette voie se ferait méme sans
activation de ce signal calcique [359]. Cette possibilité a été confirmée par les travaux
récents de Fu et al. qui ont révélé que le signal calcique ne serait pas indispensable a

I'activation de la voie du NFkB en réponse a une stimulation par la flagelline. En revanche, le
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calcium aurait un réle régulateur et induirait un effet plus important de la flagelline lorsqu'il

augmente [360].

Outre son réle sur I'induction de la réaction inflammatoire, nous avons montré dans la
deuxieme partie de ce travail, des réles immédiats du LPS sur la régulation de 'homéostasie
calcique des cellules épithéliales bronchiques.

Bien que le réle de certaines toxines sur le calcium intracellulaire a été clairement établi,
la relation entre calcium et SSTT est plus floue. In vitro, le SSTT est sensible a la déplétion
calcique du milieu environnant. ExsE est secrété lors d’une faible concentration calcique du
milieu extérieur ce qui active la machinerie du SSTT [465]. Ce systéeme de régulation permet
a P. aeruginosa de répondre trés vite pour intoxiquer les cellules hétes en utilisant le SSTT.
Cependant, la relevance de ce signal d’activation in vivo est plus discutée [466]. Nous avons
montré qu’en effet il existait un réle sur I'activation transcriptionnelle du SSTT de la déplétion
calcique du milieu environnant induite par un chélateur calcique. En revanche, dans notre
modeéle d’étude le contact cellulaire activait bien plus efficacement le SSTT. Dans ce cas, la
déplétion calcique induite pas 'EGTA n’induit pas d’activation supplémentaire du SSTT.

De plus, les réles du calcium intracellulaire des cellules épithéliales sur l'induction du
SSTT sont encore peu clairs. Jacob et al. avait montré qu’ExoU pouvait induire une
augmentation du calcium intracellulaire alors que d’autres études avaient montré que des
souches n’exprimant pas ExoU pouvaient aussi activer un tel signal [358,363]. Le signal
calcique intracellulaire et l'activation du SSTT pourraient étre liés. Mais plus récemment,
Cisz et al. ont clairement démontré que le calcium intracellulaire n’est pas le signal inducteur
du SSTT lors du contact cellulaire [345]. Ces résultats sont en accord avec nos observations
sur l'activation du SSTT qui montrent que le contact cellulaire induit une activation plus
importante que la déplétion calcique. Bien que mise en évidence, la relation entre calcium
intra et extracellulaire et I'activation du SSTT est encore peu comprise. La compréhension de

cette voie pourrait mener a de nouveaux moyens d’inhibition de la virulence de la bactérie.

I.C. Le calcium dans la mucoviscidose

L’homéostasie calcique dans la mucoviscidose est perturbée. En effet, la mobilisation de
calcium intracellulaire est exacerbée. Ce phénomene serait di a la persistance de l'infection
qui existe dans cette pathologie [189]. Cette infection persistante stimule la production de
facteurs antimicrobiens et de cytokines induisant une augmentation de la mobilisation
calcique ce qui provoque une hypersensibilité des cellules CF aux stimulations. De plus, les
effets directs que nous avons observés du LPS et des autres facteurs sur le calcium
pourraient aussi contribuer a cette stimulation calcique. Cette augmentation du signal

calcique est cependant a double tranchant pour les cellules. Une augmentation de calcium
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peut stimuler les canaux chlorures dépendants du calcium (CaCC) ce qui compenserait
I'absence de CFTR chez ces patients restaurant ainsi partiellement le défaut de sécrétion de
chlore et de clairance mucociliaire observée [189]. En revanche, cette réponse adaptative
des cellules CF augmente également la réponse inflammatoire activée par une augmentation
de calcium, ce qui induirait une inflammation persistante mais inefficace aboutissant a la

destruction de la barriére épithéliale [467].

Plus récemment, il a été montré in vitro une réponse excessive de cytokines dans des
cellules épithéliales de bronches CF, non corrélée a I'adhésion de P. aeruginosa. Ceci laisse
supposer que la réponse excessive inflammatoire n'est pas seulement due a une
augmentation de l'adhésion de P. aeruginosa [468]. Ainsi, ces études suggerent que
Iinflammation puisse étre aussi une anomalie intrinséque des patients atteints de
mucoviscidose. Des travaux plus récents ont étayé cette hypothése, 'augmentation de
mobilisation du calcium intracellulaire chez les CF serait due a la rétention de la protéine
CFTR mutée dans le réticulum endoplasmique. La correction de I'adressage de CFTR a la
membrane plasmique par des substances comme le miglustat restaure une mobilisation
calcique normale méme si la protéine est tout de méme défectueuse. D’autres travaux
montrent que le MPB-07 qui corrige la conductance CFTR, diminue la réponse inflammatoire
induite par P. aeruginosa dans les cellules CF [469].

lll. Laugmentation de la sécrétion de fluides apicale

lll.A. P. aeruginosa, modulateur de la sécretion de fluide

En dépit de l'importance reconnue de la composition de I’ASL dans le maintien de la
clairance mucociliaire, les signaux qui controlent I'absorption de Na* et la sécrétion de CI et
qui déterminent les mouvements d’eau restent complexes, il a été démontré par exemple
que des pathogenes pouvaient eux-mémes induire des modifications des propriétés de
secrétion de fluide des épithéliums.

Dés 1986, des effets d'une infection a P. aeruginosa sur les transports épithéliaux ont
été mis en évidence [367]. Depuis, de nombreux travaux ont montré différents effets de P.

aeruginosa sur la modulation de ces transports.

En effet, les facteurs de virulence de P. aeruginosa tels les rhamnolipides [278], la
flagelline [359] et 'Exotoxine A [275] pourraient diminuer I'absorption active de sodium
[367], probablement par une action directe sur les ENaCs. L’importance de I'adhésion dans
ces effets a été démontrée car les altérations induites par P. aeruginosa nécessitent une
interaction directe de la bactérie [368]. Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons
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démontré des r6les du LPS sur I'activation des transports de chlore dépendants de CFTR et
probablement des CaCC. Des effets de P. aeruginosa ainsi que de la flagelline avaient déja
été démontrés auparavant sur I'activation des transports de chlore [369,430]. De plus, les
infections bactériennes induisent une réponse inflammatoire des cellules épithéliales et il a
été montré que les produits d’'inflammation contribuent aussi a I'activation de la sécrétion
d’ions [161,470].

Les modifications de transports de fluide par P. aeruginosa démontrées jusqu'ici
induisent une inhibition d’absorption de sodium et une augmentation de la sécrétion de
chlore. Ces modifications sont en faveur d’'une stimulation de la sécrétion de fluide vers le
compartiment muqueux et donc en faveur d’'une hydratation de ’ASL.

lll.B. A qui profite le maintien d’une séecretion de fluide ?

L’influence d’'une infection a P. aeruginosa provoquant une augmentation de la sécrétion
de fluide vers le compartiment muqueux, on peut se poser la question de savoir a qui profite

cette réaction ?

Cette augmentation de sécrétion peut étre un avantage pour I'h6te car cela améliore la
clairance et donc permet une meilleure élimination du pathogene. Cette réaction serait
particulierement bénéfique pour I'héte dans le cas de la mucoviscidose. Les épithéliums CF
sont hautement sensibles aux infections du fait d'un défaut de sécrétion de fluide apicale et
d'un épaississement du mucus, I'augmentation de sécrétion en réponse aux bactéries
pourrait étre un mécanisme de défense passif de I'épithélium. D’ailleurs, la restauration de la
secrétion de chlore par le MPB-07 peut contréler la production d’IL-8 induite par P.
aeruginosa exacerbée dans la mucoviscidose [469].

A Tinverse, on peut imaginer que 'augmentation de fluide induite par les bactéries soit
en faveur d'une diffusion plus facile du pathogéne et d’une diminution de l'efficacité des
défenses de I'héte.

Ces mécanismes restent donc encore a éclaircir afin de comprendre le réel impact qu'ils

ont sur les infections & P. aeruginosa.

Conclusions

Nous avons montré, dans notre modéle de co-cultures in vitro, un effet protecteur d’un
chélateur calcique (EGTA) sur la mort cellulaire induite par le SSTT de P. aeruginosa bien
que la chélation du calcium soit couramment rapportée comme activatrice du SSTT. Nous
avons montré que I'EGTA agissait par une modification de l'adhésion bactérienne aux
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cellules ainsi qu'un effet probable au niveau du cytosquelette. Il serait donc intéressant
d’approfondir les effets des chélateurs paralléles a la chélation elle-méme et de poursuivre
I'exploration de cet effet protecteur observé. Il a été montré des effets différents sur la
désorganisation du cytosquelette induit par la souche CHA et par 'EGTA, Il serait nécessaire
d’explorer les interactions probables qu'il existe lors de la désorganisation.

Nous avons également démontré sur notre modele in vitro, un effet direct du LPS de P.
aeruginosa sur le taux de calcium intracellulaire et aussi sur I'activation d‘une sécrétion de
chlore. Ainsi, nous avons mis en évidence que le composé majoritaire des membranes
externe induisait directement des effets immédiats sur les cellules épithéliales autres que la
stimulation d’'une réponse inflammatoire. En revanche, le mécanisme mis en place dans
cette réponse est encore flou. Il apparait indispensable de savoir quel est le récepteur
capable de lier le LPS impliqué dans cette réponse, et en particulier déterminer le réle des
ASGM1 et TLR.
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Pseudomonas aeruginosa (PA) représente une des causes principales d’infections respiratoires
acquises chez les patients aux défenses immunitaires altérées et la colonisation par PA est une étape
marquante de la dégradation de la fonction pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose.
Le traitement de ces infections est difficile a cause de la résistance naturelle du pathogéne a un grand
nombre d’antibiotiques et d’'une augmentation de la prévalence des souches ayant acquis une multi-
résistance.

Les facteurs de virulence de PA induisent une augmentation des sécrétions apicale de fluide par
I'activation des transports transépithéliaux ainsi qu’une perturbation de I'homéostasie calcique au
niveau de I'épithélium respiratoire ; cependant 'impact de ces effets reste encore mal compris.

Sur un modéle de culture cellulaire de cellules épithéliales respiratoires en co-culture avec
différentes souches de PA, nous montrons un effet protecteur d’un chélateur calcique (EGTA) sur la
mort cellulaire induite par I'activation du systéme de sécrétion de type Ill (TTSS), un des principaux
facteurs de virulence de PA. L’'EGTA agit en diminuant I'adhésion de la bactérie et l'injection des
exotoxines du TTSS dans le cytoplasme de la cellule épithéliale. Sur ce modéle, nous montrons aussi
que les toxines du TTSS et 'EGTA induisent des modifications du cytosquelette des cellules
épithéliales. L’autre partie de ce travail démontre le r6le du LPS de PA dans l'augmentation du
calcium intracellulaire et la sécrétion de chlore des cellules épithéliales bronchiqgues humaines. Le
LPS induit un relargage du calcium du réticulum ainsi qu’'une entrée de calcium extracellulaire par des
canaux membranaires. Cet effet est corrélé avec une augmentation de la sécrétion de chlore apicale
dépendante de I'activation du CFTR mais aussi des canaux chlores activés par le calcium.

Ces effets rapides et encore peu décrits des facteurs de virulence de PA associés au rdle
important du calcium intracellulaire et de la sécrétion de chlore des cellules épithéliales dans la
signalisation de l'infection constituent probablement un des premiers signaux percus par I'héte. Ces
mécanismes constituent une étape essentielle en recherche fondamentale afin de mieux appréhender
les mécanismes physiopathologiques pour développer de nouvelles approches thérapeutiques en
alternative aux antibiotiques.

Pseudomonas aeruginosa (PA) is an opportunistic Gram-negative bacillus involved in life-
threatening infections including ventilator-acquired pneumonia and lung disease in cystic fibrosis. The
treatment of these infections is often difficult due to its natural resistance to a large number of
antibiotics and an increasing number of strains with acquired multi-resistance.

Virulence factors of PA induce an increase in apical fluid secretion of airways epithelial cells by
activating transepithelial transport and by modifying calcium homeostasis in these cells. However, the
consequence of these effects remains largely to be clarified.

We showed a protective effect of EGTA on TTSS-induced cell death in a co-culture model of
epithelial cells with PA. EGTA protects the cells by a decreasing bacterial adhesion and reducing
TTSS toxins translocation into the epithelial cells. In the same model, we have shown a
disorganization of cytoskeleton by both EGTA and TTSS toxins. The second part of this work
demonstrated the role of LPS from PA on intracellular calcium increase and activation of chloride
secretion of human bronchial epithelial cells. LPS induced a calcium release from reticulum and a
calcium entry from extracellular space. This increase is related to a chloride secretion by activation of
CFTR and calcium-activated chloride channel.

Effects of virulence factors of PA associated to the important role for intracellular calcium and
chloride secretion of epithelial cells described here may represent the first signals sensed by the host
cells. The understanding of these mechanisms is a crucial step to considerate the pathophysiology
and to develop alternative therapeutics to antibiotics.




