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Resume

Les infections pulmonaires chroniques a Pseudomonas aeruginosa sont la principale
cause de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose. La répétition des traitements
antibiotiques entraine, chez ces patients, une émergence de souches bactériennes résistantes a
plusieurs antibiotiques. Face a ce phénoméne préoccupant, de nouvelles approches doivent
étre envisagées. L’utilisation des bactériophages (virus infectant uniquement les bactéries)
pour cibler les pathogenes bactériens semble €tre 1’une des approches les plus prometteuses.

L’efficacité de la phagothérapie semble démontrée de par son utilisation en Europe de
I’Est depuis des décennies et par les récents résultats obtenus sur des modeles expérimentaux.
Cependant, la possibilité de son utilisation chez des patients atteints de mucoviscidose n’a pas
encore fait I’objet d’études approfondies.

Dans un premier temps, nous avons montré que les bactériophages sont capables de
traiter avec succes une infection pulmonaire létale, provoquée par une souche de
P. aeruginosa isolée d’un patient atteint de mucoviscidose, dans un modele murin WT et de
mucoviscidose (cftr”). Lefficacité de différents bactériophages a réduire, in vitro, un biofilm
formé par P. aeruginosa a également été démontrée.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudi¢ ’impact sur le plan physiologique, d’un
traitement par bactériophages. La réponse inflammatoire induite par les bactériophages, dans
différents modeles in vitro et in vivo, s’est révélée quasiment négligeable. Nous avons ensuite
mis au point la technique de mesure de différence de potentiel (ddp) nasale chez la souris afin
de pouvoir étudier le transport ionique transépithélial, paramétre fondamental de la
mucoviscidose. Les valeurs de ddp obtenues en dehors de toute infection ont permis de
déterminer des normes pour les souris de type sauvage et ¢ffr”". Les mesures obtenues en
présence de bactériophages ne sont pas significativement différentes par rapport a ces normes,
démontrant ainsi un aspect de leur innocuité. Par contre, en condition d’infection, le transport
du chlorure et du sodium est affecté, révélant un nouvel aspect potentiel de la pathogénicité de
cet organisme.

Enfin, dans le but de développer cette approche vers des essais cliniques nous avons
mis au point une méthode permettant d’évaluer la capacité des bactériophages a infecter des
bactéries au sein d’expectorations de patients atteints de mucoviscidose.

Au terme de ce travail nous aurons apporté des résultats scientifiques concrets qui
permettront de mieux appréhender les conditions nécessaires au développement de futurs
essais cliniques afin d’apporter aux patients atteints de mucoviscidose, un traitement sir et
efficace.

Mots clés : mucoviscidose, P. aeruginosa, phagothérapie, transport ionique, différence de
potentiel nasale, souris cﬁr'/ ", biofilm, inflammation, expectorations
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Roux, 75015 Paris

- 'unit¢ INSERM 845 Equipe « Canalopathies épithéliales : la mucoviscidose et autres
maladies », Faculté de médecine Parie Descartes-site Necker, 156, rue de Vaugirard, 75015
Paris



Abstract

Bacteriophages Therapy to treat Pseudomonas aeruginosa infections in Cystic Fibrosis:
efficacy and safety

Mortality in cystic fibrosis (CF) patients is mainly caused by Pseudomonas
aeruginosa pulmonary infections. Repetitive antibiotic treatments lead to the emergence of
multi-resistant strains calling for new therapeutic strategies. One of the most promising
approach seems to be the use of bacteriophages which are viruses targeting bacteria. In
Eastern Europe successful human treatments with bacteriophages are ongoing since decades,
while in Western Europe the interest for phage therapy is still weak. Notably, no data are
available on the potential application of bacteriophages to treat pulmonary infections in CF
patients.

In this study, we first demonstrated in WT and cystic fibrosis mice model (cftr”) that
bacteriophages were able to treat a lethal pulmonary infection caused by a P. aeruginosa
strain which was isolated from a CF patient. We also studied the efficacy of different
bacteriophages to reduce in vitro a P. aeruginosa biofilm.

In a second time, we evaluate the impact of bacteriophage treatments on some
physiological functions involved during pulmonary infection in CF patients. On one hand,
inflammation induced by bacteriophages was found to be negligible in different models in
vitro and in vivo. On the other hand, the transepithelial ion transport, a crucial function in
cystic fibrosis, was evaluated by measuring the nasal potential difference (npd) in mice.
Reference npd values were obtained for WT and ¢/t mice in order to assess the reliability of
our technique. In addition, when mice were treated with bacteriophages npd values did not
differ from the reference ones, demonstrating an aspect of bacteriophages safety. When mice
were infected by P. aeruginosa, chloride and sodium transports were altered revealing another
aspect of its pathogenicity.

Finally, in order to develop this therapeutic approach towards clinical trials, we
successfully developed a protocol for the evaluation of bacteriophages ability to infect
bacteria within sputum of cystic fibrosis patients.

Our work focusing on both safety and efficacy of bacteriophages treatments in a CF
context should contribute to the future developments of clinical trials.

Key words: cystic fibrosis, P. aeruginosa, phage therapy, ion transport, nasal potential
difference, cftr'/ " mice, biofilm, inflammation, sputum
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Avant propos

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies génétiques dans la population
caucasienne. Elle est liée a différentes mutations du gene cftr (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) codant un canal anionique (CFTR). Cette protéine est non seulement
le principal canal chlorure de 1’épithélium mais elle régule aussi d’autre canaux ioniques. Le
dysfonctionnement de la protéine CFTR entraine ainsi des perturbations du transport de
fluide, notamment au niveau des poumons, conduisant a un épaississement du liquide de
surface des voies aériennes. Cet épais mucus devient alors un micro-environnement favorable
au développement de micro-organismes, en particulier Pseudomonas aeruginosa. Ainsi,
environ 80 % des patients sont infectés de fagon chronique par cette bactérie. Ces dernicres
années, l’efficacité des traitements antibiotiques chez ces patients décline en raison de
I’émergence de souches de P. aeruginosa résistantes a de multiples antibiotiques. De
nouvelles approches sont a envisager et parmi celles-ci je me suis intéressée a la
phagothérapie.

Découverts au début du XXeme siccle, les bactériophages, virus lysant les bactéries,
ont été rapidement utilisés pour traiter des infections bactériennes chez I’homme. Cependant
pour plusieurs raisons et notamment la découverte des antibiotiques, ce type de traitement
s’est peu développé en Europe occidentale. Son efficacité semble pourtant établie chez
I’homme car ce traitement est régulierement employ¢ depuis des décennies dans certains pays
de I’Europe de I’Est. Cependant ces utilisations thérapeutiques sont trés peu documentées et
ne répondent pas a la réglementation médicale actuellement en vigueur en Europe occidentale.
Il apparait donc nécessaire de fournir un effort en recherche pour apporter les évidences
scientifiques qui permettront de mieux discerner dans quelles situations médicales il sera
possible d’utiliser les bactériophages. C’est ainsi que ces derniéres années, I’étude de
I’application thérapeutique des bactériophages a fait I’objet d’un regain d’intérét au niveau
international. Un nombre croissant de publications rapporte des succes de traitement
d’infections par les bactériophages dans différents modeles animaux. Cependant, aucune
donnée expérimentale n’est disponible tant sur I’efficacité que sur I’innocuité¢ d’un tel
traitement dans le contexte particulier de la mucoviscidose.

Mon travail de thése avait pour objectif d’évaluer I’efficacité d’un traitement par
bactériophages dans des modeles se rapprochant de I’environnement pulmonaire des patients
atteints de mucoviscidose ainsi que d’en évaluer I’innocuité sur des fonctions physiologiques

clés pour ces patients.
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Afin d’introduire les résultats expérimentaux, ce manuscrit comprend, en premiere
partie, une introduction bibliographique divisée en trois chapitres. Le premier chapitre
présente la pathogéneése de la mucoviscidose, son diagnostique ainsi que les traitements
actuels de cette maladie. Dans le second chapitre, sont exposées les particularités de
P. aeruginosa qui conduisent a I’établissement d’une infection chronique, de plus en plus
fréquemment par des souches multi-résistantes aux antibiotiques, chez les patients atteints de
mucoviscidose. Le dernier chapitre est consacré a la présentation des bactériophages, leur
biologie, leur importance écologique ainsi que leur utilisation thérapeutique.

La seconde partie du mémoire présente le travail expérimental réalisé au cours de cette
these. Apres avoir détaillé les techniques et les différents bactériophages utilisés au cours de
cette étude, je présente les résultats obtenus sur 1’efficacité des bactériophages (i) pour traiter
une infection pulmonaire dans un modele de mucoviscidose ainsi que (ii) pour réduire un
biofilm formé in vitro. Sont ensuite exposés les résultats concernant la réponse inflammatoire
induite par un traitement avec des bactériophages ainsi que leur influence sur les transports
ioniques. Dans cette partie est aussi présentée la mise au point de la technique de mesure de la
différence de potentiel nasale (ddp), nécessaire a 1’étude du transport ionique. Pour terminer,
je présente la mise au point d’une méthode permettant d’étudier 1’efficacité d’un cocktail de
bactériophages a infecter des souches de P. aeruginosa, au sein d’expectorations de patients
atteints de mucoviscidose.

S’articulant autour de la perspective de leur utilisation thérapeutique pour ces patients,
une discussion des résultats obtenus constitue la troisiéme partie du mémoire.

Ce mémoire se cloture sur une partie annexe, comportant 5 articles. Le premier article,
publié, correspond a une étude préliminaire a mon travail de thése et qui a permis la mise en
place de celui-ci. Le deuxiéme article, soumis, constitue une partie des résultats de ce travail
de these et est présenté dans la partie du manuscrit correspondante. La technique de mesure de
ddp que j’ai mise au point a permis de réaliser une partie de 1’étude constituant le troisiéme
article. Les deux derniers articles sont des revues. La premicre, publiée dans « Advances in
virus research », traite de I’efficacit¢ de la phagothérapie dans différents modeles
expérimentaux d’infections a P. aeruginosa. La seconde, publiée dans « Archives de
pédiatrie » met 1’accent sur I’importance des interactions protéiques autour de la protéine

CFTR pour I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Introduction

I. La mucoviscidose (CF pour Cystic Fibrosis)

A. Histoire de la mucoviscidose
Les premieres évocations de la maladie remontent au Moyen age et pendant plusieurs
siécles les enfants atteints de mucoviscidose sont décrits comme ensorcelés, comme en

eme

témoigne ce dicton du XVII™ siecle : « Malheur a I'enfant qui laisse un gott de sel lorsqu'on
I'embrasse sur le front : on lui a jeté un sort et il mourra bientot ! ». En 1606, Juan Alonzo y
de los Ruyzes de Fontecha, professeur de médecine a Alcald de Henares, écrit que les enfants
ensorcelés ont la particularité d’avoir le front salé (Fontecha, 1606). A la méme époque Pieter
Pauw, premier professeur d’anatomie de l’universit¢ de Leyde aux Pays-Bas, rapporte a
propos de I’autopsie d’une fillette de 11 ans ensorcelée, qu’une atteinte pancréatique est a
I’origine de la mort. Cependant, ce n’est qu’au début du XX™ siécle que les premiéres
associations entre pathologie pancréatique et iléus méconial (Landsteiner, 1905) ou atteintes
pulmonaires (Garrod & Hurtley, 1913; Wilson & DuBois, 1923) sont décrites. Une these
dirigée par Guido Fanconi, pédiatre suisse, différenciera en 1936 [’association fibrose
kystique du pancréas et bronchectasies, de la maladie cceliaque jusqu’alors confondue avec la
mucoviscidose (Fanconi ef al., 1936). En 1938, la maladie est réellement décrite comme une
entité pathologique regroupant les différentes atteintes et est nommée « cystic fibrosis of the
pancreas » par Dorothy Andersen qui suggére quelques années plus tard le caractére
héréditaire et le mode de transmission récessif de la maladie (Andersen, 1938; Andersen &
Hodges, 1946). Dix ans plus tard, a I’occasion de la canicule qui touche 1’est des Etats Unis,
Paul Di Sant’Agnese, médecin hospitalier, remarque que les enfants atteints de mucoviscidose
sont particuliecrement affectés et meurent par déshydratation. II montre que cette
déshydratation découle d’une anormalité de concentration du chlorure de sodium et de
potassium dans la sueur de ces patients (Di Sant’Agnese ef al., 1953). Cette observation
permettra la mise au point, six ans plus tard, du test de la sueur, test qui demeure actuellement
le plus fiable pour détecter la maladie (Gibson & Cooke, 1959). L’origine biochimique de la
mucoviscidose est précisée en 1981 par Knowles qui remarque que le potentiel transépithélial,
mesuré au niveau de 1’épithélium nasal des patients atteints de mucoviscidose, est largement
plus électronégatif que celui des sujets sains (Knowles et al., 1981), puis par Quinton en
1983, qui démontre que cette électronégativité accrue provient d’une faible perméabilité de
I’épithélium aux ions chlorures (Quinton, 1983; Quinton & Bijman, 1983). En 1985, le locus
du gene responsable de la maladie est localisé sur le bras long du chromosome 7 en 7q31

(Tsui et al., 1985). Le gene sera précisément identifi¢ et cloné¢ en 1989 par un groupe
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canadien qui nommera ce géne CFTR pour Cystic Fibrosis Transmembrane conductance

Regulator (Kerem et al., 1989; Riordan ef al., 1989; Rommens et al., 1989).

B. La protéine CFTR

1. Structure

Le géne CFTR, d’une longueur de 190 kb, comporte 27 exons (Ellsworth et al., 2000).
Il code une protéine de 1480 acides aminés, Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator (CFTR), qui appartient a la famille des ABC transporteurs. Elle est composée de
deux motifs répétés chacun contenant un domaine hydrophobe transmembranaire constitué de
six hélices a et une région hydrophile susceptible de lier I’ATP appelée NBD pour Nucleotide
ATP-binding Domain. Ces deux motifs sont reliés entre eux par un domaine régulateur (R)
cytoplasmique contenant de nombreux résidus chargés et comportant la majorité des sites
consensus de phosphorylation par la protéine kinase A et C (Sheppard & Welsh, 1999). CFTR

demeure, a ce jour, la seule protéine ABC transporteur comportant un domaine R (Figure 1).

Apicale

Basolatérale

NH,

ADP +Pi
ATP ATP

" ADP + Pi COOH

PKA
PKC

Figure 1: Représentation schématique de la structure de la protéine CFTR

NBD : nucleotide binding domains liant I’ATP ; R : domaine régulateur contenant les
principaux sites de phosphorylation ; PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C
Adapté d’apres (Devidas & Guggino, 1997).

2. Localisation
La protéine CFTR est principalement localisée a la membrane apicale des cellules des
épithéliums. Elle est retrouvée de maniere abondante dans les glandes sudoripares, les canaux

pancréatiques et biliaires, les cryptes intestinales et 1’arbre trachéo-bronchique. De maniére
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discordante avec le phénotype de la maladie observé chez les patients, elle est trés exprimée

dans les tubules rénaux et peu au niveau pulmonaire (Crawford ef al., 1991).

3. Fonctionnement du canal CFTR

CFTR est un canal anionique de faible conductance (7 a 10 pS) avec la perméabilité
sélective suivante : [ > NO; >Br >Cl >HCO; > formate > acetate (Linsdell et al., 1997).
Au niveau des cellules épithéliales, le transport des ions Cl se fait principalement via CFTR
(Morris & Frizzell, 1994). 1l est AMPc-dépendant et son activité est finement régulée par la
balance des activités kinases et phosphatases au sein de la cellule (Sheppard & Welsh, 1999).
Le processus débute avec la phosphorylation de résidus sérines du domaine R par la protéine
kinase A et/ou la protéine kinase C. Cette phosphorylation introduit des charges négatives
permettant la fixation de I’ATP sur les domaines NBD1 et NBD2. Cette fixation de ’ATP
favorise la formation d’un dimeére NBD1-NBD2 en téte a queue. L’hydrolyse de ’ATP fixée
au domaine NBD2 est tres rapide comparée a celle du domaine NBDI1, celle-ci restant fixée
plusieurs minutes. Au moment de 1’hydrolyse de ’ATP du domaine NBD2, I’énergie libérée
va permettre 1’ouverture du canal. Les anions, qui se sont s’accumulés aux extrémités du
canal chargées positivement, diffusent alors passivement au niveau du pore de CFTR dans le
sens du gradient ¢électrochimique. A la fin de I’hydrolyse, le phosphate inorganique ainsi que
I’ADP sont libérés ce qui a pour conséquence de déstabiliser le dimeére NBD1-NBD2
entrainant la fermeture du canal. L’ATP du domaine NBD1 restant fixée plusieurs minutes, de
nombreux cycle d’ouverture-fermeture-ouverture ont lieu, avec 1’hydrolyse d’une molécule

d’ATP au niveau du domaine NBD2 a chaque cycle (Figure 2) (Gadsby et al., 2006).

1:NED1
2:MNEDz2

® ADP

Figure 2 : Représentation schématique du fonctionnement du canal CFTR

Le domaine R est volontairement omis. L’hydrolyse de I’ATP (rond jaune) au niveau du
domaine NBD2 permet [’ouverture du canal et ainsi la sortie d’ions chlorure. Adapté d’apres

(Gadsby et al., 2006).
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4. Les mutations retrouvées sur le géne CFTR
Un grand nombre de mutations dans le gene CFTR sont responsables de la mucoviscidose.
A ce jour, 1910 mutations sur le gene CFTR ont été répertoriées dans la base de données

Cystic Fibrosis Mutation Database (http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html).

Parmi celles-ci, 14 % correspondent a un polymorphisme et n’ont pas de conséquences
cliniques, 40 % sont des mutations faux-sens, 16 % correspondent a des micro-insertions ou
délétions provoquant un décalage du cadre de lecture, 12 % sont des mutations causant un
défaut d’épissage de I’ARNm et 8 % sont des mutations non-sens. La fréquence des mutations
dans la population varie en fonction de la localisation géographique et de I’origine ethnique,
avec une répartition différente pour chaque mutation (Casals et al., 1992; Estivill et al., 1997;
Estivill ef al., 1989; Lucotte et al., 1991; Southern et al., 2007). Par exemple, I’incidence de la
mutation F508del-CFTR est croissante dans le sens Afrique du Nord vers les pays nordiques
de I’Europe et c’est I’inverse pour la mutation N1303K (Estivill et al., 1997). Aujourd’hui, on
distingue 6 classes de mutations en fonction des conséquences induites sur la protéine

(Figure 3).

Classe 4: Classe 3: Clissed:
Défaut de conduction Défaut de régulation Défaut de stabilité a 1a
\ l membrane
AT «— Classe5:
W\ Diminution de synthese
HEDI@YNED2 %
R A protéique
CFIR
NORMAT = \
Appareil 4= %o |
Golgi °% \
== < \ Classe 2:

Défaut de maturation

Classe 1:

Défaut de synthése

BASOLATERALE

Figure 3 : Les 6 classes de mutations du géne CFTR en fonction des mécanismes

moléculaires a ’origine du dysfonctionnement de la protéine
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@ Classe 1: ce sont souvent des mutations provoquant un épissage anormal ou la
survenue d’un codon stop prématuré. Elles entrainent ainsi une absence de synthése de
protéine.

@ Classe 2: ces mutations provoquent un défaut de maturation. La protéine
anormalement repliée va étre précocement dégradée par le protéasome et n’est
présente qu’en tres faible quantité a la membrane apicale des cellules. La délétion
d’'une phénylalanine en position 508 (F508del-CFTR) est la mutation la plus
fréquemment retrouvée (~ 70 % des mutations) et pres de 90 % des patients atteints de
mucoviscidose sont porteurs d’au moins une copie de cette mutation (Figure 4)

(Kerem et al., 1989).

WT CFTR F508-del CFTR

Figure 4 : Localisation par immunofluorescence de CFTR wild type et F508del-
CFTR dans des cultures primaires de cellules épithéliales humaines différenciées

Les noyaux sont marqués en bleu. La protéine CFTR wild type est présente a la membrane
apicale des cellules ciliées contrairement a la protéine F508del-CFTR (marqué en vert).
D apres (Riordan, 2008).

@ Classe 3 : les mutations appartenant a cette classe ont pour conséquence un défaut de
régulation du canal CFTR, souvent par altération de la phosphorylation du domaine R
ou altération de la liaison/I’hydrolyse de I’ATP au niveau des domaines NBD.

@ Classe 4 : dans ce cas de mutation, c’est la sélectivité, la durée d’ouverture ou la
conductance du canal qui est affectée. Elles sont principalement retrouvées dans les

régions codant les domaines transmembranaires de la protéine (Sheppard et al., 1993).
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@ Classe 5: ces mutations induisent une diminution de la synthése de la protéine par

diminution de la stabilité des ARNm.

@ Classe 6 : ces mutations résultent en une troncature de la partie C-terminale de la

protéine provoquant une demi-vie membranaire courte (Haardt et al., 1999).

Les mutations entrainant une absence de la protéine CFTR fonctionnelle ont généralement

des conséquences cliniques plus séveres, cependant le phénotype dépend du patient et de son

environnement. De grandes disparités cliniques sont observées pour une méme mutation chez

différents individus (Rowntree & Harris, 2003).

C. CFTR : Protéine multifonctionnelle de I’épithélium
1. Physiologie de I’épithélium

L’épithélium constitue la barriére entre la lumiére d’un organe et le tissu conjonctif sous-

jacent duquel il est séparé par la lame basale. Il est composé de cellules polarisées associées

entre elles grace a des jonctions de 3 types :

18

jonctions serrées : elles s’établissent au pole apical des cellules épithéliales
polarisées. Elles sont formées par différentes protéines, notamment les occludines et
les claudines, autour desquelles les membranes plasmiques des 2 cellules adjacentes
fusionnent. Ces jonctions permettent 1’étanchéité entre la lumiére et la lame basale de
1‘épithélium, empéchant la diffusion vers la lumiére des nutriments absorbés par
I’épithélium ou la pénétration de micro-organismes. Ces jonctions laissent passer
sélectivement certaines petites molécules comme I’eau ou les ions, c’est le transport
paracellulaire. Cependant ce passage paracellulaire est contrdlé, notamment par les
claudines, et des mutations sur les génes codant ces protéines provoquent un transport
paracellulaire dérégulé aboutissant a diverses pathologies (Marchiando et al., 2010).
jonctions communicantes : également appelées jonctions gap par anglicisme. Elles
sont constituées de protéines appelées connexines qui s’associent en hexameres pour
former un canal appelé connexon. Situées entre 2 cellules, elles permettent le passage
d’un cytoplasme a 1’autre de petites molécules (ions, peptides). L’ouverture de ces
connexons est contrdlée par différents facteurs comme le pH, la concentration en Ca*"
ou en AMPc (http://www.chups.jussieu.fr/).

jonction d’ancrage : ¢galement appelées jonctions adhérentes. Elles regroupent entre
autres les desmosomes et les hémi-desmosomes. Composés de filaments

intermédiaires ou d’actine, les premiers relient le cytosquelette des cellules entre elles
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alors que les seconds relient le cytosquelette des cellules a la matrice extracellulaire.

I1s assurent une cohésion mécanique de I’épithélium (http://www.chups.jussieu.ft/).

Le maintien de 1’homéostasie est assuré par les échanges ioniques au travers de

I’épithélium. Ces échanges trans-épithéliaux s’effectuent par voie paracellulaire (au travers

des jonctions serrées) ou par voie trans-cellulaire au travers de canaux, transporteurs et

pompes :

les canaux: ils assurent un transport passif facilit¢ dans le sens du gradient
¢lectrochimique de 1’espece considéré. Ces canaux sont plus ou moins sélectifs vis-a-
vis des différents ions et leur conformation varie entre un état ouvert et un état fermé
en fonction de divers paramétres (pH, concentrations en AMPc ou en Ca®"). Ils
peuvent transporter entre 10’ et 10° molécules par seconde. CFTR appartient & cette
catégorie.

les pompes : il s’agit d’un transport actif primaire qui nécessite 1’hydrolyse d’ATP.
Elles permettent le transport d’ions contre leur gradient électrochimique a raison de
10% 4 10" ions par secondes.

les transporteurs : ils permettent le transport simultané et dépendant de deux solutés.
Les solutés peuvent étre transférés dans le méme sens, il est alors question de
symports ou co-transporteurs, ou dans le sens opposé, il s’agit alors d’antiports ou
échangeurs. C’est un transport secondairement actif qui utilise 1’énergie d’un gradient
ionique engendré par le transport actif d’une pompe. Il permet le transport d’environ

10°-10® molécules par seconde.

La direction du flux ionique a travers 1’épithélium résulte des transports actifs et passifs

des différents ions, en particulier des ions sodium, chlorure et potassium. Au niveau de

I’épithélium respiratoire, le sodium est sécrété basalement par la pompe Na'/K~ ATPase

entralnant au niveau apical, par le gradient ¢lectrochimique ainsi créé, 1’absorption du sodium

vers I'intérieur de la cellule, absorption effectuée par le canal ENaC. En raison du principe

d’¢lectroneutralité, ce mouvement trans-cellulaire du sodium s’accompagne d’un transfert par

voie paracellulaire d’ions chlorure. Le co-transporteur Na'/K'/2CI’, situé a la membrane

basolatérale permet 1’absorption d’ions chlorure, couplés aux ions sodium et potassium. Les

ions potassium sont recyclés a travers la membrane basolatérale par un canal potassium et les

ions sodium par la pompe Na'/K" ATPase. Les ions chlorure sont quant a eux sécrétés a la

membrane apicale par différents canaux, principalement CFTR et secondairement ORCC
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ainsi que différents canaux chlorure calcium-dépendant tel que TMEMI16A ; dans une
moindre mesure, ce role est aussi assuré par des canaux chlorure pH-, voltage- ou volume-
dépendants (Toczylowska — Maminska & Dolowy, 2012). Ce transport trans-cellulaire des
ions chlorure du pole basolatéral vers le pole apical des cellules épithéliales est accompagné
d’un transfert paracellulaire d’ions sodium. Ainsi 1’homéostasie est maintenue dans un
systéme favorisant une absorption active du sodium, qui entraine 1’eau suivant le principe de

I’osmose, et une sécrétion active et régulée du chlorure, modérant I’absorption d’eau

(Figure 5).

APICALE HO BASOLATFERALE
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&
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Ch +g— Na*/K*2Ck
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Figure 5 : Transport du chlorure, sodium et potassium au niveau de I’épithélium
sécrétoire

La pompe Na' /K™ ATP®* joue un réle moteur, engendrant I’absorption de sodium (Na") a la
membrane apicale par le canal ENaC couplé a un transport paracellulaire des ions chlorure
(Cl). La sécrétion des ions CI intracellulaire a la membrane apicale est assurée par de
multiples canaux, dont le principal est CFTR. Par osmose, ces transports ioniques sont
accompagnés d’'un transport d’eau.

2. CFTR: canal chlorure
C’est a Toronto, Canada, que I’activité canal chlorure de CFTR a été démontrée au
début des années 90 par Christine E. Bear et ses collaborateurs. Aprés suggestion par cette

équipe que CFTR était un canal anionique régulé par I’AMPc, une conductance chlorure
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AMPc dépendante est observée dans des modeles non épithéliaux exprimant CFTR (Bear et
al., 1991; Kartner et al., 1991; Rommens et al., 1991). Cette hypothése sera rapidement
confirmée puisque I’équipe purifiera la protéine pour 1’incorporer dans des protéoliposomes,
assimilable a un systétme de membrane artificielle, et observera de nouveau cette activité
démontrant que CFTR est bien un canal chlorure de faible conductance régulée par I’AMPc

(Bear et al., 1992).

3. CFTR: transporteur « multi-moléculaire »

En plus de sa fonction de canal chlorure, CFTR est capable de transporter diverses

molécules. En premier lieu, il est aujourd’hui démontré que CFTR sécréte les ions
bicarbonate au niveau des ¢épithéliums (Devor et al., 1999; Welsh & Smith, 2001).
Néanmoins, cette sécrétion est étroitement liée a celle des ions chlorure, le canal CFTR ayant
une sélectivité CI/HCO;3™ dynamique qui dépend de la concentration extracellulaire des ions
chlorure (Shcheynikov et al., 2004). La perméabilité aux ions bicarbonate est alors augmentée
dans le cas d’une faible concentration luminale d’ion chlorure.
D’autre part, CFTR est perméable au glutathion sous sa forme réduite, y-glutamyl-cysteinyl-
glycine (GSH), et de maniére moins importante, sous sa forme oxydée (GSSG). Ce transport
s’effectue de maniére unidirectionnelle dans le sens du compartiment intracellulaire vers le
compartiment extracellulaire (Linsdell & Hanrahan, 1998).

Une fonction plus controversée de CFTR est le transport de I’ATP (Cantiello et al.,
1998; Reisin et al., 1994). Cette hypothése est contestée par d’autres groupes qui ne
retrouvent pas d’activit¢ canal ATP associée a la protéine CFTR lors de mesures
fonctionnelles sur différents modeles (Grygorczyk et al., 1996; Li et al., 1996; Reddy et al.,
1996). 11 est d’ailleurs peu probable, compte tenu du diamétre de son pore estimé 4 5.3 A, que
CFTR puisse étre perméable a cette molécule dont les dimensions sont comprises entre 7.65 x
9.23 x 18.71 A pour la forme protonée et 7.30 x 9.43 x 18.40 A pour la forme ionisée
(Linsdell et al., 1997). En revanche, plusieurs études suggerent que CFTR serait étroitement
associé a une conductance ATP, dans le sens de I’externalisation, qui se ferait par une voie
distincte (Pasyk & Foskett, 1997; Schwiebert et al., 1995; Sugita et al., 1998). Enfin, de
manicre plus anecdotique, il a été montré que CFTR pourrait transporter 1’eau et 1’urée

(Hasegawa et al., 1992).

21



- +
g I HCOp CF

=

==

e

|
CFTRY|§TMEM16

e

CaCC

e
=

ORCC ROMK2

Ma* u 4

P

IP3

Ca+

Figure 6 : Régulation du transport ionique par CFTR

CFTR inhibe (rouge) certains canaux comme ENaC et en active (vert) d’autres comme ORCC ou certains CaCC. La nature de la régulation des
échangeurs CI/HCOj est encore mal définie (gris). La sécrétion de I’ATP dépendante de CFTR n’est pas clairement démontrée mais semble
faire intervenir un autre canal (pointillés). De cette sécrétion d’ATP dépend une cascade de réactions avec [’activation de récepteurs
purinergiques (P2Y,) couplés aux protéines G (G pour "Guanine nucleotide binding proteins"). L ‘activation des protéines G va permettre la
synthese d’inositol-triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) par la phospholipase C (PLC) a partir de phosphatidylinositol-4,5-
diphosphate (PIP2) mais également [’activation de [’adénylate cyclase (AC) qui permet I’augmentation AMPc. Le DAG ainsi que I’AMPc vont
permettre [’activation des protéines kinases A et C (PKA et PKC) qui active les canaux ORCC et CFTR. L’IP3, en se liant aux canaux calciques

du réticulum endoplasmique (RE), augmente la concentration du calcium provoquant [’activation de canaux potassique ou chlorure calcium-
dépendant.
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4. CFTR: protéine régulatrice
CFTR est un acteur majeur au sein de 1’épithélium qui, en plus de son activité canal,
exerce une activité régulatrice sur de nombreux autres canaux ioniques et transporteurs
(Figure 6) :

@ Le canal ENaC : c’est le canal responsable de l’absorption du sodium au niveau
apicale de 1’épithélium. D’abord montrée dans un modéle de cellules épithéliales
rénales, I’inhibition du canal ENaC par CFTR a ensuite ét¢é montrée dans 1’épithélium
des voies respiratoires et le colon (Mall ef al., 1998; Mall et al., 1999; Stutts et al.,
1995). Le mécanisme mis en jeu est encore controvers¢. Certains proposent que cette
inhibition soit, en partie ou en totalité, simplement dépendante de la concentration en
ions chlorure dans le cytosol, et donc assujettie a la régulation du transport du chlorure
par CFTR ou non (Bachhuber et al., 2005). Cependant, d’autres mécanismes ont été
avancés parmi lesquels 1’hypothése que I’inhibition d’ENaC se ferait via les filaments
d’actine du cytosquelette (Berdiev et al., 1996; Schwiebert et al., 1999). Néanmoins,
le mécanisme d’inhibition d’ENaC par CFTR aujourd’hui le plus apprécié repose sur
une interaction directe entre les deux protéines via le domaine NBD1 de CFTR
(Berdiev et al., 2007; Berdiev et al., 2009; Kunzelmann et al., 1997; Schreiber et al.,
1999).

@ Le canal ORCC : c’est un canal chlorure a rectification sortante situé¢ a la membrane
apicale des cellules épithéliales. CFTR exercerait une régulation positive sur ce canal
dans les cellules épithéliales bronchiques (Egan ef al.,, 1992). Un mécanisme de
régulation au travers d’un signal autocrine faisant intervenir ’ATP a été proposé
(Schwiebert et al., 1995; Schwiebert et al., 1999; Stutts et al., 1992; Stutts et al.,
1994).

@ Les canaux chlorure calcium-dépendant (CaCC ou CLCA) : ces canaux sont présent a
la membrane apicale de nombreux épithéliums (Hartzell et al., 2005). Il a été
démontré dans différents modeles (cellules endothéliales d’artére pulmonaire bovine,
cellules acinaires des glandes salivaires et cellules épithéliales bronchiques) que
I’activation de CFTR ¢était corrélée a 1’inhibition du courant chlorure calcium-
dépendant (Kunzelmann et al., 1997; Ousingsawat et al., 2011; Perez-Cornejo &
Arreola, 2004; Wei et al., 1999). C’est en 2008 qu’est identifi¢ le principal canal
responsable du transport chlorure calcium-dépendant, TMEMI16A, par 3 groupes
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distincts (Caputo et al., 2008; Schroeder et al, 2008; Yang et al., 2008). Tres
récemment, le groupe de Karl Kunzelmann a démontré que I’expression et I’activation
de CFTR respectivement atténue et annule 1’activité de TMEM16A (Ousingsawat et
al., 2011). Le mécanisme d’interaction entre ces deux canaux semblerait étre direct
faisant intervenir la partie C-terminale du domaine R de CFTR (Wei ef al., 1999; Wei
et al., 2001). Parallelement, CFTR pourrait aussi a I’inverse stimuler le canal CLCA3,
un CaCC secondaire, probablement par un mécanisme dépendant des protéines G

(Brouillard et al., 2005; Hartzell et al., 2005).

Les canaux chlorure volume-dépendant : cette autre catégorie de canaux, moins
¢tudiée, semble ¢également modulée par CFTR. En effet, Vennekens et ses
collaborateurs ont montré que I’expression de CFTR, indépendamment de son
activation, diminuait le courant chlorure volume-sensible dans 2 types cellulaires

différents (Vennekens ef al., 1999).

Les échangeurs CI/HCOj : en plus de son propre role de canal ClI" et HCO3", CFTR
régule le transport de ces ions par d’autres protéines, en particulier les échangeurs de
la famille SLC26 (Chang et al., 2009; Lee et al., 1999). La nature de cette régulation
est encore mal définie mais il semblerait qu’elle nécessite une interaction entre le
domaine R de CFTR et le domaine C-terminal « Sulfate Transporter and Anti-Sigma
factor antagonist » (STAS) de SLC26 (Bertrand et al., 2009; Chang et al., 2009; Ko et
al., 2002; Shcheynikov et al., 2006; Shcheynikov et al., 2008; Stewart et al., 2009).

Autres régulations : CFTR est reconnue pour étre une protéine d’interaction et a ce
titre elle régule encore d’autres canaux et transporteurs. Parmi eux, les canaux
potassiques qui ont un rdle crucial pour le maintient de la balance Na'/Cl™ dans
I’épithélium en raison des forces conductrices qu’ils induisent. D’une part les canaux
Kir (K" inwardly rectifying potassium channel) et notamment le canal ROMK, qui
sont des canaux ATP-dépendant, semblent étre altérés par CFTR (Loussouarn et al.,
1996; McNicholas et al., 1997; Schwiebert et al., 1999). D’autre part, les canaux
potassique calcium-dépendant pourraient étre indirectement modulés par CFTR.
Encore de nombreuses autres régulations, liées au transport ionique, par CFTR ont été
montrées telles que la diminution d’expression et de fonction du co-transporteur
sodium/phosphate type 2a ou I’activation de 1’aquaporine 3 (Bakouh et al, 2012;
Schreiber et al., 1999; Schreiber et al., 2000).
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5. Protéine CFTR mutée : conséquences sur le transport ionique

En faisant la synthése de tous les roles tenus par CFTR, il est aisé de concevoir a quel
point son absence ou son dysfonctionnement est lourd de conséquences. En effet, dans la
mucoviscidose, tous les transports ioniques assurés ou régulés par CFTR décrits ci-dessus
sont perturbés, a commencer par le transport du chlorure. CFTR étant lui-méme le principal
canal chlorure des €pithéliums sécrétoires et régulant positivement le canal ORCC et certains
CaCC, son absence ou dysfonctionnement entrainera une diminution de la sécrétion des ions
chlorure a la membrane apicale. En parallele, il a été montré que les patients atteints de
mucoviscidose présentaient une augmentation de la sécrétion de chlorure calcium-dépendant
(Grubb et al., 1994; Tarran et al., 2002). Cela est probablement di a 1’inhibition exercé par
CFTR sur le principal CaCC, TMEMI16A. Cette régulation n’ayant pas lieu dans un
¢épithélium CF, TMEMI16A tendrait a réguler la sécrétion du chlorure dans la maladie. A cette
moindre sécrétion de chlorure, vient s’ajouter une hyperabsorption du sodium a la membrane
apicale par le canal ENaC, CFTR n’y exer¢ant plus de régulation négative. Ce déréglement a
été observé, au niveau des épithéliums des patients atteints de mucoviscidose, des le début de
la caractérisation de la maladie (Knowles ef al., 1981; Mall et al., 1998; Stutts et al., 1995).
Aujourd’hui, il est de plus en plus admis que cette augmentation de 1’absorption du sodium
est un facteur cl¢ dans la gene¢se de la maladie (Mall, 2009). En effet, I’hyperabsorption du
sodium dans les épithéliums semble prépondérante sur la diminution de sécrétion des ions
chlorure. Les travaux réalisés dans un mode¢le murin de surexpression d’ENaC montrent que
ces souris présentent une atteinte pulmonaire semblable a la mucoviscidose, phénotype qui
n’est pas retrouvé chez les souris invalidées pour le géne CFTR (Mall et al., 2004; Zhou et al.,
2011). Cette hyperabsorption du sodium va entrainer une absorption passive d’ions chlorure,
s’ajoutant a leur déficit de sécrétion; il en résulte une hyperabsorption de NaCl. Ces
altérations sont par ailleurs accentuées par la perturbation des transports potassiques, les flux
des trois ions au travers de 1’épithélium étant indissociables (Schwiebert ef al., 1999).

D’autre part, CFTR semble critique dans le transport des ions bicarbonate, transport
effectué par lui-méme et par les échangeurs SLC26 qu’il régule, ces ions étant absents dans
les fluides pancréatiques des patients CF (Kopelman et al., 1988). Les ions bicarbonate ayant
un rdle tampon, le pH des liquides recouvrant les épithéliums en serait affecté.

CFTR étant perméable au glutathion, le dernier dysfonctionnement ionique majeur est
la diminution de la sécrétion de glutathion réduit dans les liquides extracellulaires recouvrant
les épithéliums (Gao et al., 1999). Le glutathion réduit est un antioxydant majeur qui est

normalement présent en grande quantit¢ dans ces liquides, environ 430 uM au niveau
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pulmonaire soit 140 fois plus que dans le plasma (Cantin et al., 1987). Il doit permettre la
détoxification des radicaux libres oxygénés (ROS) par réaction d’oxydoréduction. Dans le cas
de la mucoviscidose, le taux de glutathion réduit dans le milieu extracellulaire ne représente
que 5 a 10 % du taux normal dans les voies aériennes, ce qui engendre la non-élimination des
ROS qui vont alors provoquer un stress oxydant (Ntimbane et al., 2009).

Il est & noter que ne sont abordés ici que les partenaires du transport ionique de CFTR
et les dysfonctionnements qui découlent de leurs interactions. CFTR interagit aussi avec
d’autres protéines liées a I’inflammation par exemple. Bien que la majeure partie des
symptomes découlent des dysfonctionnements du transport ionique, il serait nécessaire de
prendre en compte I’ensemble de ’interactome de CFTR pour obtenir une vision globale de
ses fonctions et expliquer I’ensemble de la physiopathologie (Edelman et al., 2009; Mehta,
2005).

D. Les symptomes de la maladie

1. Les atteintes gastro-intestinales

Dans la mucoviscidose, I’hyperabsorption de NaCl décrite précédemment va entrainer,
par le principe d’osmose, une hyperabsorption d’eau. Les sécrétions seront donc déshydratées,
augmentant ainsi leur viscosité. Ces sécrétions, en plus d’une viscosité augmentée, sont aussi
plus acides en raison des altérations de transport des ions bicarbonates. Ces
dysfonctionnements entrainent de multiples symptomes gastro-intestinaux. Ainsi, chez les
patients CF, les sécrétions biliaires acides précipitent ce qui, associé a une haute viscosité,
entraine une obstruction des conduits hépatiques pouvant provoquer une cirrhose biliaire. De
la méme manicre, les protéines précipitent dans les sécrétions pancréatiques aboutissant a une
obstruction des conduits pancréatiques, des Iésions puis une fibrose conduisant a une
insuffisance pancréatique exocrine. Cela induit une malabsorption des graisses et des
vitamines en raison d’une mauvaise sécrétion des enzymes (lipases, trypsine et
chymotrypsine), participant a divers symptomes chez le patient comme la malnutrition. Les
Iésions pancréatiques sont aussi a 1’origine de la dégradation des cellules B des ilots de
Langerhans générant un diabéte chez 20 % de ces patients. Les mutations de CFTR
conduisant a une absence de transport des ions bicarbonates sont associées a des insuffisances
pancréatiques séveres alors qu’il est observé une suffisance pancréatique lors de mutations
conduisant seulement a une diminution de ce transport. La déshydratation du bol fécal est

¢galement responsable d’obstructions intestinales distales a 1’age adulte mais aussi chez le
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nouveau-né, appelé iléus méconial (non-évacuation des premieres selles) (Choi et al., 2001;

Marelich & Cross, 1996; Wilschanski & Durie, 2007).

2. Les atteintes du systéme reproducteur
S’ajoute, a ces manifestations gastro-intestinales, une infertilité qui touche les patients
de sexe masculin. Elle est due a 1’obstruction et la dégénérescence du canal déférent, reliant

I’épididyme au canal €jaculateur qui rejoint ['urétre.

3. Les atteintes des voies respiratoires
a) L’épithélium respiratoire normal
L’¢épithélium respiratoire recouvre les voies aériennes supérieures et inférieures (des
fosses nasales aux alvéoles). Au niveau trachéo-bronchique, sont retrouvés 4 principaux types
cellulaires :

- les cellules ciliées : elles sont majoritaires, de forme prismatique. Leur pdle apical est
riche en mitochondries permettant de fournir 1’énergie nécessaire au battement des 250
a 300 cils présents a leur surface (Postiaux & Paupe, 2003). CFTR s’exprime
majoritairement dans ces cellules.

- les cellules caliciformes : elles sont environ 5 fois moins nombreuses que les cellules
ciliées. Leur pole apical est dilaté et contient de nombreuses vacuoles de sécrétion
renfermant entre autres des mucines et des IgA sécrétoires, celles-ci constituant la
premiere ligne de défense au niveau des sécrétions contre les bactéries et les virus
(Goodman et al., 1981; Verdugo, 1990).

- les cellules intermédiaires : elles sont minoritaires, fusiformes, non ciliées et non
sécrétoires.

- les cellules basales : elles sont triangulaires, ancrées a la lame basale de 1’épithélium.

Au cours d’une vie, en moyenne 300 millions de litres d’air, contenant pathogenes et

molécules toxiques, seront filtrés par les poumons. L’épithélium respiratoire tient donc un
role crucial de défense qui lui est conféré par 3 principales propriétés : €tre jointif grace aux
jonctions intercellulaires (GAP, d’ancrage, serrées cf. paragraphe 1.C.1), posséder une réponse
immunitaire et étre recouvert d’un liquide de surface. Ce liquide visqueux est composé de
deux phases : le liquide périciliaire et la phase gel. Le liquide périciliaire est principalement
compos¢ d’eau et d’ions. C’est la teneur en sels qui régule son volume par osmose. La phase

gel située au dessus de la phase périciliaire est riche en mucines qui sont des glycoprotéines
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filamenteuses de haut poids moléculaire. Elles créent entre elles des ponts disulfures formant
un polymere visco-¢lastique.

La visco-¢lasticité du réseau confere au liquide de surface une défense de 1’épithélium en
deux temps. Premieérement les bactéries sont piégées par la viscosité et neutralisées par les
mucines qui adhérent aux adhésines bactériennes (Ramphal et al., 1996; Trivier et al., 1997).
De plus des défensines, peptides antimicrobiens, sont sécrétées par les neutrophiles (o-
défensines) et par les cellules épithéliales (-défensines) (Lehrer et al., 1993; Zhao et al.,
1996). Deuxi¢mement, la visco-¢lasticité de la phase gel permet la clairance mucociliaire
(Puchelle et al., 1987). Les cils, baignés par le liquide périciliaire, ont leur pointe dans la
phase gel lorsqu’ils sont étirés. A ce moment, par une propulsion en avant, la pointe des cils
fait progresser la phase gel élastique vers la trachée. Les cils se replient ensuite dans le liquide
périciliaire pour reprendre leur position initiale. Leur battement est coordonné, a raison
d’environ 1000 par minute. La toux contribue, en plus de la clairance mucociliaire, a

I’évacuation du mucus contenant les pathogenes et les toxiques (Postiaux & Paupe, 2003).

b) L’épithélium respiratoire dans le contexte de la mucoviscidose
(1) La clairance mucociliaire

Dans le cas de cette maladie, la clairance mucociliaire est ralentie (Figure 7).
Premiérement le liquide périciliaire est déshydraté en raison de 1’hyperabsorption du NaCl
(cf. § L.C.5). Cette phase liquide est donc moins importante et les cils se retrouvent ainsi
englués dans la phase gel et ne peuvent plus se mouvoir correctement. Ce processus
d’engluage des cils est accentué par une viscosité augmentée du mucus, plus €pais en raison
d’une augmentation de sécrétion des mucines chez les patients CF (Ali & Pearson, 2007,
Hauber et al., 2004; Hauber et al., 2005; Nakanishi ef al., 2001). Enfin, les ions bicarbonate
jouant un réle tampon dans les liquides de surface des épithéliums, une diminution du pH
dans les liquides de surface de I’épithélium bronchique est observée chez les patients CF
(Coakley et al., 2003). Cette acidification modifierait les charges électrostatiques ainsi que
I’exposition des régions hydrophobes des mucines provoquant leur agrégation et augmentant

encore la viscosité du mucus (Bhaskar ez al., 1991).
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Clairance mucociliaire Clairance mucociliaire
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Phase périciliaire
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Epithélium respiratoire sain Epithélium respiratoire CF

Figure 7 : Conséquence du dysfonctionnement de transport ionique sur la clairance
mucociliaire dans la mucoviscidose
Lépithélium respiratoire CF présente une absorption d’eau secondaire a I’hyperabsorption
de sodium et au manque de sécrétion de chlorure. Ainsi, le liquide périciliaire est déshydraté
et les cils des cellules ciliées sont englués dans la phase gel et ne peuvent plus assurer un
battement correct. Ce phénomene est aggravé par l’augmentation de sécrétion de mucines
par les cellules caliciformes. La clairance mucociliaire est alors diminuée favorisant la
prolifération de bactéries et virus au sein du mucus visqueux.
(2) Les infections pulmonaires

La clairance mucociliaire étant diminuée, les sécrétions renfermant les pathogénes
s’accumulent, ces derniers s’y multiplient et provoquent diverses infections. De plus, les
défenses immunitaires sont amoindries, a I’instar des neutrophiles qui ne peuvent plus migrer
dans un mucus si visqueux, la capture et la destruction des bactéries étant de ce fait diminuées
(Matsui et al., 2005). Ainsi, la quasi-totalité¢ des patients souffrent d’infections pulmonaires
provoquées par diverses pathogénes qui peuvent étre isolés a partir d’expectorations ou de
lavages broncho-alvéolaires. La nature des germes retrouvés dépend du patient et varie avec
I’age (Figure 8). Le premier germe a s’implanter est souvent Staphylococcus aureus, trés
rapidement apres la naissance. C’est le germe le plus répandu avec 67 % des patients touchés,
tous ages confondus. De plus, ces 10 derniéres années, la prévalence de souches de S. aureus
résistant a la méthicilline (MRSA) n’a cessé d’augmenter, avec 7.3 % des patients atteints en
2001, 22.6% en 2008 et 25.7 % en 2010. Cette émergence de souches de MRSA complique le
traitement des patients mais n’est toutefois pas liée au facteur mucoviscidose puisqu’elle est
également observée dans les infections communautaires (LiPuma, 2010). L’infection précoce
a S aureus, qui cause des Iésions pulmonaires, ainsi que les traitements anti-

Staphylococciques favorisent ensuite 1’implantation de souches de Pseudomonas aeruginosa
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(Govan & Nelson, 1993; Ratjen et al., 2001). La primo-infection & P. aeruginosa a lieu vers
I’adolescence. L’infection devient ensuite chronique et constitue un des facteurs prédicteurs
de morbidité et de mortalit¢ (Emerson et al., 2002). C’est pour autant un germe tres fréquent
avec plus de la moitié des patients infectés. De maniére au moins aussi préoccupante que pour
le MRSA, il y a actuellement une émergence des P. aeruginosa multi-drug résistant (MDR-
PA). Certains patients sont également infectés, de mani¢re chronique par Burkholderia
cepacia complex, qui regroupe 17 espéces trés proches entre elles de B. cepacia.
Actuellement, la prévalence de B. cepacia et de P. aeruginosa (hors MDR-PA) décroit. En
revanche, d’autres pathogeénes opportunistes tels que Stenotrophomonas maltophilia et
Alcaligenes xylosoxidans émergent. S. maltophilia était par exemple retrouvée chez seulement
4 % des patients en 1996 alors que son niveau atteint les 13.8 % pour I’année 2010 (LiPuma,

2010); http://www.cff.org). Par ailleurs, en France 6.6 % des patients CF sont infectés par

diverses Mycobactéries non tuberculeuse (NTM), notamment Mycobacterium abscessus
complex et Mycobacterium avium complex, représentant a eux deux plus de 95 % des
infections pulmonaires 8 NTM chez ces patients (Roux et al., 2009). De par leurs différents
dysfonctionnements, les poumons des patients CF constituent un véritable écosystéme dans
lequel sont retrouvées encore bien d’autres bactéries pathogénes, tel que Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae ou encore des entérobactéries telles que E. coli ou
Klebsiella pneumoniae (LiPuma, 2010). De fagon plus étonnante, des bactéries anaérobies, du
genre Prevotella, Propionibacterium, Porphyromonas, Selenomonas ou encore Veillonella,
sont fréquemment présentes dans les poumons des patients, et ceci en grande quantité, entre
10* et 10’ CFU/g d’expectoration, concentration comparable a celle de P. aeruginosa (Bittar
et al., 2008; Tunney et al., 2008). La colonisation a P. aeruginosa semble d’ailleurs participer
a I’implantation de ces bactéries anaérobies puisque la probabilité¢ de retrouver ces dernicre
dans les expectorations est plus importante pour les patients colonisés par P. aeruginosa
(Tunney et al., 2008). D’autre part, le microbiote pulmonaire des patients CF est aussi
composé¢ de nombreuses especes de champignons dont certaines pourraient participer au
déclin de la fonction respiratoire (Chotirmall et al., 2010). Ainsi, dans les expectorations de
patients adultes, les genres Aspergillus et Candida sont trés fréquemment retrouvés,
notamment A. fumigatus et C. albicans détectés chez 54 % et 80 % des patients
respectivement (Bouchara et al., 2008). Malassezia sp., Scedosporium prolificans et
S. apiospermum et Exophiala dermatitidis sont aussi régulierement retrouvés (Bouchara et al.,
2008; Delhaes et al., 2012). Enfin, de multiples virus sont également retrouvés dans les

expectorations de ces patients, incluant des Rhinovirus, les plus fréquents, des Adénovirus,
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des virus Influenza, des virus Parainfluenza, le virus respiratoire syncytial ou encore des
Coronavirus (Burns et al., 2012).

Comme détaillé précédemment, ces différents pathogeénes vont évoluer avec 1’age du
patient mais aussi évoluer individuellement, compliquant une fois de plus le traitement de ces
patients. En plus de I’acquisition de résistances aux antibiotiques, les bactéries développent
des moyens de défense vis-a-vis du systétme immunitaire. Par exemple, la formation de
biofilm par P. aeruginosa ou la formation d’une capsule polysaccharidique par S.aureus va
leur conférer une résistance a la phagocytose (Callaghan & McClean, 2012; Ulrich et al.,
2007). D’autre part ces différents micro-organismes vont interagir entre eux, a I’image du
virus respiratoire syncytial qui va aider a la colonisation bactérienne de 1’épithélium et a la
diminution de la clairance mucociliaire bactérienne (Van Ewijk et al., 2007; Stark et al.,

2006).

B cepacia complex
<2 2t05 61010 11te 17 18 to 24 2510 34 35to 44 45+

Age des patients (année)

Fourcentage de patients

Figure 8 : Germes respiratoires par tranche d’age en 2010

T MRSA : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

* MDR-PA : Pseudomonas aeruginosa multi-drug résistant

En moyenne, sur ’ensemble des patients, la prévalence est 51.2 % pour P. aeruginosa (-),
17.2 % pour H. influenza (-), 67 % pour S. aureus (-), 9.8 % pour MDR-PA (-),13.8 % pour
S. maltophilia (-), 2.5 % pour B. cepacia complex (-), 6.2 % pour A. xylosoxydans(-) et 25.7
% pour MRSA (-). Selon le rapport de données annuel 2010 du registre patient de la Cystic
Fibrosis Foundation

(http://www.cff.org/UploadedFiles/Living WithCF/CareCenterNetwork/PatientRegistry/2010-
Patient-Registry-Report.pdf).

(3) Les symptomes cliniques
En plus des lésions, les infections pulmonaires vont provoquer une inflammation
chronique chez les patients, engendrant notamment la sécrétion de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires et une augmentation de la population de neutrophiles (cf. paragraphe 11.B.3.).
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En premier lieu, ces facteurs inflammatoires vont venir exacerber les problémes préexistants,
favorisant encore 1I’implantation des pathogénes. En effet, il a été montré que 1’interleukine
(IL-) 6, le tumor necrosis factor (TNF)-a, I'IL-1f et IL-9 stimulaient la sécrétion de
différentes mucines (Hauber et al., 2004; Longphre et al., 1999; Louahed et al., 2000;
Smirnova et al., 2001; Yoon et al., 1999; Zhou et al., 2001).

D’autres part, I’inflammation chronique, avec une hypersécrétion de protéases telle
que I’¢lastase par les neutrophiles, ajoutée au stress oxydant généré par les ROS (cf. § 1.C.5),
va conduire a une protéolyse dégradant les tissus pulmonaires, une dilatation des bronches et
une fibrose pulmonaire (Gibson et al., 2003; Marelich & Cross, 1996). Viennent s’ajouter a
cela, des atteintes ORL comme des polypes nasaux (Brihaye et al., 1997). Les patients atteints
de mucoviscidose présentent ainsi une dyspnée (géne pour respirer), une ventilation
pulmonaire accélérée et sifflante, des rhinosinusites et une toux chroniques, des
expectorations de mucus et parfois des hémoptysies. L’intensité de ces symptdmes varie dans
le temps et les patients connaissent des épisodes d’exacerbation (augmentation en fréquence
et en intensité¢ de la toux, des expectorations, des hémoptysies, diminution des capacités
respiratoires, ficvre, fatigue). Les exacerbations pulmonaires répétées ont des répercutions
négatives a long terme, sur la fonction pulmonaire et 1’espérance de vie. L’insuffisance
respiratoire est de plus en plus sévere avec I’augmentation de 1’age. Elle peut étre évaluée par
la mesure du volume expiratoire forcé en 1 seconde (FEV)), reflétant la fonction pulmonaire

(Figure 9).
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Figure 9 : Fonction respiratoire en fonction de I’age

Le FEV | est exprimé en pourcentage de la valeur normale calculée par rapport a la taille, au
poids, a l’dge, au sexe, aux origines ethniques... du patient.
D’apres le rapport 2010 de la Cystic Fibrosis Foundation.
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E. Les Traitements

1. Les traitements symptomatiques

Il n’existe aujourd’hui aucun traitement curatif de la mucoviscidose. Cependant, de
grands progres ont ¢€té faits sur les traitements symptomatiques, 1’espérance de vie des
patients augmentant d’année en année (Figure 10). Pour les symptomes gastro-intestinaux, les
patients doivent suivre un régime hypercalorique associé a une administration d’extraits
pancréatiques et de compléments alimentaires, tels que les vitamines. Pour les patients
concernés par le diabéte, s’ajoute une insulinothérapie. Les traitements les plus lourds sont
liés aux symptomes pulmonaires. Les patients subissent une kinésithérapie respiratoire
quotidienne pour désencombrer les bronches. Différentes drogues mucolytiques, des
bronchodilatateurs ainsi que des drogues anti-inflammatoires leurs sont également
administrés. Enfin, pour lutter contre les infections, les patients regoivent des cures
d’antibiotiques tres régulieres qu’il est nécessaire d’adapter a I’évolution de la résistance chez
les différents germes. Certains patients dont 1’insuffisance respiratoire est trés séveére sont
traités par oxygénothérapie. Lorsque ces traitements ne suffisent pas et que le pronostic vital
est engagé, la transplantation pulmonaire reste aujourd’hui le seul recours (Ratjen & Doring,

2003).

Prédiction de 'dge de survie médian
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Figure 10 : Prédiction de I’4ge de survie médian des patients en fonction de leur année

de naissance

L’étude est réalisée pour des patients CF américains nés entre 1986 et 2008. D apres
(LiPuma, 2010), basé sur le rapport 2008 de la Cystic Fibrosis Foundation.
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2. L’antibiothérapie contre P. aeruginosa
a) La primo-infection
Les souches de P. aeruginosa isolées de primo-infection sont généralement non
mucoides et sensibles aux antibiotiques couramment utilisés. Le traitement de ces infections
pose peu de problémes. Associ¢ a un diagnostique précoce de la maladie, un suivi régulier du
patient et de bonnes mesures d’hygiéne, les traitements antibiotiques précoces, parfois
agressifs, semblent permettre 1’éradication de P. aeruginosa pendant plusieurs années et

retarder le passage a la chronicité de 1’infection (Doring & Hoiby, 2004).

b) L’infection chronique

A partir du moment ou I’infection devient chronique, 1’antibiothérapie est souvent
quotidienne, notamment avec des traitements inhalés (tobramycine, aztréonam, 1évofloxacine,
colimycine). Lors des exacerbations pulmonaires, I’antibiothérapie devient intensive et peut
nécessiter I’hospitalisation du patient. En fonction du profil de résistance de la bactérie,
différents antibiotiques ou associations d’antibiotiques sont alors utilisés par voie orale
(azithromycine, ciprofloxacine) ou intraveineuse (aminosides / [-lactamines, aminosides /
fluoroquinolones). Ces cures nécessitent plusieurs administrations quotidiennes pendant

plusieurs semaines (www.has-santé.fr; Bals et al., 2011; Gibson ef al., 2003).

3. Les nouvelles thérapies

a) Les molécules ciblant les origines de la maladie

De nombreuses molécules pharmacologiques visant a corriger directement les défauts
de transport ionique sont actuellement a 1’étude (Table 1). Certaines ont pour cible la protéine
CFTR, afin d’augmenter le nombre de protéines présentes a la membrane apicale, ce sont les
correcteurs, ou encore d’améliorer sa fonction, ce sont les potentiateurs. D’autres molécules
ciblent différents canaux ioniques impliqués dans la physiopathologie de la mucoviscidose
comme le canal ENaC. Bien que leur utilisation semblent prometteuse, certaines molécules
efficaces en recherche préclinique se sont avérées avoir un tres faible effet sur les patients CF
(Leonard et al., 2012). Ce manque de corrélation entre les résultats obtenus in vitro ou chez
I’animal et ceux obtenus chez I’homme n’est pas le seul obstacle. Beaucoup de ces molécules
devront étre optimisées afin de réduire leur toxicité et d’améliorer leur pharmacocinétique
sans perte de I’activité de la molécule. Enfin, a I’instar du VX-770, le spectre d’activité de ces
molécules est souvent réduit, ne couvrant pas I’ensemble des mutations existantes, ce qui

implique le développement de nombreuses molécules.
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Table 1 : Synthése des molécules pharmacologiques en cours d’étude

. Nom de la Mutation . Stade de L ox
Cibles . o1z Fonctionnement , Références
molécule ciblée développement
CFTR Codon stop Permet la lecture malgré les codons stop par Essai clinique (Kerem et al., 2008; Sermet-
Correcteurs Ataluren (PTC-124) prématurés les ribosomes phase III Gaudelus et al., 2010)
. ) ,. C (Rubenstein ef al., 1997,
Fiosda  (Spelorle mtn fela e s Esl IS b & Zsiin, 1995
prev & p p Zeitlin et al., 2002)
. Améliore la maturation de la protéine dans Essai clinique (Leonard et al., 2012; Norez et
Miglustat F508-del | pp phase IT al.. 2006; Norez et al., 2009)
Réduit la rétention de la protéine mutée Essai clinique
VX-809 F508-del dans le RE phase 1 (Clancy et al., 2012)
. Réduit la retent}on de l.a proteine mutee Recherche (Cartiera et al., 2010; Egan et
Curcumin F508-del dans le RE par interaction avec le R .
préclinique al., 2004; Lipecka et al., 2006)
cytosquelette
- - Recherche
glafénine F508-del Améliore le routage e (Robert et al., 2010)
préclinique
sildénafil F508-del, Améliore la maturation et le routage de la Recherche (Dormer et al., 2005; Robert et
R1283M protéine mutée préclinique al., 2008)
Réduit la rétention de la protéine mutée
. . dans le RE en modifiant I’interaction avec Recherche
thapsigargine F308-del les protéines chaperonnes par inhibition des préclinique (Egan et al., 2002)
pompes-calcium
F508-del, . . .
Améliore partiellement la conformation de Recherche (Van Goor et al., 2006; Yu et
VRT-325 R258G . , A
la protéine muté préclinique al.,2011)

S945L, H949Y




CFTR

Augmente la fréquence d’ouverture du

Essai clinique

(Accurso et al., 2010; Ramsey et

Potentiateurs * 110 G351D canal phase I11 al.,2011)
antihypertensivel,4 F508-del, Activation de CFTR possiblement par Recherche (Budriesi et al., 2011;
dihydropyridine G551D interaction directe préclinique Pedemonte et al., 2005)
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b) La thérapie génique

C’est une thérapie qui suscite un vif engouement comme en témoignent, toutes
indications confondus, les 956 essais cliniques réalisés a travers le monde ces 10 dernicres
années (http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/). Dans la mucoviscidose,
elle vise a introduire le géne CFTR normal au sein de cellules défectueuses, en premier lieu
au niveau du tissu pulmonaire. L’ADN «nu » étant rapidement éliminé et ne permettant
aucun ciblage cellulaire, des vecteurs sont nécessaires. Aujourd’hui deux grandes stratégies
existent : les vecteurs viraux et les vecteurs synthétiques. Les vecteurs viraux les plus utilisés
sont les Adéno-associated virus (AAV). Des études préclinique montrent qu’ils sont capables
d’un transfert de géne efficace sur le long terme mais cette efficacité n’a pas pu étre retrouvée
chez I’homme (Martini et al., 2011; Moss et al., 2007). Ces résultats associés aux différents
inconvénients liés a ce type de vecteurs (leur immunogénicité, les risques oncogéniques
encourus) ont amené au développement de vecteurs non-viraux. Aujourd’hui, les vecteurs
non-viraux les plus populaires sont les lipides cationiques qui forment une cavité interne
hydrophile renfermant I’ADN. Par rapport aux virus, infectieux par nature, ces vecteurs
pourraient laisser prévoir une efficacité réduite, pourtant, les premiers essais cliniques réalisés
ont ét¢ probants (Alton ef al., 1999). Ils ont conduits a des essais sur un nombre de patients
plus élevé, entre 2009 et 2011 au Royaume Unis, essais dont les conclusions ont permis la
mise en place d’un troisiéme essai clinique dans lequel la dose est multiple, avec une
administration par mois pendant un an (http://www.cfgenetherapy.org.uk/clinical/multidose.
html). L’avancée des recherches sur ces deux types de vecteurs, viraux et synthétiques, est
lente. Il existe, d’une part des difficultés liées aux caractéristiques méme de la thérapie
génique comme |’efficacité de transfert, et d’autre part des problémes liés a la maladie tels
que la viscosité du mucus, les vecteurs devant le traverser pour transfecter des cellules cibles.
Avec la découverte récente des cellules souches pluripotente induites (IPSCs), un nouveau
type de thérapie génique est envisagé pour la mucoviscidose (Takahashi & Yamanaka, 2006).
En effet, en principe, les cellules issues du patient pourraient étre rendues pluripotentes avant
d’étre corrigées, grace a I’utilisation de zinc-finger nucléases par exemple, puis différenciées
en cellules épithéliales respiratoires et enfin transplantées chez le patient (Mou ef al., 2012;
Sebastiano et al., 2011). Ces découvertes sont trés prometteuses et progressent rapidement.
Cependant de nombreuses mises au point seront certainement nécessaires avant une utilisation

thérapeutique optimale chez I’homme (Moodley et al., 2011).
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F. Le diagnostic de la maladie

1. Dépistage néonatal

Le dépistage néonatal est devenu obligatoire en France en 2002 (Farriaux et al., 2003).
Il permet une prise en charge plus précoce de la maladie réduisant la morbidité (Dijk ef al.,
2011). Ainsi, I’incidence de la maladie est déterminée a une naissance sur 4136 en France
(Munck & Roussey, 2008). Le dépistage néonatal consiste en un dosage de la trypsine
immunoréactive (TIR) dans le sang couplé a une recherche de mutations (Figure 11). En effet,
chez le nourrisson CF, les conduits pancréatiques sont obstrués, la pression dans ces conduits
est donc augmentée favorisant le passage dans le sang des enzymes pancréatiques telles que la
trypsine. Ce programme permet le dépistage de plus de 96 % des nouveau-nés atteints de
mucoviscidose (Munck & Roussey, 2008). En revanche le dosage de la TIR n’est pertinent
que pour les nouveau-nés car I’évolution de la maladie conduit a une fibrose pancréatique (cf.
§ 1.D.1) provoquant une forte diminution de la synthése des enzymes pancréatiques apres 6
mois de vie. D’autre part, lors de la recherche de mutations, il est possible qu’une seule
mutation soit retrouvée. Il peut alors s’agir d’un porteur sain qui ne développera pas la
maladie ou, d’un sujet dont la seconde mutation n’appartient pas a la liste des 30 mutations

recherchées. Afin de statuer, un autre test est réalisé : le test de la sueur.

2. Le test de la sueur

Le conduit d’absorption des glandes sudoripares est formé d’un épithélium
d’absorption qui permet la réabsorption des ions, notamment chlorure et sodium. Le transport
du chlorure étant effectu¢ par CFTR dans le sens du gradient, les patients atteints de
mucoviscidose produisent une sueur riche en sel. Le test, mis au point en 1959, consiste a
stimuler la sudation grace a la pilocarpine, alcaloide végétal stimulant des récepteurs du
systeme parasympathique, puis doser la concentration en ions chlorure dans la sueur recueillie
(Gibson & Cooke, 1959). Dans certains cas, ni ce test ni 1’étude approfondie du géne CFTR
ne permettent d’établir un diagnostic et une étude fonctionnelle du transport ionique est alors

préconisée par mesure de différence de potentiel au niveau de 1’épithélium nasal (Figure 11).
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Figure 11 : Organigramme du dépistage de la mucoviscidose
ddp : différence de potentiel ; TIR : trypsine immunoréactive ; CFTR : cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator ; CF : cystic firosis

3. Exploration fonctionnelle du transport ionique par mesure de la
différence de potentiel (ddp) nasale

a) Origine du potentiel transépithélial
L’¢épithélium est constitué de cellules jointives qui séparent deux compartiments de
compositions chimiques différentes : le compartiment intracellulaire (int.) et le compartiment
extracellulaire (ext.). La différence de composition en ions est nécessaire au maintient de
I’homéostasie et aux besoins métaboliques des cellules. Elle est maintenue par 1’association
des transports trans-cellulaires (pompes, canaux et transporteurs) et par I’étanchéité de

I’épithélium grace aux jonctions serrées (cf. § I.C.1).

D’une part, les ions sont des molécules chargées répondant au principe
d’¢électroneutralité. Ce principe implique qu’au sein de chaque compartiment, les charges
positives et négatives s’annulent. La concentration de chaque ion sera donc différente dans les
deux compartiments avec toujours autant d’anions que de cations pour un compartiment
donné.

D’autre part, lorsqu’il existe une différence de concentration entre les 2
compartiments, celle-ci va créer un gradient de concentration au travers de I’épithélium régit

par la loi de Fick (Table 2).
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Ces 2 principes, d’électroneutralité et de diffusion de la maticre, sont intégrés dans
I’équilibre de Gibbs-Donnan (Table 2). A cet équilibre, les différences de concentration
maintiennent un gradient de concentration pour chaque ion. Les ions étant des molécules
chargées, celui-ci va induire, au niveau de la membrane, une séparation de charge produisant
un gradient ¢€lectrique en retour. Ce gradient €lectrique s’oppose a toute autre mouvement de
I’ion dans le sens du gradient de concentration. Alors il existe pour chaque ion un équilibre
dynamique ou la diffusion est continue mais est compensée exactement par une migration
imposée par le gradient électrique. Il existe ainsi une différence de potentiel théorique, entre
les 2 compartiments, propre a chaque ion. Cette différence de potentiel est définie par

I’équation de Nernst (Table 2).

L’¢équation de Goldman généralise I’équation de Nernst a la membrane de
I’épithélium. Elle considére 1’ensemble des ions ainsi que la perméabilité de la membrane,

différente pour chaque ion (Table 2).

Si la membrane n’était perméable qu'a un seul ion, le potentiel de membrane E,, au
repos serait égal au potentiel d’équilibre de ’ion Ej,, décrit ci-dessus. Tel n'est pas le cas et
chaque ion est soumis a un gradient électrochimique exprimé par E;, - Ejo,. C’est ce gradient
¢lectrochimique qui définira le flux net de I’ion considéré au travers de la membrane

plasmique : flux entrant ou flux sortant.

Si I’on considére maintenant le potentiel transépithélial, on ne se place plus de part et
d’autre d’une membrane mais d’un €pithélium. La différence de potentiel est alors mesurée
entre la lumiere du coté apical et la face basolatérale de I’épithélium. La perméabilité de 1’ion
va alors dépendre de la résistance imposée par I’épithélium. Cette résistance (exprimée en
Ohm) est I’inverse de la conductance (exprimé en siemens). Elles sont dépendantes de deux
parametres :

- D’étanchéité de la voie paracellulaire dépendant des jonctions serrées (cf. § 1.C.1). Plus

I”épithélium est jointif, plus la résistance est importante.

- la capacité des ions a franchir les membranes apicale et basolatérale par les différents
canaux, transporteurs et pompes (cf. § I.C.1). Plus le transport de I’ion est facilité, plus

la conductance est élevée.
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Loi de Fick Le flux de diffusion de la maticére, des zones de forte concentration vers celles de faible concentration, est

proportionnel au gradient de concentration

Equilibre de Gibbs-Donnan ~ Soit deux compartiments A et B séparés par une membrane hémiperméable

Etat initial : 1’électroneutralité est respectée A Na Na' B
. . . 100 mM 100 mM
La membrane est perméable au sodium (Na") et au 2
chlorure (CI") 100 mM
A
La membrane est imperméable a un anion (A") 100 mM
. . . A Na* Na B
Les ions chlorure vont diffuser selon leur gradient
100 mM 100 mM
de concentration i
L’anion A™ ne peut pas diffuser — A
* 100 mM
. . ) o\ . A B
En raison du principe d’¢électroneutralité, les ions Na* = Na
sodium diffusent vers le compartiment B contre ci -
. . A
leur gradient de concentration b i o2
A Na* = Na B
Il se créera un équilibre selon lequel le rapport de 67 mM * |7 133 mMm
Cl | ClI
concentration des ions diffusibles est le suivant : e
67 MM + |- 33 mM
+ - + - = = "
[Na'J]a X [CI']a=[Na']gx [Cl']s ¥le— "
= 100 mM



http://fr.wikipedia.org/wiki/Diffusion_de_la_mati%C3%A8re

Equation de Nernst Eion = (RT / zF) X (In [ion]ex, / In [i0n]in)

Eion : le potentiel d’équilibre de I’ion considéré en mVolts
R : la constante des gaz parfaits (8,314570 Joules-mol-K™)
T : la température en kelvin (K)

z : la valence de I’ion

F : la constante de Faraday (96 485 coulomb.mol™)

In : logarithme népérien

[ion] : concentration de 1’ion considéré

Equation de Goldman pour ~ Epn=(RT/F) X In (Pna+ X [Na i, + Prs X [K Jint
les 3 ions principalement +Per. X [ClJexe V(Prat X [Na'Jext, + Ps X [K'Jexe +
responsables du potentiel de  Pci. X [Cllint))

membrane

En : le potentiel de membrane du c6té du compartiment ext.
par rapport au compartiment int., en mVolts

R : la constante des gaz parfaits (8,314570 Joules-mol-K™)
T : la température en kelvin (K)

F : la constante de Faraday (96 485 coulomb.mol™)

P : la perméabilité de I’ion en m/s

In : logarithme népérien

[x] : concentration de I’ion considéré

int. :compartiment interne

ext. : compartiment externe

Table 2 : Lois et équations régissant le transport des ions au travers d’une membrane



b) Technique de mesure de la ddp nasale

La technique de mesure de ddp chez I’homme a été développée par Knowles et ses
collaborateurs qui ont également montré qu’elle permettait de discriminer les sujets atteints de
mucoviscidose des sujets sains (Knowles et al., 1981; Knowles et al., 1995). Son utilité a
ensuite €té mise en évidence pour le diagnostic des patients ayant une mucoviscidose atypique
(Wilschanski ef al., 2001). En France aujourd’hui, ce test est réalisé sur les patients présentant
un phénotype atypique lors du dépistage (cf. § I.F.2) afin d’évaluer la fonction de la protéine
CFTR au niveau de 1’épithélium nasal (Sermet-Gaudelus ef al., 2010).
En effet, cette technique permet d’apprécier la perméabilité de la membrane pour différents
ions et ainsi d’évaluer I’activité de CFTR. Elle consiste a mesurer la différence de potentiel
existant entre deux électrodes. Etant admis que les tissus sous-cutanés ont le méme potentiel
¢lectrique en tout point du corps, la premiére €lectrode est reliée a une aiguille placée en sous-
cutanée (coté basolatéral de I’épithélium) au niveau du bras et est utilisée comme électrode de
référence. L’¢lectrode de mesure est elle reliée a une voie d’un double cathéter placée au
niveau du cornet nasal inférieur, ou prédominent les cellules ciliées (cf. § 1.D.3.a) (De Boeck
et al., 2011). La différence de potentiel basale est mesurée apres la perfusion, par la seconde
voie du cathéter, d’une solution physiologique de Ringer. Cette ddp basale dépend
essentiellement de I’absorption du sodium par le canal ENaC, induite par la sécrétion active
du sodium au niveau basolatéral par la pompe Na'/K ATPase. La perfusion d’une solution
contenant de I’amiloride, un inhibiteur spécifique du canal ENaC, induit une dépolarisation de
la membrane proportionnelle a la perméabilité des ions sodium et donc a I’activité basale du
canal. La perfusion d’une solution pauvre en ions chlorure crée un gradient de concentration
favorisant la sécrétion du chlorure. Cette étape est traduite par une hyperpolarisation
membranaire qui permet d’évaluer globalement la perméabilit¢ de la membrane a ces ions.
Afin d’évaluer D’activit¢ maximum de CFTR, la solution pauvre en ions chlorure est
supplémentée d’isoprotérénol, un activateur de 1’adénylate cyclase permettant ainsi

d’augmenter la concentration intracellulaire d’AMPc (Figure 12).
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Figure 12 : Exemple de mesure de ddp nasale chez un sujet sain et un patient atteint de
mucoviscidose

Les tracés représentent [’évolution de la ddp en fonction des différentes solutions perfusées
dans le temps. Les valeurs de différence de potentiel basale ainsi que de la dépolarisation
induite par ’amiloride (AAmiloride) sont fortement plus négatives pour les patients atteints
de mucoviscidose que pour les sujets sains en raison de [’absorption accrue du sodium par
ENaC chez les patients. L’hyperpolarisation induite par le gradient de chlorure puis par
’isoprotérénol observés chez le sujet sain est absente ou réduite chez les patients, montrant
que la conductance aux ions chlorure a la membrane apicale de [’épithélium est
majoritairement dépendante de [’activité de CFTR (tracés procurés par D. Roussel et I.
Sermet).

G. Le modeéle murin de mucoviscidose

1. Caractéristiques du modéele

La mise au point de nouveaux traitements de la mucoviscidose, tels que les molécules
thérapeutiques citées dans le paragraphe 1.E.3.a), nécessite une phase de recherche préclinique
mettant souvent en jeu les modeles animaux. La souris étant ’animal de laboratoire le mieux
caractérisé et le plus accessible, le modele animal de mucoviscidose le plus utilisé aujourd’hui
est la souris génétiquement modifiée. Cependant, en raison des différences dans la
physiopathologie entre la souris et I’homme, il a récemment ét¢ développé des modeles de
porcs et de furets « knock-out » pour le géne CFTR. Ces modeles ouvrent de nouvelles
possibilités de recherche mais ne constituent pas aujourd’hui le modele idéal du fait du taux
de mortalité périnatal trés €élevé, de la grande variation phénotypique dans le développement

de la maladie entre les différents individus, de la nécessité d’animalerie particulierement
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adaptées a leur hébergement et des colts qui en résultent. Le modéle murin semble donc
malgré tout le plus adapté, le plus couramment utilisé étant la souris « knock-out » pour le
gene CFTR (Figure 13). Il existe également des souris portant des mutations particulicres
telles que F508del-CFTR ou G551D-CFTR. Toutes ces souris développent une pathologie
intestinale mais pas de pathologie pulmonaire. Elles présentent une histologie pulmonaire
normale et une absence d’hyperproduction de mucus au niveau bronchique (Grubb &
Boucher, 1999).

Une des raisons de cette absence de physiopathologie est la différence d’architecture
cellulaire des voies aériennes inférieures murines par rapport aux humaines. En effet, chez la
souris, les cellules de Clara se retrouvent dans tout I’arbre bronchique et constituent ~ 80 %
de I’épithélium bronchiolaire. Au contraire, chez 1’homme, elles ne sont présentes qu’au
niveau des derni¢res bronchioles, ou sont également retrouvées des cellules ciliés et des
cellules endocrines. Les cellules de Clara, cellules non-ciliées au pole apical bombé, sécrétent
notamment des lipides, des anti-protéases, des oxydases et joue un rdle dans la composition
du surfactant pulmonaire et la détoxification (Komaromy & Tigyi, 1988). A Dl’inverse, les
glandes sous-muqueuses, qui constituent le site majeur de I’expression de CFTR dans le
poumon humain, ne sont présentes que dans la partie proximale de la trachée chez la souris
(Borthwick et al., 1999). Ainsi, la structure des bronchioles humaines semble plus proche de
I’épithélium murin bronchique que bronchiolaire. Ces différences de structure influencent la
physiologie du poumon et constitue un premier ¢lément de réponse a 1’absence de phénotype
pulmonaire chez les souris CF (Wilke et al., 2011). D’autre part, chez I’homme, les canaux
CaCC contribuent que faiblement a la sécrétion du chlorure et leur activation est généralement
transitoire ou dépendante de CFTR. Ainsi, bien que 1’activité de ces canaux soit augmentée
chez les patients CF, cela ne permet pas de compenser le défaut d’activité de CFTR. Chez la
souris en revanche, la sécrétion de chlorure est plutot liée aux canaux chlorure calcium
dépendant, et notamment au canal TMEMI16A, qu’au canal CFTR. Ce canal assurerait donc
une sécrétion d’ion chlorure chez la souris CF, en particulier au niveau de la trachée et des
voies aériennes inférieures, ce qui pourrait aussi contribuer a 1’absence de phénotype
pulmonaire chez ces souris (Kunzelmann et al., 2012).

L’absence de phénotype pulmonaire a pour conséquence une faible susceptibilité des
souris CF aux infections pulmonaires bactériennes. Lors d’une infection pulmonaire a
P. aeruginosa, les souris CF comme les wild type, éliminent les bactéries ou meurent
rapidement, en fonction de la dose administrée. L’établissement d’une infection pulmonaire

chronique a P. aeruginosa nécessite donc 1’utilisation d’agents immobilisants, tels que I’agar,
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permettant une libération lente des bactéries dans les poumons et dépend aussi du fond
génétique des souris. Actuellement, ces modeles d’infection chronique sont encore imparfaits
(Bragonzi, 2010).

Par ailleurs, la mucoviscidose est certes due a des mutations sur le géne CFTR mais la
physiopathologie découle aussi de I’hyperabsorption du sodium par le canal ENaC,
secondaire a sa non régulation par CFTR (cf. § 1.C.5). Dans ce contexte, des souris
surexprimant la sous-unité 3 du canal ENaC ont été générées (Mall et al., 2004; Zhou et al.,
2011). Ces souris présentent une déplétion du liquide de surface périciliaire et un
épaississement du mucus qui vont induire une diminution de la clairance mucociliaire et de
I’inflammation 1.D.3.b)(1). Cela induit un ralentissant de la clairance bactérienne mais les
souris ne présentent pas de disposition naturelle aux infections. Malgré un taux de mortalité
périnatal de 50 %, ces souris constituent une alternative intéressante permettant des études
dans un contexte d’encombrement pulmonaire semblable a celui des patients. Cependant,
elles ne peuvent constituer un modele d’étude du transport ionique dans le contexte
mucoviscidose puisque I’expression et la fonction de CFTR, ainsi que toutes les régulations
qui en découlent, ne sont pas altérées (cf. § 1.C).

En revanche, pour étudier le transport ionique, la muqueuse nasale des souris CFTR
« knock-out » ou CFTR-muté est un modele pertinent. En effet, contrairement a 1’épithélium
pulmonaire, I’épithélium nasal de ces souris présente des caractéristiques structurales et
fonctionnelles semblables a 1’épithélium bronchique humain. Ainsi, la partie proximale de la
cavité nasale est majoritairement recouverte d’épithélium respiratoire, principalement
constitu¢ de cellules ciliées et de cellules a mucus, comme I’épithélium trachéo-bronchique
humain. Chez la souris, la protéine CFTR est 10 fois plus exprimée au niveau de 1’épithélium
nasal que dans les poumons (Wilke et al., 2011). D’un point de vue fonctionnel, les anomalies
majeures du transport ionique observées chez les patients CF sont retrouvées au niveau de
I’épithélium nasal des souris CF. Cet épithélium montre une hyperabsorption du sodium ainsi
qu’un défaut de sécrétion du chlorure a 1’état basal (Grubb et al., 2009; Grubb & Boucher,
1999). De plus, comme dans les voies aériennes humaines, au niveau de 1’épithélium nasal
des souris la sécrétion de chlorure dépendante du calcium semble étre plus stimulée chez les
CF que chez les sujets sains/souris WT (Grubb et al., 1994; Grubb et al., 2009; Kunzelmann
et al., 2012; Mall et al., 2003). L’¢tude des transports ioniques dans ce modele est possible
grace a différentes techniques d’électrophysiologie dont la différence de potentiel (ddp)

nasale.
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Figure 13 : Génération de souris génétiquement invalidées

La premiere étape consiste a construire un plasmide porteur contenant [’exon inactivé du
gene d’intérét bordé par des séquences de recombinaisons homologues et des genes de
résistance aux antibiotiques. Ce vecteur est ensuite transfecté dans des cellules souches
embryonnaires murines. L exon inactivé du gene va s'insérer par recombinaison homologue
et de maniere spécifique au locus précis du gene a supprimer. Les cellules souches
recombinées sont ensuite sélectionnées par les genes de résistance aux antibiotiques puis
injectées dans des blastocystes murins, eux-mémes réimplantés dans |’'utérus d’une femelle
pseudo-gestante. Cela donnera naissance a une génération F0 de souris chimeres dont une
partie des cellules, y compris germinales, pourra étre porteuse de la mutation génétique.
Le croisement entre chimeres F0 et souris de phénotype "sauvage" permet |’obtention de
souris F1 hétérozygotes (knock-out/sauvage) lorsque les cellules souches modifiées
touchaient la lignée germinale des F0. Le croisement des individus F1 permet la génération
F2 avec des homozygotes knock-out / knock-out dans 25% des cas.
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2. La mesure de ddp chez la souris

La mesure de ddp chez la souris a été¢ adaptée a partir de la technique utilisée chez
I’homme (cf. § 0 (Grubb et al., 1994). Cependant, plusieurs points différent de la mesure chez
I’homme et différent également entre les différents groupes pratiquant cette technique chez la
souris (Griesenbach et al., 2008; Grubb et al., 1994; Kelley et al., 1997; Lubamba et al.,
2008; Salinas et al., 2004):

@ La séquence de perfusion :
- Solution physiologique (parfois supprimée)
- Solution physiologique + amiloride
- Solution physiologique pauvre en ions chlorure (souvent remplacé par du gluconate, anion
imperméant) + amiloride (parfois supprimée)
- Solution physiologique pauvre en ions chlorure + amiloride + activateur/inhibiteur

La nature de la solution physiologique varie d'un protocole a 1’autre : Ringer, Krebs,
autres solutions phosphate ou HEPES.

L’utilisation d’activateur de CFTR n’est pas systématique. Le plus utilis¢ est la
forskoline, un activateur de 1’adénylate cyclase permettant d’augmenter la concentration
intracellulaire d’AMPc, alors que c’était 1’isoprotérénol qui était utilis¢é chez 1’homme
(médicament autoris¢).

Le protocole chez I’homme ne fait pas intervenir I’utilisation d’inhibiteur. Chez la
souris, la mesure de ddp n’étant pas un outil diagnostique mais un outil de recherche, il est
important de pouvoir caractériser la sécrétion de chlorure, résultant du gradient de
concentration engendré par la perfusion de la solution pauvre en ion chlorure, afin de
déterminer la nature du transport (CFTR, autre canaux, transport par voie paracellulaire (cf. §
I.C.1)) (Brady et al., 2001). Sont ainsi utilisés des inhibiteurs spécifiques de CFTR tels que
I’Inh-172 et le GlyH101, des inhibiteurs spécifiques d’autres canaux comme 1’acide
niflumique pour les CaCC ou des inhibiteurs de canaux chlorure non spécifiques a I’exemple
du DPC et du DIDS, CFTR n’étant pas sensible a ce dernier (Brady ef al., 2001; Muanprasat
et al., 2004; Salinas et al., 2004).

@ Le débit de perfusion :
Chez I’homme d’environ 5 mL/min, il est réduit entre 0.018 et 3 mL/h chez la souris.
Malgré cette réduction du débit de perfusion, la souris a une propension a 1’étouffement du

fait que la manipulation doive étre réalisée sous anesthésie générale. Selon les groupes de

49



recherche, la souris est donc intubée ou positionnée de fagon inclinée avec un papier

absorbant a I’extrémité de la narine.

@ La position double cathéter :

La taille du cathéter est également adaptée, le diamétre ne dépassant pas 1 mm.
D’autre part, la partie supérieure de la cavité nasale de la souris (5 mm et au-deld) est
recouverte d’'un mélange d’épithélium respiratoire, comprenant des cellules ciliées et des
cellules caliciformes (cf. § 1.D.3.a), et d’épithélium olfactif constitué¢ notamment de cellules
réceptrices. L’odorat étant plus développé chez la souris, cet épithélium est plus étendu que
chez ’homme, représentant la moitié de la surface de la cavité nasale contre moins de 8 %
pour I’homme (Escada et al., 2009). Les propriétés du transport ionique différent entre cet
¢épithélium olfactif et I’épithélium respiratoire, ¢’est pourquoi malgré que les protéines CFTR
et ENaC soit exprimées au niveau de 1’épithélium olfactif, cette partie est peu pertinente pour
I’étude des transports ioniques (Grubb et al., 2009). En revanche, la partie inférieure du nez
de la souris est recouverte trés majoritairement d’épithélium respiratoire et peut étre explorée
par la mesure de ddp afin d’en étudier les transports ioniques (Parsons et al., 2000). Le

cathéter est donc positionné entre 2 et 5 mm selon les groupes de recherche.

Comme c’est le cas chez ’homme, il y a deux profils distincts entre les souris wild
type (WT) et les souris CF comparables aux profils humains de sujets sains et de patients
(Figure 14). Ainsi, chez la souris CF :

- la ddp basale, reflétant principalement le transport du sodium, est plus électro-négative

- la dépolarisation induite par D’amiloride, inhibiteur du canal ENaC, est plus
importante, son activité basale n’étant plus régulée négativement par CFTR

- D’hyperpolarisation en réponse a la solution pauvre en ions chlorure observée chez les
souris WT est absente chez les souris cffr « knock-out » et moindre chez les souris
porteuses de la mutation F508del-CFTR.

Il est a noter que comme attendu, aucune activité de CFTR n’est observée chez les
souris cftr « knock-out » alors qu’il existe une activité résiduelle de la protéine F508del-
CFTR chez les souris portant cette mutation, avec une hyperabsorption du sodium moins

exagérée et une légere sécrétion d’ions chlorure.

Cette technique permet donc 1’é¢tude du transport des ions sodium et chlorure chez les

souris CF. Elle est beaucoup utilisée pour mettre en évidence une restauration de la sécrétion
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des ions chlorure dans le test de molécules pharmacologiques visant a corriger les
dysfonctionnements de la protéine CFTR mutée (cf. § 1.E.3.a) et les essais de thérapie génique
(Alexander et al., 2011; Barker, 2005; Bruscia et al., 2006; Cartiera et al., 2010; Colas ef al.,
2011; Elmer et al., 1999; Griesenbach et al., 2010; Lubamba et al., 2008; Lubamba ef al.,
2009; Lubamba et al., 2011; Ostrowski et al., 2007).

/SOIution physiclegique

Amiloride
olution physiologique
=25 -5 254 "
Amiloride olution pauvre en CI-
-20 /solution physiclogigque -20 l 20 f
o olution pauvre en Cl-
E =154 f‘“"'l"'de Solution pauvre en CI- g -15 I g 15+
% 1 % -10-'—\\»‘ % ™
o =
-5 -5-1
o 5 1 15 ° H Yy 15 o 5 1 15
Temps: (min) Temps (min) Temps (min)
Souris WT Souris F508del-CFTR Souris CFTR knock-out

Figure 14 : Exemple de mesure de ddp nasale chez la souris WT et dans deux
modéles de souris CF

Les enregistrements représentent la ddp en fonction des différentes solutions perfusées dans
le temps. La ddp basale, obtenue apres perfusion d’une solution physiologique, représente
principalement le transport du sodium et est augmentée chez les souris CF. L’amiloride
inhibe ENaC induisant une dépolarisation proportionnelle a la fonction basale de ce canal, et
donc supérieure chez les souris CF. La solution pauvre en ions chlorure induit une
hyperpolarisation, traduisant la sécrétion d’ions chlorure, qui est absente chez les souris CF
en raison de la faible perméabilité de leur membrane a ces ions. La souris portant la
mutation F508del-CFTR présente une activité ionique intermédiaire entre la souris WT et la

CFTR « knock-out », F508del-CFTR conservant une activité résiduelle (données
personnelles).
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II.L’infection a Pseudomonas aeruginosa dans la mucoviscidose

A. Généralités sur la bactérie

P. aeruginosa est un bacille Gram négatif appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae (Figure 15). Ces bactéries sont mobiles grace a une ciliature monotriche
et se présentent isolées, par 2 ou associées en courtes chaines. La grande majorité des souches
de P. aeruginosa synthétisent de la pyocyanine, de la fluorescine ou de la pyoverdine et plus
rarement, de la pyomélanine ou de la pyorubine, des pigments hydrosolubles se diffusant dans
les milieux de culture. Leur température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C
mais elles tolérent aussi une température de 42°C. P. aeruginosa est aérobie mais capable de
dénitrification (Palleroni, 2010). Elle vit en saprophyte dans I’eau et les sols humides ainsi
qu’a la surface des végétaux, résistant mal a la dessiccation (Hirai, 1991). Sa concentration
dans les eaux potables est surveillée et un arrété du 14 mars 2007 impose zéro colony forming
unit (cfu) /250 mL. Par ailleurs, I’ANSES recommande une valeur limite de 100 cfu/L dans
les eaux de baignades artificielles. Il existe une grande diversité des souches de P. aeruginosa
isolées des patients CF qui semble indiquer qu’elles sont le plus souvent originaire de
I’environnement (Pirnay et al., 2009). Ces souches sont classiquement typées par des
méthodes phénotypiques. Cependant, il est aujourd’hui possible de typer les différentes
souches de P. aeruginosa par des techniques génotypiques, de maniere rapide et extrémement
fiable et précise. L’une de ces approches, basée sur la détection de polymorphismes au niveau
du core-génome et d’ilots génomiques, produit un codage binaire a partir de 58 marqueurs
génétiques permettant de distinguer différents complexes clonaux au sein d’une population de
P. aeruginosa (CLONDIAG, Jena, Germany). Une étude réalisée sur des isolats provenant de
divers pays d’Asie, d’Europe et d’Amérique, a d’ailleurs montré, grace a cette technique, que
certaines souches pouvaient étre isolées a la fois de patients CF et de I’environnement. Parmi
les plus fréquemment retrouvées, la souche CHA a par exemple été isolée du sol au Japon,
d’eau de riviere en Allemagne et de patients CF en Europe centrale. (Toussaint et al., 1993;
Wiehlmann et al., 2007). En effet, P. aeruginosa est aussi une bactérie commensale pour
I’homme et les animaux, retrouvée dans les intestins et plus rarement sur la peau, qui est
¢galement un pathogene opportuniste, notamment chez les patients atteint de mucoviscidose
(Berthelot et al., 2005). Ce caractére opportuniste est d’ailleurs observable méme chez ces
patients puisque pres de 50 % des patients CF colonisés par P. aeruginosa au niveau
pulmonaire, le sont également au niveau du tractus gastro-intestinal sans symptomes

particuliers associés a la bactérie alors que les symptomes respiratoires sont trés marqués
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(Speert et al., 1993). En effet, 'infection a P. aeruginosa est associée au déclin de la fonction
pulmonaire chez les patients CF et I’affection pulmonaire est d’autant plus sévere que
I’infection a lieu précocement dans la vie de 1’enfant (Kosorok et al., 2001; Pittman et al.,
2010). L’infection a P. aeruginosa est une étape clé dans la mucoviscidose qui constitue un
facteur pronostique de morbidité et de mortalit¢é (Emerson et al., 2002). Les facteurs de
virulence de la bactérie sont particulicrement adaptés a 1’environnement pulmonaire de ces

patients, produisant une infection chronique chez pres de 80 % des patient CF adultes.
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Figure 15 : Représentation schématique de la paroi des bactéries Gram négatif

La paroi des bactéries Gram négatif possede une membrane externe, absente des Gram
positif, et un peptidoglycane plus fin. L’acide N-acétylmuramique (NAM) et le N-
acétylglucosamine sont unis par une liaison osidique [ 124 et composent les chaines de
glycane. Ces chaines sont relices entre elles par des ponts peptidiques grdace a une liaison
amide entre le NAM et la L-alanine. Le lipopolysaccharide (LPS), est spécifique des bactéries
Gram négatif.

B. La pathogénése pulmonaire
1. Les facteurs de virulence de P. aeruginosa

a) Les facteurs de virulence de surface
IIs incluent le flagelle, les pili de type IV et le lipopolysaccharide (LPS). Le flagelle
est polaire et indispensable a la motilité¢ de la bactérie. Il comprend 3 parties, le corps basal
enchassé dans la paroi, le crochet et le filament composé de monomeres de flagelline. Les pili
de type IV sont des petites structures protéiques filamenteuses constituées de monomeres de

piline et sont également impliqués dans la motilité (Kohler ef al., 2000). Le LPS quand a lui,
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constitué de 3 parties, le lipide A, le core et I’antigéne O, est indispensable a la croissance et a
la viabilité de la bactérie et confére a la membrane une faible perméabilité (Figure 15). Il a un
role important dans la pathogénése puisque d’une part, les charges négatives du lipide A lui
confére une activité toxique sur les cellules et d’autre part, I’antigene O protege la bactérie de
la phagocytose (Rietschel et al., 1994). Ces 3 facteurs de virulence membranaires sont a
I’origine de I’inflammation chronique induite par P. aeruginosa puisqu’ils stimulent tous trois
les TLR présents a la membrane des cellules immunitaires (cf. paragraphe I1.B.3). D’autre
part, il a ét¢ montré que la flagelline, la piline ainsi que le LPS facilitaient 1’adhésion de
P. aeruginosa aux cellules épithéliales par leur fixation aux récepteurs asialo-GM1 (Feldman
et al., 1998; Gupta et al., 1994). Or, les asialo-GM1 sont des glycosphingolipides
naturellement présents a la membrane des cellules et dont la quantité est augmentée au niveau
des cellules de 1’épithélium respiratoire chez les patients CF, provoquant ainsi une adhésion
plus importante de P. aeruginosa (De Bentzmann ef al., 1996; Saiman & Prince, 1993).

De plus, P. aeruginosa est capable d’adapter certains de ces facteurs de virulence pour
lutter contre le systéme immunitaire. Il a par exemple ét¢ montré que la structure du lipide A
du LPS, premiére cible des peptides antimicrobiens cationiques (CAMPs), était différente
entre la souche PAK de P. aeruginosa et les souches isolées de patients CF. En effet, les
souches CF montrent une S-acylation plus importante du lipide A, acylation qui est
dépendante des conditions environnementales telles que la concentration en ions magnésium.
Cette différence structurale du lipide A induit d’une part, une réponse pro-inflammatoire plus
importante exacerbant 1’inflammation chronique, et d’autre part rend le lipide A moins
¢lectronégatif réduisant ainsi la force d’attraction envers les CAMPs, conférant alors une
résistance accrue (Buchanan et al., 2009; Ernst ef al., 1999; Rietschel et al., 1994).

Enfin, un mécanisme de défense de 1’organisme consiste a I’internaliser P. aeruginosa
par les cellules épithéliales, par I’intermédiaire du LPS. Cette fonction est altérée dans le cas
de la mucoviscidose. En effet, il a ét¢ montré que le peptide 108-117 de la protéine CFTR
interagissait avec le core du LPS de P. aeruginosa, permettant 1’internalisation de la bactérie,
par la formation d’une cavéole grace a la cavéoline-1. Cette endocytose par les cellules
épithéliales, permettant I’activation du facteur NF-xB et la présentation des antigénes aux
cellules immunitaires, participant ainsi a la clairance bactérienne, est réduite jusqu’a 100 fois
dans les cellules n’exprimant pas CFTR ou exprimant F508del-CFTR (Bajmoczi ef al., 2009;
Pier et al., 1997; Schroeder et al., 2002).
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b) Les facteurs de virulence sécrétés
(1) Le systéme de sécrétion de type 111

C’est un complexe protéique qui forme une aiguille, associée a des protéines
chaperones, qui permet I’injection de protéines directement dans le cytoplasme des cellules de
I’hdte. C’est un systeme tres important pour P. aeruginosa qui fait intervenir 56 geénes pour sa
synthése et sa régulation. Cette régulation est dépendante du milieu environnent
(concentration en calcium, présence d’acide aminés particuliers comme le glutamate). Ce
systeme permet la sécrétion de quatre protéines ExoS, ExoT, ExoU et ExoY (Hauser, 2009;
Kipnis et al., 2006). ExoS et ExoT sont des toxines similaires, possédant une activit¢ GAP
(GTPase activating protein) et une activit¢t ADP transférase, qui entrainent (i) une
perturbation de 1’organisation du cytosquelette, conduisant aun déreéglement du cycle
cellulaire et une altération du routage des protéines, (ii) une réduction de la mobilité¢ des
phagocytes et (ii1) une induction de I’apoptose des PMN et macrophages. La mort des
neutrophiles va libérer de I’ADN qui augmentera encore la viscosit¢é du mucus dans les
poumons des patients CF (Lyczak et al., 2002). ExoY a une activit¢ adénylate cyclase
induisant I’accumulation massive de nucléotides cycliques dont la fonction
physiopathologique reste a déterminer (Voigt et al., 2011). Enfin, ExoU est une cytotoxine
conduisant a la mort rapide des cellules eucaryotes, grace a son activité phospholipase

perturbant les membranes cellulaires (Kipnis et al., 2006).

(2) Le systéeme de sécrétion de type 11

Il consiste en douze protéines organisées en un complexe multiprotéique qui permet la
sécrétion, dans I’environnement proche des cellules de 1’hote, de diverses protéines, dont
I’¢lastase, la phospholipase C ou encore I’exotoxine A. Ces facteurs dégradent les opsonines
et autres protéines du complément, les protéines de la matrice extracellulaire du tissu
pulmonaire (€lastine, laminine, collagénes) et les phospholipides membranaires, conduisant a
la mort cellulaire (Kipnis et al., 2006; Sandkvist, 2001). Ce systéeme de sécrétion semble
fortement impliqué dans 1’issue mortelle des infections pulmonaires par P. aeruginosa (Jyot

etal.,2011).

(3) Le systéme de sécrétion de type VI
P. aeruginosa possede 3 systemes de sécrétion de ce type : H1-T6SS H2-T6SS et H3-
T6SS. L’assemblage de leur appareil sécrétoire fait intervenir deux types de protéines

structurellement proches des protéines de la queue du phage T4, Hep (hemolysin co-regulated
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protein) et Vgr (valine glycine repeat). HI-T6SS sécréte 3 toxines, Tse 1 a 3, qui ciblent les
autres bactéries et conférent alors un avantage a P. aeruginosa pour sa multiplication
contribuant ainsi probablement a la chronicité de I’infection (Hood et al., 2010). Il semblerait
que H2-T6SS soit également impliqué dans la virulence par son interaction avec les cellules
épithéliales, alors qu’aucune fonction de virulence n’est encore associée au systéme H3-T6SS

découvert récemment (Sana et al., 2012).

(4) Les sidérophores
Il s’agit de molécules sécrétées dans le milieu extérieur pour chélater le fer, des
hémoglobines par exemple, celui-ci étant un cofacteur essentiel qui n’est pas librement
disponible. Les deux principaux sont la pyocyanine et la pyoverdine (Bricha ef al., 2009). 1l a
été montré qu’a une concentration semblable a celle retrouvée dans les poumons de patients,
la pyocyanine, par ses propriétés oxydantes, induisaient 1’apoptose des neutrophiles et
différents dommages tissulaires jouant ainsi un réle important dans la virulence de la bactérie

(Allen et al., 2005; Lau et al., 2004; O’Malley ef al., 2004; Usher et al., 2002).

(5) Les rhamnolipides
Ce sont des biosurfactants, ou détergent, composés d’une partie sucre hydrophile, le L-
rhamnose, et d’un corps lipidique hydrophobe. De nombreuses propriétés leur sont conférées
dont la lyse des PMN et des macrophages, 1’inhibition de la phagocytose, le maintient des
biofilms mais aussi la perturbation de la clairance mucociliaire et du transport ionique qui,
dans un contexte CF, conduit encore a une exacerbation des symptomes (Abdel-Mawgoud et

al., 2010; McClure & Schiller, 1996; Read et al., 1992; Stutts et al., 1986).

(6) Les lectines
Ce sont des protéines solubles cytotoxiques notamment représentées par lecA et lecB.
Elles interviennent dans 1’adhésion de P. aeruginosa ou I’inhibition du battement ciliaire des
cellules pulmonaires causant des dommages tissulaires (Chemani et al., 2009). Elles sont
également, I’une comme 1’autre, impliquées dans la formation des biofilms (Diggle et al.,

2006; Tielker et al., 2005).

Il existe encore d’autres protéases sécrétées par P. aeruginosa telles que la protéase
alcaline par exemple (systéme sécrétion de type I). La sécrétion de 1’ensemble de ces facteurs

a pour conséquences une double action de réduction de I’efficacité de la réponse immunitaire
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et de formation de lésions tissulaires qui conjointement dégradent la fonction pulmonaire des

patients CF et aide a la pénétration de la bactérie.

¢) La mucoidie
La mucoidie est conférée par la synthése d’alginate (ou exopolysaccharide), un
copolymeére acétylé d’acide mannuronique et d’acide guluronique dont le degré d’acétylation
est variable entre les souches. Cette synthése est controlée par un cluster de geéne
chromosomique et notamment par les génes mucA, algD et algU codant respectivement les
protéines MucA, GDP-mannose déshydrogénase et AlgU. Dans les souches non mucoides, le
facteur anti-sigma MucA réprime le facteur sigma alternatif AlgU, qui contrdle positivement
I’expression d’algD, codant I’enzyme clé de la voie de synthese des alginates. Le passage a la
mucoidie est généralement dii & une mutation du gene mucA rendant la protéine MucA22
inactive. Cette mutation est retrouvée dans la quasi-totalité des souches mucoides isolées de
patients CF mais dépend de I’environnement et est donc instable avec un retour au phénotype
non-mucoide fréquent in vitro (Lyczak et al., 2002; Schurr et al., 1994). 1l a ét¢ montré que
les radicaux libres oxygénés libérés lors de la phagocytose de la bactérie par les PMN
induisaient cette mutation mucA22 (Mathee et al., 1999; Miller & Britigan, 1997).
Le phénotype mucoide confére a la bactérie plusieurs avantages :
- une diminution de la réponse immunitaire globale, une diminution de 1’attraction des
PMN ainsi qu’une résistance a la phagocytose aussi bien par les macrophages que les
PMN et une protection contre la réponse immunitaire adaptative, I’homme produisant
naturellement peu d’anticorps anti-alginate (Cobb et al., 2004; Lyczak et al., 2002)
- une diminution de la diffusion des antibiotiques tels que les aminosides par leur
attachement aux alginates (Nichols et al., 1988)

Les souches de P. aeruginosa retrouvée lors des primo-infections chez les enfants CF sont
généralement non mucoides et sensibles aux antibiotiques. L’émergence du phénotype
mucoide initie probablement le passage de I’infection a la phase chronique a I’adolescence
(Burns et al., 2001; Lyczak et al., 2002). Ce phénotype constitue un facteur pronostique
défavorable de mortalité et les rares patients, adultes ou adolescents, infectés uniquement par
des souches non-mucoides présentent d’ailleurs une meilleure fonction pulmonaire (Henry et

al., 1992; Parad et al., 1999).
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d) La formation de biofilm

Le biofilm est une communauté symbiotique de bactéries, adhérant entre elles et aux
surfaces, et qui sécrétent une matrice adhésive et protectrice. Les bactéries peuvent ne
représenter que 10 % du biofilm et la matrice 90 %. Cette matrice contient principalement des
polysaccharides et aussi des lipides, de ’ADN, des protéines et de I’eau (Flemming &
Wingender, 2010). Deux types majoritaires de polysaccharides sont sécrétés (Friedman &
Kolter, 2004):

- les polysaccharides PSL riches en mannose et dont la production implique les génes

de I’opéron psl (pour « polysaccharide synthesis locus »)

- les polysaccharides PEL riches en glucose et dont la production implique les génes du

cluster pel (pour « pellicle »)

La production de ces polysaccharides est indépendante du phénotype mucoide. Il existe
ainsi des biofilms formés par des souches non mucoides (Kipnis et al., 2006). Ces
polysaccharides sont sécrétés en phase stationnaire de croissance de la bactérie avec une
production régulée par le systtme chimio-senseur wsp (pour « wrinkly spreader »). L’opéron
wsp code deux protéines, une protéine senseur kinase WspE qui régule positivement une
protéine WspR possédant un domaine GGDEF permettant la synthese de c-di-GMP. Une forte
concentration de c-di-GMP, second messager d’une voie de signalisation, active alors la
formation du biofilm (McDougald ef al., 2008). Parall¢lement, la formation de biofilm est
aussi régulée par le quorum sensing (cf. paragraphe I1.B.1.e).

Chez P. aeruginosa, la formation d’un biofilm mature a lieu en 5 a 7 jours et s’effectue en
5 ¢étapes (Figure 16) (Hoiby ef al., 2011). A Dlintérieur du biofilm mature, la densité de
bactérie varie et il existe un gradient de nutriments et de disponibilit¢ de 1’oxygeéne. Cela
produit une population bactérienne hétérogene. Les populations localisées au plus profond du
biofilm présentent une activité métabolique réduite et sont ainsi moins sensibles aux
antibiotiques ciblant des enzymes. De plus, le biofilm semble étre une structure facilitant le
transfert de geéne horizontal entre bactéries, processus impliqué dans I’acquisition de geénes de
résistance aux antibiotiques (cf. paragraphe I1.B.2) (Flemming & Wingender, 2010). Ainsi, le
biofilm confére une moindre sensibilité des bactéries aux antibiotiques qui s’ajoute a sa
fonction de barriére physique (Drenkard, 2003). Comme pour la mucoidie, le biofilm protége
aussi la bactérie de la phagocytose (Lyczak et al., 2002). Pour ces raisons, la capacité des
souches de P .aeruginosa a former un biofilm contribue a la persistance de cette bactérie chez

les patients atteints de mucoviscidose (Costerton et al., 1999).

58



Introduction

Figure 16 : Etapes de la formation d’un biofilm

L’étape initiale est ’adhésion réversible de la bactérie mobile a une surface (1). Cette étape
est non spécifique et se fait par des liaisons électrostatiques faibles. L’ adhésion devient
ensuite permanente grdace aux facteurs bactériens (pili par exemple) (2). Vient ensuite la
maturation primaire avec une multiplication des bactéries pour former des microcolonies (3).
A ce stade les bactéries sécretent de la matrice et perdent leur mobilité (les genes impliqués
dans la synthese des pilis et du flagelle sont réprimés). Le biofilm se développe ensuite en
multicouches formant des structures caractéristiques en forme de champignon, c’est la
maturation secondaire (4). Le biofilm a alors une épaisseur de plus de 50 um et des canaux
aqueux se creéent entre les colonies permettant une circulation des nutriments. Le
vieillissement du biofilm induit la phase de dispersion ou certaines bactéries redeviennent
planctoniques et mobiles et peuvent recommencer un nouveau cycle de formation de biofilm.
D’apres (Cogan & Keener, 2004).

e) Régulation des facteurs de virulence
La régulation des facteurs de virulence permet a la bactérie d’adapter sa synthése
protéique aux facteurs environnementaux. Cette régulation fait intervenir deux principaux

mécanismes : les systémes a deux composants et le quorum sensing (Bricha et al., 2009).

(1) Les systéemes a deux composants

Ces systemes fonctionnent par 1’association de deux protéines. La premicre, souvent
présente a la membrane plasmique, est une protéine histidine kinase senseur comportant un
domaine détecteur et un domaine transmetteur. Elle est capable de s’auto-phosphoryler au
niveau du résidu histidine conservé du domaine transmetteur en réponse a un stimulus. Il y a
ensuite phospho-transfert, aboutissant a la phosphorylation d’un résidu aspartate conservé sur
le domaine receveur de la seconde protéine, la protéine effectrice. Cette phosphorylation
régule le domaine effecteur de cette protéine modifiant ainsi son activité régulatrice de
I’expression de genes, codant notamment des facteurs de virulence. Le nombre de protéines

senseurs et effectrices « putative » détectés dans les génomes de P. aeruginosa est trés élevé.
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118 ORFs (pour open reading frame) ont par exemple été retrouvés dans le génome de la
souche PAO1 (Stover et al., 2000). Ceci pourrait expliquer en partie la capacité d’adaptation

de P. aeruginosa aux poumons des patients CF.

(2) Le quorum sensing

C’est le principal acteur de la régulation des facteurs de virulence, en particulier lors
de la formation du biofilm. Il permet la communication entre les bactéries et leur adaptation
coordonnée. Chez P. aeruginosa, les deux systemes de quorum sensing les plus communs,
Las et Rhl, reposent sur la production de N-acyl-homosérine lactone (AHL) diffusibles qui
indique la densité de bactérie dans le milieu. Ces deux systémes fonctionnent de manicre
similaire avec d’une part les protéines synthase, Lasl et Rhll, et d’autre part les protéines
régulatrices, LasR et RhIR. Lasl et Rhll sont responsables de la synthése des AHL qui
traversent la membrane facilement pour diffuser dans le milieu. En présence d’une forte
concentration d’AHL, LasR et RhIR, qui sont des activateurs transcriptionnels, se lient a ces
AHL formant ainsi un complexe. Ce complexe active alors, de fagon synchrone dans la
population, la transcription de différents facteurs de virulence, dont I’exotoxine A, I’¢lastase
ou encore la protéase alcaline, grace a LasR et les rhamnolipides grace a RhIR (Bricha ef al.,
2009; Kipnis et al., 2006). Ces systémes sont eux méme modulés, entre autres, négativement
par QscR (quorum sensing control repressor) pendant la phase exponentielle de croissance, ou
positivement par le systéme a deux composants GacS/GacA (Diggle et al., 2008). 1l existe un
troisieme systéme de quorum sensing décrit qui module entre autre I’expression de la
pyocyanine. Il repose lui sur la production de 2-alkyl-4(1H)quinolones (AHQ), qui est
dépendante des genes de 1’opéron pgsABCDE ainsi que des genes pgsH et pgsL, et qui est
régulée par le produit du géne pgsR (Heeb et al., 2011).

2. La plasticité génétique de P. aeruginosa

Le génome de P. aeruginosa fait partie des génomes bactériens les plus grands
(Genomes online database). Cette taille est plus le résultat d’une grande complexité génétique
avec de nombreux genes uniques plutét que celui d’une duplication des génes, augmentant
ainsi la diversité de souches (Silby ef al., 2011). Ce génome est constitu¢ d’un chromosome
d’ADN circulaire dont la taille est comprise entre 6.1 et 6.9 Mpb selon la souche et avec un
G+C % compris entre 65 et 67 %. Il s’agit d’une mosaique de régions conservées
entrecoupées par des régions de plasticité génomique (RGP) tres variables en fonction des

souches (Silby et al.,, 2011). Originellement, de nombreux RGP sont acquises depuis
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différentes especes et ont donc un G+C % plus faible que celui du core de P. aeruginosa
spécialement élevé. Cette particularité permet la régulation négative de ces genes par des
protéines H-NS (pour Histone-like nucleoid structuring protein) reconnaissant
particulierement ces régions (Lucchini ef al., 2006). L’ensemble des régions conservées
constituent le core du génome dont la diversité entre les souches est de seulement 0.7 %
(Cramer et al., 2011). Les mutations dans le core peuvent provoquer 1’apparition de souches
hypermutables, défectueuses pour les systemes de réparation de I’ADN, et de SCV (small
colony variant). Ces SCV, dont la croissance est ralentie, constituent une population sous-
jacente, hyperpiliée, plus mobile, présentant une adhésion augmentée et une meilleure
capacité a former un biofilm (Proctor et al., 2006). Cependant chez P. aeruginosa, la diversité
génomique provient principalement du génome accessoire qui est central pour la biologie de
la bactérie. Ce génome accessoire est composé d’éléments génétiques mobiles libres, les
plasmides, ou intégrés dans le chromosome (RGP) tels que les prophages, les ilots
génomiques, les transposons et les intégrons. Certains plasmides possédant des séquences de
recombinaisons spécifiques sont capables de s’intégrer au chromosome et inversement,
certains ¢léments intégrés peuvent s’exciser du génome en réponse a des signaux
environnementaux, a I’instar des prophages. Ces ¢léments génétiques mobiles comportent
souvent des genes codant des facteurs de virulence (par exemple ExoU, cf. paragraphe
IL.B.1.b)(1)), des systémes de régulation a deux composants (cf. paragraphe I11.B.1.e)(1)) ou
des genes de résistance aux antibiotiques tels que des pompes a efflux (cf. paragraphe I1.C).
Le role de ces ¢léments mobiles dans la virulence de la bactérie est bien illustré par la souche
LESBS58 (pour Liverpool epidemic strain) particuliérement agressive et qui comporte 5 ilots
génomiques et 6 prophages (Winstanley et al., 2009). Chez P. aeruginosa, il existe de
nombreux {ilots génomiques dont certains possédent des geénes codant leur excision du
chromosome, leur transfert et leur intégration, les ICE (pour integrative and conjugative
elements). La présence de certains de ces ICE, comme PAGI-5 ou LESGI-5, est corrélée avec
une augmentation de virulence. Les prophages sont également trés fréquents puisque la quasi-
totalité des souches de P. aeruginosa en possedent. Ils peuvent également étre a 1’origine
d’une augmentation de virulence. Il a par exemple ét¢ montré que le génome du prophage D3
contenait des geénes codant des enzymes qui permettent la séroconversion de 1’antigéne-O du
LPS (O5 = 0O16) (Newton et al., 2001). Cela confeére alors a la bactérie une résistance a ce
phage D3 empéchant ainsi la surinfection. Vu les différentes fonctions du LPS, la lysogénie
de la souche PAO1 par ce phage D3, ou le phage Fiz15 semblable, conférait aussi a la bactérie

une augmentation d’adhérence aux cellules épithéliales buccales humaines ainsi qu’une
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résistance a la phagocytose (Vaca-Pacheco et al., 1999). Toujours chez PAOI, il a également
été reporté le role du prophage filamenteux Pf4 dans le maintient du biofilm (Rice et al.,
2008).

Avec les délétions, les mutations et les réarrangements du core, le transfert horizontal
des composants du génome accessoire contribue largement a 1’évolution du génome de
P. aeruginosa (Figure 17) (Kung et al., 2010). Chez les patients CF, cette évolution va dans
le sens de 1’adaptation de la bactérie aux poumons du patient et aide ainsi a sa persistance
dans les poumons. Une étude menée sur des isolats provenant d’un méme patient a 7,5 ans
d’intervalle, montre une sélection positive avec 13 mutations dans des genes codant des
facteurs de virulence ou leur régulateurs et 12 mutations pour des genes induisant des
résistances aux antibiotiques (Smith et al., 2006). Cependant, les souches isolées des patients
CF sont génétiquement diverses avec une rare émergence de clones épidémiques (Pirnay et
al., 2009). Ainsi, la population de P. aeruginosa infectant chroniquement le patient se
diversifie en multiples variants phénotypiques qui coexistent et présentent une diversité dans

leur susceptibilité aux anti-microbiens (Silby et al., 2011).
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Figure 17 : Modes de transfert de génes horizontaux

La conjugaison est un mécanisme qui nécessite le contact entre les deux cellules avec la
formation d’un pilus sexuel. C’est le mécanisme utilisé pour le transfert des plasmides et des
ICE. La transformation permet l’intégration d’ADN nu, provenant souvent de la lyse de la
cellule donneuse, dans le chromosome de la cellule receveuse. C’est un mécanisme peu decrit
chez P.aeruginosa. La transduction permet [’infection de la bactérie receveuse par un
prophage de la bactérie donneuse, le génome de ce prophage s’intégrera dans le
chromosome. Le matériel génétique transféré est susceptible de contenir des genes de
résistance aux antibiotiques ou des genes codant des facteurs de virulence.

62



Introduction

3. La réponse immunitaire contre P. aeruginosa chez les patients CF

La protéine CFTR régule normalement certaines voies de signalisation, dont la voie
NF-«B et la cyclooxygénase-2 (COX-2), aboutissant a une production excessive de cytokines
NF-«kB-dépendante et de prostaglandine lorsque cette protéine est défectueuse (Chen et al.,
2012; Nichols et al., 2008; Stecenko et al., 2001). Ainsi, les patients CF souffrent
d’inflammation chronique avant que I’infection a Pseudomonas aeruginosa ne devienne elle-
méme chronique. Cependant la primo-infection a P. aeruginosa se produit majoritairement
durant les 3 premicres années de vie, ce qui associ¢ a d’autres infections ayant lieu trés tot
dans I’enfance, a I’instar de l’infection a Staphylococcus aureus, pourrait amplifier cette
inflammation chronique précoce (Burns et al., 2001).
En effet, a son entrée dans 1’organisme, la bactérie va étre reconnue par les macrophages,
cellules dendritiques et cellules « natural killer » (NK). Ce sont les Toll-like récepteurs (TLR)
présents a la membrane de ces cellules qui reconnaissent les PAMPs bactériens, motifs
moléculaires associés aux pathogenes qui leur sont essentiels, tels que la flagelline constituant
le flagelle bactérien (Figure 18). La stimulation des TLR sera alors a 1’origine de 1’activation
d’une cascade de signalisation aboutissant a 1’activation du facteur de transcription NF-«B,
qui lui régule I’expression de cytokines inductibles. Ainsi, la reconnaissance des bactéries par
les TLR induit la production de cytokines pro-inflammatoires : IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8. Ces
cytokines vont permettre :
- le recrutement des polymorphonucléaires neutrophiles (PMN)
- la synthése de protéines inflammatoires telle que la « mannose binding protein » (MBP), une
lectine se fixant au mannose de la paroi bactérienne et qui active la voie du complément
- la synthese de la phospholipase A, (PLA;), permettant la production d’acide arachidonique a
partir de phospholipides membranaires, et la synthése de la COX-2. Cette derni¢re permet la
synthése de la PGE-2, prostaglandine inductrice de la prolifération lymphocytaire, a partir de
I’acide arachidonique.
- le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative (par stimulation de la synthése des
molécules HLA augmentant la présentation des antigénes aux lymphocytes, et par stimulation
de la prolifération et de la différenciation des lymphocytes B et T).

Dans le cas de 'infection pulmonaire des patients CF a P. aeruginosa, la réponse
immunitaire adaptative a médiation humorale (intervention de lymphocytes Th2) est
prédominante. Cependant, les rares patients ayant une réponse immunitaire adaptative a

médiation cellulaire dominante (intervention de lymphocytes Thl) ont une meilleure fonction
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respiratoire, suggérant que le basculement d’une réponse Th2 vers une réponse Thl pourrait
étre une option thérapeutique a envisager (Hartl e al., 2006; Moser et al., 2000).

Les PMN, cellules dendritiques, NK et macrophages ainsi que les cellules épithéliales
inflammatoires vont également libérer des peptides antimicrobiens tels que les défensines.
Ces peptides sont de petite taille (12 a 50 acides aminés), polycationiques et ont un large
spectre. D’une part ils interagissent avec la membrane externe des bactéries chargée
négativement et la déstabilisent aboutissant a la lyse bactérienne. Certains d’entre eux
sembleraient aussi avoir des cibles intracellulaires et moduleraient ainsi I’expression de
certains genes de la bactérie (Bellemare ef al., 2010).

Parall¢lement, les bactéries seront aussi reconnues par les protéines du complément.
L’activation de la voie du complément conduit a la formation de pores dans les membranes
bactériennes, attire les phagocytes et provoque 1’opsonisation, aboutissant a la phagocytose
par les macrophages et PMN.

Ainsi par rapport aux sujets sains, les patients CF infectés a P. aeruginosa présentent
dans les lavages broncho-alvéolaires (Bonfield ef al., 1995; Hartl et al., 2006; Lyczak et al.,
2002; Ulrich et al., 2010) :

- une augmentation de la quantité de cytokines pro-inflammatoires : IL-8, d’IL-13, d’IL-6 et
de TNF-a

- une augmentation de la quantité de cytokines associées a la réponse Th2 : IL-4 et IL-13

- une augmentation de la quantité de neutrophiles et en conséquence d’élastase, protéine
sécrétée par les neutrophiles

- une absence d’IL-10, cytokine anti-inflammatoire présente chez les sujets sains.

Avec les infections bactériennes répétées puis chroniques chez les patients CF, cette
inflammation devient également chronique et certains acteurs inflammatoires engendrent alors
des lésions tissulaires. C’est notamment le cas des PMN en raison de la sécrétion massive
d’¢lastase et de radicaux libres oxygénés formés lors de la phagocytose. En plus des
symptomes pulmonaires induits (cf. § [.D.3.b)(3)), ces dommages profitent a la pénétration de
la bactérie dans I’organisme.

Ainsi, a I’issue d’un dialogue dynamique entre la bactérie et son hote, les capacités
d’adaptation de P. aeruginosa, particulierement élaborées, lui conférent un avantage qui se
traduit par la colonisation durable d’une niche écologique particuliére, les poumons des

patients CF.
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Figure 18 : Schéma des facteurs de virulence de surface cellulaire de P. aeruginosa

La flagelline, la piline et le LPS permettent [’adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales
par attachement aux asialo-GM1 et /ou a CFTR et CDI14. La flagelline est reconnue par les
TLRS et le LPS par les TLR2 et TLR4/MD?2 activant ainsi les voies de signalisation des MAP-
kinases et de NF-kB, conduisant a la transcription de genes de [’inflammation.

MD?2 : corécepteur membranaire; CDI14: antigene de surface; MAP-kinase :@ mitogen-
activated protein kinase ; MEKI/2 : MAP-kinase kinase; ERK 1/2: extracellular signal-
regulated kinase ; PKR : protein kinase régulée par ARN ; IKK :I-kappa-B kinase ; NFxB :
nuclear factor kappa B ; MyDS88: myeloid differentiation primary response 8; TRAF6 : tumor
necrosis factor receptor-associated factor 6 ; IRAK : IL-1 receptor-associated kinase.
D’apres Kipnis et al., 2006.

4. Les effets de P. aeruginosa sur le transport ionique
L’infection a P. aeruginosa alteére également les transports du sodium et du chlorure.
La Table 3 présente, de maniere non exhaustive, les acteurs a I’origine de ces altérations. Ce
sont des facteurs de virulence de la bactérie (en violet dans la Table 3) ou des effecteurs de
I’inflammation produit en réponse a I’infection (en vert dans la Table 3). Chez les patients
CF, ces acteurs directs et indirects vont encore potentiellement accentuer les

dysfonctionnements de transports ioniques préexistants.
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Table 3 : Effets de I’infection par P. aeruginosa sur le transport ionique

Effets Activation Inhibition Modéles utilisés Références
Sur le transport du sodium
Expression du canal
ENaC IL-6 M-1 (Lietal., 2010)
Pyocyanine 16HBE (Kong et al., 2006)
Infection < 24h Infection >24h  Poumons murins (Dagenais et al., 2005)
IL1-B Poumons de cobaye commun (Nair et al., 2005)
IL1-B Cell. épith. alvéolaires primaires humaines et de rat (Roux et al., 2005)
TNF-a Cell. épith. alvéolaires primaires de rat (Dagenais et al., 2004)
IL-4 Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2002)
Fonction du canal ENaC LPS Cell. épith. alvéolaires primaires de rat (Boncoeur et al., 2010)
IL-6 M-1 (Lietal., 2010)
Flagelline Trachée de souris (Kunzelmann, 2006)
Cell. épith. bronchique humaines primaires et Cell. (Gray et al., 2004; Roux et
-1 épith. alvéolaires primaire de rat al., 2005)
Cell. épith. primaires alvéolaires de rat et bronchique (Dagenais et al., 2004;
NFro humaines Galietta et al., 2000)
IL-4 Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2002)
IFN-y Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2000)
IL-10 Iléon de rat (Madsen et al., 1996)



Effets Activation Inhibition Modgéles utilisés Références
Fonction du canal ENaC Bactérie entidre Cell. épith. primaires de trachée bovine et Cell. épith. (Evans et al., 1998; Stutts et
bronchiques de chien al., 1986)
Rhamnolipides  Cell. épith. de trachée de mouton (Graham et al., 1993)
Sur le transport du chlorure
Expression de CFTR Elastase PMN Souris (Le Gars (soumis))
Epoxide
hydrolase Cif MDCK transfectée CFTR-WT (MacEachran et al., 2007)
IL-13 Cell. épith. nasales primaires humaines (Skowron-zwarg et al., 2007)
Bactérie entiére  Calu-3, MDCK et CFBE transfectée CFTR-WT i)z;t“ka'wban et
Pyocyanine 16HBE et Cell. épith. nasales primaires humaines (Kong et al., 2006)
IL-1B Cell. épith. bronchique humaines primaires (Gray et al., 2004)
IL-4 Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2002)
TNF-a Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2002)
IFN-y Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2002)
LPS Cellules glandulaire de trachée humaine (Kammouni et al., 1997)
Routage de CFTR Pyocyanine 16HBE et Cell. épith. nasales primaires humaines (Kong et al., 2006)
Fonction de CFTR Elastase PMN Souris (Le Gars (soumis))
LPS (effet LPS (effet rapide

retardé ~ 15 min)

~ 5 min)

C127 transfectée CFTR-WT

(Haenisch et al., 2010)



Effets Activation Inhibition Modgéles utilisés Références
Fonction de CFTR Flagelline Calu-3 (Illek et al., 2008)
Epoxide
hydrolase Cif MDCK transfectée CFTR-WT (MacEachran et al., 2007)
Bactérie entiere  Calu-3, MDCK et CFBE transfectée CFTR-WT (ZZV(;/;a)ltecka—Urban erat.
IL-1B Cell. épith. bronchique humaines primaires (Gray et al., 2004)
IL-4 Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2002)
IL-2 Entérocytes humains (O’Loughlin et al., 2001)
[FN-y Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2000)
TNF-a Cell. épith. bronchique primaires humaines (Galietta et al., 2000)
IL-10 [1éon de rat (Madsen et al., 1996)
Fonction de CaCC IL-1PB Cell. épith. bronchique humaines primaires (Gray et al., 2004)
IL-4 Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2002)
[FN-y Cell. épith. bronchiques primaires humaines (Galietta et al., 2000)
Fonction CIC-2 IFN-y Calu-3 (Chu et al., 2004)
Sécrétion Cl non définie PGE-2 Cell. épith. de trachée de chien (Leikauf et al., 1985)

Calu-3 : Lignée cellulaire épithéliale pulmonaire humaine
16HBE : Lignée cellulaire épithéliale bronchique humaine
MDCK : Lignée cellulaire épithéliale rénale canine

C127 : Lignée cellulaire épithéliale mammaire murine

CF CFBE : Lignée cellulaire épithéliale bronchique de patient CF
M-1 : Lignée cellulaire murine du tube collecteur cortical du rein

CIC-2 : canal chlorure voltage-dépendant
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C. La réponse de P. aeruginosa aux antibiotiques

Avec D’infection chronique a P. aeruginosa, les patients CF recoivent des traitements
antibiotiques quotidiens renforcés par des cures plus intensives lors des épisodes
d’exacerbations pulmonaires (cf. paragraphe I.E.2.b)). Cette pression antibiotique permanente

entraine 1’émergence de souches résistantes de P. aeruginosa.

1. Les mécanismes de résistances

Ils existent différents mécanismes qui peuvent conférer une résistance aux
antibiotiques (Poole, 2011) :

- Résistance par modification de la cible : la cible de ’antibiotique n’est plus reconnue
par cet antibiotique. C’est le cas par exemple lors de mutation dans les génes codant
une sous-unit¢ de [I’ADN-gyrase bactérienne, cible des quinolones et
fluoroquinolones.

- Résistance par modification de ’antibiotique : il y a acquisition d’une enzyme par la
bactérie qui réduit ou inhibe I’activité de 1’antibiotique. Par exemple, I’acquisition de
génes codant des P-lactamases ou des acyl-phospho-transférases permet
respectivement 1’hydrolyse les B-lactamines et la modification les aminosides.

- Résistance par diminution de la concentration en antibiotique au niveau de la cible : il
s’agit de deux types de mécanismes. Le premier réduit la pénétration, par exemple par
les porines présentes a la membrane externe, a l’instar d’OprD. Les mutations
provoquant une réduction du diametre ou des charges de ces porines permettent la
résistance a certains antibiotiques comme I’imipénéme (classe des carbapénémes). Le
second mécanisme consiste a exporter 1’antibiotique par un systeme d’efflux qui peut
étre plus ou moins spécifique d’un antibiotique. Par exemple, la pompe MexAB-OprM
permet D’efflux de certaines [-lactamines alors que 1’efflux des aminosides est
spécifique de MexXY-OprM (Masuda et al., 2000). Ce mécanisme d’efflux semble
prépondérant dans la résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques.

D’autre part, il a ét¢ montré que le biofilm conférait une augmentation des résistances aux
B-lactamines, aminosides et tétracyclines mais pas au fluoroquinolones (Olson et al., 2002).
En effet le biofilm diminue la pénétration des antibiotiques et réduit I’activité métabolique
d’une partie de la population réduisant ainsi leur susceptibilité aux antibiotiques (cf.

paragraphe I1.B.1.d) (Drenkard, 2003).
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2. P. aeruginosa : une bactérie multi-résistante

P. aeruginosa est naturellement résistante aux quinolones de premiere génération et a
certaines [-lactamines en raison de la production intrinseque d’une céphalosporinase
inductible et d’une oxacillinase, AmpC et PoxB respectivement. La faible perméabilité
naturelle de sa membrane externe lui confére également une résistance a certains aminosides,
carbapénémes et autres P-lactamines. A ces résistances naturelles, viennent s’ajouter les
résistances acquises. Les résistances aux antibiotiques acquises proviennent, comme décrit
dans le paragraphe I1.B.2, de mutations dans les geénes du core-génome (mutations
ponctuelles, souches hypermutables, SCV) ou d’une acquisition de geéne exoge€nes par
transfert horizontal (Poole, 2011). Par exemple les transposons, composants du génome
accessoire et pouvant étre transférés entre les bactéries, contiennent de nombreux génes de
résistance : aux P-lactamines (transposon Tn6061, Tn6001 et Tnl1213); aux aminosides,
tétracyclines, rifampicine, chloramphénicol et sulfamides (Tn6061); aux carbapénémes
(Tn4401b) (Kung et al., 2010). Cette résistance a cependant un colt pour la bactérie qui
devient généralement moins compétitive dans 1’environnement, les isolats environnementaux
présentant d’ailleurs globalement moins de résistances (Janam et al, 2011). En revanche,
avec la pression de sélection induite par [’utilisation massive d’antibiotiques dans
I’environnement clinique, il est aujourd’hui observé chez les patients CF un accroissement
des souches résistantes pour la majorité des antibiotiques depuis les années 90, y compris un
accroissement des souches multi-résistantes (Table 4) (Emerson et al., 2010). Ces souches
multi-résistantes, appelés MDR (pour multi-drug resistant), sont caractérisées par une
résistance a au moins 3 des 4 principales classes d’antibiotiques a savoir 1) les B-lactamines,
i1) les carbapénémes, iii) les aminosides et iv) les fluoroquinolones. Ces MDR représentent
aujourd’hui 10 a 20 % des souches retrouvées chez les patients CF et le traitement par
colistine (une polymyxine) est actuellement le dernier recours (Barbier & Wolff, 2010). La
colistine agit en déstabilisant la membrane externe de la bactérie et certaines souches
acquierent une résistance a cet antibiotique par modification de leur LPS. Ainsi, bien que cela
reste rare, il a déja été observé des souches résistances aux polymyxines ainsi qu’aux autres
classes d’antibiotiques, dénommeées souches pan-résistantes. (Barbier & Wolff, 2010; Falagas
et al., 2000).

L’augmentation de la prévalence de telles souches rend indispensable la recherche

d’autres traitements antimicrobiens.
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Historical cohort Contemporary cohort
N (%) 95% CI N (%) 95% CI P-value
Resistant P. aeruginosa

Total subjects evaluated 508 253
Tobramycin 60 (11.8%) 9.1%, 14.9% 77 (30.4%) 24.8%, 36.5% <0.001
Amikacin 123 (24.2%) 20.5%, 28.2% 108 (42.7%) 36.5%, 49.0% <0.001
Aztreonam 111 (21.9%) 18.3%, 25.7% 71 (28.1%) 22.6%, 34.0% 0.06
Ceftazidime 99 (19.5%) 16.1%, 23.2% 69 (27.3%) 219%, 332% 0.02
Ticarcillin = clavulanate 145 (28.5%) 24.7%, 32.7% 91 (36.0%) 30.1%, 42.2% 0.04
Ciprofloxacin 175 (34.4%) 30.3%, 38.8% 85 (33.6%) 27.8%, 39.8% 0.81
Multidrug Resistance 59 (11.6%) 9.0%, 14.7% 43 (17.0%) 12.6%, 22.2% 0.04
Cefepime - - - 68 (26.9%) 21.5%, 32.8% —
Meropenem — — 50 (19.8%) 15.0%, 252% —
Piperacillin/ftazobactam —_ —_ 65 (25.7%) 204%, 31.5% —

Table 4 : Prévalence de la résistance des souches de P. aeruginosa chez les patients CF

L’étude a été réalisée aux Etats Unis sur une cohorte de patients CF, présentant une culture
positive a P. aeruginosa. La prévalence de la résistance pour chaque antibiotique a été
évaluée en 1995 (historical cohort) et en 2008 (Comtemporary cohort). Sont surlignés en
rouge les antibiotiques pour lesquels la prévalence des résistances a augmenté dans le temps
et en vert celle pour lequel elle a stagné. A noter que la résistance a la ticarcilline a été
évaluée pour cet antibiotique seul en 1995 et associé a [’acide clavulanique en 2008. D apres
Emerson et al., 2010.

3. Les nouvelles pistes de traitements

De nouvelles formulations améliorant la biodisponibilité des antibiotiques et réduisant
leur toxicité sont actuellement en phase d’essai clinique II et III (http://www.cff.org). Ces
améliorations consistent a formuler I’antibiotique pour qu’il soit inhalé¢ (lévofloxacine),
propos¢é sous forme de poudre a inhaler (tobramycine, ciprofloxacine) ou encore sous forme
de liposomes, en inhalation (amikacine). Enfin, 1’association fosfomycine/tobramycine est
également développée sous forme inhalée. Malgré une meilleure efficacité de 1’antibiotique
apportée par ces nouvelles formulations, celles-ci ne répondent pas au probléme des MDR.
Seul le développement de nouvelles classes d’antibiotiques visant de nouvelles cibles
bactériennes, pourraient étre efficaces sur ces MDR (Bals et al., 2011). Cependant, le nombre
de nouvelles cibles semble limité et la grande capacité d’adaptation de P. aeruginosa laisse
penser que I’apparition de résistances a ces nouvelles classes pourrait étre rapide. D’ailleurs,
alors que de nouvelles cibles bactériennes ont été proposées, il n’y a actuellement, en phase
d’essai clinique, aucune nouvelle classe d’antibiotique visant a traiter les infections
pulmonaires chez les patients CF.

Sont également envisagées des solutions qui, contrairement aux antibiotiques, n’ont

pas un effet bactéricide ni bactériostatique mais ont pour but de diminuer considérablement
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I’expression des facteurs de virulence. Dans ces conditions, 1’élimination de la bactérie par le
systéme immunitaire du patient serait facilitée. Des composés tels que le furanone et les
organosulfures ont été décrits comme inhibiteurs de quorum sensing. Associés a la réduction
de ’expression de facteurs de virulence, le furanone altere 1’architecture du biofilm tandis que
les organosulfures inhibent sa formation. Ils permettent tous deux de réduire I’infection a
P. aeruginosa dans deux modeles animaux différents, probablement en faisant basculer
I’équilibre délicat entre la virulence de la bactérie et I’efficacité du systeme immunitaire en
faveur des mécanismes de clairance de 1’hote (Cady et al., 2012; Hentzer et al., 2002; Hentzer
et al.,2003).

Une autre solution pourrait étre de moduler la réponse immunitaire afin de faciliter
I’¢limination de la bactérie. Cela est envisageable sous plusieurs aspects. D’abord, en
augmentant ’efficacité de cette réponse chez le patient avec d’une part une réduction de
I’inflammation excessive, avec des antagonistes des TLR par exemple, et d’autre part en
stimulant la réponse adaptative, par un vaccin contre P. aeruginosa par exemple (Bals et al.,
2011; Kipnis et al., 2006). Le second aspect consiste a augmenter le taux de certains
effecteurs de cette réponse immunitaire tels que les peptides antimicrobiens. Il a par exemple
été montré que la surexpression de la trappin-2, précurseur de 1’¢lafine qui est un inhibiteur de
I’¢lastase, permettait de diminuer I’inflammation et d’augmenter la clairance bactérienne dans
les poumons de souris (Sallenave, 2002; Simpson et al., 2001; Wilkinson et al., 2009). La
trappin-2 ainsi que 1’élafine semblent également pouvoir diminuer 1’expression de facteurs de
virulence de P. aeruginosa (Bellemare et al., 2010).

Enfin, un traitement prometteur repose sur [’utilisation des bactériophages, virus
infectant naturellement les bactéries. Cette option thérapeutique est pleinement développée

dans la partie III.

Bien que I’ensemble de ces pistes thérapeutiques semble pouvoir répondre au
probléme des MDR, il semble cependant que la meilleure option actuelle reste leur
association avec des antibiotiques. Il est notamment envisageable que cette approche réduise
I’apparition de souches résistantes, a 1’une comme a 1’autre de ces thérapies. Cette hypothese
est d’autant plus pertinente que coexistent généralement plusieurs populations de

P. aeruginosa dans les poumons d’un patient.
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III. L’utilisation des bactériophages contre Dinfection a

P. aeruginosa

A. Biologie des bactériophages

1. La classification des bactériophages

La classification des bactériophages est réalisée par I'ICTV (pour International
Commitee on taxonomy of viruses) et dérive du schéma proposé par Bradley en 1967
(Bradley, 1967). Elle dépend principalement des propriétés morphologiques et physico-
chimiques du virion, de la nature de 1’acide nuclé€ique et est de plus en plus souvent complétée
par des données génomiques (Ackermann, 2009). Dans la classification des virus, composée
d’ordres, familles, sous-familles, genres et especes, 1’ordre des Caudovirales contient plus de
96 % des bactériophages qui ont été décrits. Les autres bactériophages sont regroupés dans
des familles non classifiées a ce jour. L’ordre des Caudovirales est composé de trois familles,
les Myoviridae, les Siphoviridae et les Podoviridae (Table 5). L’étendue de I’arborescence de
cette classification ainsi que la liste des nombreuses familles non classifiées témoignent de la

grande diversité de ces virus (Ackermann, 2011).
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Forme Acide Famille Genre Particularités Exemples Membres
Nucléique
Caudée ADN db L Myoviridae 6 Queue contractile (tube + gaine) T4 1320
Siphoviridae 7 Queue longue flexible et non contractile Py 3229
Podovirirdae 4 Queue courte T7 771

Polyédrique ADN sb C Microviridae 4 Grands capsomeres $X174 40
ADN db C,S  Corticoviridae 1 Capside complexe, lipides PM2 37
ADNdb L Tectiviridae 1 Double capside, lipides et pseudo-queue PRD1 19
ADN db L SHI* Double capside, lipides SHI 1
ADNdb L STIV* Protubérance en forme de tourelle STIV 1
ARN sb L Leviviridae 2 Poliovirus-like MS2 39
ARN db L,M Cystoviridae 1 Enveloppe, lipides $6 3

Filamenteuse ADN sb C Inoviridae 2 Filaments longs, courte tige M13 67
ADNdb L Lipothrixviridae 4 Enveloppe, lipides TTV1 7
ADN db L Rudiviridae 1 Tige raide SIRV-1 3

Pléomorphique ADNdbC,S  Plasmaviridae 1 Enveloppe, pas de capside, lipides L2 5
ADN db C,S  Fuselloviridae 1 Forme de citron, enveloppe, lipides ? SSV1 11
ADNdbL,S — 1* Forme de citron, enveloppe Hisl 1
ADN db C,S  Guttaviridae 1 Forme de gouttelette SNDV 1
ADN db L Ampullaviridae* Forme de bouteille, NC hélicoidale ABV 1
ADN db C Bicaudaviridae* Double queue développée hors hote, NC ATV 1

hélicoidale
ADN db L Globuloviridae* Enveloppe, sphérique, lipides, NC PSV 1
hélicoidale
Table S : Propriétés des différentes familles de virus de procaryotes
C : circulaire; L : linéaire; M, multipartite; N :, nucléo-capside; S : superenroulé; — sans nom; *, non classé; **, genre Salterprovirus. La

colonne « Membres » indique le nombre de virus de procaryotes examinés par microscopie €lectronique par Ackermann en 2007 (Ackermann,
2007). D’apres Ackermann, 2009.
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2. Structure des virions caudés

Les bactériophages de 1’ordre des Caudovirales sont extrémement variés dans leur
structure générale et leur taille, la capside pouvant mesurer de 30 a 160 nm de diamétre et la
queue 10 a 800 nm de longueur. La structure, la composition et la taille du génome (17 a 498
kpb) ainsi que leurs propriétés biologiques varient également beaucoup. Cependant, ils
posseédent tous une capside icosaédrique généralement composée de pentameres au niveau des
angles et d’hexameéres de la méme protéine au niveau des faces. Cette capside est non
enveloppée et renferme un ADN double brin linéaire. Ils possédent également une queue
hélicoidale généralement pourvue de structures de fixations (plateau de fixation, fibres et
spicules). La structure et les propriétés de la queue varient avec la famille du bactériophage

(Figure 19) (Guttman et al., 2004).

Capside icosaédrique

Collier

Queue non

RRLIEUR contractile

contractile

Plateau de fixation

Fibres

Myoviridae Siphoviridae Podoviridae

Figure 19 : Morphologie des 3 familles de Caudovirales

Haut : Morphologie schématique adaptée d’apres http://viralzone.expasy.org
Bas : Morphologie observée en microscopie électronique d’apreés Clokie et al., 2011
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3. Cycle infectieux des bactériophages caudés
Les bactériophages caudés, peuvent présenter deux types de cycles infectieux : lytique
ou lysogénique (Figure 20). L’infection de la bactérie par des bactériophages virulents méne
rapidement a la lyse de celle-ci, par un cycle lytique, alors que les bactériophages tempérés
peuvent demeurer sous une forme quiescente dans la bactérie, via un cycle lysogénique, avant

d’éventuellement produire un cycle lytique.
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Figure 20 : Représentation schématique des principales étapes du cycle infectieux des
bactériophages

Les bactériophages produisent tous un cycle Iytique, certains de maniere obligatoire
(bacteriophages virulents), d’autres en y intégrant un cycle lysogénique (bactériophage
tempeérés). Adapté d’apres Campbell, 2003.

a) Cycle lytique

Il conduit a la mort obligatoire de la bactérie par sa lyse et a la libération dans le
milieu de particules virales. Il présente plusieurs étapes qui sont détaillées ci-dessous en
s’appuyant sur I’exemple d’un bactériophage virulent modele, le bactériophage T4
d’Escherichia coli (Calendar, 2006; Guttman et al., 2004; Kropinski, 2006; Leiman et al.,
2003):
- Le contact : le bactériophage est présent dans le milieu extérieur et le contact avec I’hdte a
lieu par hasard avec la diffusion du bactériophage.
- L’absorption : c’est une phase qui dure quelques minutes. Généralement, des adhésines

présentes sur les fibres ou les spicules de la queue du bactériophage interagissent de manicre
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spécifique avec des sites récepteurs de la bactérie. Cette étape peut se réaliser en plusieurs
temps. Pour le bactériophage T4, au moins 3 des 6 fibres longues doivent d’abord s’attacher a
un récepteur primaire pour déclencher le réarrangement du plateau de fixation. Cette
interaction est réversible et le bactériophage peut encore étre libéré dans le milieu. Les
protéines du plateau pourront ensuite se lier, de fagon irréversible cette fois, au récepteur
secondaire, dans ce cas I’heptose du core du LPS d’E .coli. En fonction des bactériophages,
ces récepteurs peuvent étre chacun des composants de la surface de la bactérie (pili, flagelle,
LPS, protéine, peptidoglycane ou méme capsule). Certains bactériophages encodent deux
formes alternatives d’adhésines au niveau de leurs fibres et peuvent ainsi €largir leur spectre
d’hote. Il est a noter que pour la majorité des bactériophages, cette étape d’absorption
nécessite un cofacteur tel que les ions calcium ou magnésium.

- La pénétration : cette phase correspond au transfert de I’ADN dans la cellule hote, la partie
protéique du virion reste a I’extérieur. Elle peut étre tres rapide, comme chez le bactériophage
T4 pour lequel 3000 a 10000 pb sont transférées par seconde. Pour I’injection de I’ADN, le
plateau de fixation ou a défaut la base de la queue sont amenés au contact de la surface
bactérienne. Il existe ensuite différents mécanismes pour 1’injection de I’ADN. Par exemple,
pour le bactériophage T4, il y a contraction de la gaine de la queue poussant ainsi le tube pour
créer une structure en forme d’aiguille qui initie la pénétration de I’ADN. Cette structure en
aiguille est constituée de différentes protéines formant des canaux dans la membrane et
hydrolysant le peptidoglycane afin que I’ADN soit injecté dans le cytoplasme de la cellule.
Souvent, afin d’éviter la dégradation de I’ADN par les enzymes bactériennes, celui est
circularisé.

- Le détournement de la machinerie bactérienne : dés le début de la pénétration de I’ADN
dans la cellule hote, et avant méme la fin du transfert de I’ADN, il y a transcription des genes
trés précoces. Des promoteurs forts présents sur I’ADN viral possédent des séquences
consensus reconnues par I’ARN polymérase bactérienne. Les protéines produites vont ainsi
permettre, entre autre, 1’inhibition des enzymes de restriction bactériennes afin de préserver
I’ADN viral. Vient ensuite la phase de réplication. Souvent, ’ADN bactérien est alors
inactivé et dégradé par des endonucléases et exonucléases virales afin d’affecter entierement
la machinerie cellulaire a la formation de virions. Les nucléotides issus de la dégradation de
I’ADN sont utilisés pour la réplication de I’ADN du bactériophage. Certains bactériophages
encodent une grande partie des protéines nécessaires a leur réplication (hélicase, ligase,

polymérase) ou a la réparation de leur ADN, a I’instar du bactériophage T4.
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- Assemblage : avec I’expression des génes tardifs, il y a production des protéines de structure
du bactériophage (protéines de capside, de la queue, du collier, fibres) ainsi que des protéines
nécessaires a 1’encapsidation de I’ADN telles que les terminases. Si 1’on reprend I’exemple du
bactériophage T4, les capsomeres de la capside sont assemblés et I’ADN est alors empaqueté
dans la pro-capside. L’encapsidation de ’ADN se termine par le clivage de celui-ci apres
reconnaissance de sites spécifiques lorsque la capside est pleine. Paralléelement, sont
assemblées les protéines des fibres d’une part et les protéines de la queue et du plateau de
fixation d’autre part. La pro-capside est ensuite assemblée avec la queue et le collier puis
I’ensemble avec les fibres.

- La libération des virions : deux types de protéines sont nécessaires a la libération des
particules virales néoformées dans le milieu environnent : les holines et les endolysines. Les
holines permettent la formation d’un pore dans la membrane plasmique donnant ainsi aux
endolysines 1’acces au peptidoglycane. Les endolysines possédent une activité glycosylase et
vont donc hydrolyser le peptidoglycane conduisant a la lyse osmotique de la bactérie. Il y aura
ainsi libération de plusieurs dizaines de particules virales, ou plusieurs centaines selon le
bactériophage considéré, qui pourront alors recommencer un nouveau cycle. Cette étape est
trés controlée ; la lyse ne doit pas étre trop précoce afin qu’un maximum de néo-particules

soient matures, ni trop tardive afin de ne pas réduire les opportunités d’infection.

b) Cycle lysogénique

Ce cycle débute de la méme maniére que le cycle lytique. Ensuite, le passage a la
lysogénie plutot qu’a un cycle lytique va dépendre d’interactions complexes entre les facteurs
bactériens et viraux. Par exemple, pour le bactériophage A d’Escherichia coli, bactériophage
tempéré modele, une fois I’ADN injecté, le génome est circularisé et les génes précoces
transcrits (dont les génes clI et clll). La présence du facteur de transcription viral CII en
quantité suffisante est cruciale pour le choix lysogénique. Cependant, ce facteur est déstabilisé
par des facteurs bactériens Hfl (KC, B et D) et est stabilisé entre autre par 1’inhibiteur de
protéase viral CIII (Banuett et al., 1986; Cheng et al., 1988; Hoyt et al., 1982; Parua et al.,
2010). Par ailleurs, la concentration de la protéase HfIB est elle-méme influencée par la
concentration intracellulaire en AMPc (Slominska et al., 1999). Si les conditions sont réunies
pour permettre un cycle lysogénique (i.e. concentration suffisante de la protéine CII), il y aura
synthése de protéines virales réprimant I’expression de geénes intervenant dans le
développement du cycle lytique, comme la protéine CI. Des protéines permettant 1’intégration

de ’ADN dans le chromosome bactérien (intégrase, transposase), par recombinaison au
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niveau de sites spécifiques ou de maniére aléatoire, seront ¢galement synthétisées. Cependant,
’intégration n’est pas impérative pour le développement d’un cycle lysogénique et certains
bactériophages se maintiennent sous forme de plasmide. Le bactériophage coexiste ainsi avec
I’hote sous une forme plus ou moins stable appelée prophage. Son ADN est répliqué en méme
temps que celui de la bactérie et peut rester intégré pendant des centaines ou des milliers de
générations bactériennes. La bactérie est alors appelée bactérie lysogene. Dans certains cas, le
prophage transmet ainsi a la bactérie des genes de virulence lui conférant un avantage (cf.
paragraphe I1.B.2). Différents stress (changement de température, passage de la croissance
bactérienne en phase stationnaire, UV) peuvent provoquer 1’excision de ’ADN du prophage,

interrompant la lysogénie et conduisant au démarrage d’un cycle lytique.

B. Importance écologique des bactériophages

Les bactériophages nécessitent un hote pour leur multiplication. Leur distribution et
leur abondance dépendent donc de celles de leur hote. Les océans, les sédiments océaniques et
les sols referment la majorité de la biomasse bactérienne sur Terre, avec une estimation de
’ordre 10°° cellules. Une étude réalisée sur un échantillon d’eau de mer suggére qu’il y aurait
un rapport de 10 particules virales pour une cellule procaryote, estimant ainsi le nombre de
particules virales sur Terre 4 10°!, une grande majorité étant des bactériophages. Ainsi ils ne
représentent que 5 % de la biomasse des océans mais 94 % des entités refermant un acide
nucléique. Les bactériophages sont donc abondants mais ils sont aussi divers. Des analyses
métagénomiques estiment le nombre de génotypes viraux a 5000 pour 200 L d’eau de mer
(Breitbart & Rohwer, 2005; Clokie et al, 2011). La majorit¢ des séquences virales
nouvellement identifiées ne sont pas déja présentes dans les bases de données ce qui laisse
apercevoir un large champ de découverte (Ackermann, 2011).

La population de bactériophage a donc un impact sur la population bactérienne. Il y a
d’abord un impact sur la diversit¢ des bactéries. En effet, les bactériophages tempérés
constituent un réservoir de matériel génétique qui apportera une diversification des bactéries
lysogeénes. La relation entre le bactériophage et la bactérie est alors de nature parasitaire si le
prophage n’apporte aucun avantage pour la virulence ou la survie de la bactérie ou de nature
symbiotique dans le cas contraire. La relation proie-prédateur, entre bactérie et bactériophage
lytique, a elle un impact sur la densit¢ de la population bactérienne. Ainsi, pour certains
couples bactérie/bactériophage, les populations des deux taxons oscillent dans le temps

(Figure 21A). Cette dynamique évolue en fonction de la lyse des bactéries par les
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bactériophages, de la résistance des différents clones bactériens et du colit de cette résistance
pour la bactérie, de 1’adaptation des différents clones viraux aux mécanismes de résistance
bactériens et de I'instabilité des bactériophages dans I’environnement (sensibilité aux UV,
température, pH). Se dessine ainsi le schéma décrit dans la figure 21B conduisant a une
coévolution des populations de bactéries et de bactériophages. Globalement la biomasse
bactérienne ne diminue pas mais est contrdlée par les bactériophages. Ils ont ainsi une
importance écologique dans les écosystémes marins et influencent les cycles biogéochimiques
(cycle de I’azote, du carbone, du souffre...) (Clokie ef al., 2011; Rodriguez-Brito et al., 2010;
Suttle, 2007).

Une importance ¢€cologique évidente est attribuée aux bactériophages par leur
abondance dans I’écosysttme marin mais pas seulement. Il existe de nombreux autres
écosystemes influencés par les bactériophages, notamment des écosystémes associ€s aux
animaux, et en particulier I’écosysteme intestinal. En effet, chez ’homme, la biomasse
microbienne contribue pour plus de 54 % du poids total des feces et le nombre de particules
virales par g de féces serait compris entre 10'" et 10''. C’est un systéme complexe ou les
populations bactériennes s’influencent entre elles et sont influencées par le régime alimentaire
et la réponse immunitaire de 1’hdte humain. Cet écosystéme est encore peu connu mais il est
probable que les bactériophages jouent un role dans la dynamique et la diversité des
populations bactériennes intestinales (Clokie ef al., 2011).

B Croissance de la population bactérienne 1
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Emergence deiclonesie de bactériophages par la
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Figure 21 : Dynamiques des populations de bactéries et de bactériophages coexistant

A : Modélisation de la dynamique dans le temps de différentes souches de bactéries (ligne
pleines) et de bactériophages (lignes en pointillés) dans des échantillons d’eau douce d’apres
(Rodriguez-Brito et al., 2010). B : Schématisation des différentes étapes de la dynamique de
coévolution bactérie/bactériophage.
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C. Applications des bactériophages

1. Application en biologie moléculaire

Les bactériophages, décrits en 1915 par F. Twort et en 1917 par F. d’Herelle, ont
conduit a la découverte de nombreux concepts dans la biologie et la virologie et ont permis
I’essor de la biologie moléculaire et de la génétique entre les années 30 et les années 60. Le
bactériophage est une des entités biologiques les plus simples capable de diriger sa
réplication. Sur ce principe, Hershey et Chase ont pu démontrer, grace au bactériophage T2,
que I’ADN ¢était le support de ’information génétique. Grace a un marquage isotopique
différentiel de I’ADN et des protéines du bactériophage, ils ont montré qu’apres I’infection
des bactéries par les bactériophages puis séparation des bactéries infectées et des
bactériophages libres, seules les molécules d’ADN du bactériophage étaient retrouvées dans
les bactéries. Or, de nouvelles particules virales étaient produites par ces bactéries, seulement
a partir de ’ADN des bactériophages (Hershey & Chase, 1952). D’autres découvertes
importantes ont fait intervenir les bactériophages, notamment la nature en triplet du code
génétique, les ARNm ou encore le réle du facteur sigma dans la transcription (Brenner ef al.,
1961; Burgess et al., 1969; Crick et al., 1961). En réalité, I’é¢tude des bactériophages a permis
I’essor de la biologie moléculaire, une discipline a part entiére reconnue notamment par
I’attribution du prix Nobel de Médecine et de physiologie a M. Delbriick, A.D. Hershey et S.
Luria en 1969. Aujourd’hui, les bactériophages sont toujours utilisés en biologie moléculaire,

comme par exemple dans les techniques de clonage ou de phage display.

2. Application dans I’industrie agro-alimentaire

De leur production a la fourchette du consommateur, les aliments passent par de
nombreuses étapes de transformation et de stockage qui sont autant de points critiques pour
d’éventuelles contaminations. L’utilisation des bactériophages dans [’industrie agro-
alimentaire est récemment devenue une option nouvelle pour le bio-controle des pathogénes
potentiellement présents dans les aliments, notamment dans les produits frais. Les
bactériophages sont omniprésents et régulierement ingérés par I’homme via son alimentation
et I’eau. Pour cela, ils sont présumés inoffensifs et aucun effet secondaire a leur ingestion n’a
été rapportée (Bruttin & Briissow, 2005). Leur spécificité envers les souches bactériennes
permet de cibler les micro-organismes indésirables sans affecter ceux qui seraient bénéfiques
(probiotiques). Ainsi, ils se présentent comme de bons candidats pour une utilisation dans la

protection des denrées alimentaires contre la contamination (Hagens & Loessner, 2010;
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Mabhony et al., 2011). Se posent alors différentes questions sur la sécurité, I’efficacité et la
stabilité des bactériophages dans le produit tout au long de la chaine de production. En
premier lieu, les bactériophages utilisés doivent étre strictement virulents et ne contenir aucun
geéne codant des facteurs de virulence bactériens ni de protéines potentiellement allergénes,
dans la limite des connaissances actuelles (Hagens & Loessner, 2010). Concernant
I’efficacité, des études expérimentales réalisées sur des aliments artificiellement contaminés
par 3 pathogénes alimentaires majeurs, Salmonella enterica serovar enteritidis,
Campylobacter jejuni et E. coli O157 :H7, montrent que 1’application de bactériophages
réduits de plus de 90 % la contamination de la viande ou méme 1’éradique totalement (Goode
et al., 2003; O’Flynn et al., 2004). Ces études encourageantes quant a 1’efficacité des
bactériophages devront étre confirmées dans le contexte industriel, notamment pour les
produits déja commercialisés. En effet, les sociétés Intralytix et EBI Food Safety ont recu
I’autorisation de la FDA pour utiliser des solutions de bactériophages comme additifs
alimentaires. Ces produits ciblent Listeria monocytogenes (LISTEX P100™ et ListShield™)
et d’autres produits ciblant Salmonella sp. (SalmoFresh™ et SALMONELEX™) et E. coli
O157 :H7 (EcoShield™) sont en instance d’autorisation. Par ailleurs, les endolysines des
bactériophages, seules ou par une action synergique avec un agent de biopréservation
alimentaire, semblent étre efficaces pour ¢Eliminer de certains aliments les bactéries
pathogenes, notamment les bactéries a Gram positif (Garcia ef al., 2010; Zhang et al., 2012).
En amont, I’utilisation des bactériophages semblent étre une alternative biologique aux
substances chimiques utilisées actuellement en agriculture (pesticides, antibiotiques).
Concernant les cultures, sont notamment commercialisés deux produits ciblant Xanthomonas
sp. ou P. syringae, deux pathogénes de la tomate entre autre (AgriPhage™). Concernant
I’¢levage, plusieurs études ont montré une efficacité de 'utilisation des bactériophages dans
la lutte contre les infections a Campylobacter jejuni dans les élevages de volailles (Loc
Carrillo et al., 2005; Carvalho et al., 2010; Wagenaar et al., 2005).
Parall¢lement, les bactériophages peuvent également étre utilisés comme biosenseurs pour la
détection des bactéries pathogenes dans les aliments. Ces tests reposent sur la simple
détection de I’amplification des bactériophages ou sur des systémes plus complexes, déja
commercialisés ou non. Nombre de ces systémes sont basés sur 'utilisation de bactériophages
porteurs de génes rapporteurs (-galactosidase, GFP, luciférase ...). Il existe plusieurs autres
systemes parmi lesquels certains consistent a immobiliser les bactériophages, sur des
particules de silice ou des nanofibres, puis d’évaluer quantitativement la lyse bactérienne,

grace a des tests bioluminescent-ATP-dépendant par exemple, qui permettent de déterminer
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les quantités d’ATP libérée lors de la lyse de la bactérie. Grace a la spécificité des
bactériophages et a la rapidité de leur cycle de multiplication, ces tests ont I’avantage d’étre
spécifiques, plus rapide que les techniques de culture bactériennes et de ne détecter que les

bactéries vivantes (Minikh ef al., 2010; Smartt ef al., 2012).

3. Applications thérapeutiques pour ’homme
a) Historique de la phagothérapie
(1) La découverte des bactériophages

Les premicres observations compatibles avec 1’activité des bactériophages remontent a
la fin du XIX®™ si¢cle. En 1896, Ernest Hankin, un bactériologiste britannique, reporte une
activité antiseptique contre de nombreuses bactéries, et en particulier Vibrio cholerae, dans
les eaux de la Jumna et du Gange. Cette activité est filtrable et inactivée par la chaleur. Il
suggere que le principe antiseptique soit une substance chimique volatile qui permet de
limiter la propagation du choléra (Hankin, 2011). En 1901, Emmerich et Léw notent que
certaines substances contenues dans des cultures auto-lysées sont capables 1) de causer la lyse
d’autres cultures, ii) de guérir certaines infections expérimentales et iii) de conférer une
immunité prophylactique (Emmerich & Low, 1901). Cependant, I’interprétation de cette
¢tude reste ambigiie. Il pourrait s’agir de 1’activité¢ de bactériophages comme celle d’autres
substances telle que les bactériocines.

La recherche sur les bactériophages a réellement débutée avec les observations
indépendantes de Frederick Twort et de Félix d’Herelle. F. Twort, un bactériologiste anglais,
reporte en 1915, qu’une partie des colonies de Micrococci ayant contaminé ses milieux de
culture présentent une apparence mucoide et vitreuse (Twort, 1915). Il remarqua que cette
transformation était transmissible indéfiniment et nota que ces colonies, observées au
microscope, présentaient des bactéries dégénérées en petites granules. Il posa alors plusieurs
hypotheses pour ce qu’il qualifia de maladie infectieuse aigu€ des Micrococci :

- c’est I’action d’un virus ultramicroscopique moins organisé que les bactéries

- il s’agit de protoplastes

- c’est I’action d’une enzyme ayant un pouvoir de croissance
Il est le premier a mettre en évidence ce phénoméne mais restera imprécis dans ces
conclusions et ne poursuivra pas ses recherches.

A la méme époque, F. d’Herelle travaillait a I’Institut Pasteur de Paris, dans le climat

de la premiére guerre mondiale, quand il fut appelé pour examiner une épidémie de dysenterie
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bacillaire au sein d’une troupe de soldats frangais. Intrigué par la dichotomie des effets de la
bactérie, parfois extrémement pathogéne, parfois inoffensive, il examine le filtrat
d’échantillons de selles des soldats. Il est alors a la recherche de microbes invisibles et
filtrables. En effet, des études antérieures associées a ses propres observations de « taches
claires » intrigantes dans ses cultures lors de recherches menées en Amérique latine et en
Afrique du Nord, le ménent a penser a cette hypothése. Il reportera alors, dans les filtrats de
selles des soldats en voie de guérison, la présence d’un microbe antagoniste des bactéries. Ce
microbe induit la lyse des bactéries en culture liquide et la formation de plaques discrétes sur
les surfaces d’agar ensemencée de bactéries confluentes. Il propose que ces microbes
invisibles soient des « ultravirus » envahissant les bactéries et s’y multipliant a leur dépend. Il
les nommera « Bacteriophagum intestinalis » (d’ Herelle, 1917). Il montrera que la
multiplication de ces bactériophages est infinie, nécessite des cellules vivantes et la lyse de la
bactérie. Il montrera également que la multiplication s’effectue en « vagues» qu’il
interprétera comme des cycles d’infection. D’autre part, il pensait que les bactériophages
¢taient a I’origine de la majorité des guérisons d’infections et appela méme les bactériophages
«agents de 'immunité exogenes ». F. d’Herelle est alors le pionnier dans deux grands
domaines de recherche : I’identification de la nature biologique des bactériophages et leur

utilisation comme agent thérapeutique (Dublanchet & Bourne, 2007; Summers, 2004).

(2) Les premiéres applications thérapeutiques

F. d’Herelle débute ses premiers essais sur des animaux. Il montrera ainsi, en 1919,
I’efficacité des bactériophages dans le traitement prophylactique contre le choléra des poules
et des septicémies hémorragiques chez le bovin (d’ Herelle, 1921; d’ Herelle & Smith, 1926).
Avant de mener les premiers essais sur I’Homme, F. d’Herelle s’assure de ’innocuité des
bactériophages. Il testera sur lui-méme et sa famille 1’ingestion de doses croissantes de
bactériophages contre Shigella puis leur injection sous-cutanée sans observer de réaction. Les
premiers traitements par Shiga-bactériophages sont proposés en 1919 a des patients de
I’hopital Necker Enfants Malades souffrant de dysenterie bacillaire (Sulakvelidze et al.,
2001). Viendra ensuite le traitement de patients atteints de peste bubonique en Egypte (d’
Herelle, 1925). Ces deux essais furent de larges succes et leur diffusion permit I’essor de la
phagothérapie.

Cependant les travaux de d’Herelle sont a 1’époque controversés. Jules Bordet,
immunologiste et microbiologiste belge, lauréat du Prix Nobel de physiologie et de médecine

en 1919, Paffrontera avangant une nature enzymatique plutdt que virale du phénomeéne de
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lyse observé par d’Herelle et Twort. Les bactériophages sont encore méconnus et cette
controverse prendra fin dans les années 40 avec la mise au point du microscope électronique

(Summers, 2004).

(3) L’extension mondiale

Suite a la diffusion des premiers succés de d’Herelle, des bactériologistes allemands,
américains et brésiliens tentent de vérifier ses résultats. D’abord négatifs, ces essais montrent
d’excellents résultats apres optimisation suivant les suggestions de d’Herelle (Dublanchet &
Bourne, 2007). Petit a petit, le traitement contre la dysenterie bacillaire par la phagothérapie
devient commun. En 1927, lors d’une épidémie de choléra en Asie, d’Herelle traitera 74
patients gravement atteints. Ses observations sont menées sous forme d’essai clinique et
montrent que 63 % des 124 patients non traités meurent contre 8 % des patients traités,
majoritairement ceux ayant regu le traitement tardivement (Sulakvelidze & Kutter, 2004).
Dans les années 30, la phagothérapie s’étend trés largement a travers le monde entier. Les
entreprises pharmaceutiques s’y intéressent et de nombreuses variétés de préparations de
bactériophages sont développées permettant de traiter avec succes des maladies intestinales,
cutanées, génitales ou respiratoires. A Paris, d’Herelle crée le « Laboratoire du
bactériophage » qui commercialise différents cocktails (Figure 22A). Il dirigera plusieurs
instituts et travaillera aussi a Tbilissi en Géorgie, en collaboration avec Georges Eliava,
fondateur de 1’actuel « Eliava Institute of Bacteriophage, Microbiology and Virology »
(EIBMV), qu’il a rencontré¢ précédemment a Paris (Figure 22B). C’est I’age d’or de la
phagothérapie (Dublanchet & Bourne, 2007; Sulakvelidze & Kutter, 2004).
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Figure 22 : Photographie pendant I’age d’or de la phagothérapie

(A) Publicité pour les préparations de bactériophage du « laboratoire des bactériophages »,
diffusée a Paris en 1936. (B) Photographie réalisée entre 1933 et 1935, lors d’un des deux
voyages de Félix d’Herelle a Tbhilisi en Géorgie. De gauche a droite, Elena Makashvili,
assistante de Georges Eliava, Félix D’ Herelle (assis) et Georges Eliava, a ce qui est
actuellement I’EIBMYV. Photographie tirée de Sulakvelidze & Kutter, 2004.
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(4) La phagothérapie décline mais persiste

Avec le succes de cette thérapie, les demandes de préparations augmentent et des
difficultés de production s’installent, tant sur la quantité de préparations a produire que sur
leur qualité. Les résultats des traitements deviennent alors inconstants. Une analyse des
travaux sur la phagothérapie ordonnée par 1’ « American Medical Association », conclut que
les résultats sont globalement peu convainquants. S’installe alors un doute et une perte de
crédibilité concernant 1’efficacité de la phagothérapie. Le déclin de la phagothérapie est
maximal avec 1’apparition de la pénicilline comme agent thérapeutique en 1942. C’est le
début de 1’¢re des antibiotiques qui connaitra une expansion mondiale extraordinaire, avec le
développement de dizaines de molécules pendant plusieurs décennies. Leur emploi et leur
fabrication sont plus simples, ils sont plus stables et s’averent tres efficaces contre de trés
nombreuses infections. La phagothérapie est rapidement abandonnée aux Etats Unis et en
Europe occidentale, bien que le déclin ait été plus progressif en France ou étaient encore
produites certaines préparations jusque dans les années 70 (Dublanchet & Fruciano, 2008;
Sulakvelidze & Kutter, 2004).

Cependant, en Union Soviétique et en Pologne il en ¢était tout autrement. La
phagothérapie est restée tres utilisée en thérapeutique humaine et de nombreux travaux ont été
publiés, mais trop souvent dans des revues a faible diffusion. Malgré que ces études ne soient
pas toutes traduites en anglais et ne répondent pas aux criteéres rigoureux des essais cliniques
actuels, elles relatent une certaine efficacit¢ de la phagothérapie contre diverses infections
liées a de nombreux pathogenes (Shigella, Klebsiella, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus, E. coli, Proteus et Salmonella). De plus aucun effet secondaire grave n’a été

reporté (Sulakvelidze et al., 2001).

(5) Le renouveau de la phagothérapie

Si I’émergence de souches bactériennes résistantes a un antibiotique a rapidement été
évoqueée, ce n’est que ces 20 dernieres années que la dissémination de souches résistantes a
plusieurs antibiotiques (MDR) s’est considérablement accrue, devenant un sujet majeur de
préoccupation en santé publique. Pour la plupart des antibiotiques, des souches résistantes
sont maintenant observées 2 a 3 ans apres leur introduction en thérapeutique. Parfois, ces
souches résistantes émergent méme avant la commercialisation de 1’antibiotique. En 2002,
90000 déces ont été imputés aux infections bactériennes aux Etats Unis dont plus de la moitié

sont causées par des bactéries résistantes a au moins un antibiotique couramment utilisé. La
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mise au point de nouveaux antibiotiques est longue et coliteuse, avec le risque de voir émerger
des souches résistantes rapidement. De plus, les cibles bactériennes des antibiotiques sont
limitées. Ainsi le nombre de nouveaux antibiotiques mis sur le marché décroit depuis le début
des années 90 et il s’agit principalement de dérivés d’antibiotiques existant (Taubes, 2008).
Dans ce contexte, différents traitements antibactériens alternatifs sont aujourd’hui
étudiés (cf. paragraphe I1.C.3) et il existe notamment un regain d’intérét pour la phagothérapie
depuis une dizaine d’années (Sulakvelidze & Kutter, 2004). Les technologies ont aujourd’hui
beaucoup évolué comparé aux premiers jours de la phagothérapie, tout comme nos
connaissances concernant la biologie des bactériophages ainsi que leur interaction avec les
bactéries. Il est maintenant possible de contréler de maniere fiable la production de solutions
de bactériophages ayant une efficacité optimale contre des souches bactériennes ciblées (Gill
& Hyman, 2010). Cependant, les données anciennes concernant la phagothérapie ne
répondent pas aux critéres actuels et les bactériophages thérapeutiques devront franchir les
étapes rigoureuses du processus d’approbation avant leur commercialisation, incluant des

études précliniques sur 1’animal et des essais cliniques pour chaque application.

b) Points forts et points faibles des bactériophages pour

le traitement des infections chez I’homme
L’utilisation thérapeutique des bactériophages confére différents avantages, en
particulier par rapport aux antibiotiques, en raison de la nature méme des bactériophages.
Cette approche présente également quelques inconvénients mais qu’il est cependant souvent

possible de contourner (Sulakvelidze & Kutter, 2004).

(1) Les avantages
(a) L’activité des bactériophages sur les biofilms
Certains bactériophages posseédent une activité polysaccharide dépolymérase au niveau
de leur plateau de fixation. Il a par exemple été montré que le bactériophage F116 de
P. aeruginosa était capable de diffuser au travers d’un gel d’alginate et en diminuait la
viscosité de plus de 40 %, et réduisait de 2-log le nombre de bactéries renfermées dans un
biofilm formé depuis 20 jours (Hanlon ez al., 2001). Ces résultats ont également été confirmés

pour d’autres bactériophages, NH-4 et MR299-2 (Alemayehu et al., 2012).
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(b) L’omniprésence des bactériophages
Il est admis qu’il existe des bactériophages spécifiques de chaque espéce bactérienne.
Leur isolement et leur sélection est rapide et peu couteuse. Un traitement semble donc
théoriquement envisageable pour chaque infection bactérienne a condition d’adapter le mode

d’administration (Sulakvelidze & Kutter, 2004).

(¢) La distribution des bactériophages dans
I’organisme
Différentes études ont montré que les bactériophages entraient dans la circulation
sanguine rapidement. D’autre part, il a également ét¢é montré que, chez la souris, des
bactériophages injectés par voie intrapéritonéale étaient capables de franchir la barriére
hémato-encéphalique lors d’une infection bactérienne cérébrale (Dabrowska et al., 2005; Huff
et al., 2003; Sulakvelidze & Kutter, 2004). Ces données permettent d’envisager 1’utilisation

de la phagothérapie dans des cas de septicémies et de méningites.

(2) Les inconvénients
(a) Le mode de préparation des bactériophages
L’amplification de bactériophages requiert 1’utilisation de culture de bactéries vivantes
qui produiront une grande quantité d’endotoxines lors de la lyse. Ces endotoxines doivent étre
¢liminées des préparations afin d’éviter une stimulation excessive du systéme immunitaire et
un choc éventuel. Toutefois, différentes technologies permettent actuellement 1’élimination

efficace de ces endotoxines (Gill & Hyman, 2010).

(b) La reconnaissance des bactériophages par le

systéme immunitaire
Chaque protéine des bactériophages est potentiellement immunogene et peut induire
une réponse humorale, notamment la production d’anticorps neutralisants. Une étude réalisée
chez le lapin a rapporté que le titre d’anticorps neutralisants était plus faible lors d’une seule
injection ou lors d’une série d’injections rapprochées dans le temps que lors de multiples
injections espacées de plusieurs semaines. D’autre part, les anticorps induits lors d’injections
rapprochées seraient de type IgM, dont ’activité neutralisante serait faible et facilement
réversible, alors que les injections espacées produiraient des anticorps de type IgG. La voie

d’administration a également un fort impact sur la production d’anticorps neutralisants, la
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voie orale semblant étre la moins immunogene. Par ailleurs, probablement en raison de
I’omniprésence des bactériophages dans 1’environnement, la présence d’anticorps anti-phages
préexistant au traitement est observée chez certains patients. En outre, cette réponse dépend
des bactériophages et il semblerait que la majorité de ces anticorps soient dirigés contre les
protéines de la queue. Les bactériophages présentant une structure plus simple provoqueraient
ainsi une réponse moins intense et seraient donc d’un plus grand intérét thérapeutique. Il est
probable que cette réponse humorale soit en partie a 1’origine d’une élimination rapide des
bactériophages de 1’organisme et puisse impacter 1’efficacité du traitement (Gorski et al.,
2012; Sulakvelidze & Kutter, 2004). Cependant, une étude réalisée chez 30 patients en
Pologne montre une faible corrélation entre la production d’anticorps pendant le traitement et

I’issue de ce traitement (Gorski ef al., 2012).

(3) Les propriétés conférant avantages et inconvénients
(a) La nature virale des bactériophages

Les bactéries sont capables de développer des mécanismes de résistance contre les
bactériophages. Des mécanismes antiviraux bactériens existent ainsi pour différentes étapes
du cycle de réplication du bactériophage, empéchant la production virale mais entrainant
parfois conjointement la mort de la bactérie. Mais, les bactériophages ne sont pas inertes et
co-évoluent avec les bactéries. En contrepartie, ils sont donc capables de s’adapter et de
contourner ces mécanismes de résistance par sélection des mutations qui leur conférent la
capacité d’infecter la bactérie de nouveau (Table 6). Lorsqu’au cours d’un traitement
d’éventuelles résistances aux bactériophages sont observées, le développement de nouvelles
préparations est alors rapide et peu couteux. L’émergence de résistances bactériennes pourra
¢galement étre réduite par ’utilisation de cocktails de bactériophages (Hyman & Abedon,
2010; Labrie et al., 2010).

En revanche, cette nature virale et non chimique des bactériophages engendre un
risque de transfert de geéne horizontal. Les bactériophages thérapeutiques devront donc étre
obligatoirement virulents, leur génome devra étre séquencé et ne contenir aucun gene de
virulence identifi¢ a ce jour. Malgré cela, la plupart de leurs génes codent des protéines
putatives dont la fonction est inconnue ; il reste donc impossible aujourd’hui d’assurer une

innocuité totale des bactériophages (Sulakvelidze & Kutter, 2004).
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Mécanisme de résistance de la bactérie

Mécanisme de contournement du bactériophage

Absorption - production d’inhibiteurs compétitifs s’attachant aux - diversification des adhésines présentes sur les fibres
adhésines du bactériophage du bactériophage
- modification de la structure des récepteurs de surface
- production de protéines masquant les récepteurs bactériens - production de lyase ou hydrolase dégradant les
- synthése d’une matrice d’extracellulaire exopolysaccharides
Pénétration - absence des sites de reconnaissance des
endonucléases
- production d’enzymes permettant la méthylation de
- dégradation de I’ADN viral (enzymatique, CRISPR-Cas)
I’ ADN viral ainsi non reconnu
- mutation des motifs conservés reconnus par les
systemes CRIPSR-Cas
Réplication - clivage des ARNt ou facteurs d’élongation protéique - systéme de réparation
Assemblage / - infection « abortive » - production d’inhibiteur d’enzymes bactériennes
Libération - lyse prématurée

Table 6 : Résistances bactériennes en fonction des étapes du cycle réplicatif viral et adaptation en retour des bactériophages



(b) La spécificité des bactériophages
La spécificité des bactériophages envers une espéce, et bien souvent un nombre
restreint de souches bactériennes, permet d’épargner la flore commensale lors d’un traitement.
Cela évite également la sélection de souches résistantes dans les populations bactériennes non
visées. En contrepartie de cette spécificité, les pathogenes a 1’origine de I’infection a traiter
devront étre identifiés pour la mise en place du traitement. Ce probléme pourrait cependant

étre contourné par 1’utilisation de cocktails (Goodridge, 2010).

(¢) L’action bactéricide

Le cycle réplicatif des bactériophages virulent permet la lyse efficace des bactéries
qu’ils infectent. Cette action bactéricide limite I’émergence de résistance en comparaison avec
une action bactériostatique. De plus, leur réplication permet aussi d’amplifier le nombre de
bactériophages au niveau méme du site de I’infection, augmentant ainsi 1’efficacité¢ du
traitement. Par contre, la lyse des bactéries provoque la libération d’endotoxines pouvant
induire des effets secondaires, tels que des douleurs hépatiques. Cependant, ce probléme est
commun avec certains antibiotiques et les différentes approches utilisées ce cas

(corticostéroides par exemple) pourront étre utilisées de maniére similaire en phagothérapie.

La phagothérapie pourrait ainsi €tre une alternative et/ou un complément aux
traitements antibiotiques, en particulier dans le cas de la mucoviscidose (Kutateladze &
Adamia, 2010). En effet, les infections pulmonaires a P. aeruginosa chez ces patients sont de
plus en plus préoccupantes en raison de 1’émergence toujours plus fréquente de souches

multi-résistantes (cf. paragraphe 11.C.2).

¢) Les bactériophages de P. aeruginosa

La GenBank référence aujourd’hui 64 bactériophages de P. aeruginosa dont le génome
est entiecrement séquencé, dont plus de 90 % sont des bactériophages caudés (Table 7). La
majorité des ORF (open reading frame) de ces génomes codent des protéines prédictives
n’ayant de similarité avec aucune autre protéine connue, ou similaires avec des protéines dont
la fonction est inconnue. Par exemple, 80 % des protéines encodées par le bactériophage ¢KZ
ne sont retrouvées dans aucune autre forme de vie (Briissow & Kutter, 2004). Le nombre de
nouvelles especes de bactériophages de P. aeruginosa augmente de jour en jour dans les bases
de données. Il semble qu’une grande diversit¢ de bactériophages de P. aeruginosa existe,
probablement en raison de la nature ubiquitaire de P. aeruginosa, assurant ainsi une large

disponibilit¢é d’espéces pour la phagothérapie (Sepulveda-Robles et al, 2012).
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Famille Bacteriophage Numéro d’acces a Taille du G+C%  ORF Tempéré/ Apparenté a
la GenBank génome Virulent
(pdb ou nt)
Mpyoviridae oCTX NC_003278 35580 62 74 T ¢CTX
KPP12 AB560486 64144 55.6 88 PBI
LBL3 NC 011165 64427 55.5 88 \Y PBI
PBI1 NC 011810 65764 55.5 93 A% PBI
F8 NC 007810 66015 54.9 109 A% PBI
NH-4 JN254800 66116 55.5 56 A% PBI
14-1 NC 011703 66238 55.6 90 A% PBI
JG024 GU815091 66275 55.6 94 A% PBI
SN NC 011756 66390 55.6 92 A% PBI
PaMx JQ067083 66450 55.1 PBI
LMA2 NC 011166 66530 55.6 95 A% PB1
PAK-P3 HM173082 88097 54.8 \% PAK-P3
P3-CHA HM173081 88097 54.8 A% PAK-P3
KPP10 NC 015272 88322 54.8 158 A% PAK-P3
PaP1 HQ832595 91715 49.4 PaP1
JG004 GU988610 93017 49.3 161 A% PaP1
PAK-P1 NC 015294 93398 49.5 A% PaP1
EL NC 007623 211215 49.3 201 A% EL
OKZ NC 004629 280334 36.8 306 \Y dKZ
dPA3 HQ630627 309208 48 378 dPA3
Siphoviridae PA/KOR/2010 HM624080 34553 64.8 51 A% D3112
MP22 NC 009818 36409 64.2 51 T D3112
DMS3 NC 008717 36415 64 52 T D3112
MP29 NC 011613 36632 64.3 51 T D3112
PaMx73 JQ067085 36522 64.2 T D3112
MP42 NC 018274 36847 64.2 53 T D3112
MP38 NC 011611 36885 64.5 D3112



Famille Bacteriophage Numéro d’acces a Taille du G+C% ORF Tempéré/ Apparenté a
la GenBank génome Virulent
(pdb ou nt)

F HA0480 JN808773 37374 64.1 55 D3112
D3112 NC 005178 37611 64 55 T D3112
JBD26 JN811560 37840 64.1 59 D3112

B3 NC_006548 38439 63.3 59 T B3
F10 NC_007805 39199 62.1 80 T F10
vB Pae Kakheti25 NC 017864 42844 53.7 58 A% PA73
PA73 DQ163913 42999 53.6 75 PA73
PAJU2 NC 011373 46872 56.3 79 T D3
$297 NC 016762 49135 62 T $297
vB PaeS PMGI1 NC 016765 54024 57.5 T D3
D3 NC 002484 56426 57.8 90 T D3
PaMx25 JQ067084 57620 58.5 PaMx25
YuA NC 010116 58663 64.3 78 T M6
M6 NC_007809 59446 64.5 110 T M6
MP1412 NC 018282 61167 64.3 77 M6
Podoviridae LKA1 AM265639 41593 60.9 56 A% LKA1
OKMV NC_005045 42519 62 49 A% OKMV
PT5 NC 011105 42954 62.3 KMV
PT2 NC 011107 42961 62.2 OKMV
vB Pae TbilissiM32 NC 017865 42966 62.3 50 \Y% OKMV
OKF77 NC 012418 43152 62.9 \Y% KMV
LKD16 AM265638 43200 62.6 54 \Y% OKMV
LUZ19 NC 010326 43548 62.3 54 \Y% OKMV
119X NC_007807 43365 44.9 56 PaP2
PaP2 NC 005884 43783 45 58 T PaP2

MR229-2 IN254801 44789 52 68 A% PaP3
PaP3 NC_ 004466 45503 52 71 T PaP3
LUZ24 NC 010325 45625 52 68 A% PaP3



Famille Bacteriophage Numéro d’acces a Taille du G+C% ORF Tempéré/ Apparenté a

la GenBank génome Virulent
(pdb ou nt)
F116 NC_006552 65195 63 70 T F116
PA26 JX194238 72321 54.8 LITI
LIT1 NC 013692 72543 54 92 A% LITI
LUZ7 NC 013691 74901 54 117 \Y LUZ7
Leviviridae PPRI1 NC 008294 3573 49.2 PPR1
PP7 NC 001628 3588 54 4 \Y PP7
Inoviridae P13 NC 001418 5833 45 9 P13
Pfl NC 001331 7349 61 14 T Pfl
Non classé PAI1l NC 007808 49639 44.8 71 PA11

Table 7 : Tableau récapitulatif des 64 bactériophages de P. aeruginosa dont le génome est séquencé et référencé dans la GenBank



d) Les traitements d’infections expérimentales
Avec le regain d’intérét envers la phagothérapie, ces dix dernieres années ont vu se
réaliser de plus en plus d’études expérimentales chez I’animal, alors qu’elles étaient rares
avant les années 2000. Ces études ont permit d’apporter certains éléments de connaissance
quant a ’efficacit¢ des bactériophages pour traiter des infections intestinales, cutanées,

pulmonaires ainsi que des septicémies.

(1) Les septicémies

La septicémie est probablement le modéle d’infection le plus utilis¢ pour étudier
expérimentalement la phagothérapie. L’efficacité des bactériophages a ét¢ montrée dans le
traitement de septicémies causées par E. coli, Acinetobacter baumanii, Cronobacter
turicensis, K. pneumoniae, S. aureus, Enterococcus faecium et P. aeruginosa, pathogéne le
plus étudié¢ (Biswas et al., 2002; Hung et al., 2011; Pouillot et al., 2012; Soothill, 1992;
Sunagar et al., 2010; Tothova et al., 2011; Wang et al., 2006). Les études ayant pour modéele
des infections a P. aeruginosa sont résumées dans la table 8. Ces études montrent qu’avec une
MOI (multiplicity of infection) suffisante, le traitement par bactériophage reste efficace méme
s’il est retardé de plusieurs heures. Par ailleurs, la voie d’administration intrapéritonéale
semble étre la plus efficace, bien que celle-ci soit actuellement peu pertinente pour un

traitement chez I’Homme.

(2) Les infections intestinales

Ces études ont principalement portés sur deux types de pathogénes : Salmonella et E.
coli. Lors d’infections a Salmonella, 'utilisation de bactériophages a permit de réduire la
mortalité et la colonisation intestinale chez le poulet et aussi de réduire le nombre de
Salmonella dans les féces et différentes parties de 1’intestin chez le jeune porc (Berchieri et
al., 1991; Borie et al., 2008; Callaway et al., 2011). L’administration orale de bactériophages
s’est révélée efficace contre différentes infections a E. coli. En effet ils permettent une
¢limination plus rapide de la bactérie dans I’intestin ou une réduction du nombre de bactéries
présentes dans les féces et/ou les intestins, dans des mod¢les de souris, de porc, de moutons et
de bovins (Jamalludeen et al., 2009; Raya et al., 2006; Sheng et al., 2006; Tanji et al., 2005).
Une étude réalisée chez la souris montre des résultats similaires lors d’infections intestinales

avec Listeria monocytogenes (Mai et al., 2010).
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(3) Les infections cutanées

Le modele le plus étudié est I’infection de brillures de la peau par P. aeruginosa.
Généralement, une petite surface de peau est 1ésée par brilure puis les bactéries sont injectées
au niveau de la plaie en sous-cutanée ou directement appliquées sur la brilure. Les résultats
de ces études sont trés différents (Table 8). Dans le cas d’une infection létale, les
bactériophages semblent étre efficaces que dans le cas de trés fortes doses curatives. En
revanche, dans le méme mod¢le d’infection pour Klebsiella pneumoniae, le traitement par les
bactériophages, a une MOI de 1, permet la survie de 100% des souris infectées par une dose
1étale (Kumari et al., 2009; Kumari et al., 2010). D’autre part, ’utilisation de bactériophages
semble adaptée pour réduire les infections a P. aeruginosa non létales et permettre ainsi la
guérison des blessures. Cependant, ces €tudes sont réalisées avec une administration des
bactériophages immédiatement apres 1’infection et il a ét€ montré, pour ce méme modele
d’infection par Klebsiella pneumoniae, une efficacité réduite si le traitement est retardé de 6h
et nulle pour un traitement retardé de 24h (Kumari et al, 2010). Cela suggere que, chez
I’Homme, 1’application thérapeutique pourrait étre plus adaptée au traitement préventif des

briilures qu’au traitement d’infections déja développées.

(4) Les infections pulmonaires

Il existe peu d’études portant sur des infections pulmonaires expérimentales, toutes
chez la souris et la majorité sont réalisées avec P. aeruginosa. Les différents modéles utilisés
consistent en une infection intranasale de P. aeruginosa suivie d’une administration de
bactériophages par voie intranasale ou intraveineuse (Table 8). Dans ce type d’infection,
I’utilisation de bactériophages se révele efficace tant que le traitement est réalisé dans les 2 h
apres I'infection. Si ’administration du traitement est retardée a 6 h, seulement 25 % des
souris survivent a une infection létale alors que ce taux était de 100 % pour 1’administration a
2 h. La MOI est un paramétre également important a prendre en compte. L’¢étude réalisée par
Debarbieux et al. montre qu’une diminution de la MOI d’un facteur 10 fait chuter le taux de
survie de 100 % a 0 % (Debarbicux et al., 2010). En revanche, 1’utilisation de souche de
P. aeruginosa mucoides n’altére pas 1’efficacité du traitement, ce qui est encourageant dans la
perspective de traiter les patients atteints de mucoviscidose contre les infections chroniques a
P. aeruginosa (Alemayehu et al., 2012; Morello et al., 2011). De plus, la survie des souris est
corrélée avec une diminution de la charge bactérienne pulmonaire, une diminution des

facteurs pro-inflammatoires dans les lavages broncho-alvéolaires et une diminution des
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Iésions pulmonaires (Debarbieux et al., 2010; Morello et al., 2011). D’autre part, le traitement
préventif de ce type d’infection, réalisé jusqu’a 4 jours avant I’infection, s’avére également
efficace. L’application thérapeutique d’un tel traitement semble limitée en raison de la
spécificité des bactériophages, toutefois, cela montre que 1’environnement pulmonaire n’est
pas hostile pour les bactériophages (Morello et al., 2011).

Des expériences similaires réalisées avec Klebsiella pneumoniae et Burkholderia
cenocepacia montrent également que les bactériophages sont efficaces pour réduire le nombre
de bactéries dans les poumons, mais toujours a des temps d’administration précoces (< 6 h) et

a une MOI élevée (200 a 5000) (Carmody et al., 2010; Chhibber ef al., 2008).
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Table 8 : Etudes menées sur le traitement par les bactériophages d’infections a P. aeruginosa chez la souris.

Protocole d’infection Voie MOI Temps Observations Référence
10 Immédiat et
Infections Souche 4294, Applic. en surface, 10 % de ) )
, applic. 0.005 toutes les 30 80 % de guérison des brilures (Meitert et al., 1987)
cutanées mortalité
locales minutes
Souche PAO1, SC ) .
_ 1P 3000000 Immédiat 88 % de survie a 72h (McVay et al., 2007)
100 % de mortalité en 72h
Souche PAO1, SC IM ou
. 3000000 Immédiat ~ 25 % de survie a 72h (McVay et al., 2007)
100 % de mortalité en 72h SC
Souche PAOL1, SC ) . )
1P 900 Immédiat 0 % de survie (Kumari et al., 2009)
100 % de mortalité en 72h
Infection
Souche 4294, IN, Dose 1étale 48h v 0.025 Immédiat 47 % de survie (Meitert et al., 1987)
pulmonaires
Souche 4294, IN, Dose 1étale 48h v 0.025 2h 27 % de survie (Meitert et al., 1987)
Souche 4294, IN, Dose 1étale 48h v 0.025 24 h 0 % de survie (Meitert et al., 1987)
) (Debarbieux et al.,
Souche PAK, IN, Dose 1étale 48h IN 10et1 2h 100 % de survie 2010)
. (Debarbieux et al.,
Souche PAK, IN, Dose 1étale 48h IN 0.1 2h 0 % de survie
2010)
. (Debarbieux et al.,
Souche PAK, IN, Dose 1étale 48h IN 10 6h 25 % de survie
2010)
Souche CHA, IN, Dose 1étale 48h IN 10 2h 90 % de survie (Morello et al., 2011)

Souche CHA, IN, Dose 1étale 48h IN 1 2h 40 % de survie (Morello et al., 2011)



Protocole d’infection Voie MOI Temps Observations Référence
o ) . (Alemayehu et al.,
Souche MR299, IN IN 10 2h Réduit I’infection pulmonaire 2012)
o . _ (Alemayehu et al.,
Souche NH57388, IN IN 10 2h Réduit ’infection pulmonaire 2012)
Septicémies Souche 4294, 1P, Dose létale 48 h v 0.0033 Immédiat 50 % de survie (Meitert et al., 1987)
Souche 4294, IP, Dose 1étale 48 h v 0.0033 2h 41 % de survie (Meitert et al., 1987)
Souche 4294, IP, Dose 1étale 48 h v 0.0033 4h 20 % de survie (Meitert et al., 1987)
Isolat clinique, IP 1P 2 Immédiat 100 % de survie (Soothill, 1992)
Isolat clinique, IP IP 0.2 Immédiat 20 % de survie (Soothill, 1992)
IP, non . ) )
Souche PAOI, IP, Dose létal 24 h o 1000 45 min 80 % de survie a 7 jours (Hagens et al., 2004)
réplicatif
IP, non ' _
Souche PAOI, IP, Dose létal 24 h o 10000 6h 100 % de survie a 7 jours (Hagens et al., 2004)
réplicatif
Souche imipénéme résistante A392, IP, 200 a ) _
IP Immédiat 100 % de survie a 7 jours (Wang et al., 2006)
Dose 1étale 24h 0.01
Souche imipénéme résistante A392, IP, ) _
1P 200 l1h 60 % de survie a 7 jours (Wang et al., 2006)
Dose létale 24h
Souche D4, en eau de boisson pendant 3 . ' (Watanabe et al.,
) ) o _ per os ? 24h 65 % de survie a 17 jours
jours puis rupture de la barriére intestinale 2006)
Souche D4, en eau de boisson pendant 3 ) . ) (Watanabe et al.,
) ) o _ per os ? 6 jours 20 % de survie a 17 jours
jours puis rupture de la barriére intestinale 2006)



Protocole d’infection Voie MOI Temps Observations Référence
o 0.75,75 . ) (Vinodkumar et al.,
Isolat clinique, IP, Dose 1étale 48 h 1P 45 min 100 % de survie
et 750 2008)
o . (Vinodkumar et al.,
Isolat clinique, IP, Dose 1étale 48 h 1P 750 5h 100 % de survie
2008)
o _ (Vinodkumar et al.,
Isolat clinique, IP, Dose 1étale 48 h 1P 750 24 h 50 % de survie
2008)
Souche PAO1, IP, Dose 1étale 48 h M 10 6h 20-40 % de survie a 48h (Heo et al., 2009)
Souche PAOL, IP, Dose létale 48 h 1P 10 6h 70-100 % de survie a 48h (Heo et al., 2009)

IM : intramusculaire ; IN : intranasal ; IP : intrapéritonéal ; IV : intraveineux ; SC : sous-cutanée

Voie : voie d’administration du traitement par bactériophages
MOI : Multiplicity Of Infection i.e. rapport bactériophages/bactérie
Temps : délai entre [’infection et |’administration du traitement



e) Les essais cliniques

(1) La phagothérapie humaine en Europe de ’est
Depuis 1I’avenement des antibiotiques, la phagothérapie est restée trés utilisée dans les
pays de I’Europe de I’est, Union soviétique et Pologne a I’époque. Durant cette période et
jusqu’aujourd’hui, dans ces pays, plusieurs centaines d’études ont été rapportées sur la
phagothérapie chez I’Homme. Trés peu de ces études ont été traduites en anglais mais les
résultats majeurs ont été résumés par Sulakvelidze et ses collaborateurs (Sulakvelidze et al.,
2001). IlIs rapportent des succes de traitements curatifs et/ou préventifs:
- pour diverses atteintes : dysenterie, abces, infections pulmonaires et pleurales, briillures
et ulcéres cutanés, septicémies, inflammation urogénitales
- pour des atteintes causées par divers pathogenes: Shigella, S. aureus, Proteus,
Klebsiella, P. aeruginosa, E. coli, Streptococcus ou Salmonella
- pour des traitements administrés par différentes voies : rectale ou orale pour les
infections gastro-intestinales, topique pour les infections cutanées, oculaires et
muqueuses, aérosol pour les infections pulmonaires et de maniére plus rare et réservée
au cas de septicémies, par voie intraveineuse
La plus importante d’entre elles fut une étude soviétique, réalisée entre 1963 et 1964, qui
¢valua I’utilit¢ des bactériophages thérapeutiques en traitement prophylactique de la
dysenterie. Cette é¢tude, menée a Tbilissi en Géorgie, inclut 30769 enfants ; pendant 109 jours,
les habitants d’un c6té des rues recevaient oralement, une fois par semaine, une préparation de
bactériophages de Shigella, tandis que les habitants de 1’autre coté des rues ne recevaient
aucun traitement. Basé sur un diagnostic clinique confirmé par une culture bactérienne
positive, I’incidence de la dysenterie chez les enfants non traités fut 2.6 fois supérieure par
rapport aux enfants traités. Bien que nombre de ces ¢tudes apportent des ¢léments concrets en
faveur de I’efficacité de la phagothérapie, leurs résultats doivent étre considérés avec
précaution puisque la grande majorité de ces études n’incluent pas de groupes placebo, ne
sont pas réalisées en « aveugle », ne précisent pas toujours le nombre de patients inclus et
manquent souvent d’informations nécessaires a [’évaluation rigoureuse des conclusions
avancées par les auteurs (Sulakvelidze et al., 2001; Sulakvelidze & Kutter, 2004).
Pendant toute cette période et encore aujourd’hui, deux grands centres d’Europe de
I’est ont joué un role majeur dans I’avancée de la phagothérapie :
I’EIBMV : L’ « Eliava Institute of Bacteriophages, Microbiology and Virology », a
Thilisi, Géorgie
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I’HIIET : L’ « Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy » a
Wroclaw, Pologne
Avec d’autres centres russes, ils sont a [’origine de nombre des études citées
précédemment et produisent, encore a 1’heure actuelle, différentes préparations de
bactériophages, pour lutter contre de nombreux types d’infections, proposées sous différentes
formulations (liquides, comprimés, crémes). Leur recherche permet également Ile
développement de nouvelles préparations comme PhagoBioDerm®, développé en 2000 en
association entre les chercheurs de I’EIBMV et le « Center for Medical Polymers and
Biomaterials ». Actuellement, PhagoBioDerm®™ est un « pansement » innovant a utiliser sur
les brilures cutanées qui consiste en un polymére non toxique, biodégradable et perforé
contenant un mélange de bactériophages lytiques (de P. aeruginosa, E. coli, S. aureus,
Streptococcus et Proteus), un antibiotique (Ciprofloxacine) et un analgésique (benzocaine)

(Sulakvelidze & Kutter, 2004).

(2) La phagothérapie humaine en Europe occidentale

Le seul essai clinique, évaluant Defficacit¢ de la phagothérapie et réalisé
conformément aux réglementations européennes actuelles, a ét¢é mené au Royaume-Uni, sur
24 patients souffrant d'otite chronique unilatérale a P. aeruginosa (Wright et al., 2009). Dans
cette ¢tude randomisée en double aveugle, les patients ont été traités avec une dose unique de
6x10° pfu d'un cocktail de six bactériophages, administrés par voie topique. Basé sur les
scores obtenus d’aprés une échelle visuelle, le traitement par bactériophages a réduit
I’intensité¢ des symptomes. Cependant, la numération de P. aeruginosa, réalisée au dernier
jour de ’essai, a montré une faible diminution moyenne, de 9x10° a 2x10° cfu/g d'échantillon.
Toutefois, les bactériophages se sont multipliés au cours du traitement et certains patients
traités par bactériophages ont montré jusqu'a 80% de réduction des symptomes, non observée
dans le groupe ayant recu le traitement placebo. Les résultats de cette étude furent confirmés,
par la méme équipe, lors d’un essai clinique vétérinaire réalisé dans les mémes conditions,

chez des chiens souffrant d’otites chroniques a P. aeruginosa (Hawkins et al., 2010).

(3) La phagothérapie chez les patients CF
Une étude pionnicre, réalisée en Union Soviétique en 1995, non disponible mais
relatée par Sulakvelidze et ses collaborateurs, a reporté une efficacité des bactériophages dans

le traitement de patients CF atteints d’infection a P. aeruginosa (Sulakvelidze et al., 2001).
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Plus récemment, entre 2007 et 2010, une ¢étude a été réalisée sur 8 patients CF a Tbilisi. Les
patients ont recu des bactériophages sous forme d’aérosols, a plusieurs reprise pendant 6 a 10
jours, avec maintient du traitement antibiotique conventionnel, des fluidifiants de mucus et
des vitamines. Les résultats rapportés concluent a une diminution considérable de la
concentration des bactéries dans les expectorations des patients, une amélioration de 1’état de
santé¢ général et pour I’ensemble des patients, cette phagothérapie permit d’allonger les
périodes entre deux épisodes infectieux (Kutateladze & Adamia, 2010). D’autre part, une
¢tude de cas, également réalisée a Thilisi, rapporte les mémes conclusions pour un patient CF
atteint d’infection chronique a S. aureus et P. aeruginosa (Kvachadze et al., 2011). Ces études
sont encourageantes et il semble que les bactériophages soient capables de réduire les
infections a P. aeruginosa, cependant peu de patients ont étés étudiés il est difficile de
conclure sur I’efficacité réelle des bactériophages notamment sur le long terme. Dans la
démarche consistant a traiter par phagothérapie les infections chroniques a P. aeruginosa des
patients CF, il est nécessaire de mener des essais cliniques de plus grande envergure et

respectant les rigoureux critéres actuels encadrant ce type d’essais.

f) L’innocuité d’un traitement thérapeutique par
bactériophages
(1) Origine possible d’effets secondaires
L’abondance des bactériophages dans I’environnement et 1’exposition quotidienne de
I’Homme a ces bactériophages est probablement a I’origine de la bonne tolérance générale du
corps humain a ces micro-organismes. Cependant, des effets secondaires pourraient &tre
provoqués par différentes particularités des conditions de la phagothérapie :

- la dose de bactériophages : afin de traiter efficacement une infection, la quantité de
bactériophages administrée doit parfois étre élevée (cf. paragraphe III.C.3.d). Les
cellules du corps et en particulier localement au site de I’infection, sont alors exposées
a une concentration de bactériophages probablement bien supérieure aux
concentrations naturelles

- la libération massive d’endotoxines provoquée par la lyse bactérienne au site
infectieux

- laprésence d’endotoxines dans les préparations de bactériophages

- la stimulation du systéme immunitaire par les protéines du bactériophage

- D’influence des bactériophages sur I’évolution des bactéries cibles
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Cependant, il est aujourd’hui possible de sélectionner des bactériophages strictement virulents
et ne contenant aucun geéne de virulence connu. D’autre part, la purification des préparations,
afin d’obtenir des taux d’endotoxines faibles et tolérables pour ’'Homme, est un pré-requis

applicable avec les techniques actuelles (Abedon et al., 2011; Sulakvelidze & Kutter, 2004).

(2) Activité immuno-modulatrice des bactériophages

De plus en plus d’¢tudes montrent que les bactériophages peuvent interagir avec
certaines cellules de mammiféres, notamment les cellules du systtme immunitaire. Ils
moduleraient ainsi 1’activit¢é de phagocytose, accélereraient le renouvellement des PMN
(moins de formes matures et plus de formes immatures), inhiberaient la prolifération des
lymphocytes T et seraient capable d’y adhérer, inhiberaient I’activation du facteur NF-kB et
affecteraient la production de certaines cytokines. Cependant, ces observations résultent
principalement d’études in vitro et I’importance de ces phénoménes n’est pas clairement
définie dans le contexte de la phagothérapie (Gorski et al., 2012; Kurzepa et al., 2009;
Przerwa et al., 2006; Weber-Dabrowska et al., 2002). Il semble d’ailleurs qu’ils influencent
peu ’issue du traitement. Des études réalisées par I’HIIET chez I’Homme, lors de traitements
par différentes préparations de bactériophages, semblent confirmer ces observations
cependant, elles montrent également que ces modulations du systéme immunitaire semblent
dépendantes de la préparation de bactériophages et de la voie d’administration. Par ailleurs les
bactériophages permettraient de réduire la production de radicaux libres oxygénés induite par
I’infection bactérienne (Przerwa et al., 2006). Des ¢études réalisées in vitro montrent aussi
qu’ils n’influenceraient pas la migration des phagocytes ni 1I’expression des TLR a la surface

des monocytes (Gorski ef al., 2012).

(3) L’innocuité dans des modéles expérimentaux
Des études réalisées chez la souris, le lapin et le poulet montrent que les
bactériophages, administrés par voie intramusculaire, intrapéritonéale, intraveineuse, orale ou
en spray sur I’animal, entrent rapidement (< 1 h) dans la circulation sanguine. Cependant, en
absence de bactéries pour se multiplier, ils sont éliminés en quelques jours (Dabrowska et al.,
2005; Huff et al., 2003; Sulakvelidze & Kutter, 2004). D’autre part, des études réalisées chez
la souris et le cobaye, pour des préparations de bactériophages de Klebsiella administrés par

ces mémes voies, n’ont montré aucun signe de toxicité ni d’allergie, aucun choc ni aucun
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changement histologique observable, malgré une dose rapportée au poids équivalente a 3500

fois celle d’un traitement prévu pour I’Homme (Sulakvelidze & Kutter, 2004).

(4) L’innocuité chez ’Homme

Parmi les nombreuses études réalisées chez I’Homme en Europe de 1’est ces derniéres
décennies, peu rapportent des résultats sur I’innocuité du traitement par bactériophages. En
revanche, lorsque ces observations sont précisées, elles font état d’une absence d'effets
secondaires graves. Seuls des effets indésirables pouvant étre traités, telle que des douleurs au
foie, ont été reportés. De plus, il est a noter que certaines de ces études ont été réalisées chez
des patients immunodéprimés (Sulakvelidze & Kutter, 2004). Récemment, deux essais
cliniques de phase I, visant a évaluer I’innocuité de traitements par bactériophages, ont été
menés en Suisse et aux Etats Unis. Le premier a été réalisé sur 15 volontaires sains recevant
oralement 1.5x10°, 1.5x10” pfu de bactériophages T4 d’E. coli ou une solution placebo, 3 fois
par jour pendant deux jours (Bruttin & Briissow, 2005). Le second a été réalisé sur 39 patients
souffrant d’ulcéres qui ont été traités, pendant 12 semaines, par des bactériophages de
P. aeruginosa, S. aureus et E. coli ou une solution saline placebo (Rhoads et al., 2009). Ces
deux études montrent qu’aucun effet secondaire grave n’est observable aprés les traitements
par bactériophages. Seuls quatre volontaires incluent dans 1’étude de Bruttin & Briissow ont
rapporté¢ des nausées, des douleurs stomacales, un mal de gorge ou une augmentation du
péristaltisme, sans que cela nécessite un traitement particulier. Cette étude montre également
que quelques jours apres la fin du traitement, les bactériophages ne sont plus retrouvés dans

les selles, méme pour les volontaires ayant recu la dose la plus élevée.
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Objectifs

Ce travail a pour but d’apporter de nouvelles données sur le potentiel thérapeutique
des bactériophages pour lutter contre les infections pulmonaires chroniques, causées par des
souches de P. aeruginosa multi-résistantes aux antibiotiques, chez les patients atteints de
mucoviscidose.

Dans I’ensemble, les résultats des études cliniques réalisées en Europe de I’Est ainsi
que ceux des études sur des modeles d’infections expérimentales, démontrent 1’efficacité de la
phagothérapie a conditions de définir une dose, une voie et un délai d’administration adéquat.
Dans le cas particulier des infections pulmonaires a P. aeruginosa et dans 1’objectif d’adapter
ce type de traitement pour les patients CF infectés de maniere chronique, il est maintenant
primordial d’évaluer la capacité des bactériophages a éliminer les bactéries dans des modéles
se rapprochant d’avantage de I’environnement pulmonaire des patients.

Pour ce travail de thése, nous avons donc trouvé pertinent d’utiliser la souche CHA de
P. aeruginosa, une souche mucoide et multi-résistante aux antibiotiques, isolée d’un patient
CF.

A mon arrivée au laboratoire, la souche PAK de P. aeruginosa avait précédemment
été utilisée pour démontrer ’efficacité de bactériophages a traiter une infection pulmonaire
aigué. Nous avons ensuite utilis€¢ ce modele pour démontrer 1’efficacité des bactériophages a
traiter une infection causée par la souche clinique CHA, chez la souris WT. Le premier
objectif de ce travail de thése était de vérifier ces résultats dans un modele murin de
mucoviscidose : la souris cftr . Parallélement, les souches de P. aeruginosa étant capables de
former des biofilms dans les poumons des patients, nous avons test¢ 1’efficacit¢ des
bactériophages a réduire un biofilm formé in vitro.

Les données disponibles dans la littérature montrent que les traitements expérimentaux
par bactériophages sont bien tolérés, malgré des interactions probables entre les
bactériophages et les cellules du syst¢tme immunitaire. Toutefois, de nombreuses autres
interactions du bactériophage avec 1’organisme humain sont possibles et restent a préciser, en
particulier dans le contexte de la mucoviscidose. Deux fonctions physiologiques majeures
sont au cceur de la pathogéneése de cette maladie : I’inflammation et les transports ioniques. En
conséquence, le second objectif de ce travail de thése était de déterminer si un traitement par
bactériophages induisait une réaction inflammatoire ou une altération des transports ioniques,
en particulier les transports du sodium et du chlorure. Ce deuxi¢me point a nécessité la mise

au point de la technique de mesure de potentiel nasale chez la souris, technique pour laquelle
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il n’existe pas de données de référence di a la disparité des résultats obtenus par les différents
groupes de recherche.

D’autre part, les modéles murins de mucoviscidose ne présentant pas d’hypersécrétion
de mucus, notre troisieme objectif fut de mettre au point une méthode permettant de tester
I’efficacité¢ des bactériophages ex vivo, au sein d’expectorations de patients infectés par
P. aeruginosa de fagon chronique, ou les bactériophages seraient confrontés a la complexité

du milieu pulmonaire CF.
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Materiels et methodes

I. Souches bactériennes et conditions de croissance

La souche CHA de P. aeruginosa est une souche mucoide qui a été isolée d’un patient
atteint de mucoviscidose a Grenoble (Toussaint ef al., 1993). Les souches de P. aeruginosa,
isolées de primo-infections ou d’infections chroniques chez des patients CF et utilisées pour
déterminer le spectre d’hote des bactériophages, proviennent ¢galement d’une collection de
Grenoble et nous ont été fournies par Patrick Plésiat. Les souches PAO1 et Aa245 ont été
utilisées uniquement pour amplifier et dénombrer les bactériophages LUZ19/®KZ et LBL3
respectivement. La souche utilisée comme controle négatif pour la formation de biofilm est
une souche d’E. coli isolée de selles d’un sujet sain, souche 49 de la collection ECOR fournie
par le Centre de Ressources Biologiques de I’Institut Pasteur (Ochman et al. 1984). Les
souches ont été cultivées en routine a 37°C avec du milieu Luria-Bertani (LB) gélosé ou

liquide, sous agitation.

I1.Isolement et préparation des bactériophages de CHA

Des bactériophages spécifiques de la souche CHA ont été isolés sur cette souche a
partir d’eaux usées par une technique d’enrichissement (Debarbieux et al, 2010). Pour
I’ensemble des bactériophages utilisés, des préparations a haute concentration virale ont été
obtenues suivant la technique décrite par Debarbieux et al., 2010. Les bactériophages sont
stockés dans un tampon Tris (10 mM) / NaCl (150 mM) (TN) additionné de gélatine (0.02 %).

Les bactériophages utilisés pour I’étude sur I’innocuité ont ¢été purifiés par
chromatographie d’affinité¢ afin d’éliminer les endotoxines des préparations. Les colonnes
EndoTrap®blue ont été utilisées selon les recommandations du fournisseur (Hyglos,
Allemagne). La concentration d’endotoxines dans les préparations a été déterminée par un test
chromogénique quantitatif selon les recommandations du fournisseur. Ce test utilise la
réaction naturelle entre les endotoxines et le Limulus Amebocyte Lysate (LAL), un extrait

aqueux de cellules de la limule Limulus Polyphemus (QCL-1000, Lonza, USA).
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III. Caractérisation des bactériophages de CHA

Le spectre d’hdte de chaque bactériophage a été déterminé. Pour cela 1 ml d’une
culture en phase exponentielle de croissance a été réparti sur un milieu gélosé LB. L’exces de
liquide a été enlevé et la boite séchée a température ambiante pendant 30 a 60 minutes. 4 pl
de chaque dilution sériée (de 10 en 10) de la suspension de bactériophages en TN ont été
déposés a la surface de chaque boite. Ces boites ont été incubées a 37°C sur la nuit.
L’efficacité¢ a former des plages de lyse a été déterminée en calculant le ratio du titre de la
solution de bactériophages obtenu sur la souche testée divisé€ par le titre obtenu sur la souche
de référence CHA (Figure 23).

Les échantillons pour I’analyse de la morphologie des virions en microscopie
¢électronique ont été préparés comme décrit par Debarbieux et al. 2010.

Les cinétiques de lyse ont été réalisées a partir d’une culture en phase exponentielle de
croissance de la souche CHA, diluée en LB a une densité optique DO ¢oponm de 0,1 puis 50 pl
de cette suspension ont été distribués dans chaque puits d’une plaque 96 puits (plaques
Microtest 96, Flacon). 50 ul de milieu LB ou de suspension de bactériophages (dilués en LB
pour obtenir une multiplicité d’infection de 10~ ou 107) ont été ajoutés dans chaque puits. La
plaque a ensuite été incubée dans un lecteur microplaques, a 37°C et sous agitation orbitale au
réglage médium (Glomax MultiDetection System, Promega, USA). La DO a 600nm a été

enregistrée a intervalles de 5 minutes sur une période de 12 heures.

103 1071
104 102
10°
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Figure 23 : Efficacité de S bactériophages a former des plages de lyse sur une souche de
P. aeruginosa issue de primo-infection par rapport a la souche CHA

2 boites ont été recouvertes par une culture en phase exponentielle de la souche CHA (a
gauche) ou d’une souche de P. aeruginosa originellement isolée chez un patient CF lors d’une
primo-infection (a droite). Les mémes solutions des bactériophages LIAIA (6), S3AIA (7),
S3BIA (8), LIAIA (9) et C3A1A4 (10) ont été diluée en série de 10 en 10 puis 4 uL des
dilutions indiquées ont été déposés. Les photographies ont été réalisées apres une incubation
des boites pendant 16 h a 37 °C.
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IV. Modéele murin de mucoviscidose

Les souris 129 ;B6 wild type et invalidée pour le gene cftr proviennent du CDTA
(Cryopréservation, Distribution, Typage et Archivage animal) d’Orléans. Les souris cftr -
(B6;129-CFTR"™'V™) ont été obtenues par mutations ciblées sur le géne cfir grice a I’insertion

d’une cassette de résistance a la néomycine dans I’exon 10 via une recombinaison homologue.

V.Infection pulmonaire et traitement par bactériophage

Les expérimentations sont réalisées sur des souris males et femelles B6 ;129 WT et

AR .
cftr 7, agées de 10 semaines.

A. L’infection par la souche CHA de P. aeruginosa
Les souris sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale d’un mélange
xylazine/kétamine (100/10 mg/kg). Les bactéries sont suspendues dans 25 pL de PBS a la

dose désirée et instillées par voie intranasale.

B. Le traitement par bactériophages

Cas ou les souris recoivent uniquement un traitement par bactériophages :

Les souris sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale d’un mélange
xylazine/kétamine (100mg/kg / 10 mg/kg). Les bactériophages sont suspendus dans 25 pL de
PBS a la dose désirée et instillées par voie intranasale.

Cas ou les souris infectées par P. aeruginosa recoivent un traitement par

bactériophages :

Apres I’anesthésie réalisée pour I’infection, les souris sont maintenues endormies par
une seconde injection intrapéritonéale de xylazine-kétamine (50 mg/kg / 5 mg/kg) 1 h apres
I’infection. Ainsi, 2 h aprés l’infection, les souris toujours sous 1’effet de 1’anesthésie,

recoivent les bactériophages suspendus dans 25 pL de PBS par une instillation intranasale.

C. Les lavages broncho-alvéolaires (BAL)

Les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale puis sont ensuite disséquées de
facon aseptique et 4 lavages successifs des poumons, avec 500 pL de PBS, sont réalisés. Les
BAL sont maintenus a 4 °C jusqu’a la numération des bactéries, des bactériophages et des

PMN.
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Pour dénombrer les bactéries et les bactériophages, une dilution sériée de 10 en 10 de
ces BAL a été effectuée et 4uL. de chaque dilution ont été déposés sur milieu LB gélosé
recouvert ou non par la souche CHA afin de quantifier les bactériophages ou la souche CHA
seule.

Une dilution des BAL au 1/2 ou 1/10 avec une solution de Tiirk (Violet de
gentiane)(Merck Chemicals, Allemagne) a été réalisée afin de colorer les noyaux plurilobés
des PMN. Ces derniers ont ensuite été dénombrés sur cellule de Malassez.

Les BAL ont ensuite été centrifugés a 1500g puis le surnageant a été congelé a -20 °C

jusqu’au dosage des facteurs d’inflammation.

VI. Formation et quantification de biofilms

La formation et la quantification de biofilms a été réalisée avec une version modifiée
du protocole décrit par Tré-Hardy et al. (Tré-Hardy et al. 2008). Une culture de CHA incubée
pendant 16 h a 37 °C a été diluée jusqu’a une DOgponm de 0.1 en milieu LB puis répartie dans
une plaque 96-puits (100 pl par puits, Nunc MicroWell Plates; Nunc, Wiesbaden,
Allemagne). Les plaques ont ensuite été recouvertes d’un couvercle contenant des picots sur
lesquels un biofilm peut se former (Nunc TSP Screening System). La microplaque a ensuite
¢té incubée en chambre humide statique a 37 °C pendant 40 h. Le couvercle a été enlevé et
introduit dans une nouvelle plaque 96-puits contenant 100 ul de PBS par puits pendant 10
secondes afin d’enlever les cellules planctoniques non adhérentes. Le couvercle contenant les
biofilms a ensuite été introduit dans une nouvelle plaque 96-puits contenant 100 pl de milieu
LB seul ou contenant des bactériophages et incubé pendant 9 h a 37 °C en chambre humide
statique. Aprés 9 h, les couvercles ont été rincés deux fois en PBS comme décrit
précédemment. Les biofilms accrochés aux picots ont été colorés en introduisant le couvercle
dans une plaque 96-puits contenant 100 pl de cristal violet par puits (0,5 % w/v) pendant 20
minutes. Le cristal violet colore a la fois la matrice et les cellules du biofilm. L’exces de
cristal violet est éliminé en ringant les picots deux fois dans une plaque 96-puits contenant
100 pl d’eau distillée par puits. Le colorant attaché a ensuite été solubilisé en incubant les
picots dans une plaque 96-puits contenant 200 pl de mélange éthanol : acétone en proportions
4 : 1 pendant 15 minutes. 50 pl de la solution résultante ont été transférés dans une nouvelle
plaque 96-puits pour mesurer la DO a 560 nm (Glomax MultiDetection System, Promega,

USA).
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VII. Culture des cellules MHS

Les cellules MH-S sont des macrophages alvéolaires murins dont I’immortalisation a

été induite par le virus SV40 (Mbawuike & Herscowitz, 1989).

A. Culture en routine

Les cellules sont cultivées a 37 °C, en présence 5 % de CO,, en flasque ventilée de 75
cm’ (Corning, USA). Le milieu de culture utilisé est du RPMI Glutamax (Invitrogen, USA)
supplémenté de 10 % de sérum de veau feetal (SVF) (Invitrogen, USA), de pénicilline a 100
U/mL, de streptomycine a 100 pug/mL, d’amphotericine B a 0,25 pg/mL (Antibiotic-
Antimycotic 100X, Invitrogen, USA) et 1 mM d’HEPES 1M (Invitrogen, USA). Les cellules
a 90 % de confluence sont rincées avec 2 x 10 mL de PBS 1X puis décollées a I’aide d’une
solution de trypsine-EDTA (Invitrogen, USA). 5 mL de milieu RPMI complet sont ajoutés
puis les cellules reprises sont centrifugées 5 min a 300 g. Le culot est remis en suspension
dans 2 mL de milieu complet puis 1x10° cellules sont ajoutées a 25 mL de milieu RPMI

complet dans une flasque de 75 cm’.

B. Culture pour la stimulation par les bactériophages

Les cellules MH-S d’une flasque de 75 cm? a 70 % de confluence, sont lavées,
décollées, centrifugées comme décrit précédemment puis reprises dans du milieu RPMI
complet mais ne contenant que 0,1 % de SVF. Les cellules du culot repris sont alors diluée au
% dans du Bleu Trypan 0,4 % afin de colorer en bleu les cellules mortes. Les cellules vivantes
sont ensuite dénombrées sur cellule de Malassez au microscope optique. 6.25x10* cellules
sont ensuite réparties dans chacun des puits d’une plaque de culture cellulaire 24 puits (TPP,
Suisse). Chacun des puits est complété jusqu’a 500 pL avec du milieu RPMI 0,1 % SVF.
Apres 24 h, le milieu est retiré des puits et les cellules sont rincées avec 1 mL de PBS 1X. Les
bactériophages sont chacun dilués en Tris-NaCl additionné de gélatine 0,02 % jusqu’a une
concentration de 1.5x10% pfu/mL. Pour chaque puits, 70 pL de cette solution sont ensuite
ajoutés a 500 pL de milieu RPMI 0,1 % SVF puis incubés a 37 °C, 5 % CO,. Apreés 24 h
d’incubation, les surnageants de culture sont récupérés, centrifugés pendant 5 minutes a

1500 g, puis congelés a -20 °C jusqu’aux dosages des facteurs de I’inflammation.
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VIII.Dosages ELISA des facteurs de ’inflammation

Les dosages de I’interleukine 6, de la KC et du TNF-a sont réalisés par la méthode
immuno-enzymatique ELISA en sandwich selon les recommandations du fournisseur
(DuoSet, R&D, USA). Les dosages de la prostaglandine PGE-2 ont été dosés par la méthode

ELISA par compétition, selon les recommandations du fournisseur (R&D, USA).

IX. Mesure de la différence de potentiel (ddp)

Le principe de la mesure de la ddp est détaillé dans le premier chapitre de
I’introduction. Le systeme mis en place au laboratoire est résumé dans la figure 24 et la

technique de mesure est décrite dans I’article 2 (cf. annexes).

Voltmeétre

Electrode de

référence
Electrode de mesure 1
bl % -
Pousse seringue perfusant
différentes solutions =
N
. Pont d'agar

Figure 24 : Systéme de mesure de la différence de potentiel nasale chez la souris

La différence de potentiel est mesurée par un voltmetre entre deux électrodes
d’argent. La premiere, |’électrode de référence est reliée a un pont d’agar conducteur. Ce
pont est lui-méme relié a une aiguille remplie d’agar et placée en sous-cutanée chez la souris,
i.e. face basolatérale de |’épithélium. La seconde est [’électrode de mesure. Elle est reliée a la
premiere voie d’un double cathéter. Cette voie est perfusée d’une solution physiologique
conductrice. Son extrémité est assemblée avec la seconde voie du cathéter perfusée par
différentes solutions permettant la modulation de [’activité des canaux ioniques. L extrémité
du double cathéter est insérée dans le nez de la souris au contact de la face apicale de
[’épithélium respiratoire, a 4 mm de profondeur.
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X. Test de D’efficacité des bactériophages sur les bactéries

présentes dans les expectorations de patients CF

Les expectorations sont maintenues a 4°C entre le prélevement et les
expérimentations. L’échantillon brut est trop visqueux pour étre manipulé. La premiere étape
de I’expérimentation consiste donc a diluer chaque échantillon au 2 volume : volume dans
une solution dénaturante (Sputasol™ (0.1 % dithiothreitol en tampon phosphate) dilué au 1/10
en eau). Le mélange est incubé 1 h a 4 °C sous agitation puis 5 aliquotes de 200 pL sont

prépares.

A. Numération des bactéries présentes dans les expectorations

L’ensemble des numérations bactériennes est réalisé¢ sur un milieu gélosé contenant
0,3 g/ de Cétrimide (Sigma-Aldrich, USA) incubé 16 h a 42 °C. Ces conditions permettent
I’isolement sélectif de P. aeruginosa.

La numération de P. aeruginosa dans 1’échantillon fluidifi¢ est réalisée au temps 0 et
apres 6h d’incubation a 37 °C sous agitation. Dans les deux cas, un aliquote est dilué en série
de 10 en 10 dans du tampon TN puis 4 puL de chaque dilution sont déposés sur le milieu

Cétrimide puis incubé 16 h a 42 °C.

B. Evaluation de ’infection des bactéries par les bactériophages dans

les échantillons

Chaque numération de bactériophages est réalisée sur les 4 souches de P. aeruginosa
références pour les bactériophages utilisés: PAK, CHA, PAOI et Aa245 (Table 9). La
solution de bactériophages a été titrée sur chacune des 4 souches comme décrit dans le
paragraphe III. Les boites sont incubées 16 h a 37 °C.

Le cocktail de bactériophages utilisé est composé de 1x10° pfu/mL de chacun des 10
bactériophages suivants : PAK-P1, PAK-P2, PAK-P3, PAK-P4, PAK-P5, P3-CHA, CHAPI,
LUZ19, ®KZ et LBL3. Ce cocktail est titré sur les 4 souches de référence comme décrit ci-
dessus.

Ce cocktail de bactériophages est ajouté a un aliquote de 1’échantillon fluidifié, a
raison de 10’ pfu/mL de chacun des bactériophages, soit 10° pfu/mL au total. Le mélange est

ensuite incubé a 37 °C sous agitation pendant 2h30, 4 h ou 6 h. Aprés 'incubation, les
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bactériophages présents dans le mélange sont dénombrés sur les 4 souches de P. aeruginosa

de référence et les bactéries sont dénombrées sur milieu Cétrimide, comme décrit ci-dessus.

Bactériophages PAK-PI PAK-P2 PAK-P3 PAK-P4 PAK-P5 P3-CHA CHAPl LUZI9 ®KZ LBL3

Souche de référence  PAK PAK PAK PAK PAK CHA CHA PAOl PAOl Aa245

Table 9 : Récapitulatif des souches de référence pour chacun des 10 bactériophages

utilisés durant I’étude

C. Détection, dans les expectorations, de bactériophages efficaces sur

les 4 souches de référence utilisées

Un aliquote de 1’échantillon fluidifi¢ est dilué au 1/10 en tampon TN, incubé 15 min a
4 °C sous agitation puis centrifugé 10 minutes a 6000 g. 50 pL du surnageant sont déposés sur
un jeu de 4 boites recouvertes chacune par I’une des 4 souches de P. aeruginosa de référence.

Les boites sont incubées a 37 °C pendant 16 h.

D. Détermination de la sensibilité des souches de P. aeruginosa aux

bactériophages du cocktail

Un aliquote de I’échantillon fluidifié est dilué¢ & 10 et 10™* en tampon TN puis 150 pL
de chacune de ces dilutions sont étalés sur un milieu Cétrimide et incubés 16 h a 42 °C. 8
colonies choisies aléatoirement sur ces boites sont isolées sur milieu LB gélosé. Aprés 16 h
d’incubation a 37 °C, pour chaque colonie isolée, un clone est ensemencé dans 50 pL de
milieu LB. Pour chaque clone, 10 uL de milieu ensemencé sont ensuite déposés sur un milieu
LB gélosé puis étalés suivant une ligne. Sur chaque ligne, sont déposés 10 x 3 pL d’une
solution de 10’ pfu/mL de chacun des 10 bactériophages du cocktail (Figure 25). Les boites
sont incubées 16 h, a 37 °C.
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Figure 25 : Exemple d’un test de la sensibilité aux bactériophages de 8 colonies
isolées

Huit colonies de P.aeruginosa isolées a partir d’expectorations de patients CF ont été
étalées. Sur chaque étalement, 3x10° pfu des bactériophages PAK-P2, PAK-P3, LUZ19, LBL3
et PAK-P1 pour cet exemple ont été déposés. La boite est incubée 16 h a 37 °C. Dans ce cas,
les clones A, C, E et F sont sensibles au bactériophage LBL3.
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XI. Considérations éthiques

Les souris utilisées au cours de ce travail ont ét¢é maintenues dans une animalerie selon
les recommandations Européennes et celles de I’Institut Pasteur et de 'INSERM. La
nourriture et la boisson ont été fournies ad libitum. Les souris cftr ”~ ont été nourries avec de
la nourriture sans fibre (Special Diets Services, United Kingdom) et ont recu une eau boisson
contenant 17 g/LL de Colopeg (Bayer Santé Familiale, France) afin d’éviter les occlusions
intestinales. Les protocoles utilisés ont été approuvés par le comité régional d’éthique en
maticre d’expérimentation animal « Ile-de-France Sud » (autorisation n°® P2.AE.092.09).

Les expectorations humaines proviennent de patients enfants atteints de
Mucoviscidose et qui sont suivis a 1’hopital Necker-Enfants Malades a Paris. Les
expectorations ont été recueillies lors des séances de kinésithérapie inhérentes a la prise en
charge normale de la maladie et leur recueil n’a pas nécessité d’acte médical supplémentaire.
Les échantillons ont été anonymisés par le praticien hospitalier et I’anonymat a été maintenu

tout au long de I’expérimentation et de 1’analyse des résultats.

XII. Analyses Statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé avec le logiciel Graphpad Instat
(Graphpad software Inc., USA). Pour I’ensemble des données, la normalité de la distribution a
été vérifiée par le test Shapiro-Wilk. Les données distribuées normalement sont exprimées par
leur moyenne + ’erreur standard, les autres données sont exprimées par leur médiane +
I’intervalle entre les quartiles 1 et 3 (InterQuartile Range). Les séries de données distribuées
normalement sont comparées par le test de Student non apparié. Les séries de données qui ne
sont pas distribuées normalement sont comparées par le test de Mann-Whitney, ou de
Wilcoxon pour les données apparié¢es de mesure de différence de potentiel. La représentation
graphique de Bland et Altman a été utilisée pour établir la variabilité des mesures de ddp sur

un méme animal. Cette analyse est décrite dans I’article 2 (cf. annexes).
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Résultats expérimentaux

I. Les bactériophages utilisés dans I’étude

A. Les bactériophages spécifiques de la souche PAK de P. aeruginosa

Cinq bactériophages isolés sur la souche PAK de P. aeruginosa ont été utilisés
pendant ce travail de theése : PAK-P1, PAK-P2, PAK-P3, PAK-P4 et PAK-P5. L’isolement, la
préparation et la caractérisation de ces 5 bactériophages, incluant le séquengage complet de
leur génome, ont été réalisés de maniere identique mais a ce jour seules les données pour
PAK-P1 et PAK-P3 ont été publiées (Debarbieux et al., 2010; Morello et al., 2011). Les
bactériophages PAK-P1, PAK-P2 et PAK-P4 sont génétiquement apparentés (homologie > 90
%) et forment un groupe distinct des bactériophages PAK-P3 et PAK-P5, qui sont eux aussi

apparentés (homologie > 80%) et forment un second groupe.

B. Adaptation du bactériophage PAK-P3 a la souche CHA

Lorsque que nous avons débuté notre €tude sur le modele utilisant la souche CHA,
seuls les bactériophages PAK-P1, PAK-P2 et PAK-P3 avaient été caractérisés. Parmi eux, le
bactériophage PAK-P3 présentait la meilleure activité sur la souche CHA et a été sélectionné
pour étre optimisé sur cette souche. Pour cela, ce bactériophage a été cultivé sur la souche
CHA, et apres 5 passages, un bactériophage du lysat a été isolé a partir d’une plage de lyse ; le
bactériophage adapté a été nommé P3-CHA. Le séquencage complet du génome de ce
bactériophage a été réalisé. Ainsi, nous avons pu déterminer que le bactériophage P3-CHA est
un bactériophage qui différe de PAK-P3 seulement par 2 nucléotides (position 7393 et

69922). Ces travaux sont décrits dans I’article 1 fourni en annexes (Morello ef al., 2011).
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C. Bactériophages spécifiques de la souche CHA de P. aeruginosa

1. Isolement des bactériophages de CHA
Parall¢lement a I’adaptation du bactériophage PAK-P3 a la souche CHA (réalisée par
Eric Morello), j’ai effectué¢ I’isolement de nouveaux bactériophages spécifiques de cette
souche, a partir d’échantillons d’eaux usées provenant de 5 stations d’épurations de la région
parisienne. La premiere lettre du nom des bactériophages correspond a I’initiale de la ville de
la station d’épuration de laquelle ils proviennent. Treize bactériophages, de provenance et/ou

de morphologie de plages de lyse différentes, ont été sélectionnés.

2. Spectre d’hote des bactériophages de CHA

Le spectre d’hote de ces treize bactériophages a été déterminé pour 10 souches de
P. aeruginosa isolées de primo-infection de patients CF et 10 souches isolées de patients CF
infectés de manicre chronique (Table 10). L’ensemble des bactériophages montrent une
efficacité pour former des plages de lyses (EFP) supérieure sur les souches issues de primo-
infection (9 souches sur 10 sont infectées par au moins un bactériophage avec une EFP > 10
%) que sur les souches issues d’infections chroniques (aucune des 10 souches n’est infectée
avec une EFP > 10 %). Par similitude d’EFP, nous avons pu définir 4 groupes, les groupes 1,
2, 3 et 4, qui sont capables de former des plages de lyse sur respectivement 80 %, 60 %, 50 %
et 30-40 % des souches isolées de primo-infection et 40 %, 30 %, 20 % et 30 % des souches

isolées d’infection chroniques (Table 10).
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Bactériophages E1A1A E1B1A E2A1A E2A2A C3B1A Co1A1A

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
+ + + + + + + + + +
+++ +++ +++ +++ + + + + + +
+++ +++ +++
+ + ++ ++ + + + + + + ++ ++ ++
+++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +
+ + + + +
+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
+ + + + + . . . . . +++
+ + + + + + + + + + ++ ++
+ + + + + + + +
+ + + + + + ++ ++ ++ ++
+ + ++ + + + + + + + ++ ++ ++

Table 10 : Spectre d’hote des treize bactériophages isolés sur la souche CHA

Les bactériophages ont été classés en 4 groupes (voir paragraphe 1.C.2) : groupe I (bleu), 2 (violet), 3 (jaune) et 4 (vert). L efficacité a former
des plages de lyses (EFP) a été déterminée par calcul du rapport suivant : [titre du bactériophage sur la souche donnée / titre du bactériophage
sur la souche CHA de référence x 100]. Pour simplifier la lecture, les données ont été classées par groupe de valeurs : - = 0 % ; 0 < + < 0.01
% ;0.0 % <++ <10 %, +++ > 10 %. Dix souches de P. aeruginosa ont été isolées de primo-infections de patients CF (gris) et dix ont été
isolées de patients CF infectés de fagon chronique (orange).



3. Cinétique de lyse des bactériophages infectant la souche CHA

Les bactériophages E2A1A, E2A2A, C3B1A, L1A1A et S3A1A ne sont pas capables
de lyser complétement une culture planctonique de la souche CHA. Les bactériophages
E1A1A, EIBIA, L1A2A, C3A1A et S3B1A sont peu efficaces puisque la lyse des bactéries
est observée seulement lorsque la multiplicit¢ d’infection (MOI ie. [nombre de
bactériophages / nombre de bactéries]) est comprise entre 1 et 100. Ces 10 bactériophages
n’ont pas été sélectionnés pour la suite de ce travail. Des cinétiques de lyse ont été réalisées
pour les bactériophages ColA1A, C1A1A et SIA1A (Figure 26). Les bactériophages CIA1A
et ColA1A lysent des cultures planctoniques de la souche CHA, en phase exponentielle de
croissance, en 2 h pour une MOI de 10 et en 2h30 pour une MOI de 107°. Pour une MOI de
107, le bactériophage S1A1A lyse également la méme culture en 2 h, en revanche la DO
commence a diminuer 15 minutes plus tard comparée aux deux autres bactériophages et ce
bactériophages n’est pas capable de lyser la culture pour une MOI de 107°. Selon le spectre
d’hote, le bactériophage S1A1A appartient au méme groupe que ClAI1A, qui est plus

efficace. L’étude du bactériophage S1A1A n’a donc pas été poursuivie.
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Figure 26 : Cinétique de lyse pour les bactériophages Col1A1A, C1A1A et SIA1A

La croissance bactérienne est évaluée grdace a une mesure de densité optique (DO), a 600 nm,
toutes les 5 minutes. La DO est mesurée en absence de bactériophages (CHA), en présence
de bactériophages d une MOI de 107 (a gauche) et en présence de bactériophages a une MOI
de 107 (a droite). Pour chacune des conditions, I'expérience a été réalisée sur 8 réplicats.

4. Observation des bactériophages C1A1A et ColAlA en

microscopie électronique
Ces deux bactériophages appartiennent a 1’ordre des Caudovirales (Figure 27). Leur
morphologie, proche de celle des bactériophages spécifiques de la souche PAK, est

caractéristique des Mpyoviridae. 1ls possédent une queue contractile d’une longueur de
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123.2 nm (+ 4.2 nm) pour C1AIA et 125.2 nm (+ 5.9 nm) pour ColAlA et une capside
icosaédrique de 73.5 nm (+ 4.2 nm) pour C1A1A et de 54.9 nm (£ 4.6 nm) pour ColAlA. Le
bactériophage ColAlA a ét¢ nommé CHA-P1 et le bactériophage CIA1A nommé CHA-P2.

De maniére aléatoire CHA-P1 a été choisi pour certaines parties de ce travail de these.

100 nm

Figure 27 : Photographies des bactériophages C1A1A et ColA1A en microscopie

électronique

D. Les bactériophages LBL3, @KZ et LUZ19

Le bactériophage LBL3, isol¢ sur la souche Aa245 de P.aeruginosa, et les
bactériophages ®KZ et LUZ19, isolés sur la souche PAO1 de P. aeruginosa, nous ont été
procurés par le Professeur Rob Lavigne (K.U.Leuven, Belgique) (Ceyssens et al., 2009;
Cornelissen et al., 2011; Lammens et al., 2009).

E. Comparaison de I’EFP des 10 bactériophages utilisés

Au cours de ce travail de these, 10 bactériophages de P. aeruginosa ont été utilisés :
PAK-P1, PAK-P2, PAK-P3, PAK-P4, PAK-P5, P3-CHA, CHA-P1, LUZ19, ®KZ et LBL3.
La capacité¢ de chacun de ces bactériophages a former des plages de lyse sur les souches de
P. aeruginosa (PAK, CHA, Aa245 et PAO1) spécifiques de chacun de ces bactériophages a
été testée (Table 11).
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Souches PAK CHA Aa245 PAO1

Bactériophages

PAK-P1 100 5 0.001 0
PAK-P2 100 7 0.02 0
PAK-P3 100 10 0.008 0
PAK-P4 100 28 0 0
PAK-PS 100 100 0.0008 0
P3-CHA 50 100 0 0
CHA-P1 50 100 0 0
LBL3 43 71 100 0.007
LUZ19 0 16 0 100
OKZ 100 0 0 100

Table 11 : Rapport d’efficacité des 10 bactériophages de I’étude

L’EFP est exprimée en pourcentage du rapport [titre du bactériophage sur la souche donnée
/ titre du bactériophage sur sa souche référence]. L efficacité sur la souche référence est
définie a 100 % (en gris).

11. Efficacité des bactériophages a réduire un biofilm formé par la

souche CHA de P. aeruginosa, in vitro

La capacité des bactériophages PAK-P1, PAK-P3, P3-CHA, CHA-P1, LUZ19 et ®KZ
a réduire un biofilm formé in vitro par P. aeruginosa, a été évaluée (Figure 28). La méthode
est adaptée de celle utilisée par Tré-Hardy et al., 2008. Dans ces conditions, la souche CHA
de P. aeruginosa est capable de former un biofilm plus important en 49 h qu’en 24 h
(Figure 28A). Nous avons donc choisi d’ajouter les bactériophages apres 40 h de formation de
biofilm et avons observé la quantité de biofilm résiduelle apres 9 h d’incubation.

Les résultats présentés dans la figure 28B montrent que ~ 67 % des bactériophages
testés sont capables de réduire de plus de moitié¢ un biofilm formé par une souche clinique de
P. aeruginosa issue d’un patient CF. Les bactériophages PAK-P3, P3-CHA, CHA-P1 et
LUZ19 ayant une EFP de 10 a 100 % sur la souche CHA, réduisent le biofilm respectivement
de ~ 65 %, ~70 %, ~55 % et ~60 % (Figure 28B). A I’inverse, le bactériophage PAK-P1,
lysant la souche CHA avec une efficacité semblable a PAK-P3 (EFP de 5%), réduit ce biofilm
de seulement 35 %. De manicre plus attendue, le bactériophage ®KZ, incapable de former des

plages de lyse sur la souche CHA, ne réduit pas significativement ce biofilm. Ces résultats
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suggerent que la capacité des bactériophages a réduire un biofilm ne serait pas étroitement

liée avec I’efficacité du bactériophage a former des plages de lyse sur un tapis bactérien.
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Figure 28 : Dégradation d’un biofilm de P. aeruginosa par différents bactériophages

(A) La formation du biofilm par la souche CHA est quantifiée en fonction du temps. (B)
Quantification du biofilm résiduel apres 9h d’incubation en présence de bactériophages ou
d’une solution controle. La quantité de biofilm est exprimée par le rapport [quantité de
biofilm en présence du bactériophage donné / quantité de biofilm formé par la souche CHA]J.
Le test est réalisé pour des bactériophages efficaces (vert), peu efficaces (violet) et inefficaces
(jaunes), pour former des plages lyse sur CHA. Pour chaque condition, la quantité de biofilm
résiduelle est comparée avec celle formée par la souche CHA (t-test non apparié), ns : non
significatif ; *: p < 0.05; **: p < 0.01 et *** : p < 0.001. (B) Les valeurs sont les moyennes
+ Erreur Standard de 17 réplicats obtenus a partir de trois expériences indépendantes.
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IIl. Efficacité d’un traitement par bactériophages dans un

modéle murin d’infection pulmonaire aigué a P. aeruginosa
A. Effet curatif du bactériophage P3-CHA chez la souris de type

sauvage

ARTICLE 1 (cf. annexes)
Pulmonary bacteriophages therapy on Pseudomonas aeruginosa cystic fibrosis strains:

first steps towards treatment and prevention

Eric Morello, Emilie Saussereau, Damien Maura, Michel Huerre, Lhousseine Touqui, Laurent
Debarbieux

PlosONE (2011). 6(2) : e 16963
Résumé de ’article :

Dans ce travail, débuté avant mon arrivée au laboratoire, nous avons évalué I’efficacité
des bactériophages pour prévenir et traiter une infection pulmonaire causée par la souche
clinique CHA.

Le modéele d’infection pulmonaire a été adapté par rapport a celui décrit par
Debarbieux et al. (2010). Il a été déterminé que la dose de 3x10° cfu de la souche CHA,
inoculée par voie intranasale, était suffisante pour provoquer la mort de 100 % des souris en
48 h. Grace a ce modele, nous avons montré qu’un traitement avec le bactériophage P3-CHA
permettait :

1- la survie de ~ 95 % des souris infectées, lorsqu’il était administré 2 h apres I’infection

a raison de 3x10” pfu

2- la survie de 100 % des souris infectées, lorsqu’il était administré 4 jours avant

I’infection & raison de 3x10° pfu

3- laréduction de I’'inflammation et des Iésions pulmonaires induites par I’infection
4- T’élimination des bactéries présentent dans I’espace extracellulaire au niveau des
poumons, sans empécher la phagocytose de la bactérie par les macrophages
Un traitement identique avec le bactériophage PAK-P3, bactériophage différent de P3-CHA
par seulement 2 mutations dans son génome, ne permet en revanche la survie que de 20 % des

souris infectées.
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Ces résultats montrent le potentiel thérapeutique des bactériophages pour des
traitements curatifs et préventifs d’infections pulmonaires causées par des souches de

P. aeruginosa mucoides et multi-résistantes aux antibiotiques.

Ma participation a cette étude m’a permis d’apprendre différentes techniques
nécessaires a mon travail de thése, a savoir les techniques de purification des bactériophages,

d’infection et de traitement des souris ou encore la réalisation de lavages broncho-alvéolaires.

B. Effet curatif du bactériophage P3-CHA chez la souris cftr

Dans 1’objectif d’évaluer le potentiel thérapeutique des bactériophages pour lutter
contre les infections a P. aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose, nous avons
¢tudié D’efficacité des bactériophages dans le modéle d’infection préalablement décrit mais
cette fois chez des souris CF.

Le modele d’infection pulmonaire aigu€ développé chez les souris balb/c a été adapté
aux souris 129;B6 invalidées pour le geéne cfir. Pour ces souris, la dose 1étale en 48 heures a
été déterminée a 1x10° cfu de la souche CHA de P. aeruginosa, administrées par voie
intranasale. La totalité¢ des souris infectées puis traitées par 1x10” bactériophages, 2 heures
aprés, survivent jusqu’au 16°™ jour ou elles ont été euthanasiées, alors que les souris non
traitées par bactériophages meurent en 48 heures. Les souris traitées perdent en moyenne
14 % de leur poids pendant les deux premiers jours de I’infection puis le reprennent
progressivement entre le deuxiéme et le 7°™ jour, ou elles atteignent leur poids d’origine
(Figure 29). Ces résultats montrent qu’une dose curative de bactériophages, administrée 2 h
apres I’infection, permet la survie et le rétablissement de 1’ensemble des souris CF infectées
par une dose létale de P. aeruginosa. Bien que les poumons des souris cft7”" ne présentent pas
les mémes propriétés que les poumons des patients (absence d’hypersécrétion de mucus,
absence d’infection chronique a P. aeruginosa), ce travail montre que les bactériophages

conservent leur efficacité dans un environnement CF.
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Figure 29 : Suivie de la survie et du poids de souris CF infectées et traitées par
bactériophages

Huit souris cftr " ont été infectées par 1x10° cfu de la souche CHA de P. aeruginosa puis 6
souris ont recu un traitement intranasal de 1x10"pfu du bactériophage P3-CHA et 2 souris
ont re¢u un traitement controle (PBS), 2 h apres l'infection. La survie des souris en fonction
du temps est représentée sur le graphique de gauche, pour les six souris ayant regu le
traitement bactériophage 2 h apres [’infection (en vert) et pour les deux souris infectées
n'ayant pas regu de bactériophages (en violet). Le poids des souris traitées par
bactériophages a été suivi pendant les 4 premiers jours aprés [’infection puis le 7°" jour. Le
poids moyen des six souris, £ Erreur Standard, est représente.

IV. Innocuité des bactériophages sur différents modeles in vitro

et in vivo

Nous avons démontré, dans la premiére partie de ce travail, I’efficacité des bactériophages
dans différents mode¢les :

- invitro ils sont capables de lyser des bactéries planctoniques et de réduire un biofilm

- in vivo ils sont capables de traiter une infection pulmonaire a P. aeruginosa, chez les

souris WT et CF

Dans cette deuxieéme partie du travail, nous avons étudié 1’innocuité des bactériophages a
travers leur capacité a éventuellement induire une inflammation et a éventuellement altérer les

transports ioniques, deux fonctions physiologiques centrales dans la mucoviscidose.

A. Pureté des préparations de bactériophages
Les bactériophages utilisés pour les différentes études sur I’innocuité ont été purifiés
par gradient en chlorure de césium puis par plusieurs passages sur des colonnes de

chromatographie d’affinité (EndoTrap®), afin d’¢éliminer les endotoxines jusqu’a obtenir un
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taux inférieur a 0,25 ng pour une quantité de 107 pfu, quantité de bactériophages utilisée pour
les expériences. Les concentrations d’endotoxines sont reportées, pour chacune des

préparations de bactériophages utilisées, dans la Table 12.

Bactériophages PAK-P3 P3-CHA OKZ LUZ19
Endotoxines en ng/ 10" pfu 8,4.107 4,6.10™ 2.4.10" <2.107

Table 12 : Concentration d’endotoxines dans les préparations de bactériophages

utilisées lors des expériences portant sur I’innocuité

B. L’inflammation induite par différents bactériophages
1. Induction de I’inflammation par les bactériophages sur une
lignée cellulaire pulmonaire
La lignée cellulaire MHS, macrophages alvéolaires murins, a été utilisée pour tester
I’induction de 3 cytokines pro-inflammatoires (IL-6, KC et TNF-a), aprés une stimulation de
24 h par les bactériophages P3-CHA, PAK-P3, LUZ19 et ®KZ. Les bactériophages P3-CHA
et PAK-P3 sont des Myoviridae qui différent seulement par 2 mutations dans leur génome
mais sont amplifiés sur des souches différentes. Ils ont été choisis afin de mettre en évidence
une ¢éventuelle influence de la souche utilisée pour I’amplification sur I’induction de
I’inflammation. Les bactériophages LUZ19 et ®KZ ont en revanche la méme souche
d’amplification, PAOI1, mais le premier est un membre de la famille des Podoviridae tandis
que le second appartient a la famille des Myoviridae. Le ratio [nombre de bactériophages /
nombre de cellules stimulées] utilisé est de 100. La dégradation des bactériophages dans le
surnageant de culture cellulaire, au cours des 24 h de stimulation, a été déterminée par
titration et est inférieur a 42 log pour chacun des bactériophages. Dans ces conditions, les
bactériophages n’induisent pas de production de cytokines pro-inflammatoires et semblent
donc étre faiblement immunogenes, indépendamment de la famille a laquelle ils appartiennent

et de la souche sur laquelle ils ont été amplifiés (Figure 30).
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Figure 30 : Dosage de 3 cytokines pro-inflammatoires dans les surnageants de culture de
cellules MHS stimulées par 4 bactériophages

Des macrophages alvéolaires murins (lignée MHS) ont été stimulés, pendant 24 h, avec 10’
pfu du bactériophage P3-CHA, PAK-P3, LUZ19 ou ®@KZ, avec un lysat bactérien contenant
10'pfu de P3-CHA ou avec une solution contréle (tampon Tris-NaCl). La concentration de
chacun des facteurs dans les surnageants de culture a été déterminée par dosage ELISA. Les
lignes pointillées représentent, pour chacun des facteurs, le seuil de détection. Les données
non représentées correspondent a des valeurs inférieures a ce seuil. Les valeurs sont les
moyennes (£ Erreur Standard) obtenues a partir de 3 réplicats pour I’IL-6 et un réplicat pour
les autres facteurs.

2. Réponse inflammatoire dans des lavages broncho-alvéolaires de

souris
L’étude a été réalisée avec le bactériophage P3-CHA, le mieux caractérisé des
bactériophages spécifique de la souche CHA. Nous avons utilis¢ le modéle d’infection
pulmonaire aigué€ décrit au paragraphe III avec les adaptations suivantes : les souris cftr " et
leur contrdle de type sauvage (WT) ont regu une 2 dose curative de bactériophages par voie
intranasale ou un traitement PBS contrdle, avec ou sans infection 2 h auparavant (2 dose
létale de P. aeruginosa, souche CHA). Les mesures sont réalisées dans les lavages broncho-

alvéolaires (BAL) des souris, 16 h apres I’infection ou le traitement par bactériophages seuls.

a) Dosage de facteurs de ’inflammation par ELISA
Quatre facteurs inflammatoires ont été¢ étudiés, I'lL-6, la KC, le TNF-o et la
prostaglandine PGE-2 (Figure 31). Les données obtenues sur les souris WT et cftr  ne sont

pas directement comparables puisque les doses 1étales de P. aeruginosa, et par conséquent les
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doses curatives de bactériophages, different d’un facteur 3 entre les deux type de souris.
Cependant, les profils sont similaires. Dans les BAL des souris CF ayant uniquement recu une
dose curative du bactériophage P3-CHA, la concentration des 4 facteurs est au maximum 1.5
fois celle mesurée dans les BAL des souris CF ayant recu un traitement controle. Pour les
souris WT, cette concentration est multipliée jusqu’a ~ 8 fois pour I’'IL-6 et ~ 3 fois pour la
PGE-2, cependant en condition infectieuse, la concentration d’IL-6 et de PGE-2, dans les
BAL de ces souris WT, est multipliée par 267 et 20 respectivement. Le bactériophage P3-
CHA semble donc étre tres faiblement immunogene in vivo chez la souris, sans commune
mesure avec I’inflammation induite par un agent pathogene.

La concentration de TNF-a est relativement faible, pour 1’ensemble des conditions,
probablement en raison du moment du sacrifice, 16 h post-infection, alors que le TNF-a est
une cytokine pro-inflammatoire produite trés précocement (1-4 h).

La production de KC, équivalent murin de I’IL-8 humaine, induite par 1’infection est
réduite lors d’un traitement par bactériophages administré 2 h apres I’infection, chez les souris
WT. Cette réduction est aussi observée pour le TNF-a.. En revanche, les concentrations d’IL-6
et de PGE-2 ne sont pas réduite par le traitement par bactériophages. C’est 1’inverse chez la
souris cftr’/ ", 3 des 4 facteurs de I’inflammation étudiés présentent des concentrations plus
importantes dans les BAL des souris infectées puis traitées, que dans les BAL des souris
uniquement infectées. Cependant, le ratio entre les deux concentrations est seulement de 2 a 5
en fonction du facteur inflammatoire considéré. Globalement, le traitement par bactériophages
n’induit donc pas une sur-inflammation importante, ni dans ce modele murin de
mucoviscidose, ni chez leur controles WT ou il permet méme une réduction de

I’inflammation.
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Figure 31 : Dosage de cytokines pro-inflammatoires et de la prostaglandine PGE-2 dans
des lavages broncho-alvéolaires de souris en conditions d’infection et/ou de traitement

Des souris de type sauvage (A) et invalidées pour le gene cftr (B) ont été soumises a 4
conditions : traitement PBS, traitement intranasal avec 1.5x10°(4) et 0.5x10"(B) pfu du
bactériophage P3-CHA, infection intranasale avec 1.5x10°(4) et 0.5x10°(B) cfu de la souche
CHA ou infection puis traitement 2 h apres avec les mémes doses respectivement. Les souris
ont étés sacrifiées 16 h apres l'infection ou le traitement par bactériophages seul puis des
lavages broncho-alvéolaires (BAL) ont été réalisés sur chaque animal. La prostaglandine
PGE-2 ainsi que 3 cytokines pro-inflammatoires ont été dosées dans ces BAL par ELISA. Les
valeurs sont les moyennes des ratios + Erreur Standard. ns : non significatif; *: p < 0.05 ;
¥k p <0.01 et ***: p < 0.001 de couleur noire en comparaison au traitement PBS et de
couleur bleue en comparaison a l’infection par P. aeruginosa.

136



Résultats

b) Dénombrement de neutrophiles

Le dénombrement des neutrophiles a été réalisé sur cellules de Malassez observée au
microscope photonique. 16 h post-traitement, la concentration de neutrophiles dans les BAL
des souris, WT comme cfir ", est inférieure 4 10° / mL (seuil de dénombrement) lorsqu’elles
regoivent uniquement un traitement par bactériophages, tout comme lorsqu’elles regoivent un
traitement controle. Lors de I’infection pulmonaire par la souche CHA, 1.5x10° et 2x10°
neutrophiles par mL de BAL sont respectivement dénombrés chez les souris WT et ¢fir 7.
Cette concentration n’est pas significativement réduite lorsque les souris infectées recoivent
une dose curative de bactériophages (1.9x10° et 1.1x10° neutrophiles / mL de BAL chez les
souris WT et cftr  respectivement ; Test de Mann-Whitney). Ces résultats montrent que
I’administration intranasale de bactériophages ne stimule ni la prolifération, ni le recrutement
des PMN de maniere suffisamment importante pour que cela soit observable dans les BAL
16 h aprés le traitement. Cela est en accord avec les faibles concentrations des médiateurs

inflammatoires mesurées dans les BAL de ces souris.

C. L’influence des bactériophages sur le transport ionique
1. Mise au point de la technique de mesure de différence de
potentiel (ddp) nasale chez la souris
La mise au point de la technique de mesure de ddp fait partie intégrante de mon travail
de these. Cependant, dans un souci de clarté, I’article issu de ce travail (article 2) n’est pas
inclus dans cette partie « Résultats expérimentaux ». Une partie de cet article est consacrée a
I’étude de souris F508del-CFTR ainsi qu’a la mise au point d’outils associés aux mesures de
ddp permettant d’évaluer I’efficacit¢ de potentielles drogues thérapeutiques a corriger le
défaut de la protéine CFTR portant la mutation F508del-CFTR. Or, dans la présente étude sur
I’innocuité des bactériophages, nous n’avons pas utilis¢é ce modele mais des souris cftr'/ .
Ainsi, dans les paragraphes suivants, sont résumés les principaux résultats ayant permis la
suite de ce travail de thése, I’ensemble des résultats étant détaillé dans ’article 2 fourni en

anncxes.
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ARTICLE 2 (cf. annexes)
Validation of nasal potential difference in cftr knockout and F508del-CFTR mice

Emilie Saussereau, Delphine Roussel, Siradiou Diallo, Laurent Debarbieux, Aleksander
Edelman and Isabelle Sermet-Gaudelus

Soumis PlosONE

Résumé de Particle :

Dans le cadre de la mucoviscidose, le transport ionique au niveau de 1’épithélium
respiratoire est un parametre clé. Notre étude sur I’innocuité d’un traitement par
bactériophages s’est donc orientée vers I’impact potentiel que les bactériophages pourraient
avoir sur le transport ionique.

Afin de réaliser cette étude, la technique de mesure de ddp nasale a été développée
chez la souris, adaptée a partir de la technique mise en ceuvre chez I’humain par I. Sermet. Le
principe de la technique est détaillé en introduction (cf. I.F.3). L’ objectif de ce travail était de
développer les outils nécessaires pour identifier et interpréter, a la suite d’un traitement, les
éventuelles modifications de transports d’ions au niveau de 1’épithélium nasal, en particulier
I’absorption de sodium et la sécrétion de chlorure.

Ainsi cet article s’articule en 3 axes :

1- Nous avons réalisé des mesures de ddp sur 2 modéles de souris CF, ¢ftr ” qui
est le modele utilisé dans ce travail de theése, et F508del-CFTR qui est le modele murin utilisé
au laboratoire afin d’étudier le potentiel thérapeutique de diverses molécules pour restaurer
I’activité de la protéine CFTR mutée. Des mesures ont également été réalisées pour les souris
contrdles (WT) respectifs de ces deux modeles CF. Des exemples de tracés représentatifs des
mesures de ddp sont présentés dans la Figure 1 de I’article 2 (cf. annexes). A partir de
I’ensemble des mesures, des valeurs standard ont été¢ déterminées pour 5 parametres de la
mesure de ddp (Table 13):

- la ddp basale (Basale) reflétant majoritairement 1’absorption du sodium au travers de
I”épithélium.

- la réponse a I’amiloride (AAmil.), un inhibiteur spécifique du principal canal sodium, ENaC.
Cet inhibiteur induit une dépolarisation proportionnelle a I’activité basale du canal ENaC.

- la réponse a une perfusion pauvre en ions chlorure, favorisant la sécrétion de cet ion. Cela se
traduit par une hyperpolarisation dont I’amplitude refléte la perméabilité membranaire pour le

chlorure (ALowClI).
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- la réponse a I’inhibiteur spécifique de CFTR, I’Inh-172, indicateur de I’activité de CFTR
(Alnh-172).
- la réponse au DIDS, un inhibiteur des canaux chlorure non spécifique hormis pour CFTR

qui y est insensible.

Cette premicre partie a permis, entre autre, d’évaluer la perméabilité de 1’épithélium
nasal respiratoire au sodium et au chlorure et de déterminer la nature de ces transports, dans
les deux modeles CF et leur controle WT utilisés au laboratoire. Nous avons ainsi déterminé

des valeurs de référence selon le protocole que nous avions défini.

Valeurs standard Comparaison (p-value)
B6;129 FVB B6;129 FVB WT CF
. (WT/ (WT/ (B6;129/  (cftr”/
WT cftr™” WT F508del .

cftr™) F508del) FVB)  F508del)
Basale (mV -4.9(3.5) -20.9(6.5) -42(5.2) -133(54

] (V) (3-9) (6.3) ©-2) 64 <0.0001 <0.0001 ns <0.0001

Médiane (IQR) n=>50 n=>50 n=25 n=>50
AAmil (mV 1.6(1.3) 9,142 1507 7142
(V) <0.0001 <0.0001 ns 0.002

Médiane (IQR)  n=50  n=50 n=25 n=50

ALowCl-(mV) -78(3.8) 3.0(4.1) -47(53) 0.8(24)
Médiane (IQR) n=150 n=50 n=25 n=>50

<0.0001 <0.0001 0.003 0.001

ATnh-172 (mV) 1.6(23) 09(1.7) 1.6(3.1) 02(2.0)
Médiane (IQR)  n=50  n=50 n=17 n=45

0.02 0.05 ns ns

A DIDS (mV) 20(1.7) 3.1(3.1) 2428 2939
Médiane (IQR) n=238 n=232 n=9 n==6

0.003 ns ns ns

Table 13 : Valeurs standard de ddp pour les 5 paramétres chez les souris B6;129 et FVB

Les valeurs sont exprimées par la médiane + [’écart interquartile (IQR) pour les souris
B6;129 WT et cftr'/’ ainsi que les souris FVB WT et F508del-CFTR. Les groupes sont
comparés en utilisant le test de Mann-Whitney.
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2- Des mesures répétées 2 fois pour un méme groupe d’animaux ont permis de
déterminer la répétabilité de la technique. Cette partie de 1’étude a été réalisée pour les souris
cftr " et leur controle (Figure 32). Nous avons ainsi montré que les valeurs de ddp obtenues
pour un groupe de souris ne différaient pas significativement des valeurs obtenues pour ce
méme groupe de souris lors d’une seconde mesure (test des rangs signés de Wilcoxon). C’est

ici un aspect primordial pour la suite du travail.

_20-
>
£ 10-
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10- 10
Basale  AAmil.  ALowCl Basale  AAmil.  ALowCl

Figure 32 : Répétabilité entre deux mesures de ddp chez la souris B6 ;129

Pour les deux groupes de souris, WT (A) et cftr'/ " (B), une premiere mesure de ddp a été
réalisée () puis, au minimum 7 jours plus tard et chez les mémes animaux une seconde

mesure a été réalisée (*). Les valeurs sont représentées de maniere appariée pour chaque
souris et pour les trois principaux parameétres de la mesure de ddp.

D’autre part, une représentation graphique de Bland-Altman a été réalisée, chez les
souris WT et cftr 7’ pour la ddp basal, le AAmil. et le ALowCl’, (détails dans I’article 2 fourni
en annexes). Cette représentation est basée sur les différences entre deux mesures réalisées
chez un méme animal (Bland & Altman, 1986). Elles nous ont permis de définir un intervalle
de variations type entre deux mesures, pour les 3 principaux paramétres mesurés : ddp basale,
AAmil. et ALowCl™ (Table 14). Ainsi, lors d’un traitement par bactériophages ou autre, le
transport ionique pourra étre considéré comme modifié lorsque les différences observées entre

les 2 mesures, avant et apres traitement, ne seront pas comprises dans cet intervalle.
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Intervalle de variation

WT
Basale 4.4/-39
A Amil 2.7/-34
A'low Cl- 10.4 /-11.2
cftr”
Basale 11.3/-10.3
A Amil 5.8/-6.1
A Low Cl- 7.1/-6.9

Table 14: Valeurs définissant la variabilité intra-animal entre 2 mesures de ddp répétées

Les deux limites des intervalles définissent la variabilité intra-animal et sont obtenues a
partir d’une analyse statistique des différences observées entre 2 mesures de ddp, chez les
mémes animaux, en dehors de tout traitement. L’analyse statistique est basée sur la
représentation graphique de Bland et Altman qui est détaillée dans [’article 2 (exemple pour
le ALowCl dans la Figure 2 C et D de l'article 2). Lors d’un traitement quelconque, la
difféerence entre la mesure avant et apres traitement devra étre supérieure a ces limites pour
pouvoir étre attribuée au traitement et non a la variabilité des mesures.

3- La troisiéme partie de ce travail a été réalisée a partir des valeurs standard
obtenues chez les souris F508del-CFTR et leur contréles WT. Une analyse statistique nous a
permis d’établir des valeurs seuils indicatrices d’un transport ionique normal (Figure 3 de
I’article 2). Ces seuils sont trés utiles afin d’évaluer, chez les souris portant la mutation
F508del-CFTR, la potentielle restauration du transport ionique induite par différentes drogues
a I’essai.

Ces données ont d’ailleurs permis de confirmer, in vivo, les résultats obtenus in vitro
montrant I’efficacité de molécules potentiellement thérapeutiques pour corriger le défaut de la

protéine F508del-CFTR (Article 3 fourni en annexes).
L’ensemble de ces données constituent les outils nécessaires a I’interprétation des

mesures de ddp réalisées dans le but d’identifier les potentielles modifications induites par un

traitement donné.
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2. Exploration du transport ionique dans le contexte d’une
d’infection pulmonaire a P. aeruginosa et / ou d’un traitement par

bactériophages

Comme pour la partie de I’étude portant sur I’inflammation, le bactériophage P3-CHA
a été utilisé. Le modele d’infection pulmonaire aigué utilisé est également le méme, i. e. les
souris WT et ¢ftr 7 ont recu respectivement 1.5x10° et 0.5x10° cfu de la souche CHA pour
I’infection ou un traitement avec respectivement 1.5x10” et 0.5x10” pfu du bactériophage
P3-CHA, par voie intranasale dans les deux cas. Les souris infectées puis traitées ont recu ce
meéme traitement par bactériophages 2 h apres I’infection.

Lors des mesures de ddp, quatre parameétres sont systématiquement étudiés :
- la ddp basale (Basale)
- la réponse a I’amiloride (AAmil.)
- la réponse a une perfusion pauvre en ions chlorure (ALowClI")
- la réponse a un inhibiteur spécifique de CFTR (Alnh-172)
Dans certaines conditions, le DIDS, un inhibiteur non spécifique des canaux chlorure hormis

CFTR, est utilisé.

Deux mesures de ddp sont réalisées, chaque souris étant son propre controle :
- en dehors de tout traitement et au moins une semaine avant 1’infection et/ou le
traitement (Jo)
- 16 h post-infection (infection ou infection + traitement) ou post-traitement par

bactériophages seuls (T14)

Dans les trois conditions (infection, traitement, infection + traitement) et pour chaque
parametre de ddp (ddp basal, AAmil., ALowCl et Alnh-172), la différence entre les mesures
Jo et Ty6 est évaluée pour chaque groupe de souris par le test des rangs signés de Wilcoxon
(Wilc.).

D’autre part, les limites d’intervalles définissant la variabilité intra-animal de notre
modele (cf. Table 14 et article 2) ont été utilisées pour analyser ces résultats. Ainsi, lors de
I’infection ou du traitement, si les différences entre deux mesures de ddp sont comprises entre
ces limites dans 95 % des cas, alors elles seront attribuées a la variabilité intra-animal et non a

I’infection et/ou au traitement.
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a) Etude de souris WT

Pour le groupe de souris infectées comme pour le groupe uniquement traité par le
bactériophage P3-CHA, aucune différence significative n’est observée entre les mesures
réalisées avant l’infection/traitement et celles réalisées aprés, pour aucun des quatre
parametres de ddp étudiés (Wilc. p > 0.05). Dans chacun des cas, les valeurs de ddp obtenues
sont semblables aux valeurs standards établies dans I’Article 2. Ces résultats sont illustrés
dans la figure 33A. De plus, d’apreés la représentation de Bland-Altman, ces différences
correspondent a la variabilité intra-animal (Table 15). En revanche, malgré des différences
non significatives entres les mesures Jy et Ti¢ (Wilc. p > 0.05), les souris du groupe infecté
puis traité par le bactériophage P3-CHA présentent un transport du sodium semblant étre
légerement altéré. En effet, entre les mesures Jy et Tjs de ddp basale et AAmil., plus de 35 %
des souris montrent des différences non-inclues entre les limites standard de la variabilité
intra-animal (Table 15). Parallelement, les dénombrements dans les BAL de ces souris
montrent que le traitement par P3-CHA a réduit le nombre de P. aeruginosa d’environ 1,5 log
(Figure 33B). Ces résultats suggerent que 1’infection pulmonaire par la souche CHA et que le
bactériophage P3-CHA, séparément, ne perturberaient pas de manicre conséquente les

transports du sodium et ni du chlorure.

Infection par CHA Traitement par P3-CHA  Infection + Traitement

n= 14 n=13 n=11
ddp basale ~95 ~95 ~ 65
AAmil. ~95 100 ~ 65
ALowCl 100 ~95 100

Table 15 : Analyse de la représentation de Bland et Altman pour 3 paramétres de ddp
chez des souris WT infectées et/ou traitées

Sont exprimés, pour chaque cas, le pourcentage de souris dont les différences entre les
mesures Jy et Tig sont inclues entre les limites standard définies. Ces limites ont étés établies
grdce a représentation de Bland-Altman réalisée en fonction de deux mesures répétées chez
les mémes souris, en dehors de tout traitement, et définissent la variabilité intra-animal dans
notre modele de mesure de ddp (Article 2). Lors de [infection et/ou du traitement, les
différences entre deux mesures de ddp seront attribuées a la variabilité intra-animal
seulement si au moins 95 % d’entre elles sont comprises entre ces limites.
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Figure 33 : Mesure de ddp dans 3 conditions d’infection pulmonaire et/ou traitement par bactériophages chez la souris WT

Une premiere mesure de ddp a été réalisée pour chacune des souris au minimum une semaine avant [’infection et / ou le traitement (*). Une
mesure a ensuite été réalisée sur ces mémes souris 16 h apres l'infection (pour les souris infectées et les souris infectées puis traitées) ou apres
le traitement par P3-CHA seul (). (A) La ddp basale, la réponse a l’amiloride et la réponse a la perfusion d’une solution pauvre en ions
chlorure ont été mesurées. (B) Les bactéries et/ou les bactériophages ont été déenombrés dans les BAL de ces souris. Les données sont exprimées
en médianes (£ InterQuartile Range). *** : p < 0,0001, en comparaison avec l’infection seule ou le traitement seul (Test de Mann-Whitney).
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b) Etude d’un modéle murin de mucoviscidose

Les résultats obtenus chez les souris WT montrent que les bactériophages ne semblent
pas perturber le transport ionique. Cependant, il est important de tester cette hypothése dans
un environnement CF, ou les propriétés de 1’épithélium sont différentes avec une absorption
du sodium exagérée et une sécrétion du chlorure dépendante de CFTR inexistante. Les
résultats de ddp obtenus chez la souris cftr *, montrent de la méme maniére que chez les
souris WT, qu’une administration intranasale de 5x10° pfu du bactériophage P3-CHA
n’affecte ni ’activité du canal ENaC ni le transport du chlorure alternatif & CFTR (Figure
34A ; Table 16 et 17).

En revanche, I’infection pulmonaire par 0.5x10° cfu de la souche CHA provoque, chez
ces souris, une inhibition partielle significative de 1’activité du canal ENaC (Figure 34A ;
Table 17). Celle-ci ne peut pas étre attribuée a la variabilité normale (Table 16). Les valeurs
de ddp basale et du AAmil. sont d’ailleurs diminuées par rapport aux valeurs standard décrites
dans 1’article 2, a savoir une valeur médiane de ddp basale de -15.9 mV (IQR = 7.6 mV) vs.
-20.9 mV (IQR = 6.5) et une valeur médiane du AAmil. de 6.6 mV (IQR = 5.7 mV) vs.
9.1 mV (IQR = 4.2 mV) (cf. Table 13). Cette altération de 1’activité du canal ENaC n’est pas
retrouvée dans le lot de souris ayant recu une dose curative de bactériophages 2 h apres
I’infection. Ces résultats suggerent que, dans un contexte CF, le traitement par bactériophages
tend a ¢liminer les perturbations du transport du sodium causées par [’infection a
P. aeruginosa.

D’autre part le transport du chlorure semble stimulé par 1’infection a P. aeruginosa
(Figure 34). Cette stimulation est peu marquée et pourrait étre attribuée a la variabilité
normale (Table 16). Cependant, chez les souris infectées comme chez les souris infectées puis
traitées, les valeurs entre les mesures J, et Ty différent significativement (Table 17). De plus,
il est a noter que respectivement 46 % et 33 % de ces souris montrent une hyperpolarisation
en réponse a la solution pauvre en chlorure de respectivement -2.4 mV (£ 1.2 mV) et -3.1 mV
(= 1.5 mV) en moyenne. Or, en dehors de toute infection, ce phénomene est observé chez
seulement 18 % des souris ¢ffr et avec une amplitude moyenne de seulement -0.6 mV (+
0.5 mV) (n = 50). Il semble donc que ’infection par la souche CHA de P. aeruginosa stimule
la sécrétion des ions chlorure, par des canaux alternatifs a CFTR. Cette hypothése est
renforcée par la valeur du ADIDS, inhibiteur des canaux chlorure hormis CFTR, qui est
significativement plus élevée chez les souris infectées puis traitées (Table 17 ; 6.6 mV

(IQR=4.6 mV) vs. 2.6 mV (IQR =2.9 mV)).
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Infection par CHA

Traitement par P3-CHA

Infection + Traitement

n=13 n=14 n=9
ddp basale ~70 ~95 100
AAmil. ~ 75 100 ~90
ALowCl ~95 ~95 ~90

Table 16 : Analyse de la représentation de Bland et Altman pour 3 parametres de ddp

chez des souris cftr'/ " infectées et/ou traitées

Est exprimé, pour chaque cas, le pourcentage de souris dont les différences entre les mesures
Jo et Ti¢ sont inclues entre les limites standards définies. Ces limites ont étés établies grdce a
représentation de Bland-Altman réalisée en fonction de deux mesures répétées chez les
mémes souris, en dehors de tout traitement, et définissent la variabilité intra-animal dans
notre modeéle de mesure de ddp (Article 2). Lors de l’infection et/ou du traitement, les
différences entre deux mesures de ddp seront attribuées a la variabilite intra-animale
seulement si au moins 95 % d’entre elles sont comprises entre ces limites.

Infection par CHA Traitement par P3-CHA  Infection + Traitement
n=13 n=14 n=9
ddp basale *%(0.0052) ns ns
AAmil. *(0.0342) ns ns
ALowCl- *(0.0327) ns *(0.0273)
Alnh-172 ns ns ns
ADIDS nd ns *(0.0313)

Table 17 : Analyse des différences entre les mesures de ddp réalisées avant et apreés

infection / traitement chez la souris cftr'/ i

La différence entre les mesures de ddp réalisées avant [’infection et/ou le traitement (Jy) et
celles réalisées apres (Tg) est évaluée, pour chaque paramétre de la mesure de ddp, par le
test des rangs signés de Wilcoxon (Wilc.). ns : non significatif; *: p < 0.05; **: p < 0.01 ;

nd : non détermine.
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Figure 34 : Mesure de ddp dans 3 conditions d’infection pulmonaire et/ou traitement par bactériophages chez la souris cftr'/ i

Une premiere mesure de ddp a été réalisée pour chacune des souris au minimum une semaine avant l’infection et / ou le traitement (*). Une
mesure d ensuite été réalisée sur ces mémes souris 16 h apres l'infection (pour les souris infectées et les souris infectées puis traitées) ou apres
le traitement par P3-CHA seul (). (A) La ddp basale, la réponse a l’amiloride et la réponse a la perfusion d’une solution pauvre en ions
chlorure ont été mesurées. (B) Les bactéries et/ou les bactériophages ont été dénombrés dans les BAL de ces souris. Les données sont exprimées
en médianes (£ InterQuartile Range). * : p < 0,05 ; ns : non significatif, en comparaison avec l’'infection seule ou le traitement seul (Test de
Mann-Whitney.



V.Evaluation de la capacité des bactériophages a infecter des
souches de P aeruginosa au sein méme d’expectorations de

patients atteints de mucoviscidose

Apres avoir démontré I’efficacité puis 1’innocuité des bactériophages in vivo dans des
modeles murins, notre étude sur le potentiel thérapeutique des bactériophages s’est orientée
vers un modele ex-vivo humain. En effet, I’hyperproduction de mucus retrouvée dans les
poumons des patients CF ne peut pas étre reproduite chez la souris CF. Or, la viscosité du
mucus mais aussi la présence d’autres facteurs (macrophages, flore des poumons...)
pourraient représenter des obstacles a 1’efficacité des bactériophages pour infecter les souches
de P. aeruginosa. 1l nous est donc apparu essentiel de tester 1’efficacité des bactériophages au
sein méme d’expectorations de patients CF qui représentent le milieu le plus proche d’une
situation clinique.

Je présenterai ci-dessous les expériences préliminaires, réalisées a partir de 5 échantillons, qui
m’ont permis d’élaborer un protocole expérimental qui pourra par la suite étre appliqué a un

plus grand nombre d’échantillons.

A. Le choix du cocktail de bactériophages

L’objectif étant de mimer une situation clinique, nous avons choisi de travailler en
aveugle, ie. sans effectuer une identification préalable des souches de P. aeruginosa
présentes dans les expectorations. L’étude vise ainsi a tester la capacité des bactériophages a
infecter les bactéries sensibles dans les expectorations de patients CF, et non d’établir la
fréquence a laquelle les bactéries sont effectivement sensibles. Nous avons donc formulé un
cocktail a partir de 10 bactériophages disponibles au laboratoire et qui ont pour hote
spécifique les 4 souches suivantes :

- Souche PAK : PAK-P1, PAK-P2, PAK-P3, PAK-P4 et PAK-PS5,

- Souche CHA : P3-CHA et CHA-P1

- Souche PAOI1 : LUZI19 et ®KZ

- Souche Aa245 : LBL3
I1 est a noter que bien qu’ils soient proches, les 5 bactériophages isolés sur la souche PAK ne
présentent pas le méme spectre d’hote vis-a-vis de 20 souches CF (Table 18). Leur

combinaison permet donc d’élargir le spectre du cocktail.
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Résultats

Bactériophages PAK-P1 PAK-P2 PAK-P3 PAK-P4 PAK-P5

+ ++
+
+++ +++ ++ +++ +++
+++ +++ +++ +++ +++
+++ +++ +++ +++ +++
+++ +++ ) +++ ++
+++ +++ +++ +++
+++ +++, ) +++ +++
+ ++ +++ ++ +++
+
+ ++ +++ ++ +++
++
++
++ ++ ++ ++

Table 18 : Spectre d’héte des 5 bactériophages isolés sur la souche PAK

Lefficacité a former des plages de lyses (EFP) a été déterminée par calcul du rapport
suivant : [titre du bactériophage sur la souche donnée / titre du bactériophage sur la souche
PAK de référence x 100]. Pour simplifier la lecture, les données ont été classées par groupe
devaleurs : *=0%,;0<+ <001 %, 001 %<++<10%; +++>10 %. Dix souches de
P. aeruginosa ont été isolées de primo-infections de patients CF (gris) et dix ont été isolées de
patients CF infectés de maniere chronique (orange).

B. Faisabilité de la méthode

Trois échantillons, fluidifiés grace a une solution de Sputasol™, ont été incubés
chacun en présence de 107 pfu/mL de chacun des bactériophages du cocktail pendant 2h30.
Les bactéries ont ét¢ dénombrées dans les échantillons, avant et apres I’incubation, sur milieu
sélectif de P. aeruginosa (gélose contenant 0.03 % de cétrimide et incubée a 42 °C). La
quantité¢ de bactériophages réellement ajoutée a I’échantillon a été¢ déterminée par titration du
cocktail sur les souches de P.aeruginosa PAK et CHA, chacun des bactériophages du
cocktail étant capable de lyser au moins une de ces deux souches. La quantité de
bactériophages présents dans I’échantillon apres incubation a été déterminée par titration de

I’échantillon sur ces 2 mémes souches.
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Les résultats obtenus pour ces échantillons montrent 3 profils différents (Tables 19 et 20):
- D’échantillon 1: les bactériophages ne semblent pas avoir infecté la/les souches de
P. aeruginosa présentes dans 1’expectoration, aucune réduction du nombre de bactéries ainsi
qu’aucune multiplication des bactériophages n’est observée.
- I’échantillon 2 : le nombre de bactéries est réduit de 8 % et des bactériophages capables de
lyser la souche CHA se sont multipliés par ~ 6 durant les 2h30 d’incubation.
- D’échantillon 3 : aucune bactérie n’a pu étre dénombrée dans cet échantillon apres
I’incubation avec le cocktail de bactériophages. Il est a noter que si le nombre de
bactériophages est supérieur au nombre de bactéries sensibles alors la numération des
bactéries devient impossible. Ce résultat est en accord avec la multiplication par 22 des
bactériophages dénombrés sur la souche PAK et par 45 de ceux dénombrés sur la souche
CHA.

Ces résultats montrent qu’au moins un des bactériophages du cocktail a été capable

d’infecter la/les souches de P. aeruginosa dans I’expectoration n°3 et au moins une des
souches de I’expectoration n°2 puisque dans ces deux cas 1I’augmentation du nombre de

bactériophages a été observée.

P. aeruginosa

Echantillon 1 104 %
Echantillon 2 92 %
Echantillon 3 0%

Table 19 : Quantification des bactéries dans les échantillons aprés incubation
2h30 avec le cocktail de bactériophages

La quantité de bactéries présentes dans les échantillons, apreés incubation en présence du
cocktail de bactériophages, est exprimée en pourcentage du ratio [bactérie dénombrées apres
incubation / bactérie dénombrées dans [’échantillon initial avant [’ajout des bactériophages].

Bactériophages
PAK CHA
Echantillon 1 0.3 1.5
Echantillon 2 0.2 6.2
Echantillon 3 22 45

Table 20 : Quantification des bactériophages du cocktail dans les échantillons
apres une incubation 2h30

La quantité de bactériophages présents dans les échantillons, apres 2h30 d’incubation en
présence du cocktail de bactériophages, est exprimée par le ratio [bactériophages
dénombrées apres incubation / bactériophages ajoutés dans [’échantillon]. Les
bactériophages ont été déenombreés sur les souches PAK et CHA.
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Résultats

C. Sensibilité aux bactériophages des souches de P.aeruginosa

présentes dans les expectorations

La sensibilité de 8 colonies de P. aeruginosa isolées a partir des échantillons 1 et 2 a
¢été testée pour les 10 bactériophages du cocktail (Table 21). L’échantillon 1, qui ne présentait
pas de réduction du nombre de bactéries apres 1’incubation avec le cocktail, ni d’amplification
des bactériophages du cocktail, montrent ici une sensibilité de 50 % a 100 % des colonies aux
bactériophages PAK-P3, ®KZ et LUZ19. Ces bactériophages sont donc capables de former
des plages de lyses sur ces souches de P. aeruginosa in vitro sur milieu gélosé, alors qu’ils ne
semblent pas pouvoir infecter ces souches ex vivo dans les expectorations. En revanche, il
semblerait que la réduction du nombre de P. aeruginosa ainsi que la multiplication des
bactériophages dénombrés sur la souche CHA dans 1’échantillon 2, résultent de la sensibilité

de la moitié des souches au bactériophage LBL3.

PAK-P1 PAK-P2 PAK-P3 PAK-P4 PAK-P5 P3-CHA CHA-PI ®KZ LUZ19 LBL3

Echantillon 1

colonie 1 + +

colonie 2 . . + + +

colonie 3 + +

colonie 4 + +

colonie 5 ) . + + +

colonie 6 ) . + + +

colonie 7 ) . + + +

colonie 8 +
Echantillon 2

colonie 1 . . . . . . . . . +
colonie 2

colonie 3 ) . . . . . . . . +
colonie 4

colonie 5 ) . . . ) . ) . . +
colonie 6 . . . . ) . ) . . +
colonie 7

colonie 8

Table 21 : Sensibilité des colonies de P. aeruginosa isolées des échantillons 1 et 2 aux
bactériophages du cocktail

Les colonies isolées ont été striées sur milieu gélosé puis un spot de 3x10° pfu de chacun des
bactériophages a été déposé séparément. La souche est considérée comme sensible lorsque
des plages de lyses non isolées sont observées (+) et résistante si peu ou pas de plages de lyse
sont observables (.).
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D. Optimisation du protocole

Deux autres échantillons (n°4 et n°5), fluidifiés grace a une solution de Sputasol™,
ont été incubés chacun en présence de 10° pfu/mL de chacun des bactériophages du cocktail
pendant 4 h et 6 h. Les bactéries et les bactériophages ont ét¢ dénombrés de la méme manicre
que pour les trois échantillons précédents mais cette fois sur les 4 souches de référence pour
les 10 bactériophages du cocktail.

Dans les deux échantillons, I’incubation pendant 4 h en présence de bactériophages a
permis de réduire le nombre de bactéries, de 50 % pour 1’échantillon 4 et de 85 % pour
I’échantillon 5. Deux heures d’incubation supplémentaires n’ont pas permis de réduire
d’avantage le nombre de bactéries dans I’échantillon 4, en revanche pour I’échantillon 5, le

nombre de bactéries est encore réduit d’un facteur 2 (Table 22).

4h 6h
Echantillon 4 50 % 60 %
Echantillon 5 15 % 6%

Table 22 : Quantification des bactéries dans les échantillons en fonction du temps
d’incubation avec le cocktail de bactériophages

La quantité de bactéries présentes dans les échantillons, aprés 4 h et 6 h d’incubation en
présence du cocktail de bactériophages, est exprimée en pourcentage du ratio [bactérie
dénombrées apres incubation / bactérie dénombrées dans [’échantillon initial avant [’ajout
des bactériophages].

Ces résultats concordent avec I’augmentation de bactériophages observée dans les
échantillons. En effet, aprés 4 h d’incubation, les bactériophages dénombrés sur la souche
CHA ainsi que ceux dénombrés sur la souche PAK se sont multipliés par 2 environ dans les 2
échantillons, et par 3 pour les bactériophages dénombrés sur la souche PAOI, dans
I’échantillon 5. Aprés 6 h d’incubation, cette amplification des bactériophages dénombrés sur
la souche PAO1 est encore plus marquée avec une multiplication par 4.3 et 5 respectivement
pour les échantillons 4 et 5 (Table 23).

En premier lieu, ces résultats confirment la faisabilité de I’étude et conduisent au choix
d’une incubation de 6 h. En effet, entre 4 h et 6 h, le nombre de bactériophages a augmenté

dans les deux échantillons et le nombre de bactéries est réduit pour I’échantillon 5.
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Résultats

D’autre part, les résultats obtenus sur ces €chantillons 4 et 5 suggérent qu’ici LUZ19
et ®KZ, seuls bactériophages du cocktail capables de lyser la souche PAO1 (LUZI19 lysant
également la souche CHA et ®KZ la souche PAK), sont capables d’infecter des souches de

P. aeruginosa présentes au sein d’expectorations de patients CF.

4h 6h

PAK CHA PAOl1 Aa245 PAK CHA PAOl Aa245
Echantillon 4 1.7 2.8 1.4 1 2 3.6 4.3 0.9
Echantillon 5 2.2 2.9 3.6 1.3 1.9 2.7 5 0.8

Table 23 : Quantification des bactériophages dans les échantillons en fonction du
temps d’incubation

La quantité de bactériophages présents dans les échantillons, aprés 4 h et 6 h d’incubation en
présence du cocktail de bactériophages, est exprimée par le ratio [bactériophages
dénombrées apres incubation / bactériophages ajoutés dans [’échantillon]. Les
bactériophages ont été dénombrés sur les 4 souches référence des bactériophages utilisés
dans le cocktail.

E. Détermination de la présence de bactériophages dans les

expectorations des patients

Il a été montré que les expectorations des patients CF pouvaient, de maniere plus ou
moins fréquente, contenir des bactériophages de P. aeruginosa (Willner et al., 2009). Pour
cette raison, avant 1’ajout du cocktail, nous avons vérifié¢ la présence, dans les expectorations,
de bactériophages capables de lyser I'une des 4 souches de référence utilisées (PAK, CHA,

PAOI1 et Aa245). Aucun des 5 échantillons étudiés ne renfermaient de tels bactériophages.

F. Protocole final

Ces expériences préliminaires nous ont permis de décrire un protocole adapté pour
¢évaluer la capacité d’un cocktail de bactériophage a infecter des souches de P. aeruginosa
présentes au sein des expectorations des patients CF infectés de fagon chronique.

1- Les échantillons seront dilués en Sputasol car il permet de manipuler avec précision
les expectorations.

2- Le cocktail de bactériophages sera composé des 10 bactériophages décrits ici.

3- Le temps d’incubation de I’échantillon en présence du cocktail est défini a 6h.
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4- Afin de prendre en compte la croissance bactérienne au cours de 1’incubation, la
référence utilisée pour calculer la réduction du nombre de bactéries ne sera plus le nombre de
P. aeruginosa présentes avant I’ajout du cocktail mais le nombre de bactéries dénombrées
dans un aliquote de I’échantillon incubé pendant 6 h sans bactériophage.

5- La multiplication des bactériophages sera le paramétre prioritaire, la réduction du
nombre de bactéries le secondaire, pour conclure a une efficacité des bactériophages a infecter
les souches présentes dans les expectorations. En effet, en observant la sensibilité des souches
isolées de I’échantillon 2, il est ais¢ d’envisager que les bactériophages puissent cibler une
souche de P. aeruginosa minoritaire dans 1’échantillon. Dans ce cas, une amplification des
bactériophages serait observée en absence d’une réduction globale du nombre de bactéries.

6- La présence préalable de bactériophages dans les expectorations (avant I’ajout du
cocktail) et lysant les 4 souches de référence utilisées sera testée. Ainsi, I’hypothése que de
tels bactériophages interférent dans le dénombrement des bactériophages pourra étre infirmée,
ou confirmée, et facilitera I’interprétation de ces résultats.

7- Vingt colonies seront isolées a partir de chaque échantillon pour tester leur
sensibilit¢ individuelle aux bactériophages du cocktail. Cela permettra ainsi de mieux
apprécier la diversité des souches présentes dans les échantillons vis-a-vis de leur sensibilité
aux bactériophages. Cependant, une absence de colonie sensible ne sera pas indicatrice d’une
absence totale de telles colonies dans I’échantillon entier. A I’inverse, la présence de
colonie(s) sensible(s) dans ces conditions in vitro n’impliquera pas nécessairement une
efficacité des bactériophages dans 1’expectoration. Ce test permettra de conforter les résultats
obtenus lorsque la présence ou I’absence de colonie sensible sera en accord avec 1’efficacité
ou non des bactériophages a se multiplier au sein de ces expectorations.

A terme ce protocole sera utilisé pour une étude portant sur 60 expectorations de

patients CF provenant de 3 centres hospitaliers différents.
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Discussion

Peu d’études expérimentales sont disponibles concernant [1’utilisation des
bactériophages pour traiter les infections pulmonaires causées par P. aeruginosa. Pourtant,
I’utilisation de modéles animaux est un pré-requis indispensable avant une utilisation chez
I’Homme en essais cliniques. Ils permettent de reproduire des pathologies humaines dans des
organismes entiers, grace entre autre a des manipulations génétiques, apportant ainsi des
réponses sur les fondements physiologiques d’une maladie ainsi que des données prédictives
sur la réponse aux traitements. Dans le cas particulier des modéles murins, leur large
utilisation en recherche expérimentale permet d’améliorer continuellement les connaissances
concernant leur anatomie et leur physiologie. Ainsi, nous savons aujourd’hui que les
conditions d’hébergement, le stress des animaux, 1’utilisation des anesthésiques ou encore le
fond geénétique influencent les résultats des expériences. Ces notions permettent d’affiner la
comparaison entre la pathologie observée chez la souris et celle développée chez ’Homme.
Elles permettent également la mise au point de modeles de plus en plus pertinents. Il a par
exemple été montré que I’établissement d’une infection pulmonaire persistante avec une
souche clinique de P. aeruginosa était possible chez les souris C57BlI/6N mais que les
C57Bl/6J étaient résistantes a ce type d’infection, ces deux « sous-lignées » trés proches étant
toutes deux issues du méme fond génétique : C57Bl/6 (Bragonzi, 2010). Parfois, le modéle
murin peut se révéler résistant au développement de la pathologie humaine. C’est le cas pour
les souris cftr ” qui ne développent pas le phénotype observé chez les patients CF, malgré
leur défaut d’activité de la protéine CFTR. Cependant, a en juger par le nombre d’étude
réalisées sur ce modele, il a permis de répondre a différentes questions concernant la
mucoviscidose. De plus, I’absence de phénotype dans ce modele a soulevé des interrogations
sur les origines de cette résistance au développement de la maladie. Cela contribua
notamment a I’identification du canal TMEMI16A, un canal chlorure calcium dépendant,
probablement alternatif 3 CFTR dans les poumons des souris cftr ”~ (Wouthuyzen-Bakker,
n.d.). Ce canal représente désormais une nouvelle cible thérapeutique (Namkung et al., 2011).
Quelque soit la pathologie, il n’existe pas de modele parfait et il est ainsi souvent nécessaire
de croiser les résultats obtenus dans différents modeles afin d’apporter des conclusions
fiables. Les mode¢les in vitro peuvent ainsi apporter des ¢léments de réponse permettant de
confirmer ou compléter des résultats obtenus dans des modeles in vivo. Au laboratoire,
Marine Henry a par exemple montré qu’il existait une trés bonne corrélation, bien que celle-ci
ne soit pas parfaite, entre I’efficacité des bactériophages in vitro et celle observée in vivo, et

ce pour les 10 bactériophages utilisés au cours de ce travail de thése.
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Dans le but d’établir I’efficacité des bactériophages dans des modéles expérimentaux,
une seule étude réalisée in vivo fut publiée précédemment a celles qui ont été réalisées au sein
du laboratoire, montrant alors seulement une efficacité relative d’un tel traitement (Meitert et
al., 1987). En effet, dans ce modele d’infection similaire a celui que nous avons utilisé, cette
étude montre que seulement 47 % des souris infectées par une dose 1étale de P. aeruginosa
survivent aprés un traitement par bactériophages immédiat et 27 % si le traitement est
administré 2 h apres I’infection. En utilisant une multiplicité d’infection (MOI) supérieure a
I’étude de Meitert ef al. (1 au lieu de 0.025), I’étude réalisée par notre équipe précédemment a
ce travail de thése, a montré que 1’on pouvait atteindre une survie de 100 % en administrant le
traitement 2 h apres ’infection. D’autre part, dans I’étude de 1987, les bactériophages sont
administrés par voie intraveineuse (ou par voie orale, les deux donnant des résultats
similaires), alors que nous administrons le traitement par voie intranasale. La voie topique
semble donc plus adaptée, réduisant ainsi le temps entre I’administration et 1’interaction
bactériophage-bactérie dans les poumons. Elle permet également d’augmenter le nombre de
bactériophages dans les poumons par rapport a une administration intraveineuse ou les
bactériophages seront dispersés dans tout 1’organisme, une partie étant éliminée par le
systtme immunitaire (Sulakvelidze & Kutter, 2004). Surtout, elle mime une voie
d’administration qui pourrait étre utilisée chez 1’homme (aérosols pour les patients CF).
L’ensemble de ces résultats suggeérent aussi que, pour traiter efficacement ce type d’infection,
la dose de bactériophages doit étre élevée, a savoir au moins un bactériophage pour une
bactérie inoculée. Finalement, I’étude réalisée dans notre laboratoire a démontré que
I’environnement pulmonaire, renfermant des macrophages ou encore des enzymes lytiques,
n’était pas un frein a ’infection de P. aeruginosa par les bactériophages (Debarbieux et al.,
2010).

Ce succes nous a amené a développer nos études en utilisant la souche CHA, une
souche clinique de P. aeruginosa, mucoide et multi-résistante aux antibiotiques (Morello et
al., 2011). Ces deux études réalisées récemment au laboratoire ont été les premiéres a
démontrer in vivo I’efficacité d’un traitement curatif et préventif par bactériophages d’une
infection pulmonaire causée par P. aeruginosa. Ces résultats ont depuis été confirmés avec
d’autres bactériophages (Alemayehu et al., 2012).

Devant [’absence de données bibliographiques concernant la phagothérapie
expérimentale dans le contexte CF, nous avons ensuite estimé¢ important de déterminer si
I’environnement pulmonaire particulier dans la mucoviscidose influengait I’issue d’un

traitement par bactériophages. En effet, les patients CF présentent des perturbations des
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transports ioniques, induisant une déshydratation du liquide de surface des voies aériennes,
ainsi qu’une réponse immunitaire perturbée, notamment par une inflammation chronique
(Boucher, 2007; Hartl et al., 2012)(cf. Introduction chapitre I). Or, il n’est pas exclu que la
réduction du liquide de surface dans les poumons puisse réduire la diffusion des
bactériophages. D’autre part, la contribution du systéme immunitaire dans I’élimination des
bactéries lors d’un traitement par bactériophages est méconnue (Gorski et al., 2012). Devant
ces interrogations, il s’avérait nécessaire de reproduire les résultats obtenus chez les souris
WT dans un modeéle murin de mucoviscidose afin de vérifier que I’interaction bactériophage-
bactérie ne soit pas particulierement altérée dans les poumons CF. Pour cela, la souris
invalidée pour le gene cfir est un bon modele. Comparés aux souris WT, les poumons des
souris cftr ” présentent des transports ioniques altérés, notamment celui du sodium, qui
conduisent a un défaut de sécrétion du liquide de surface alvéolaire (Lazrak et al., 2011;
Lindert et al., 2007). Ce modele présente également une altération de la fonction des
macrophages alvéolaires ainsi qu’une réponse inflammatoire accrue, comparée aux souris
WT, lors d’une infection par une souche mucoide de P. aeruginosa (Deriy et al., 2009;
Heeckeren et al., 2006). Au cours de ce travail de these, les bactériophages, en particulier P3-
CHA, ont montré une efficacité in vivo pour lutter contre une infection pulmonaire aigué
causée par la souche CHA, dans un modéle murin CF. Ainsi, pour la premicre fois, ces
résultats apportent des ¢léments tangibles sur la capacité des bactériophages a conserver leur
efficacité pour infecter une souche mucoide de P. aeruginosa dans un contexte CF.

Il est & noter que sont utilisés pour ces études des modeles d’infection aigué€ entrainant
la mort des souris, le délai d’administration du traitement est donc crucial pour I’issue de ces
expériences mais n’a pas de pertinence dans la perspective d’un traitement chez I’Homme.
C’est ici une des limites de ce modéle.

Afin de permettre 1’efficacité d’un tel traitement, une seconde condition est cependant
primordiale : la capacité des bactériophages a réduire un biofilm. En effet, dans les poumons
des patients CF, la chronicité de I’infection entraine la formation de biofilm par P. aeruginosa
(Hoiby et al., 2011). En revanche, P. aeruginosa ne produit naturellement pas d’infection
chronique chez les souris cﬁr'/ . En TI’absence d’un tel mode¢le, nous avons donc testé
I’efficacité des bactériophages a réduire un biofilm in vitro. Ainsi, nous avons montré que
plusieurs bactériophages, PAK-P3, P3-CHA, CHA-P1, LUZ19 et PAK-P1 réduisaient
significativement le biofilm formé in vitro par la souche CHA. Ces résultats confirment, pour
ces bactériophages, les résultats d’autres études obtenus dans des modeles différents

(Alemayehu et al., 2012; Hanlon et al., 2001). De nombreux bactériophages produisent des
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polysaccharide-dépolymérases qui hydrolysent la matrice extracellulaire des biofilms
(Donlan, 2009). Nos résultats suggerent que PAK-P3, P3-CHA, CHA-P1, LUZ19 et PAK-P1
pourraient posséder ce type d’activité enzymatique. Il serait alors intéressant de tester pour
chacun de ces bactériophages, d’une part leur capacité a réduire la matrice du biofilm
uniquement (avec du DMMB) et d’autre part celle a réduire le nombre de cellules viables
(avec du XTT) (Ramage et al., 2001; Toté et al., 2008). Ces expériences complémentaires
seront prochainement réalisées au laboratoire.

D’autre part, les souches cliniques de P. aeruginosa présentent une sécrétion variable
d’alginates, or il a ét¢é montré que la concentration en alginates altérait la diffusion des
bactériophages (Hanlon et al., 2001). Les résultats obtenus avec la souche CHA, productrice
d’alginate, devront donc étre vérifiés pour différentes souches de P. aeruginosa (Delic-Attree
et al., 1996). Par ailleurs, des mod¢les basés sur I’utilisation d’une souche mucoide hyper-
productive d’alginates (par mutation du géne mucA), les bactéries étant incorporer ou non
dans des billes d’agar, montrent une infection pulmonaire persistant jusqu’a 7 jours chez la
souris WT et cfir " (Bragonzi et al., 2005; Hoffmann et al., 2005). Ces mod¢les réunissent des
conditions favorables a la formation d’un biofilm mais sont encore imparfaits avec une forte
variabilité dans la persistance de I’infection entre les animaux. Plus récemment, un modele
d’expectorations artificielles permettant la formation d’un biofilm, proche de celui observé
dans les poumons des patients CF, a été développé (Kirchner er al., 2012). Il serait
aujourd’hui intéressant de tester également 1’efficacité des bactériophages dans de tels

mode¢les d’infection malgré leurs inconvénients respectifs.

En complément des travaux expérimentaux réalisés sur 1’efficacité de la phagothérapie
dans un contexte CF, nous avons également cherché a apporté des données concernant
I’innocuité. Ainsi, nous avons aussi montré que des bactériophages, différents par la famille a
laquelle ils appartiennent et/ou par la souche sur laquelle ils ont été isolés, n’induisaient pas
d’inflammation dans un mod¢le cellulaire murin in vitro, malgré une concentration de 100
bactériophages par cellules. Chez la souris CF, I’administration intranasale du bactériophage
P3-CHA n’a stimulé ni la production d’aucun des 4 facteurs de I’inflammation étudiés, ni la
migration des polynucléaires neutrophiles dans les poumons. Chez la souris WT, une faible
stimulation de la production d’IL-6 et de PGE-2 a été observée. Cette stimulation pourrait
dépendre de la purification de la préparation de bactériophages. En effet, la dose de
bactériophages administrée étant 3 fois supérieure chez les WT comparé aux CF, la quantité

d’endotoxines est également 3 fois supérieure. Cependant, la concentration en endotoxines
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dans la préparation du bactériophage PAK-P3 restait inférieure a 0,5 pg/dose de
bactériophages (i.e. < 0.04 ng/kg) quand la FDA autorise chez ’homme 0,5 ng/kg pour les
préparations thérapeutiques. Il n’est donc pas exclu que ce bactériophage induise en lui-méme
une faible stimulation de facteurs inflammatoires. Une étude a d’ailleurs montré qu’une
préparation purifiée de bactériophage de S. aureus induisait une production d’IL-6 dans
certains types cellulaires (Zimecki et al., 2003). Malgré tout, cette stimulation reste trés faible,
absente pour les souris CF ayant pourtant recu 5.10° pfu de ce bactériophage et le profil de
production des cytokines est absolument différent de celui observé dans un contexte
infectieux. Désormais, ces résultats devront étre confirmés a la fois pour d’autres
bactériophages, pour un temps de stimulation plus court et dans des modeles humains, par
exemple les cellules CFBE, cellules épithéliales provenant de patient CF. Lors de ces
expériences complémentaires, il serait aussi intéressant de tester une plus large sélection de
cytokines. Le systeme Bio-Plex® (BIO-RAD, USA) permet par exemple, grace a un systéme
de microbilles aux signatures spectrales distinctes, le dosage de plus de 100 facteurs différents
dans un méme échantillon.

D’autre part, chez les souris WT, nous avons montré que I’inflammation induite par
I’infection était partiellement réduite, a savoir une production de KC et de TNF-a inférieure,
lorsque les souris recevaient un traitement par bactériophages 2 h apres I’infection. Bien que
les valeurs absolues ne soient pas directement comparables (doses différentes et fonds
génétiques des souris différents), nous avons également observé ce résultats concernant la
production de KC, équivalent murin de I’IL-8 humaine, dans le méme mode¢le d’infection
chez des souris d’un autre fond génétique (Morello et al., 2011). Une étude réalisée dans un
modele semblable d’infection pulmonaire par B. cenocepacia, avait également montré une
diminution de la production de TNF-a (24h post-infection) aprés un traitement intranasal par
bactériophages (Carmody et al., 2010).

En revanche, nos résultats montrent que chez la souris CF, le traitement par
bactériophages d’une infection a P. aeruginosa provoque une réponse inflammatoire 2 a 5
fois supérieure a celle observée lors de I’infection (pour TNF-a, KC et IL-6). Il est probable
que ce phénomene s’explique par la libération d’endotoxines lors de la lyse bactérienne
(Sulakvelidze & Kutter, 2004). Bien que dans notre modele cela ne soit pas comparable en
raison des différences dans les doses administrées, d’autres études ont montré que divers
modeles de souris CF, comparées a leur contrdles, avaient une réponse inflammatoire

d’avantage stimulée par I’infection (Bragonzi et al., 2005). Il est donc probable que la

161



libération d’endotoxines suite a la lyse bactérienne induise une sur-inflammation chez les
souris ¢ftr 7" et pas chez les WT. En résumé, ’inflammation potentiellement induite par les
bactériophages semblent négligeable comparée a I’inflammation chronique préexistante chez
les patients CF. De plus, malgré qu’il ne soit pas exclu que le traitement puisse induire une
sur-inflammation par libération d’endotoxines, celle-ci est réduite et existe ¢galement lors de
I’administration d’antibiotiques bactéricides, sans que cela ne remette en question leur

utilisation (Sulakvelidze & Kutter, 2004).

Dans la deuxiéme partie de notre étude sur I’innocuité des bactériophages, nous avons
¢tudié I’incidence de ces derniers sur le transport ionique. Pour réaliser cette étude nous avons
préalablement dii mettre au point la technique de mesure de la différence de potentiel nasale
chez la souris. Cette technique utilisée comme test diagnostique chez ’Homme, était déja
décrite chez la souris par plusieurs groupes de recherche. Cependant, les différences entre les
protocoles utilisés et les différences de résultats qui en découlent nous ont amené a tester de
nombreux parametres avant de définir notre protocole final : la position de la souris, le format
du cathéter, la vitesse et la séquence de perfusion des solutions, la composition de la solution
physiologique ou encore le choix des inhibiteurs et activateurs de canaux ioniques. Le
protocole utilisé est décrit et discuté dans 1’article 2, actuellement soumis. Dans cet article
sont aussi détaillés les outils statistiques définis a partir des mesures de ddp qui ont permis
I’analyse de nos résultats.

Grace a cette technique et aux outils que nous avons développés autour, nous avons
montré qu’une administration intranasale du bactériophage PAK-P3 n’avait pas d’incidence a
moyen terme sur le transport du sodium ni du chlorure chez la souris, CF et non-CF. Il est a
noter que la présence de bactériophages dans le nez au moment de la mesure, soit 16 h post-
instillation et en absence d’infection, a été vérifiée. Ces résultats devront étre confirmés avec
d’autres bactériophages avant de pouvoir étre généralisés. Cependant, ils montrent que
certains d’entre eux peuvent étre sans conséquences sur cette fonction physiologique, se
distinguant ainsi des virus respiratoires pathogenes. En effet, différentes études ont montré, au
niveau de I’épithélium trachéal murin, qu'un virus Influenza A (PR8; HIN1), un virus
Parainfluenza (Sendai virus) et le virus respiratoire syncytial (souche A2) inhibaient
I’absorption du sodium et que le Sendai virus activait la sécrétion du chlorure (Kunzelmann et
al., 2000; Kunzelmann et al., 2004; Kunzelmann et al., 2007).

Paralle¢lement, lorsque 1’on s’intéresse a la souris WT, I’infection par la souche CHA

ne semble pas perturber le transport ionique alors que lorsque cette infection est traitée par des
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bactériophages, une légeére activation du canal ENaC est observée. Or, il a ét¢ montré dans
différents modeles, que P. aeruginosa (bactérie enti¢re), le LPS, la flagelline ainsi que les
rhamnolipides de cette bactérie inhibaient la fonction du canal ENaC (Boncoeur ef al., 2010;
Evans ef al., 1998; Graham et al., 1993; Kunzelmann, 2006; Stutts et al., 1986). D’autre part,
une ¢tude montre que le TNF-a inhibe 1’expression et également la fonction du canal ENaC
dans des cellules épithéliales pulmonaires (Dagenais et al., 2004). Il semble alors probable
que le transport du sodium soit inhibé lors de I’infection mais que d’autres facteurs, tels que
I’IL-6 dont la production est fortement induite, ait un effet inverse nous empéchant ainsi
d’observer I’inhibition de ce canal dans cette condition. En effet, il a ét¢ montré que I’'IL-6
pouvait, dans certains modeles, activer a la fois 1’expression et la fonction du canal ENaC (Li
et al., 2010). D’autre part, chez ces souris WT, nous avons montré que le nombre de bactéries
diminuait et que la production de certaines cytokines comme le TNF-a était réduite apreés un
traitement par bactériophages. Dans ces conditions, le canal ENaC pourrait étre moins
fortement inhibé alors que son activation serait maintenue par des facteurs tels que I’IL-6,
dont la production n’est pas réduite apres le traitement par bactériophages dans notre modele.
La faible activation du transport du sodium observée lors du traitement de I’infection n’est
donc probablement pas attribuable au traitement par bactériophages en lui-méme, les
bactériophages seuls ne perturbant d’ailleurs pas le transport du sodium, mais il semblerait
que l’infection induise différentes perturbations dont certaines seraient révélées dans les
conditions de traitement.

D’autre part, chez la souris c¢ftr ", nos résultats montrent que I’infection par la souche
CHA provoque une inhibition du canal ENaC visible 16 h apres ’infection. Ces résultats sont
en accord avec les études décrites dans le paragraphe précédent, montrant que la bactérie et
plusieurs de ses facteurs de pathogénicité provoque I’inhibition de ce canal. Cette altération
n’a pas été observée chez la souris WT. Cependant, si lors de I’infection 1’inhibition du canal
ENaC est réellement prépondérante sur son activation, comme le suggerent les résultats
obtenus chez la souris cfir 7, il semble délicat de vérifier cette hypothése chez les souris WT.
En effet, chez les souris WT les valeurs de ddp basale et de AAmil. sont déja trés faibles
basalement. Par ailleurs, chez ces souris cftr '/', le transport du chlorure alternatif 8 CFTR est
lui activé lors de I’infection par P. aeruginosa. Ces observations s’accordent avec différentes
études montrant que cette sécrétion d’ions chlorure, notamment par les CaCC et CIC-2, est
activée par plusieurs facteurs inflammatoires (Chu et al., 2004; Galietta et al., 2000; Galietta

et al., 2002; Gray et al., 2004; Leikauf et al., 1985). Cette sécrétion de chlorure étant de faible
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amplitude, elle n’est pas observable chez les souris WT ou la variabilité intra-animal pour le
parametre ALowCl est importante.

Dans ce modéle murin de mucoviscidose, lorsque l’infection a P. aeruginosa est
traitée par bactériophages, les perturbations causées par l’infection seule ne sont pas
aggravées. Au moment des mesures, soit 16 h post-infection et comparé aux conditions
d’infection, I’inflammation n’était pas réduite. D’autre part, bien que le nombre de
bactériophages ait augmenté, le nombre de bactéries n’avait pas vari¢ de manicre
significative. Ainsi, une sécrétion d’ion CI a de nouveau été observée chez ces souris cftr -
aprés le traitement de I’infection par bactériophages. Comme suggéré par les études citées
dans le précédent paragraphe, cette sécrétion est probablement due a 1’activation de canaux
chlorure alternatifs a CFTR. Cette hypothese est renforcée par nos résultats montrant que
celle-ci était inhibée par la perfusion d’une solution contenant du DIDS, un inhibiteur non-
spécifique de canaux chlorure. A I’inverse, I’inhibition du canal ENaC n’est plus observée
aprés le traitement par bactériophages de I’infection. Cela pourrait s’expliquer par
I’augmentation de la quantité¢ de certains facteurs inflammatoires observée dans les lavages
broncho-alvéolaires dans ces conditions, tels que I’IL-6 qui selon une étude semble activer
I’expression et la fonction du canal ENaC, limitant ainsi les effets inhibiteurs de la bactérie
(Liet al., 2010).

Globalement, cette ¢tude des transports ioniques dans le cadre d’une phagothérapie
expérimentale, montre d’abord 1’innocuité des bactériophages sur cette fonction clé¢ dans la
mucoviscidose. Ils suggerent aussi que le traitement par bactériophages d’une infection
pulmonaire causée par une souche clinique de P. aeruginosa ne génere pas de perturbations
additionnelles a celles déja induites par 1’infection elle-méme, notamment chez les souris CF.
Ainsi, ces résultats apportent les premiéres données concernant 1’innocuité des bactériophages

dans le traitement d’une infection pulmonaire dans un contexte CF.

L’ensemble des résultats obtenus durant ce travail de thése apportent donc des
¢léments concrets de réponse concernant 1’efficacité et I’innocuité des bactériophages pour

leur utilisation potentielle dans le contexte particulier de la mucoviscidose.

Afin de se rapprocher encore des conditions pulmonaires des patients, nous avons
développé un protocole qui sera par la suite utilis¢ dans une étude sur 60 expectorations
provenant de patients CF. Cette étude définira la capacité des bactériophages a infecter des

souches de P. aeruginosa présentes au sein méme des échantillons, lorsque celles-ci seront
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sensibles a I’un des bactériophages présent dans le cocktail que nous utiliseront. Il est en effet
connu que le mucus des patients CF présente des propriétés adhésives ainsi qu’une
composition riche en mucines, en débris cellulaires, dont ’ADN et I’actine, ou encore en
protéases telles que celles libérées par les neutrophiles (élastase, protéase 3, cathepsine G)
(Dubois et al., 2012; Rubin, 2009). Il constitue ainsi un potentiel obstacle pour le succes de la
phagothérapie dans le contexte CF. Notre étude permettra ainsi de déterminer ’efficacité des
bactériophages sur des souches de P.aeruginosa directement dans [’environnement
pulmonaire des patients mais ¢galement en présence des autres micro-organismes avec
lesquels elles sont susceptibles d’interagir. Les résultats préliminaires que nous avons obtenus
lors de la mise au point du protocole suggerent d’abord que la sensibilité des colonies, isolées
a partir des expectorations, a I’un des bactériophages n’implique pas le succeés du traitement.
Ce n’est alors pas nécessairement le mucus qui constitue un frein a I’efficacité des
bactériophages puisque la sensibilit¢ des bactéries aux bactériophages peut varier selon le
milieu utilisé (gélosé¢ ou liquide) or, la sensibilité¢ des souches est ici testée sur milieu gélosé
alors que 1’expectoration constitue plutot un milieu liquide. D’ailleurs, ces résultats suggerent
aussi que I’infection demeure possible dans les expectorations lorsqu’une souche est sensible
a I’un des bactériophages utilisés. Notre future étude €largie a 60 expectorations permettra de
mieux apprécier ’influence du « milieu expectoration » sur la capacité des bactériophages a
infecter les souches de P. aeruginosa.

Lors de cette étude, il sera également intéressant de déterminer le profil de résistances
aux antibiotiques des souches de P. aeruginosa, contenues dans les échantillons, afin
d’apporter de nouveaux éléments pour positionner la phagothérapie comme réponse aux
problémes de 1I’émergence de souches multi-résistantes aux antibiotiques chez les patients CF.

Par ailleurs, nous avons sélectionné des bactériophages présentant des spectres d’hote
différents afin de constituer un cocktail a spectre large. L’utilisation de tels cocktails de
bactériophages ayant des spectres d’hotes croisés permet de réduire le risque d’émergence de
souches résistantes (Goodridge, 2010; Maura et al., 2012; Tanji et al., 2004). Devant la
diversité des souches de P. aeruginosa présentes dans leurs poumons, cette stratégie semble
étre la plus pertinente dans 1’hypothése d’une phagothérapie chez les patients CF. Il pourrait
ainsi étre envisagé deux approches complémentaires (Pirnay ef al., 2011):

1- La formulation de cocktail « prét-a-porter » a large spectre pour une utilisation de
primo-intention.

2- La simplicité, la rapidité et le faible colit de I’isolement et de la caractérisation des

bactériophages permettraient aussi d’envisager la formulation de cocktails de bactériophages
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spécifiques des souches isolées chez un patient, apportant ainsi une réponse « sur-mesure »
lors d’un échec thérapeutique préalable avec les cocktails usuels.

Il s’avererait d’ailleurs intéressant de tester la faisabilité d’un tel procédé dans une
étude ex vivo. En effet, sur le méme modele que notre étude, il pourrait étre envisagé de
recueillir une premiére expectoration d’un patient, d’en isoler les souches de P. aeruginosa,
de formuler ensuite un cocktail de bactériophages efficaces contre ces souches (a partir de
bactériophages déja isolés ou par isolement de nouveaux bactériophages a partir de
I’environnement) puis, de tester 1’efficacité de ce cocktail dans une seconde expectoration
recueillie ultérieurement.

En outre, d’autres études réalisées sur des modeles murins d’infections pulmonaires
non létales par Burkholderia cenocepacia et Klebsiella pneumoniae ont également montré que
les bactériophages réduisaient le nombre de bactéries dans les poumons (Carmody et al.,
2010; Chhibber et al., 2008). Burkholderia sp. et Klebsiella pneumoniae sont deux
pathogénes régulierement retrouvés dans les expectorations des patients CF et comme
P. aeruginosa, certaines souches présentent une multi-résistances aux antibiotiques chez ces
patients (Davies & Bilton, 2009). A I’'image des cocktails commercialisés en Géorgie, comme
le cocktail Pyo-phage (bactériophages lysant Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus,
E. coli et Proteus), il semblerait envisageable de créer des cocktails spécialement adaptés pour
les patients CF. Ils renfermeraient finalement différents cocktails de bactériophages chacun
dirigés contre une espece, leur associations formant des cocktails de cocktails. Cependant, il
faudra déterminer le nombre de bactériophages qu’il serait raisonnable d’inclure dans ces
cocktails afin de pouvoir assurer la sureté¢ de ces préparations. Pour autant, I’utilisation de
cocktails permettra-elle toujours de contourner I’émergence de souches résistantes aux
bactériophages ? Dans quelle mesure sera-t-il possible d’assurer la formulation de nouveaux
cocktails ?

Par ailleurs, bien que dans un traitement avec un cocktail, seuls les bactériophages efficaces
seront amplifiés, il ne faut pas exclure que I’augmentation du nombre de bactériophages
différents dans les cocktails puisse augmenter le risque de stimuler la réponse immunitaire.
Les propriétés antigéniques ¢&tant trés variables entre les différentes familles de
bactériophages, il semble possible d’identifier des bactériophages peu immunogénes pour la
phagothérapie, d’autant que ’Homme est continuellement confronté aux bactériophages dans
I’environnement, 1’eau de boisson ou encore la nourriture, sans que ces bactériophages ne
stimulent une quelconque réponse immune (Sulakvelidze & Kutter, 2004). Cependant, avec

I’utilisation de concentrations curatives de bactériophages, qu’il faudra par ailleurs définir, a
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quelle fréquence ces derniers induiront une production d’anticorps ? Cette question est
d’autant plus pertinente dans le cadre de la mucoviscidose ou les traitements antibactériens
sont souvent répétés en raison de la chronicité de I’infection. Est-il nécessaire d’envisager une
éradication totale ou la fréquence de répétition des traitements par bactériophages pourrait-
elle étre réduite en prétendant simplement réduire le nombre de bactéries, permettant ainsi
I’action du systéme immunitaire ? Cette stratégie est-elle pertinente chez les patients CF,
lesquels souffrent d’une inflammation chronique ? Dans ce cas pourrait-il étre envisagé une
combinaison entre la phagothérapie et 1’antibiothérapie ? Une étude a en effet montré une
synergie entre les antibiotiques et les bactériophages. Il semblerait qu’en présence d’une
concentration sous-létale de certains antibiotiques, la lyse des bactéries par les bactériophages
soit plus rapide et la production de bactériophages augmentée (Comeau et al., 2007).
L’utilisation de concentrations sous-létales n’étant pas envisageable chez les patients afin de
ne pas favoriser I’émergence de souches résistantes, qu’en est-il en présence de concentrations
cliniques d’antibiotiques ? De maniere plus générale, dans quelles mesures les résultats
expérimentaux sont-ils transposables chez les patients ? La démonstration de I’efficacité des
bactériophages ex vivo dans les expectorations des patients, et dans les différents modeles de
biofilms in vitro, suffira-t-elle pour prédire de leur efficacité chez les patients ? Il n’est pas
possible de connaitre la variabilité de la réponse au traitement entre les différents patients,
cependant ’utilisation d’expectorations directement issues des patients permet de prendre en
partie en compte le contexte individuel de chacun d’entre eux.

Finalement, le nombre croissant d’études expérimentales tend a apporter de plus de
plus d’¢éléments permettant a terme d’envisager la mise en place d’essais cliniques chez les
patients CF. Seuls ces essais permettront de répondre a toutes ces interrogations mais la

réglementation qui les encadrera, actuellement inexistante, devra d’abord étre définie.
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Abstract

Multidrug-resistant bacteria are the cause of an increasing number of deadly pulmonary infections. Because there is
currently a paucity of novel antibiotics, phage therapy—the use of specific viruses that infect bacteria—is now more
frequently being considered as a potential treatment for bacterial infections. Using a mouse lung-infection model caused by
a multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa mucoid strain isolated from a cystic fibrosis patient, we evaluated
bacteriophage treatments. New bacteriophages were isolated from environmental samples and characterized. Bacteria and
bacteriophages were applied intranasally to the immunocompetent mice. Survival was monitored and bronchoalveolar
fluids were analysed. Quantification of bacteria, bacteriophages, pro-inflammatory and cytotoxicity markers, as well as
histology and immunohistochemistry analyses were performed. A curative treatment (one single dose) administrated 2 h
after the onset of the infection allowed over 95% survival. A four-day preventive treatment (one single dose) resulted in a
100% survival. All of the parameters measured correlated with the efficacy of both curative and preventive bacteriophage
treatments. We also showed that in vitro optimization of a bacteriophage towards a clinical strain improved both its efficacy
on in vivo treatments and its host range on a panel of 20 P. aeruginosa cystic fibrosis strains. This work provides an incentive
to develop clinical studies on pulmonary bacteriophage therapy to combat multidrug-resistant lung infections.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa is the second most common pathogen
responsible for hospital-acquired bacterial pneumonia as well as
ventilator-associated pneumonia, and the first causative agent of
morbidity and mortality in cystic fibrosis (CF) patients [1,2].
Although antibiotics are still an effective means of treating
bacterial lung infections, the alarming rise of multidrug-resistant
bacteria in hospitals has highlighted the need for new therapies
[3,4,5]. Bacteriophages —viruses infecting bacteria— have been
proposed to treat human bacterial infections since their discovery
in the early 20th century [6,7]. However, after a short period of
development, the advent of antibiotics led to this therapeutic
approach being abandoned, except in Eastern Europe where
bacteriophages are still used today to treat patients [8,9,10].
During the past 20 years, studies in animal models have
demonstrated the potential of bacteriophages [11,12,13,14,15].
Recently the first phase II clinical trial performed under European
regulations on bacteriophage treatments of chronic otitis was
published, and demonstrated the interest of using bacteriophages
on multidrug resistant infections [16]. The effects of bacteriophage
therapy on lung infections has only very recently been addressed in
animal models [14,17]. On the one hand, a proof of concept with

@ PLoS ONE | www.plosone.org

a bioluminescent strain of P. aeruginosa showed that bacteriophages
administrated intranasally had a rapid efficacy with respect to
preventing and curing deadly lung infections [14]. On the other
hand, a clinical strain of Burkholderia cenocepacia isolated from a CF
patient was used to show that the intraperitoneal administration of
bacteriophages was more effective than intranasal applications in a
non-deadly infectious model [17]. Here we report an in-depth
evaluation of the efficacy of curative and preventive bacteriophage
treatments of lung infections using a multidrug resistant mucoid P.
aeruginosa strain isolated from a CF patient of Grenoble hospital,
France [18,19]. For this study we specifically optimized the
virulence of a bacteriophage of our collection towards this clinical
strain and studied its efficacy both i vitro and i vivo.

Results

Characterization of a lung infection by a P. aeruginosa
strain isolated from a cystic fibrosis patient

To investigate bacteriophage treatments on a mouse lung-
infection caused by a clinical P. aeruginosa strain named CHA
[18,19], we first established the conditions in which an intranasal
administration of this strain was lethal. We found that inoculation
of 3x10° bacteria was sufficient to induce death in 100% of

February 2011 | Volume 6 | Issue 2 | 16963



animals within 2 days (Figure 1A). Progress of the infection was
assessed by quantification of bacteria, inflammatory markers, and
cytotoxicity levels at 20 h post-infection (Figures 1 and 2). The
number of bacteria in the lungs had increased at least by two
orders of magnitude compared with the initial infectious dose (over
4x10% cfu were found in the broncho-alveolar lavages [BAL] form
each infected mouse compared with the infectious dose of
3x10° cfu; Figure 1C). The levels of two pro-inflammatory
markers (cytokines IL-6 and KC) as well as lactate dehydrogenase

Phage Therapy of Lung Infections

combined with focal and diffuse alveolitis and bronchitis,
consolidation and necrosis (Figure 3A compared to Figure 3D
from uninfected animals). Disease severity was scored at 16 out of
25 (Figure 3M). These findings confirmed that the clinical P.
aeruginosa strain CHA is able rapidly to infect lungs and induce
severe damage leading to death in these mice.

Bacteriophage selection and characterization
We screened our collection of natural P. aeruginosa bacterio-

(LDH) which reflects organ toxicity, were highly elevated
(Figure 2). Histological analysis, also at 20 h post-infection,
revealed severe lesions consistent with acute pneumopathy,

phages (initially isolated from the environment using the P.
aeruginosa  strain  PAK  [14]) and found that the PAK-P3
bacteriophage was able to establish a moderate infection in strain
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Figure 1. Bacteriophage P3-CHA cure and prevent lung infections caused by a clinical P. aeruginosa strain. (A-B) Survival curves of mice
infected with the CHA strain and treated or pre-treated with P3-CHA bacteriophage. (A) PBS (), 3 x10° (®) and 3x107 ([1) pfu of bacteriophage were
given intranasally 2 h after bacteria (3%10° cfu) were administered. This curative treatment appears to be dose dependent (P<0.0001 for both
bacteriophage doses compared to PBS and P<<0.01 between 3x10° and 3x10” bacteriophage doses). (B) Four days before infection with 3x10°
bacteria, mice were given either 3x107 (®), or 3x108 ((1) pfu of P3-CHA or 3x10° pfu of heat-inactivated P3-CHA solution (). These survival curves
indicate that the preventative treatment is dose dependent (P<<0.0005 and P<<0.0001 for 3x10” and 3x10® bacteriophage doses respectively
compared to heat-inactivated bacteriophage solution and P<<0.0005 between 3x10” and 3x10® bacteriophage doses). (C-D) 20 h after infection
with strain CHA, mice were euthanized and BAL fluids were assayed for bacteria (C) and bacteriophages (D). In the curative treatment protocols, mice
were treated with PBS or bacteriophage 2 h post infection (phage 2 h pi). In the preventative treatment protocols, mice were intranasally
administered bacteriophage solution (4d phage) or heat-inactivated bacteriophage solution (4d phage 80°C) four days before infection. (C) Bacterial
counts were significantly lower in the BAL fluids from mice that had received either curative or preventative bacteriophage treatment than the
respective control treatment (* P<<0.05, and ** P<<0.01). (D) Bacteriophage counts were significantly lower in the BAL fluids from mice that had
received bacteriophage treatment than the non-infected animals (** P<<0.01) or the non-infected animals pre-treated four days earlier with the
bacteriophage P3-CHA (* P<<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0016963.g001
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Figure 2. Inflammatory and cytotoxicity analyses during
bacteriophage P3-CHA treatments. (A-C) 20 h after infection with
strain CHA, mice were euthanized and BAL fluids were assayed for
cytokines (A and B) and LDH (C). In the curative treatment protocols,
mice were treated with PBS or bacteriophage (phage 2 h pi) 2 h post
infection. In the preventative treatment protocols, mice were intrana-
sally administered bacteriophage solution (4d phage) or heat-inactivat-
ed bacteriophage solution (4d phage 80°C) four days before infection.
IL-6 (A), KC (B) concentrations in BAL fluids from mice that had received
either curative or preventative bacteriophage treatments were signif-
icantly lower than the values for their respective controls untreated
animals ((A) * P<<0.05, (B) * P<<0.05) and animals pre-treated with heat-
inactivated bacteriophage solution ((A) ** P<<0.01, (B) ** P<<0.01). LDH
(C) levels were significantly reduced only in mice that had received a
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curative treatment (* P<<0.05). n=5 to 7 for each condition (A-C). nd,
not determined.
doi:10.1371/journal.pone.0016963.9g002

CHA (plating efficiency of 10% compared with 100% on the PAK
strain). After five consecutive passages in liquid culture with the
CHA strain we obtained a bacteriophage stock that showed the
same plating efficiency on both CHA and PAK strains.
Subsequently, four steps of plaque purification were performed
to obtain a preparation of a single isolated phage that we named
P3-CHA (see Materials and Methods). Electron microscopy
showed that both bacteriophages (PAK-P3 and P3-CHA) belong
to the Myoviridae family of bacterial viruses (Figure 4). Their
genomes were sequenced (Genbank accession numbers:
HM173082 for PAK-P3, and HM173081 for P3-CHA) and
analysed revealing that they are distantly related to the PAK-P1
bacteriophage [14]. Major capsid proteins were identified by mass
spectrometry (Figure 4). Putative proteins encoded by their
genomes were analysed and no significant similarities to proteins
considered to be markers of temperate bacteriophages or toxins
were identified (see Materials and Methods). This confirmed that
both PAK-P3 (vB_PacM_PAK_P3) and P3-CHA (vB_PaeM_P3_
CHA) are virulent bacteriophages. We estimated the host range of
these two bacteriophages with a set of 20 clinical CF strains
(Table 1). The P3-CHA bacteriophage was overall more efficient
than PAK-P3 on infecting P. aeruginosa strains isolated from both
primary and chronically infected patients.

Curative treatment

We administered two different doses of P3-CHA bacteriophage
intranasally (mimicking a nebulisation treatment for humans) to two
groups of mice that had received a lethal dose of the CHA strain 2 h
earlier and followed their survival (Figure 1A). Both doses of
bacteriophage improved survival and the high dose (3x10° pfu) was
associated with a greater rate of survival than the low dose (3x10’
pfu) throughout the experiment (16 days). Twenty hours after
inoculation (z.e. 18 h after bacteriophage treatment was given) we
quantified bacteria, bacteriophages, cytokines, and LDH, as well as
performing histological analyses. In the group treated with the high
dose, the number of bacteria was over two orders of magnitude
lower than in the untreated group (Figure 1C), and the number of
bacteriophages was ten times higher (Figure 1D). Cytokines and
LDH (Figure 2) concentrations were markedly lower in the
bacteriophage-treated group than in the untreated group. Histo-
logical analyses confirmed that lung damage in the treated group
was less severe than in the untreated animals. In the bacteriophage-
treated mice, moderate or mild lesions of alveolitis and bronchitis
were observed without necrosis or consolidation; in a blind protocol,
the severity of these histological lesions was scored at 5 out of 25
(Figure 3B and M). Immunohistochemistry, using a polyclonal anti-
Pseudomonas antibody, detected only a few bacteria (entire cells or
debris) in bacteriophage-treated animals, mainly in the cytoplasm of
macrophages in the lungs (Figure 3F and J). In contrast, bacteria
were detected in macrophages, alveolae, and extracellular spaces of
the lungs from untreated animals (Figure 3E and I). No signal was
detected in uninfected animals (Figure 3H and L). These
observations are consistent with the fact that bacteriophages target
only extracellular bacteria and also show the role of phagocytosis in
bacterial removal. These experiments indicate that a curative
bacteriophage treatment acts cooperatively with the immune
response to eliminate acute lung infection caused by a CF strain
of P. aeruginosa.

We also used survival-curve analysis to assess the curative
efficacy of the PAK-P3 parental bacteriophage (used in the same
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Figure 3. Histological and immunohistochemical analyses of lung sections from mice treated or pre-treated with bacteriophage P3-
CHA. (A-D; scale bar 200 um) Thin sections of lungs obtained after 20 h from, (A) mice infected with the CHA strain, (B) infected mice treated with
bacteriophage P3-CHA, (C) mice pre-treated with bacteriophage P3-CHA four days before infection, and (D) uninfected mice were stained with
hematoxylin-eosin and Gram. Histological analyses included the determination of a lesion severity score (see materials and methods) to allow
comparison (M). This score was significantly lower for mice given curative or preventive bacteriophage treatments than for untreated mice
(* P<0.05). (E-L) Immunohistochemistry was performed with anti-Pseudomonas antibodies on sections obtained from the same samples as above
(E-H; scale bar 100 um and I-L; scale bar 50 um). In lung sections from infected mice, bacteria are both intracellular and extracellular (E and 1)
whereas no signal can be seen in lung sections from uninfected mice (H and L). The signal was lower following either curative (F and J) or preventive
(G and K) bacteriophage treatments and bacteria were only observed in macrophage cells.

doi:10.1371/journal.pone.0016963.g003

conditions as P3-CHA, Figure 5). After 8 days, only 20% of treated
mice had survived. Thus, the i viwo protection in this model
correlated with i vitro plating efficiency, as previously hypothesised
[14]. Moreover the in vivo advantage of P3-CHA appears to be
only due to two single nucleotide changes in the entire genome,
highlighting the plasticity of the bacteriophage genomes to rapidly
increase their infectivity to new hosts (see Materials and Methods).

Preventive treatment

To determine whether the P3-CHA bacteriophage could be used
to prevent an infection by the CHA strain, we prepared an
endotoxin-free bacteriophage solution (see Materials and Methods).
This reduced the possibility of stimulating an immune response in
the host, which could mask the effects of bacteriophage treatment.
We first determined the rate of elimination of the P3-CHA
bacteriophage from the lungs of uninfected mice and found that its
concentration decreased by slightly more than half-log/day (over
500 fold decrease between day 0 and day 4, Figure 6). Only 20% of
animals given 3x107 bacteriophages four days prior to infection
with 3x10° bacteria were protected whereas 100% of the animals
given 3x10° bacteriophages were protected (Figure 1B). 100% of
the animals pre-treated 4 days before infection with the equivalent
of $x10® pfu of heat-killed P3-CHA solution died within 2 days
(Figure 1B), showing that an active bacteriophage is required.
Twenty hours after infection of a group of mice pre-treated with P3-
CHA bacteriophage (3x10° pfu) four days earlier, animals were
euthanized to perform histological analyses and to quantify bacteria,
bacteriophages, cytokines, and LDH. Bacterial counts were lower in
P3-CHA pre-treated mice than in heat-killed P3-CHA pre-treated
mice (Figure 1C). Bacteriophage counts were higher in P3-CHA
pre-treated mice than in non-infected P3-CHA pre-treated mice
(Figure 1D). Cytokine concentrations were also significantly lower
for P3-CHA pre-treated mice, whereas LDH concentrations were
similar in both groups (Figure 2). Furthermore the level of both
active and heat-inactivated solutions of bacteriophage gave rise to
identically low levels of pro-inflammatory markers (Figure 2).
Histological analyses showed that lung damage was markedly less
severe in P3-CHA pre-treated mice than the controls, with
histological lesions being scored at 7 out of 25 (Figure 3C and M).
Immuno-histochemistry of lungs from mice that were pre-treated
with P3-CHA bacteriophages showed a pattern that was similar to
curative treatment. Bacterial antigens were detected only in the
cytoplasm of alveolar macrophages (Figure 3G and K). These data
confirmed the eflicacy of the preventive bacteriophage treatment.

Discussion

A clinical strain of P. aeruginosa isolated from a CF patient was
used to evaluate bacteriophage curative and preventive treatments
on a lung infection model. Both treatments successfully rescued
mice from lethal infections, underlying the potential use of
bacteriophages to combat lung pathogens. We also showed that
pro-inflammatory and cytotoxicity markers, as well as histology
observations, were all concordant with these results for survival.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Moreover, we observed that bacterial debris released during
bacteriophage treatments were not pro-inflammatory, as produc-
tion of cytokines was not strongly stimulated in either the curative
or the preventive treatments. A pro-inflammatory response is often
used as an argument against phage therapy. Four days after
administration of the preventative treatment that consisted of
intranasal bacteriophage solution only, the lung concentrations of
IL-6 and KC were low (Figure 2A and B). The main cause of
bacterial destruction can therefore be attributed to the bacterio-
phage itself. However, the cytokine concentrations were still
significantly higher than those measured 24 h after administration
of a PBS control solution, and partial involvement of a weak
immune response stimulated by the bacteriophage solution cannot
thus be ruled out. Indeed, the quality of the bacteriophage
preparation, particularly the elimination of endotoxins, influenced
the extent of the immune response following pre-infection
treatments (data not shown). This is in contrast to post-infection
treatments, where the immune system has already been primed by
bacteria when the bacteriophages were administered.

Humans are constantly exposed to bacterial viruses —an
estimated 10%'" are on the Farth [20]—but litde is known about
the immunological consequences of this. Recently, a metagenomic
analysis of viral DNA present in the lungs of CF patients identified
over 100 different viral genomes, and this was considered to be a
low diversity compared with other environments [21]. Neverthe-
less, the role of the immune system in shaping viral diversity has
yet to be deeply studied. Furthermore, the immune response to
therapeutic bacteriophages has not been extensively investigated
because most of the available data were obtained from model
viruses which have little interest as therapeutic agents [22,23,24].

Bacteriophage treatments of P. aeruginosa chronic lung infections
in animal models have still not been investigated, and no specific
procedure has been developed to isolate bacteriophages with
higher infectivity against chronic clinical strains. However, several
lines of evidence are encouraging. First, some bacteriophages are
known to possess hydrolases that degrade bacterial exopolysac-
charides [13,25]. Second, several in witro biofilm models have
shown that bacteriophages can access and infect bacteria grown
under these conditions [26,27]. Third, mucus overproduction
could be controlled or reduced as recently shown using a cPLA2a
inhibitor [28]. Fourth, our study suggests that the use of
bacteriophages devoid of endotoxins should not induce a strong
stimulation of the pro-inflammatory markers.

Finally, optimization of bacteriophages can extend their host
ranges. In the present study, full sequencing of the optimized
bacteriophage revealed that only two single nucleotide mutations
are sufficient to improve its virulence towards a clinical strain. This
indicates the advantages of rapid bacteriophage evolution over
conventional drugs that can take months if not years to optimize.

Besides the present study, phage therapy on lung infection
caused by Burkholderia cenocepacia has also been reported [17].
Although there are some dissimilarities, this might be due more to
the pathogens than to the phage treatments as these two bacteria
do not elicit an identical response in the host [29,30]. These
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Figure 4. Characterization of PAK-P3 and P3-CHA bacteriophages. (A, C) Electron micrographs of PAK-P3 (A) and P3-CHA (C). Scale bar:
100 nm. (B) SDS-PAGE of PAK-P3 and P3-CHA proteins; only the most abundant proteins give visible signals (MW: molecular weight markers, the
arrow points to the major capsid proteins). (D) Clustal alignment of the three major capsid proteins of PAK-P1, PAK-P3 and P3-CHA bacteriophages
with their closest homologs in the database with known function (the major capsid protein of Felix 01 bacteriophage; NP_944891). Major capsid

proteins of PAK-P3 and P3-CHA are 100% identical.
doi:10.1371/journal.pone.0016963.9g004

studies suggest that bacterial lung infections can be treated by
bacteriophages as long as the bacteria remain accessible (phage
therapy is not suitable for intracellular bacteria).

The preventive treatment appears to be of lesser interest as its
clinical application might not be as wide as the curative treatment.
However it should not be disregarded as its efficacy was
impressive; a single dose retained efficacy for up to four days.
The limited clinical application is due to the fact that it is difficult
to know in advance which bacterial strains will infect an invidual.
Nevertheless, some individuals—such as CF or immuno-compro-
mized patients— are known to be more susceptible to hospital-
acquired infections. These infections are sometimes due to
identified pathogens, as in the case of epidemic strains [31]. As
a consequence, as soon as an epidemic is identified, such a
population of patients could benefit from preventive treatments to
reduce the probability of becoming infected.

Bacteriophages should not be considered only as a stand-alone
treatment. Their use in combination with already approved
treatments (like antibiotics) will be most likely the best form of
application. Experimental, clinical, and regulatory data of such
combined treatments are now urgently needed since antibiotic
resistance is still rising [5].

Together with our previous work, we have now demonstrated
that two different bacteriophages administrated intranasally are
effective in treating lung infections with two different bacterial
strains of P. aeruginosa. This extends our knowledge concerning the
use of bacterial viruses in the treatment of pulmonary infections.

Materials and Methods

Ethics Statement

Animals were housed in the Institut Pasteur animal facilities
accredited by the French Ministry of Agriculture to perform
experiments on live mice, in appliance of the French and

Table 1. Efficacy of plating of PAK-P3 and P3-CHA
bacteriophages on CF P. aeruginosa strains.

Efficacy of plating relative to the reference strain, %

Strains from patients with primary infections
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

PAK- 0 0 0 35 6 33 0 66 0 0
P3

P3- 001 001 ©0 73 40 100 0.01 100 0.007 O
CHA

Strains from patients with chronic infections
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

PAK- 0 20 0 0 8 0 0 0 100 O
P3

P3- 0 100 007 O 100 0 0 0 100 O
CHA

Efficacies of PAK-P3 and P3-CHA bacteriophages on their reference strains,
respectively. PAK and CHA strains were fixed at 100%. Results are expressed as
relative percentage to these references.
doi:10.1371/journal.pone.0016963.t001
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European regulations on care and protection of the Laboratory
Animals. Protocols were approved by the veterinary staft of the
Institut Pasteur animal facility (approval ID 10.565).

Pseudomonas aeruginosa strains

The CHA strain was cultivated at 37°C in LB medium with
shaking and prepared as previously described [14]. The CHA
strain is resistant to tetracyclin, chloramphenicol, ampicilin,
streptomycin, nalidixic acid, spectinomycin, erythromycin and
rifampicin and shows an intermediate level of resistance to
gentamycin and ticarcillin [18,19]. The 20 clinical CF strains were
provided by P. Plésiat, Besancon, France.

Bacteriophage isolation and preparation

Bacteriophage PAK-P3 was isolated from sewage water as
previously described [14]. To adapt the PAK-P3 bacteriophage to
the CHA strain, a liquid culture of the CHA strain was infected
with PAK-P3 (MOI of 1/1000) and incubated at 37°C with
shaking. After 4 hours, the culture, showing signs of lysis, was
stopped by adding few drops of chloroform. The culture was then
centrifuged at 8000 g for 10 min, and the supernatant was stored
at 4°C before use in the next round of amplification. This was
repeated five times and the final supernatant was diluted and
plated onto a Petri dish overlaid with the CHA stain. A few
individual plaques were picked and resuspended in SM buffer
(10 mM Tris HCI pH7, 200 mM NaCl, 0.03% gelatine) and
subsequently used for four cycles of plaque purification. A final set
of 10 isolated plaques were chosen and tested for their host range
against a set of 20 CF strains of P. aeruginosa by spotting serial
dilutions of bacteriophages on bacterial lawns. Each of the 10
isolated plaques showed the same host range, and one was chosen

100B—H—|:_:|1
III’ D
— —e— PBS
= b5 —@— 3.10' PFU (n=5)
Tg —— 3.10" PFU (n=14)
T 40-
= |
w
20' f’l’ .
0 ] I’!’ 1
0 2 4 16

days

Figure 5. Survival curve of infected mice treated with
bacteriophage PAK-P3 compared to P3-CHA. Mice were infected
intranasally with 3x10° cfu (CHA strain) and 2 h later were treated with
either PBS (#) or 3x10” pfu of bacteriophage PAK-P3 (e), or 3x10” pfu
of bacteriophage P3-CHA ([J) also administered intranasally (P<<0.005
for both P3-CHA and PAK-P3 bacteriophage doses compared to PBS
and P<0.05 between P3-CHA and PAK-P3 bacteriophage doses).
doi:10.1371/journal.pone.0016963.9005
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Figure 6. Persistence of P3-CHA bacteriophage in lungs of
uninfected mice. Three groups of five mice were given 3x10® pfu of
bacteriophage P3-CHA, administered intranasally. The number of
bacteriophages in BAL fluids was determined 1, 4 and 5 days post-
administration (n=5).

doi:10.1371/journal.pone.0016963.g006

and named bacteriophage P3-CHA. Liquid cultures of 1 litre were
used for large-scale preparation of PAK-P3 and P3-CHA using
caesium chloride ultracentrifugation as described by Boulanger
[32]. Bacteriophage solutions obtained were diluted in PBS for the
curative treatment. Before use for the preventive treatment
bacteriophage solutions were passed five times through an
endotoxin-removal column (EndoTrap blue, Hyglos, Germany).
The endotoxin-free bacteriophage solution contained 1x107"°
endotoxin units per pfu which correspond to 0.02UE per mice for
the highest dose of bacteriophage given (1x10° pfu in 50 ul). This
value is over 100 fold inferior to the limited value accepted in
Europe for bacterial endotoxins contamination of products that
are administrated intraveneously (5.0 UE/kg body mass/hour;
European Pharmacopoeia 5.0, 2005). Endotoxin concentrations
were determined using the QCL-1000® Chromogenic LAL
endpoint assay (Cambrex, Walkersville, MD, USA).

Heat-inactivated bacteriophage solution was obtained by a
10 min incubation at 80°C. Inability of heated bacteriophage to
form plaque on bacterial lawns was checked.

Electron microscopy observations were performed on a Jeol
1200 EXII microscope after uranyl acetate staining of caesium
chloride bacteriophage preparations [33].

Serial dilutions of bacteriophages PAK-P3 and P3-CHA were
spotted on bacterial lawns for each of the 20 clinical strains.
Efficacy of plating was calculated by comparison with an efficacy
of 100% for respectively the PAK-P3 bacteriophage on the PAK
strain and the P3-CHA bacteriophage on the CHA strain.

Genomic characterisation of bacteriophages

Genome sequencing (20 to 25x coverage) was performed by
Eurofins and Beckman Coulter Genomics using 454 technology
with DNA prepared by standard procedures. The complete
genome sequences of the PAK-P3 (vB_PaeM_PAK_P3) and P3-
CHA (vB_PaeM_P3_CHA) bacteriophages are accessible in
Genbank (accession numbers HM173082 and HM173081,
respectively). Sequence analysis to search for temperate
bacteriophage markers (similar genes) was performed on the
PAK-P3 genome as described previously [14]. PAK-P3 and P3-

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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CHA genomes were compared to search for mutations using
Blast2seq tool. Two mutations were found in putative orfs 13
and 151 (nucleotide 7393 changed from A to G and nucleotide
69922 changed from G to A) leading to amino-acid substitutions
Q to R and E to K, respectively in these two hypothetical
proteins.

Total bacteriophage proteins were run on an SDS gel and
subjected to in-gel trypsin digestion; microsequencing of the major
capsid proteins was then performed by the Institut Pasteur
microsequencing facility. None of the peptide sequences corre-
sponded to any protein sequences in the databank before inclusion
of our bacteriophage sequence data.

Animal Infection

Mice (8 weeks old Balb/c males) were supplied by the Centre
d’élevage R. Janvier. Food and drink were provided ad libitum.
Animal infections and treatments were performed as described
previously [14].

Bronchoalveolar lavages (BAL; 4x0.5 ml) were performed
20 h after infection following pentobarbital euthanasia
(300 mg/kg). One aliquot of the BAL fluids was centrifuged
for 10 minutes at 1400 rpm and murine cytokine concentrations
were determined using DuoSet ELISA kits from R&D Systems.
LDH activity was estimated using the Cytotox96 kit from
Promega. The release of LDH in extracellular media reflects
organ toxicity. Another aliquot of the BAL fluids was
centrifuged at 6000 rpm for 10 minutes to separate free
bacteriophages from bacteria. To determine the amount of free
bacteriophages, supernatants were diluted and spotted onto
plates overlaid with the CHA strain. To determine viable
bacterial counts, pellets were resuspended in PBS, serially
diluted and plated onto LB agar plates.

Histological and immuno-histochemistry analyses

Lungs were removed from euthanized animals, fixed in 4%
buffered formaline for at least 24 h at 4°C, and then embedded in
paraffin. Serial 4 pm-thick sections were stained with haematox-
ylin-eosin (HE) and Gram. Histological scoring of elementary
lesions of alveolitis, bronchitis, necrosis, and consolidation were
scored by an investigator, who was blind to the treatment group,
from 0 to 5 (0: none, 1: mild, 2: moderate focal, 3: moderate focal
and diffuse, 4: severe focal, 5: severe focal and diffuse extending to
the whole lobule). Recruitment of lymphocytes, alveolar macro-
phages - monocytes and polymorphonuclear cells was similarly
evaluated from 0 to 3 (0: no, 1: weak, 2: moderate and 3: severe).
Addition of these individual scores gave a lesion-severity score
ranging from 0 to 25. Immunohistochemistry of infected lungs was
performed with a primary polyclonal anti-Pseudomonas antibody
raised in rabbit against the PerV protein [34]. Affinity-purified
antibodies were diluted 1/4000 before use. The method used was
a classical Envision Dako protocol performed with amino-ethyl-
carbazol as a chromogen.

Statistical analysis

Mantel-Cox tests were performed for survival curves and one-
tailed Mann-Whitney paired tests were used to compare
quantifications of bacteria, bacteriophages and cytokines. Both
were calculated with Prism 4.0 software (France). Error bars are
s.c.m.
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ABSTRACT

Background: Treatments designed to correct cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) defects must first be evaluated in preclinical
experiments in the mouse model of cystic fibrosis (CF). Mice nasal mucosa mimics
the bioelectric defect seen in humans. The use of nasal potential difference (Vr1g) to
assess ionic transport is a powerful test evaluating the restoration of CFTR function.
Nasal V1 in CF mice must be well characterized for correct interpretation.

Methods: We performed Vi measurements in large-scale studies of two mouse
models of CF — B6;129 cftr knockout and FVB F508del-CFTR — and their
respective wild-type (WT) littermates. We assessed the repeatability of the test for
cftr knockout mice and defined cutoff points distinguishing between WT and F508del-
CFTR mice.

Results: We determined the typical Vig values for CF and WT mice and
demonstrated the existence of residual CFTR activity in F508del-CFTR mice. We
characterized intra-animal variability in B6;129 mice and defined the cutoff points for
F508del-CFTR chloride secretion rescue. Hyperpolarization of more than -2.15 mV
after perfusion with a low-concentration CI" solution was considered to indicate a
normal response.

Conclusions: These data will make it possible to interpret changes in nasal Ve in

mouse models of CF, in future preclinical studies.
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INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is a lethal autosomal recessive disease that affects one in 2500
newborns in France [1]. This disease is caused by mutations in the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) gene, resulting in the production of a
defective CFTR protein. CFTR is the main chloride (CI) channel in secretory epithelia
and also acts as a regulator of sodium (Na*) transport, through inhibition of the ENaC
Na® channel [2]. Mutations in the cftr gene lead to the synthesis of a non-functional
CFTR, causing dehydration of the airway surface liquid, thereby impeding mucociliary
clearance and creating a favorable microenvironment for bacterial infections. The
most frequent mutation results in deletion of the phenylalanine residue in position
508 (F508del-CFTR). This mutation leads to the retention of the F508del-CFTR
protein in the endoplasmic reticulum and impaired function of any F508del-CFTR
reaching the apical membrane [3]. There is currently no curative treatment for CF.
Several strategies are currently being investigated for direct correction of the mutated
CFTR defects, by rescuing trafficking defects [4—6] or rendering the mutated CFTR
functional [5,7]. However, these approaches must be tested in animal models. CF
mice display nasal epithelium ionic transport abnormalities similar to those observed
in humans with CF: abnormally high levels of Na* absorption and an absence of CI
secretion in response to perfusion with a low-concentration CI” solution or a solution

lacking this anion [8].

Transepithelial nasal potential difference (V1g) measurement is the most appropriate
method for the in vivo exploration of ionic transport in CF [9]. This technique has

been used in phase Il clinical trials, as a means of assessing the restoration of CFTR
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function [10,11]. It may also be very useful for preclinical studies assessing the

efficacy of CFTR correctors or potentiators [6,12—-14].

However, Vi measurement protocols differ between studies. Data have been
obtained from pooled mice of different backgrounds [15,16], for small numbers of
mice and not for all Vig parameters [15,17]. Only two backgrounds are well
characterized [14,18-20]. Moreover, few data are available concerning variability
within and between animals and no threshold for a significant, drug-related change
has been validated. The aim of our study was i) to establish typical Vg values, in the
FVB and B6;129 backgrounds, for F508del-CFTR and cftr”” mice, respectively, ii) to
determine the repeatability of Vg measurements, iii) to determine threshold Ve
values distinguishing between the CF and WT electrophysiological responses in
F508del-CFTR mice. These data should improve the use of CF mice in preclinical

studies.

MATERIALS AND METHODS

Mouse models

We studied male and female B6;129-CFTR™U" (cftr”) mice, FVB mice
homozygous for the F508del-CFTR mutation (F508del-CFTR) and their respective
wild-type (WT) control littermates. Mice were obtained from CDTA (Orléans, France)
and housed at the SPF Animal Care Facility of Necker University. The mice were 8 to
16 weeks old and weighed 20 to 28 g. All mice were fed a fiber-free diet. Colopeg
(17.14 g/l; Bayer Santé Familiale, France) was administered to CF mice to prevent

intestinal obstruction. Animal protocols were approved by the local ethics committee
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dealing with animal welfare and conformed to European Community regulations for

the use of animals in research (authorization no. P2.AE.092.09).

V1 measurements

The method for nasal potential difference measurement was adapted and
miniaturized from that developed by our group for use in young children [21]. Mice
were anesthetized by an intraperitoneal injection of ketamine (133 mg/kg;
IMALGENE 1000, MERIAL, France) and xylazine (13.3 mg/kg; Rompun 2%,
BayerPharma, France). Mice were positioned on a 45° tilt board and a paper pad

was placed under the nose to prevent the mice suffocating.

Transepithelial potential was measured between an Ag/AgCl reference electrode and
an Ag/AgCl exploring electrode. The two Ag/AgCl electrodes were connected to a
high-impedance voltmeter (LOGAN Research Ltd, United Kingdom). The reference
electrode was connected to a subcutaneous needle with an agar bridge. The
exploring Ag/AgCl electrode was connected to the nasal mucosa through a double-
lumen polyethylene catheter (0.5 mm in diameter) inserted into the right nostril to a
depth of 4 mm. Recordings were made every second, during continuous flow, at a
rate of 0.15 ml/h, of the initial CI" solution (140 mM NaCl, 6 mM KCI, 10 mM HEPES,
10 mM glucose, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, pH adjusted to 7.4 with NaOH) through
the lumen directly connected to the exploring electrode. The following solutions were
perfused through the second lumen at a flow rate of 1.5 ml/h: (1) CI" solution for basal
measurement, (2) 100 yM amiloride in CI" solution (Sigma-Aldrich, USA), to block
ENaC Na® absorption (3) a low-CI solution (140 mM sodium gluconate, 6 mM

potassium gluconate, 10 mM HEPES, 10 mM glucose, 1 mM MgCl,, 6 mM calcium
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gluconate, pH adjusted to 7.4 with NaOH) containing amiloride (100 uM) to drive CI’
secretion. Each solution was perfused for at least three minutes. Stability for at least
one minute was required before each change in perfusion. The values analyzed were

the means of the last 30 seconds.

Three parameters were investigated during transepithelial nasal potential difference
(Vte) measurements: (1) the stable maximal baseline V1g, which was obtained after
the equilibration of transepithelial ion transport with CI solution, and the successive
net voltage changes between (2) baseline Ve and the CI solution containing 100 uM
amiloride (AVte amil); (3) CI” solution with amiloride and low-CI" solution with amiloride

(AVTE Lowa )-

Inhibitors and activators

CFTR is a cAMP-dependent channel. We therefore used forskolin (Sigma-Aldrich,
USA), an adenylate cyclase activator, in B6;129 and FVB WT mice, for the specific
activation of CFTR. The Vrg-based outcomes were net voltage differences between
100 uM amiloride in low-CI" solution and 100 uM amiloride plus 10 uM forskolin in

low-CI" solution (AVTE Forsk.)-

We used various inhibitors to identify the channels participating in the low-CI
response in B6;129 WT mice: the CFTR-specific inhibitor thiazolidone (Inh-172)
(Calbiochem, Germany), 5 pM; niflumic acid, a calcium-dependent CI° channel
inhibitor (Sigma-Aldrich, USA),100 uM and zinc chloride, a voltage-dependent CI

channel inhibitor, (Fluka, USA), 50 uM. These inhibitors were tested in low-CI
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solution containing amiloride (100 uM), and the V1g-based outcomes recorded were

net voltage changes after perfusion of the given inhibitor in low-CI" solution (AVte inh.).

We investigated the involvement of channels other than CFTR in CI" secretion, using
broad-spectrum inhibitors of anion transporters: diphenylamine-2-carboxylic acid
(DPC) and disodium 4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2"-disulfonate (DIDS) were tested
on six B6;129 WT mice, in low-ClI solution containing amiloride (100 yM) and Inh-172
(5 pM). The Vre-based outcomes measured were net voltage changes between
amiloride plus 5 pM Inh-172 in low-CI" solution and amiloride plus 5 uM Inh-172 plus

200 uM DIDS (Fluka, USA) or 200 uM DPC (Fluka, USA) in low-CI" solution.

We assessed the effects of solvents (DMSO, ethanol, NaOH and KHCO3) on voltage.
None of the solvents altered CI” secretion at the concentration used to dissolve the

various inhibitors (data not shown).

Statistical analysis
The values obtained were not normally distributed. The electrophysiological norms
for AVte parameters are therefore expressed as medians with interquartile ranges

(IQR).

We compared the Vg values obtained between groups in Mann-Whitney tests.

We assessed the effects of inhibitors and activators, in Wilcoxon paired signed-rank

tests comparing Ve data recorded after the perfusion of low-CI" solution and Vg data

recorded after the perfusion of low-CI" solution plus inhibitor/activator.
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The difference between two measurements for a single mice group was evaluated
with the non parametric Wilcoxon paired signed-rank test. Repeatability was
evaluated by the Bland-Altman method [22]. For each mouse, the difference between
two measurements was calculated and plotted against the mean of the two
measurements. We determined whether the differences were normally distributed in
Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk normality tests. The bias was estimated by
calculating the mean of all differences between the two measurements. If this mean
is not close to zero, the two assays are considered to give different results. The limits

of agreement were defined as the bias + 1.96 SD.

A case-control analysis was carried out to optimize the discrimination between
control mice and F508del-CFTR mice. Cutoff points were determined from the
receiver operating characteristics (ROC) curve. For each parameter, we ranked the
values for WT and F508del-CFTR mice. The percentage of the WT mice effectively
included in each rank indicates the sensitivity of the test; the percentage of F508del-
CFTR mice effectively not included in each rank indicates the specificity of the test.
Cutoff points were defined as the rank associated with the best positive likelihood

ratio of sensitivity/(1-specificity), favoring specificity.

RESULTS

Protocol implementation
Perfusion with CI solution induced depolarization in WT mice, by about 8.7 mV (IQR
4.4) in B6;129 mice (n = 35) and 10.3 mV (IQR 4.1) in FVB mice (n = 12) (data not

shown). We therefore recorded baseline Ve after perfusion with CI” solution.
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Forskolin induced no significant increase in CI” secretion in either B6;129 (n = 6) or
FVB (n =6) WT mice. We therefore decided not to test forskolin after perfusion with a

low-CI solution.

Neither niflumic acid (n = 6) nor zinc ions (n = 6) significantly inhibited chloride
conductance. Inh-172 decreased CI secretion significantly, by 2.3 mV (n = 6; p =
0.03). Both DIDS and DPC induced a significant additional depolarization, of about
22 mV (n = 6; p = 0.03, for both). As CFTR is sensitive to the broad-spectrum
inhibitor DPC [23,24], but not to DIDS [24,25], we decided to inhibit CI" secretion by
the following sequence: (1) Inh-172 in low-CI" solution, to inhibit CFTR specifically, (2)
DIDS in low-CI" solution containing Inh-172, to inhibit potential anion transporters

other than CFTR.

Nasal potential difference values

Typical values in B6;129 WT and CF mice

Transepithelial nasal potential difference (V1g) measurements were performed in 50
WT and 50 cftr knockout mice (cftr”); representative recordings are shown in Figure
1. Sex had no effect on any of the Vg parameters in either of these groups. The cftr’”
mice had higher levels of sodium transport than WT mice, as shown by the higher
baseline Vg and much more pronounced response to amiloride perfusion, and an
absence of chloride transport, as shown by the lack of response to perfusion with
low-CI" solution (Table 1). WT mice displayed strong hyperpolarization during
perfusion with the low-ClI" solution (-7.8 mV (IQR = 3.8 mV)), which was inhibited by

20% (p<0.0001) with Inh-172 and an additional 26% (p<0.0001) with DIDS. The cftr”
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mice did not respond to Inh-172, but displayed additional depolarization, by 3.1 mV

(p<0.0001) after DIDS perfusion.

Nasal potential difference in FVB and B6;129 mice

Transepithelial nasal potential difference (V1) measurements were performed on 50
F508-del and 25 WT FVB mice (Table 1). No Vg difference was observed between
males and females. Like cftr” mice, F508del-CFTR mice had higher levels of sodium

transport and absent or lower levels of chloride secretion than their WT littermates.

WT B6;129 and FVB mice had similar levels of Na* transport, as shown by their
similar baseline Vg and AVte amil Values. By contrast, WT FVB mice had significantly
lower levels of CI" secretion, as shown by their AVte 10w ¢~ Vvalues, which were lower
than those of B6;129 mice by a factor of about 1.5 (p = 0.0025). The contribution of
the CFTR was similar in mice of both backgrounds, because Inh-172 treatment
resulted in significant inhibition of 1.6 mV (IQR 3.1, p = 0.0039) in FVB mice and 1.6
mV (IQR 2.3) in B6;129 mice). In WT FVB mice, DIDS treatment resulted in an
additional inhibition, by 2.4 mV (IQR 2.8, p = 0.0078), corresponding to 51% inhibition

of chloride secretion..

F508del-CFTR mice had lower levels of sodium transport than cftr”” mice, as shown
by their significantly lower baseline Vtg and AVte amii values (p = 0.0001 and p =

0.002). As in cftr” mice, no chloride secretion was observed.
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Intermeasurement repeatability
Figure 2 shows the results of two measurements taken one to four weeks apart in 22

WT mice (A) and 21 cftr” mice (B).

There was no significant difference between the two series of measurements for
baseline V1g, AVte ami @and AVTe Low o, iN either WT or cftr’ mice, as assessed by

Wilcoxon paired signed-rank tests.

The repeatability of the test was assessed by the Bland-Altman method for baseline
Ve, AVTE Amil @nd AVTE Low o, iN both WT (Figure 2C) and cftr’™ mice (Figure 2D).
Differences between the two measurements were normally distributed and did not
vary as a function of their arithmetic values. Intra-animal variability was defined by
the limits of agreement, both in WT and cftr’ mice, and for all Vg parameters (Table
2). Bias — i.e. the mean differences — were close to zero in both WT and cftr’” mice

(Table 2).

Determination of the cutoff points separating FVB WT and F508del-CFTR mice,
for Vg parameters

Figure 3 shows the receiver operating characteristics (ROC) curve obtained with Vg
data for 25 FVB WT and 50 F508del-CFTR mice. All the areas under the curve
(AUC) were very close to 1.00, demonstrating a high level of discrimination between
WT and F508del-CFTR mice. This case-control analysis led to the definition of the
following cutoff points, indicative of normal ion transport: baseline Vg value > -6.95

mMV; AV1e ami.. Value < 2.45 mV and AV+e Lowci Value <-2.15mV.)

234



Annexes

DISCUSSION

In this study, we established values for nasal potential difference endpoints in mice.
We studied baseline Vg, response to amiloride and to low-CI solution in 129;B6 cftr”
and FVB F508del-CFTR mice, and their respective controls. In both CF models,
ENaC activity was much higher than in the corresponding WT (Baseline Vtg: ~3.5
times higher and AVteami: ~ 5 times higher) and CI" secretion was abolished. We
assessed the variability of this test on Bland-Altman plots and determined the first
cutoff points for distinguishing between WT and CF mice. These cutoff points are
important for the evaluation of CFTR transport restoration in preclinical studies

evaluating CFTR correctors or potentiators [6,12—14].

Protocol implementation

Protocols for Vig determinations in mice vary considerably, with differences in
perfusion flow rate of perfusion (from 0.018 ml/h to 3 ml/h), the position of the
catheter in the nostril (2 mm to 5 mm into the nostril) and the nature of the solution
used (Ringer’s solution, Krebs solution, other phosphate or HEPES solutions) [14—
20,26,27]. The sequences of the solutions used also differ markedly between
protocols: i) Some groups initially perfuse with the CI" solution until stabilization is
achieved, before recording baseline Vg [19,20], whereas other groups do not carry
out this perfusion step [17,18]. ii) The use of a CFTR activator (forskolin,
isoproterenol) and CFTR-specific inhibitors during perfusion with the low-CI" solution
is not systematic [14,17,18]. We defined a protocol taking into account the following
points: i) WT mice displayed depolarization after initial CI" solution perfusion. We

therefore decided to perfuse the epithelium with this solution until stabilization was
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achieved, before recording baseline Vre. ii) As no additional hyperpolarization was
observed after the perfusion of forskolin solution, in either of the WT backgrounds,
we decided not to use forskolin. Similar results were reported by Brady et al. for mice
of the BALB/cJ and C3H/HedJ backgrounds [15]. Moreover, the response to forskolin
(which increase cAMP level), had been shown to be small in WT mice and cannot
reliably used to distinguish between WT and CF genotypes because CF mice display

a small response similar to that of WT mice [15,16,18,28].

We further characterized CI" secretion with various inhibitors. Inh-172, a specific
inhibitor of CFTR, and DIDS, a broad-spectrum inhibitor, had significant effects.
Neither inhibitors of Ca®'- (niflumic acid) nor inhibitors of voltage-dependent CI
channels (zinc chloride) affected CI" conductance. This suggests that neither Ca?*-
dependant CI" channels (CaCC) nor voltage-gated channels were active in the

murine nasal epithelium in basal conditions.

VTE values in mice of the two backgrounds

The lack of well characterized backgrounds for Vig measurements led us to
investigate the FVB and B6;129 backgrounds in detail. Baseline Vg was significantly
higher in CF than in WT mice, consistent with the differences observed between CF
patients and healthy people [21,29]. The response to amiloride perfusion was also
about five times stronger in the CF models, cftr’ and F508del-CFTR mice, than in
WT mice. However, this difference was smaller in F508del-CFTR mice than in cftr”
mice, suggesting that the F508del-CFTR protein may have retained some of its

ENaC channel-regulating activity. The corresponding WT had similar baseline Ve
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and AVteami values. Thus, genetic background is not responsible for effects on

sodium transport.

In terms of CI” secretion, mice of the two backgrounds were similarly sensitive to Inh-
172 and DIDS. However, an interesting difference between these two backgrounds
was that chloride secretion was almost entirely inhibited by Inh-172 plus DIDS in FVB
mice, whereas secretion was inhibited by less than 50% in B6;129 mice (residual V1g
= 0.7 mV vs. 4.2 mV, respectively). Thus, in addition to CFTR, there is a DIDS-
insensitive CI” pathway in mouse nasal epithelia, but the contribution of this pathway

differs considerably between genetic backgrounds.

In response to perfusion with a low-chloride solution, hyperpolarization by at least
-1.9 mV was observed in 10 % of FVB F508-del mice, but no B6:129 cftr’” mice. This
demonstrates that CFTR activity is therefore responsible for chloride secretion in
wild-type B6;129 mice and also that F508del-CFTR retained a residual CI transport

activity.

Repeatability of Ve values

Repeatability between two series of measurements within the same group was good.
We used Bland and Altman plots to define the limits of agreement in B6;129 WT and
cftr’ mice, making it possible to distinguish between simple variability and changes
due to treatment. These data are essential for interpreting treatment effects, taking

intra-animal variability into account.
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We did not calculate coefficients of variance (%CV) for the Vg data because the
standard deviation did not vary with the mean and some means were close to zero,
making interpretation unreliable [30,31]. We did not determine correlation coefficients
either, because the Bland and Altman plots indicated that the determination of these

coefficients was not appropriate to this kind of analysis [22].

Cutoff points for Ve values

We were able to determine cutoffs for each of the V1g parameters from ROC curves.
We favored specificity over sensitivity. These cutoff points make it possible to classify
Vte measurements as belonging to a WT or CF profile, with a high degree of
discrimination. This tool is crucial for preclinical studies of new drugs for cystic
fibrosis treatment, particularly given the difficulties involved in interpreting the effects
of treatment due to the potential residual activity of F508del-CFTR. The low-CI" cut-
off, -2.15 mV, is the most relevant cutoff because it directly reflects correction of the
CFTR defect. This is the first attempt, to our knowledge, to determine Vg endpoints

for preclinical studies.

Applications for these cutoff points

We recently used the low-CI" cutoff to demonstrate the effect of keratin-8 siRNA
treatment to restore F508del-CFTR activity [6]. It was hypothesized that keratin-8
interacts with F508del-CFTR and that disruption of this interaction would restore
CFTR activity. CI" secretion exceeded the -2.15 mV cutoff for 50 % of the treated
mice and none of the control mice, establishing proof-of-concept for the treatment.
F508del-CFTR rescue can further be demonstrated by inhibition of the response with

a specific inhibitor, such as Inh-172.
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In summary, we report here typical Vg values for mice of two backgrounds not

previously investigated: B6;129 and FVB. We show that our protocol for Vi

measurement is repeatable and we have determined Vig cutoff values for

distinguishing between CF and WT responses. This study constitutes an advance in

the investigation of F508del-CFTR correctors/potentiators or ENaC hyperabsorption

suppressors.

REFERENCES

1.

Ratien F, Doéring G (2003) Cystic fibrosis. Lancet 361: 681-689.
doi:10.1016/S0140-6736(03)12567-6.

Stutts MJ, Canessa CM, Olsen JC, Hamrick M, Cohn JA, et al. (1995) CFTR
as a cAMP-dependent regulator of sodium channels. Science 269: 847-850.

Amaral M (2004) CFTR and chaperones. Journal of Molecular Neuroscience
23: 41-48. doi:10.1385/JMN:23:1-2:041.

Robert R, Carlile GW, Liao J, Balghi H, Lesimple P, et al. (2010) Correction of
the Delta phe508 cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
trafficking defect by the bioavailable compound glafenine. Mol Pharmacol 77:
922-930. doi:10.1124/mol.109.062679.

Van Goor F, Straley KS, Cao D, Gonzalez J, Hadida S, et al. (2006) Rescue of
DeltaF508-CFTR trafficking and gating in human cystic fibrosis airway primary
cultures by small molecules. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 290: L1117—
1130. doi:10.1152/ajplung.00169.2005.

Colas J, Faure G, Saussereau E, Trudel S, Rabeh WM, et al. (2011)
Disruption of cytokeratin-8 interaction with F508del-CFTR corrects its
functional defect. Human Molecular Genetics.
Available:http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/22038833. Accessed 5
December 2011.

Tamanini A, Borgatti M, Finotti A, Piccagli L, Bezzerri V, et al. (2011)
Trimethylangelicin reduces IL-8 transcription and potentiates CFTR function.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol  300: L380-390.
doi:10.1152/ajplung.00129.2010.

Grubb BR, Boucher RC (1999) Pathophysiology of gene-targeted mouse
models for cystic fibrosis. Physiological Reviews 79: 193.

Goubau C, Wilschanski M, Skalicka V, Lebecque P, Southern KW, et al.
(2009) Phenotypic characterisation of patients with intermediate sweat

239



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

240

chloride values: towards validation of the European diagnostic algorithm for
cystic fibrosis. Thorax 64: 683-691. doi:10.1136/thx.2008.104752.

Sermet-Gaudelus |, Boeck KD, Casimir GJ, Vermeulen F, Leal T, et al. (2010)
Ataluren (PTC124) induces cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator protein expression and activity in children with nonsense mutation
cystic fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 182: 1262-1272.
doi:10.1164/rccm.201001-01370C.

Accurso FJ, Rowe SM, Clancy JP, Boyle MP, Dunitz JM, et al. (2010) Effect of
VX-770 in persons with cystic fibrosis and the G551D-CFTR mutation. New
England Journal of Medicine 363: 1991-2003.

Cartiera MS, Ferreira EC, Caputo C, Egan ME, Caplan MJ, et al. (2010)
Partial correction of cystic fibrosis defects with PLGA nanoparticles
encapsulating curcumin. Mol Pharm 7: 86—93. doi:10.1021/mp900138a.

Lubamba B, Lebacq J, Lebecque P, Vanbever R, Leonard A, et al. (2009)
Airway delivery of low-dose miglustat normalizes nasal potential difference in
F508del cystic fibrosis mice. Am J Respir Crit Care Med 179: 1022-1028.
doi:10.1164/rccm.200901-00490C.

Barker PM (2005) Effect of macrolides on in vivo ion transport across cystic
fibrosis nasal epithelium. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine 171: 868-871. doi:10.1164/rccm.200311-15080C.

Brady KG, Kelley TJ, Drumm ML (2001) Examining basal chloride transport
using the nasal potential difference response in a murine model. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol 281: L1173-1179.

Grubb BR, Rogers TD, Boucher RC, Ostrowski LE (2009) lon transport across
CF and normal murine olfactory and ciliated epithelium. American Journal of
Physiology- Cell Physiology 296: C1301.

Lubamba B, Lecourt H, Lebacq J, Lebecque P, De Jonge H, et al. (2008)
Preclinical evidence that sildenafil and vardenafil activate chloride transport in
cystic fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 177: 506-515.
doi:10.1164/rccm.200703-3440C.

Griesenbach U, Smith SN, Farley R, Singh C, Alton EWFW (2008) Validation
of Nasal Potential Difference Measurements in Gut-Corrected CF Knockout

Mice. American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology 39: 490—
496. doi:10.1165/rcmb.2007-03850C.

Salinas DB, Pedemonte N, Muanprasat C, Finkbeiner WF, Nielson DW, et al.
(2004) CFTR involvement in nasal potential differences in mice and pigs
studied using a thiazolidinone CFTR inhibitor. American Journal of Physiology-
Lung Cellular and Molecular Physiology 287: L936.

Parsons DW, Hopkins PJ, Bourne AJ, Boucher RC, Martin AJ (2000) Airway
gene transfer in mouse nasal-airways: importance of identification of epithelial



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Annexes

type for assessment of gene transfer. Gene Ther 7: 1810-1815.
doi:10.1038/sj.gt.3301317.

Sermet-Gaudelus |, Girodon E, Roussel D, Deneuville E, Bui S, et al. (2010)
Measurement of nasal potential difference in young children with an equivocal
sweat test following newborn screening for cystic fibrosis. Thorax 65: 539 —
544. doi:10.1136/thx.2009.123422.

Bland JM, Altman DG (1986) Statistical methods for assessing agreement
between two methods of clinical measurement. Lancet 1: 307-310.

Zhang Z-R, Zeltwanger S, McCarty NA (2000) Direct Comparison of NPPB
and DPC as Probes of CFTR Expressed in Xenopus Oocytes. Journal of
Membrane Biology 175: 35-52. doi:10.1007/s002320001053.

Schwiebert EM, Morales MM, Devidas S, Egan ME, Guggino WB (1998)
Chloride channel and chloride conductance regulator domains of CFTR, the
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator. Proceedings of the
National Academy of Sciences 95: 2674 —2679.

Schwiebert EM, Flotte T, Cutting GR, Guggino WB (1994) Both CFTR and
outwardly rectifying chloride channels contribute to cAMP-stimulated whole
cell chloride currents. American Journal of Physiology - Cell Physiology 266:
C1464 —-C1477.

Bruscia EM, Price JE, Cheng E-C, Weiner S, Caputo C, et al. (2006)
Assessment of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
activity in CFTR-null mice after bone marrow transplantation. Proc Natl Acad
Sci USA 103: 2965-2970. doi:10.1073/pnas.0510758103.

Egli M, Duplain H, Lepori M, Cook S, Nicod P, et al. (2004) Defective
respiratory amiloride-sensitive sodium transport predisposes to pulmonary
oedema and delays its resolution in mice. J Physiol (Lond) 560: 857-865.
doi:10.1113/jphysiol.2004.066704.

Grubb BR, Gabriel SE, Mengos A, Gentzsch M, Randell SH, et al. (2006)
SERCA pump inhibitors do not correct biosynthetic arrest of deltaF508 CFTR
in cystic fibrosis. Am J Respir Cell Mol Biol 34: 355-363.
doi:10.1165/rcmb.2005-02860C.

Middleton PG, House HH (2010) Measurement of airway ion transport assists
the diagnosis of cystic fibrosis. Pediatr Pulmonol 45: 789-795.
doi:10.1002/ppul.21253.

Sorensen JB (2002) The use and misuse of the coefficient of variation in
organizational demography research. Sociological Methods & Research 30:
475-491. doi:10.1177/0049124102030004001.

Taylor SL, Payton ME, Raun WR (n.d.) Relationship between mean yield,
coefficient of variation, mean square error, and plot size in wheat field
experiments. Communications in Soil Science and Plant Analysis 30: 1439—
1447 .

241



FIGURES

A ClI” sol.

¢ Inh-172 DIDS

Amil, oW C

Ve (MV)
S
‘_
‘_

Amil.
20 ¥

-15 Low CI’

VTE (MV)

time (min)
Figure 1: Representative V1e recordings.
The recordings obtained with the final protocol are shown for WT (A) and cftr”
B6;129 mice (B). Three phases was observed: baseline Vig after CI" solution
perfusion, Vyeami. after the addition of amiloride (Amil.) and Vrgowc after the
replacement of CI” solution with a solution of low CI" concentration (LowCI’). The
inhibitory effect on CI" secretion of inhibitor-172 and inhibitor-172 plus DIDS was

demonstrated in WT mice.
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on 22 WT (A) and 21 cftr’ mice (B). The difference between the two AVrgowci Values

was plotted against their mean, as described by Bland and Altman, for the 22 WT (C)

and 21 cftr’” (D) mice.
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Figure 3: Cutoff point determination for NPD parameters distinguishing

1- specificity (%)

between FVB WT and F508del mice.

Receiver operating characteristics (ROC) curves for (A) baseline potential difference

(Vte), (B) amiloride response (AVteamii.) and (C) low CI” solution response (AVteLowci ),

for WT and F508-del FVB mice are shown.

AUC: area under the curve

95% CI: 95% confidence interval

Cutoff points were determined by the best positive likelihood ratio of sensitivity/(1-

specificity).
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Table 1: Typical values for B6;129 and FVB Vi mice. Values are given as the

medians + interquartile range (IQR) for WT and cftr”” B6;129 mice and WT and F508-

del FVB mice. Inhibitory effects were assessed for Inh-172 and for DIDS, by

Wilcoxon paired signed-rank tests comparing VreLowc” @and Vrginn-172 for Inh-172 and

V1Einh-172 @nd Vepips for DIDS.

Mann-Whitney tests were used to compare groups.

Typical values

Comparison (p-value)

B6;129 B6;129 FVB WT CF
. (WT/ (WT/ (B6;129/ (cftr-/-/
WT ftr WT
e cftr-)  F508-del) FVB) F508-del)
Baseline VTE (mV) -4.9 (3.5) -20.9 (6.5) -4.2 (5.2)
<0.0001 <0.0001 ns <0.0001
Median (IQR) n=50 n =50 n=25
AVTE Amil (mV) 1.6 (1.3) 9,1 (4.2) 1.5 (1.7)
<0.0001  <0.0001 ns 0.002
Median (IQR) n=>50 n =250 n=25
AVTE Low CI- (mV) -7.8(3.8) 3.0 (4.1) -4.7 (5.3)
<0.0001  <0.0001 0.003 0.001
Median (IQR) n=50 n=50 n=25
AVTE Inh-172 (mV) 1.6 (2.3) 0.9 (1.7) 1.6 (3.1)
0.02 0.05 ns ns
Median (IQR) n=50 n=50 n=17
AVTE DIDS (mV) 2.0(1.7) 3.1(3.1) 2.4 (2.8)
0.003 ns ns ns
Median (IQR) n=238 n=232 n=9

Table 2: Parameters of the Bland-Altman plot. Values were determined for

baseline potential difference (V+1g), amiloride response (AVteami.) and low CI” solution

response (AVteLowcr ), from the Bland and Altman plot, for two measurements on the

same 22 WT and 21 cftr” mice.
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Limits of agreement

Bias SD (Bias + 1.96 SD/Bias - 1.96 % outside the limits
SD)
WT
Baseline VTE
0.27 212 44/-3.9 4.5
A VTE Amil
-0.35 1.57 27/-34 4.5
AVTE Low CI-
-0.37 5.51 10.4/-11.2 4.5
cftr”
Baseline VTE
0.51 5.53 11.3/-10.3 0
AVTE Amil
-0.16 3.05 5.8/-6.1 4.8
A VTE Low CI-
0.06 3.57 7.1/-6.9 4.8
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Résumé de P’article :

Il a précédemment été montré au sein de notre €quipe une expression accrue des
cytokératines 8/18 (K8/K18) dans des cellules exprimant la mutation F508del-CFTR, ainsi
qu’une modification dans la localisation de ces protéines et de la protéine CFTR, relocalisée
autour du réticulum endoplasmique (RE) (Davezac et al., 2004). Cette relocalisation est
inhibée par un traitement avec du curcumin qui permet I’adressage de la protéine F508del-
CFTR a la membrane plasmique (Lipecka et al., 2006).

Le but de ce travail a ét¢ de démontrer I’hypothése qu’il existe une interaction
physique entre le réseau de cytokératines K8/K18 et la protéine CFTR, et que cette interaction
pourrait modifier la fonction de la protéine CFTR, notamment la protéine F508del-CFTR.
Cette ¢tude se divise en 2 parties, (1) une étude in vitro réalisée grace a des protéines

recombinantes et (ii) une étude fonctionnelle dans des modé¢les cellulaire et murin.

Dans un premier temps, une immunoprécipitation de la protéine CFTR a été réalisée a
partir de cellules HeLa exprimant de maniére stable la protéine CFTR sauvage ou F508del-
CFTR. Cette immunoprécipitation a été révélée sur un gel d’électrophorése deux dimensions,
ou les différents spots ont été identifiés par spectrométrie de masse. Cette technique a permis
de mettre en évidence une co-précipitation du couple K8/K18 avec la protéine CFTR
préférentiellement au sein des cellules porteuses de la mutation F508del. Par résonance
plasmodique de surface, nous avons pu démontrer que la K8 était capable d’interagir
directement avec le domaine NBD1 de la protéine CFTR (si¢ge de la mutation F508del), et
que cette interaction était plus importante avec le domaine NBD1 muté. Cette interaction
entre la protéine CFTR et la protéine K8 a pu étre confirmée par la technique de « DNA
Proximity Ligation Asssay » dans le modele cellulaire HeLa précédemment cité. En utilisant
des molécules de siRNA dirigées contre la K8, nous avons montré que I’interaction avec la
protéine F508del-CFTR diminuait.

Dans un deuxieme temps, des études fonctionnelles ont permis de montrer que la
diminution de I’expression de la K8 par des siRNA permettait la restauration de la fonction
canal chlorure de la protéine F508del-CFTR. Cela a ét¢ montré in vitro dans des cellules
HeLa, grace a la mesure d’efflux d’iode puis in vivo, chez la souris F508del-CFTR par la
mesure de la différence de potentiel nasale. En effet, lorsqu’elles sont traitées par des siRNA

dirigés contre la cytokératine 8, la moiti¢ des souris présentent une sécrétion du chlorure
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normale, i.e. ’hyperpolarisation induite par un gradient chlorure a une amplitude franchissant

le seuil indicateur d’une sécrétion normale de -2.15 mV.

Ces résultats montrent que 1’interruption de I’interaction de la protéine F508del-CFTR
avec la K8 mene a la correction du défaut de la protéine F508del-CFTR aussi bien dans un
modele cellulaire que murin. Cela suggere que la cytokératine 8 est une nouvelle cible
thérapeutique potentielle pour le traitement de la mucoviscidose, chez les patients porteurs de

la mutation F580del-CFTR.
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Disruption of cytokeratin-8 interaction with
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We have previously reported an increased expression of cytokeratins 8/18 (K8/K18) in cells expressing the
F508del mutation of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR). This is associated with
increased colocalization of CFTR and K18 in the vicinity of the endoplasmic reticulum, although this is
reversed by treating cells with curcumin, resulting in the rescue of F508del-CFTR. In the present work, we
hypothesized that (i) the K8/K18 network may interact physically with CFTR, and that (ii) this interaction
may modify CFTR function. CFTR was immunoprecipitated from HeLa cells transfected with either wild-
type (WT) CFTR or F508del-CFTR. Precipitates were subjected to 2D-gel electrophoresis and differential
spots identified by mass spectrometry. K8 and K18 were found significantly increased in F508del-CFTR pre-
cipitates. Using surface plasmon resonance, we demonstrate that K8, but not K18, binds directly and prefer-
entially to the F508del over the WT human NBD1 (nucleotide-binding domain-1). In vivo K8 interaction with
F508del-CFTR was confirmed by proximity ligation assay in HeLa cells and in primary cultures of human
respiratory epithelial cells. Ablation of K8 expression by siRNA in F508del-expressing HeLa cells led to the
recovery of CFTR-dependent iodide efflux. Moreover, F508del-expressing mice topically treated with
K8-siRNA showed restored nasal potential difference, equivalent to that of WT mice. These results show
that disruption of F508del-CFTR and K8 interaction leads to the correction of the F508del-CFTR processing
defect, suggesting a novel potential therapeutic target in CF.

INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is attributed to mutations in the gene coding
for the chloride channel CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) (1,2). This protein is composed of two
transmembrane domains, two nucleotide-binding domains and
one regulatory domain (3). Deletion of phenylalanine 508
(F508del) in the nucleotide-binding domain-1 (NBDI) is
present in >70% of mutated alleles (Cystic Fibrosis Mutation

Database, http://www.genet.sickkids.on.ca/app). F508del pro-
duces a partially folded, core-glycosylated immature form that
is largely retained and degraded in the endoplasmic reticulum
(ER) (4), but partially functional when it reaches the plasma
membrane (5). This has prompted an intense search for small
molecular correctors or protein substitution therapy (6—15).
We have reported increased expression of cytokeratins 8/18
(K8/K18), which belong, respectively, to groups [T and [ of inter-
mediate filaments (IF) (16) and are representative of one-layered
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epithelia (17), in HeLa cells expressing the F508del mutation
(18). CFTR and K18 colocalization in the vicinity of the ER is
reversed by curcumin, resulting in the rescue of
F508del-CFTR (19). Likewise, the K18 network is altered by
resveratrol, another molecule that rescues F508del-CFTR (20).

Two recent studies have revealed conformational changes
within mutated NBD1. The first one shows experimentally
that NBD1 destabilization occurs as a consequence of three
solubilizing mutations, namely V510D, F494N and Q637R
(21). The second study on NBDI structure has revealed an
increased conformational flexibility due to F508del (22).
This may result in the exposure of buried hydrophobic
region(s) that become(s) available for interaction with other
molecules. We hypothesize that some of these interactions
may contribute to F508del-CFTR retention and degradation
and comprise the K8/K18 network. In accordance with these
results, a very recent report shows that the mild KR78 allele
(K8) is associated with CFTR-mediated residual chloride
secretion in F508del-CFTR homozygote patients, suggesting
KRTS8 as a modifier gene for CF severity CFTR mediated
residual chloride secretion (23).

Based on these observations suggesting a determinant role
for cytokeratin network in mutant CFTR misprocessing, we
hypothesized that K8 and/or K18 interact physically with
CFTR. The aim of the present work was to confirm this inter-
action and to study its biochemical basis and consequences on
F508del-CFTR localization and function. Our results show
that K8 preferentially binds to F508del-NBD1 over its wild-
type (WT) counterpart, and that preventing this interaction
in vivo leads to the functional plasma membrane expression
of F508del-CFTR, both in cell lines and in F508del mice.

RESULTS

K8 and K18 form a complex with CFTR in
F508del-expressing cells

To evaluate the impact of F508del on CFTR interactome, we
performed 2D-gel electrophoresis of CFTR immunoprecipi-
tates in HeLa cells stably transfected with either WT-CFTR
or F508del-CFTR. Representative gels are shown in
Figure 1A. Most of the proteins differentially expressed
(shown in detail in Supplementary Material, Table S1) were
identified as cytoskeletal, including K8, K18, B-actin and
vimentin. Colocalization of K8 and CFTR was confirmed by
immunofluorescence at the cytosol in WT-CFTR cells, and
perinuclearly in F508del-CFTR cells (Fig. 1B). There was
no apparent colocalization of CFTR, confined to the base of
cilia, in nasal cells from healthy individuals (Fig. 1C, upper
panel). In contrast, significant colocalization was detectable
in the perinuclear area in nasal cells obtained from CF patients
(Fig. 1C, lower panel).

K8, but not K18, interacts physically with NBD1

To assess K8/K18 direct binding to CFTR in vitro, we used
surface plasmon resonance (SPR). Recombinant human
NBDI, either WT or bearing the F508del mutation, was cova-
lently bound to a sensor chip and the binding pattern of K8 and
K18 was tested at 20/25°C (Fig. 2A). K8 (Fig. 2A, upper
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Figure 1. The KS8/KI8 network interacts with CFTR preferentially in
F508del-expressing cells. (A) K8/K18 coprecipitates with CFTR preferentially
in F508del-expressing HeLa cells. Cell extracts were subjected to immunopre-
cipitation by the 24.1 monoclonal anti-CFTR antibody. Precipitates were ana-
lyzed by 2D-electrophoresis and differentially displayed spots identified by
MALDI-TOF. Protein spots designed by numbers are defined in Supplemen-
tary Material, Table S1. The gels shown are representative of three independ-
ent experiments. (B) Colocalization of K8 and CFTR in HeLa cells. HeLa cells
stably transfected with either WT-CFTR or F508del-CFTR were subjected to
CFTR and K8 immunodetection and analyzed by confocal microscopy (scale
bar = 10 wm). Representative of three independent experiments. (C) Immuno-
detection of CFTR and K8 localization in cells obtained from nasal scrapings
from a healthy control and from a CF patient homozygous for the F508del
mutation (scale bar= 10 pm). Representative of three independent
experiments.

panels) increased the resonance signal in both WT- and
F508del-NBD1, indicating a direct interaction, unlike K18
(Fig. 2A, bottom panels)—results confirmed in mouse NBD1
(Supplementary Material, Fig. S1). Nevertheless, K8 binding
was significantly stronger on F508del-NBDI1, as shown by
the kinetic parameters and apparent dissociation constants
(Supplementary Material, Table S2). These results suggest
that K8-NBD1 binding is responsible for the interaction
between CFTR and IF, and that this interaction is stronger
when NBDI is mutated. Since temperature influences the
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Figure 2. K8 interacts physically with NBD1. (A) SPR analysis of K8 and K18 binding to human NBD1 (WT or F508del-NBD1). K8, but not K18, interacts
directly with NBD1, and more strongly in the presence of the F508del mutation. Experiments were performed at 20 or 25°C. Different analyte (K8 or K18)
concentrations are shown. The kinetic constants were calculated using the solution affinity model from the Biacore BIAEVALUATION 3.1 software. Repre-
sentative of three independent experiments. (B) SPR analysis of K8 binding to human NBDI, bearing or not the F508del mutation, at 7°C. K8 interacts directly
with both NBD1 with the similar affinity. Ky" values are shown in both cases. Different analyte (K8) concentrations are shown. Representative of three inde-

pendent experiments.

conformational stability of NBD1 (5), the experiment was
repeated at 7°C, at which F508del-NBD1 should present
normal folding. No differences in binding affinity were
found between human WT- and F508del-NBD1 at 7°C
(Fig. 2B), strongly suggesting that temperature-sensitive
destabilization is responsible for the higher affinity of K8 for
mutated NBD1.

To search for K8—CFTR interaction in vivo, we used the
proximity ligation assay (PLA) in transfected HeLa cells. A
<40 nm proximity between both proteins was found in
F508del-CFTR, but not in WT-CFTR-expressing cells
(Fig. 3A), strongly suggesting that detectable physical inter-
action only prevails for F508del mutation. To confirm that
the interaction takes place at endogenous expression levels

of mutated CFTR, we performed PLA on primary human
respiratory epithelia from either healthy individuals or
F508del-homozygous patients (MucilAir™). Molecular
proximity of K8 and CFTR was detectable in patients cells
only (Fig. 3B).

K8 silencing restores F508del-CFTR function in HeLa cells
and in the nasal epithelia of FS508del mice

We hypothesized that inhibiting the K§8—CFTR interaction by
K8 silencing may restore F508del-CFTR plasma membrane
localization and function. We tested the effect of K8-siRNA
on PLA outcome in transfected HeLa cells using a combin-
ation of four siRNA sequences, one of which (Seq. 3)
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Figure 3. Differential interaction between K8 and CFTR in cells. (A) PLA of K8 and CFTR in HeLa cells transfected with either WT- or F508del-CFTR. The
absence of primary antibody was used as a negative control (scale bar = 10 wm). Results are representative of at least six independent experiments. (B) PLA of
K8 and CFTR in human primary respiratory epithelial cells (MucilAir™) from one healthy control and one F508del/F508del patient. A confocal image of a
transversal section of the epithelium (y-, z-axes) is shown (scale bar = 10 wm). Resuts are representative of at least three independent experiments.

decreased K8 considerably and increased the expression of
both B and C bands of CFTR (Fig. 4A and B). K8-siRNA
(Seq. 3) treatment abolished the K8—CFTR PLA signal in
F508del-expressing cells (Fig. 4B).

To evaluate the functional impact of CFTR—KS interaction,
we measured cAMP-dependent iodide efflux, as an index of
CFTR-mediated plasma membrane halide transport activity
(24), before and after K8-siRNA treatment in WT- and
F508del-CFTR-expressing HeLa cells (Fig. 5A and B).
CFTR-dependent iodide efflux was consistently increased in
K8-siRNA-treated F508del-CFTR cells (Fig. 5B), while mar-
ginal elevation was detectable in WT-CFTR cells. The
percent variation between = —1 and =0 (where = —1
indicates addition of CFTR-activating cocktail) in
K8-siRNA-treated versus control F508del cells in three inde-
pendent experiments was 40.9 versus 11.4, 16.4 versus 0.3
and 63.3 versus 9.7 (13.5, —12.5 and 3.7 for scramble
siRNA, respectively). We have previously shown the potential
therapeutic effect of siRNA targeting of K18, which activated
a cAMP-dependent anion conductance consistent with CFTR
activity in HeLa cells expressing F508del-CFTR (18). This
seminal result pointed at the cytokeratin network as a potential
therapeutic target in CF.

Our results in cells suggested that K8 ablation may correct
the F508del-CFTR functional defect in the respiratory epithe-
lium of mice. Consequently, nasal potential difference (NPD)
(AVtg) was monitored following 4 and 11 days after intrana-
sal delivery of either lipofectamin-complexed scrambled or
K8-specific siRNA. Representative experiments are shown in
Figure 6 and the data presented in Supplementary Material,
Table S3. As expected, basal Vyp values, as well as the
changes induced by both the Na'-blocker amiloride and a

low Cl -containing solution, were within the range observed
previously (25). A typical recording of AVt in WT-CFTR
is shown in Supplementary Material, Figure S2. The
CFTR-related AVtg was unmasked by the effect of CFTR
inhibitor, Ijh172. The fact that both B and C bands of
F508del-CFTR are increased after K8-siRNA treatment
(Fig. 4A) suggests the presence of the mutated channel at
the plasma membrane.

In F508del mice, at day 0, basal Vrg values were more
negative than in WT mice as previously reported (25). Conse-
quently, AVrgamin Was larger, indicating the increase in Na™
conductance, whereas AVtgiowcer Was abolished. Comparison
of results from WT (Supplementary Material, Fig. S2) and
F508del mice suggests a significant contribution of CFTR to
Vg in WT. Changes in AVrg before K8-siRNA treatment
are shown in Figure 6A. Scramble-siRNA induced no
changes either in AVrtgamy or in AVygiewcr (Fig. 6B and E,
left). Three days after K8-siRNA application to F508del
mice, AVrgami slightly diminished, and AVygower Was sig-
nificantly increased by the treatment, above a cut-off value
of —2.15 mV that we have established (manuscript in prepar-
ation). This cut-off value corresponds to a AVrgiowcr threshold
beyond which the nasal epithelium of AF508 displays a
WT-like Cl™ conductance. In the experiments described
here, AVrgowcr reached roughly three-fourths (78%) of WT
mice values, as shown in Figure 6C, in three out of six mice
(Fig. 6E, right panel). AVrgower Was partially inhibited by
CFTR inhibitor, Ij,u72 (Fig. 6C), supporting the conclusion
that K8-siRNA treatment restored CFTR-dependent conduct-
ance. Measurement of AVrg 6 days after K8-siRNA showed
a return of Vrg to the original values, demonstrating a transient
effect of the treatment (Fig. 6D).
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Figure 4. K8 silencing disrupts interaction with F508del-CFTR and increases F508del-CFTR expression. (A) Effect of siRNA treatment on K8 and CFTR
protein expression in HeLa cells transfected with F508del-CFTR. Western blot on protein extracts from non-treated cells (ctrl) or treated with scramble
siRNA, or with Seq. 3 of K8-siRNA). The membrane was hybridized using a monoclonal anti-K8 antibody and a polyclonal anti-CFTR antibody. A polyclonal
anti-GAPDH antibody was used as a loading control. Note that CFTR expression was increased by siRNA-K8 treatment (see two bands in the top panel corre-
sponding to B, lower, and C, upper, of CFTR). The lower panel shows the semi-quantification by densitometric analysis (representative of three independent
experiments). (B) Immunofluorescence images of CFTR (green) and K8 (red) in HeLa cells expressing F508del-CFTR in control conditions and after treatment
with either Seq. 3 K8-siRNA or with scramble siRNA. (C) PLA of K8 and CFTR in HeLa cells transfected with either WT- or F508del-CFTR after K8-siRNA
treatment and after treatment with control scramble siRNA (scale bar = 10 pm).

DISCUSSION

The present study delineates a previously unrecognized mech-
anism that contributes to the F508del-CFTR intracellular
retention and strongly suggests that interaction between K8
and F508del-CFTR plays an important role in the ER retention
of mutant CFTR. Compelling evidence supports our model.
First, we demonstrate the interaction of K8 with CFTR,
using immunoprecipitation and proteomics. Second, the
direct interaction of purified K8 and NBDI is reconstituted
in vitro using SPR. Third, the in vitro interaction is stronger
in the presence of F508del mutation and observable in

F508del- but not in WT-CFTR-expressing cells by PLA.
Fourth, inhibition of K8-CFTR interaction restores the
F508del-CFTR Cl channel function at the cell surface both
in cultured cells and in the nasal respiratory epithelia of the
F508del-CF mouse. Altogether, these four findings suggest
that the network of IF plays a major role in the trafficking
of CFTR between the different intracellular compartments.
Most of the effort in studying the functional link between
cytoskeleton and CFTR has been focused so far on those pro-
teins that participate in the actin network. Multiple immuno-
globulin domains of filamin-A have been proven to interact
with the N-terminus of CFTR (26,27), and suggested to play
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a role in the trafficking and membrane stability of the channel
(28). Myosin VI, which plays a crucial role in CFTR endo-
cytosis (29,30), establishes its interaction via the adaptor
protein alpha-AP-2 (31). Likewise, a complex including the
Na(+)/H(+) exchanger regulatory factor 1 (NHERFI)
RhoA, Rho kinase, ezrin and actin would stabilize
F508del-CFTR at the plasma membrane (15). Moreover, we
have found ezrin expression increased in nasal epithelial
cells (Jeanson ef al., manuscript under evaluation), and there-
fore available for this role. It is thus tempting to hypothesize
that a dynamic cross-talk between the two cytoskeletal
networks—actin and IF—and their respective interactions
with CFTR could play a key role in determining CFTR
membrane localization and functionality.

When addressing the presence of CFTR at the membrane,
one crucial aspect is degradation and quality control. This
ubiquitin-dependent ~ mechanism  involves  chaperones,
co-chaperones and ubiquitin ligases (32). Since cytokeratin
degradation is mediated by a ubiquitin-proteasome machinery
(33), it would be interesting to establish whether CFTR—KS8
interaction plays a role in CFTR targeting towards the prote-
asome degradation mechanism.

One main issue in CF pathophysiology is the response of
cells to inflammation. The CFTR network shown in Supple-
mentary Material, Figure S3 and Table S4 gives a condensed
view of the complexity underlying the links between inflam-
mation, protein trafficking and ion transport processes. Only

physical interactions are represented, which limits the
number of proteins in the network, compared with a pioneer-
ing study on CFTR interactome (34). Our analysis shows that
under normal conditions, CFTR is a node linking the eicosa-
noid inflammatory pathway to trafficking and ion transport
(e.g. SLC26A3, PDZ-proteins, SNPA23, etc., Supplementary
Material, Fig. S3A) through direct interaction with
S100A10. In the case of F508del-CFTR (Supplementary
Material, Fig. S3B), when most of the CFTR is in the ER
and other intracellular vesicles, and assuming that all the inter-
actions presented in Supplementary Material, Figure 3SA still
occur, it can be speculated that K8—F508del-CFTR interaction
may determine a preponderance of ‘inflammatory connec-
tions” over ‘trafficking connections’. Intriguingly, one of the
reported direct interactions of K8/KI18 is that with TNFRI.
We have recently reported that TNFR1 is recruited in
detergent-resistant microdomains (DRM) upon TNF-a stimu-
lation in MDCK cells along with CFTR (35). This suggests
that TNFR1 and CFTR would be present in the same macro-
molecular complex under certain conditions, along with
other proteins that regulate the release of inflammatory media-
tors, such as ANXA1 and cPLA2 (36). We have recently
shown a decreased expression of ANXAL in cftr-knockout
mice and in cells from CF patients (37), and an indirect inter-
action of this protein with NBD1 via the adaptor S100A10
(36). Interestingly, TNFR1 recruitment does not occur when
CFTR lacks the TRL extremity, which contains the PDZ
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Figure 6. K8-siRNA restores NPD in mice expressing F508del-CFTR. NPD measurements in F508del-CFTR homozygous mice: (A) before application of
siRNA, (B) treated with 30 pl of 20 nm scramble-siRNA, (C) 3 days after application of 30 pl of 20 nm K8-siRNA to nasal epithelium and (D) 7 days after
application of K8-siRNA to nasal epithelium. Addition of Na*-blocker amiloride depolarized Vg, unmasking Nat conductance. Subsequent perfusion with
a low-Cl ™ -containing solution hyperpolarized Vg, showing participation of Cl™ conductances in Vyg. Subsequent addition of CFTR inhibitor Ij,,;7, decreased
hyperpolarization by ~30%, suggesting that, in addition to CFTR, other ClI™ conductances participate in overall transepithelial CI~ fluxes. (E) NPD values
before and after scramble siRNA (left panel) and K8-siRNA (right panel) treatment in six mice.

domain (35). Nevertheless, we have found K8 increased in
DRM  preparations from CFBE cells expressing
F508del-CFTR when compared with DRM from cells expres-
sing WT-CFTR (unpublished data). The latter raises the point
of K8 playing a stabilizing role within the complex, and a
potential role of this interaction in the regulation of the inflam-
matory signaling pathway initiated by TNF-a. Another link
between K8 and inflammation in CF is brought about autop-
hagy. In fact, upregulation of phosphorylated K8 is one of
the markers of defective autophagy (38), and defective autop-
hagy has been recently reported to drive lung inflammation in
CF (39).

Supplementary Material, Figure S3C represents the protein
network in the absence of CFTR. This network may reflect a
situation at the plasma membrane for cells expressing
F508del/F508del and/or stop mutations, and suggests the
hypothesis that CFTR is a hub protein linking inflammation
and ion transport pathways. In the absence of CFTR, the
two networks are not connected (compare Supplementary
Material, Fig. S3A, B and C). Moreover, other nodes
(STX1-SNPA23, PRKAA, ANXAS5-ACTG1, DNAJAI,
DNAIJBI1) are completely isolated in the absence of CFTR.
This analysis represents, to our knowledge, the first clear-cut

hypothesis linking inflammation, ion transport and trafficking
in CF.

The importance of the K8/K18 network in the regulation of
CFTR is strengthened in the context of the cell response to
oxidative stress, which constitutes one of the major defects
associated with CF (39,40). It has been recently reported
that hypoxia induces the degradation and redistribution of
cytokeratin intermediary filaments, which may be prevented
by the superoxide dismutase/catalase mimetic EUK-134
(41). Because of the significance of oxidative stress responses
in CF, it is tempting to hypothesize that ROS production in CF
cells may be linked to the reorganization of K8 network, that
modulation of ROS production may be helpful in the disrup-
tion of the unwanted interaction between F508del-CFTR and
K8, and, in fine, in the correction of the functional defect of
F508del-CFTR.

Silencing of genes has been attempted as a therapeutic strat-
egy to ameliorate glomerulopathies (42,43) and skin disorders
(44-406), to inhibit hepatitis virus infection (47,48) and Ebola
virus infection (49), and suggested as an alternative strategy to
treat cancer (50,51) and sepsis (52). Silencing of K8-mRNA
has been tested experimentally. In a nasopharyngeal carcin-
oma cell line, a role of K8 in the resistance to the proapoptotic
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effect of cisplatin has been revealed (53). Likewise, K8 knock-
down has been shown to attenuate resistance to cadmium in rat
lung epithelial cells (54). In the cancer cell line MCF-7,
siRNA of K8 leads to decreased migration and cell adhesion,
and a reversal of their multidrug-resistant phenotype (55—-57).
However, to our knowledge, the current study represents the
first attempt to modify K8 expression outside the cancer
field. We have shown in a previous report the potential thera-
peutic effect of siRNA targeting of K18 in cells expressing a
mutated form of CFTR (18). In that study, also performed
on transfected HeLa cells, siRNA treatment against K18
revealed a cAMP-dependent anion conductance, consistent
with CFTR activity, in F508del-expressing cells. This
seminal result prompted the suggestion that the cytokeratin
network could represent a potential therapeutic target in CF,
which is the original hypothesis of the present work. We
have also demonstrated that K8-siRNA leads to the recovery
of CFTR function when the protein is mutated, and also
points at the K8/K18 network as a target. The fact that silen-
cing of either of the two cytokeratins leads to functional cor-
rection of the CFTR defect prompts the question of the role of
K8/K18 interaction dynamics as a crucial subject in future
research. Further research will be necessary to define the
nature and sites of interaction between K8 and CFTR, and
its functional implications in those manifestations of CF not
directly linked to CFTR channel dysfunction, such as inflam-
mation and oxidative stress.

In summary, our results provide new insights into the nature
of the interaction of CFTR with the cytokeratin network. More
importantly, our study suggests a potential therapy in CF con-
sisting of the use of an siRNA-based approach targeting the
interaction between K8 and F508del-CFTR. This is inferred
from data showing a restoration of iodide efflux due to
CFTR activity in transfected HelLa cells expressing the
mutated form, and most notably, a restoration of AVyg
changes due to the activation of Cl conductances in the
nasal epithelium of mice expressing homozygously
the F508del mutation. Nevertheless, as delivery of siRNA to
the lungs represents a considerable challenge, further research
will address pharmacological targeting of K8-CFTR
interaction as well as the exploration of delivery vectors.

MATERIALS AND METHODS
Protein purification

Purification of human NBD1 was performed as follows. A
70 ml of inoculum of BL21-DE3 cells containing the SMT-3
fusion in the pET 28 expression system was grown overnight
in LB medium at 37°C with kanamycin (50 pg/ml working
concentration) present. Cells were induced with 0.179 g of
IPTG, cooled to 15°C overnight, then harvested and pelleted
at 4000 r.p.m. at 4°C for 30 min. Each pellet was resuspended
in 15ml of lysis buffer (50 mm Tris, 100 mm L-arginine,
50 mm NaCl, 5mm MgCl, hexahydrate, 12.5% glycerol,
0.25 IGEPAL CA630, 2 mm 2-mercaptoethanol, 2 mm ATP,
pH 7.6). Suspensions were combined into 50 ml conical
vials and lysed by sonication after adding lysozyme and incu-
bating on ice for 30 min. The lysate was centrifuged at
40 000g for 45 min to separate the soluble and insoluble

fractions, and loaded into a pre-equilibrated 5 ml bed of Ni
Sepharose 6 Fast Flow resin (GE Amersham). The column
was equilibrated with five column volumes (CV) of loading
buffer. During this step, the eclution tubes were prepared
with 2 mm ATP and 2 mm 2-mercapto ethanol. The sample
was loaded and bound to the column, and washed with 5
CV of washing buffer (20 mm Tris, 500 mm NaCl, 60 mm
imidazole, 12.5% glycerol, pH 7.6). The sample was eluted
in 5 CV of elution buffer (20 mm Tris, 250 mm NacCl,
400 mm imidazole, 12.5% glycerol, pH 7.6). Samples were
taken for SDS—PAGE analysis, and pooled together for con-
centration in a Beckman Coulter Allegra 6R centrifuge with
a swinging bucket rotor, using the Amicon Ultra 15 30,000
MWCO centrifugal filters (Millipore). The protein was con-
centrated using 10 min spins at 4000 r.p.m. at 4°C. The
SMT-3 fusion was cleaved off of NBD1 by using a 1:1000 di-
lution of ubiquitin-like protease on ice for 1 h. The protein was
filtered using a Nalgene 0.22 wm syringe filter and injected
onto a Hi Load 16/60 Superdex S200 prep grade gel filtration
column (GE Amersham), and ran in S200 buffer (50 mm Tris,
150 mm NacCl, 5 mm MgCl, hexahydrate, 2 mm ATP, 2 mMm 2-
mercapto ethanol, 12.5% glycerol, pH 7.6). The void volume
fractions were rejected and the protein was loaded back onto
the Ni affinity column to remove the His-tagged SMT-3.
The flow through was collected and concentrated in the
same manner as before, except in a 10 000 MWCO Amicon
Ultra 15 (Millipore). The protein was filtered again and
injected onto the Superdex gel filtration column for buffer ex-
change. The flow through was collected and analyzed in a 10%
SDS—polyacrylamide gel to check for purity The sample was
prepared by making a dilution of protein in S200 buffer into
phosphate buffer (20 mm Na,PO,4, 150 mm NaCl, 12.5% gly-
cerol, 1 mm DTT, pH 7.4) to give a 5 um final concentration.
Mouse NBD1 was purified according to Schmidt ef al. (58).

Cells, cell culture and mouse models

Stably transfected HeLa cells (with pTracer alone as a control
or coding for either WT-CFTR or F508del-CFTR) were grown
as described before (59). Human nasal cells were obtained
after informed consent by direct mucosa scraping following
the protocols approved by the board of Hopital Necker.
Fully differentiated human air—liquid-interface cultures
(MucilAir™)  were purchased from Epithelix SARL
(Geneva, Switzerland) and cultured at 37°C and 5% CO, in
a humidified atmosphere in a standard tissue culture incubator
according to the manufacturer’s recommendation. Briefly, epi-
thelial cells were isolated from human nasal polyps, trachea or
bronchus. Then, they were amplified and seeded at a high
density onto microporous filters, and maintained at the air—
liquid interface. The basolateral culture medium (MucilAir
culture medium, Epithelix) was replaced every 2-3 days
(60). Male and female homozygous for F508del-CFTR muta-
tion (CF) on 129/FVB backgrounds and their WT control lit-
termates were obtained from the Centre de Distribution, de
Typage et d’Archivage Animal (Orléans, France) and housed
at the Animal Care Facility at Necker Faculty of Medicine.
After weaning, mice were fed a fiber-free diet, and Colopeg
(17.14 g/l; Bayer Santé Familiale, France) was administered
in water to prevent intestinal obstruction. Experiments were
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performed on 8—16-week-old mice, in conformity with the
Public Health Service Policy on Humane Care and Use of
Laboratory Animals, and in accordance with Necker Faculty
of Medicine Animal Care and Use Committee (Comité Re-
gional ~ d’Etique  pour  I’Expérimentation  Animale,
P2.AE.099.09).

Keratin-8 silencing

A KS8-siRNA pool was provided by Thermo Scientific
(Villebon-sur-Yvette, France). The sequences of the regions tar-
geted are: 5'-GAAGCAACATGGACAACAT-3" (Seq. 1)/
5'-TGGAAGGGCTGACCGACGA-3’" (Seq. 2)/5-GCACAA
AGACTGAGATCTC-3" (Seq. 3)/5'-GCCCATGCCTCCAG
CTACA-3’ (Seq. 4). HeLa cells at 70% confluence were trans-
fected with the Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA). The final concentration of siRNA in the culture
medium was 20 nMm. Cells were subjected to other assays after
72 h transfection. Control cells were incubated in the same
conditions with the transfection reagent alone. Control
experiments were carried out with the non-specific siRNA
control (a mixture of four scrambled sequences: 5'-UGGUUU
ACAUGUCGACUAA-3, 5-UGGUUUACAUGUUGUGUG
A-3', 5-UGGUUUACAUGUUUUCUGA-3" and 5'-UGGUU
UACAUGUUUUCCUA-3') (Thermo Scientific) under siRNA
conditions or with Lipofectamine alone. Treatment of mice by
siRNA was done by intranasal instillation of 30 pl of 20 nm
K8-siRNA or scrambled-siRNA solution.

Immunoprecipitation

For good reproducibility, cells were plated at the same time at
a density of 1 million per 60 cm?. Cells were grown at 80%
confluence and starved overnight with serum. Cells were
washed twice with ice-cold PBS, scraped in PBS and
counted in a Malassez cell. Cell pellets were resuspended in
lysis buffer (20 mm HEPES, pH 7.5, 150 mm NaCl, 1 mm
EDTA, 1% IgePal in 1x RIPA), solubilized for 40 min
under continuous rotation. After that, the mixture was soni-
cated at 47 Hz for 5 min. To eliminate non-specific binding,
a preclearing step was performed with protein A/G beads for
1 h. Then, the sample was centrifuged for 5 min at 2000g.
The supernatant was quantified with the RCDC protein assay
kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and 14 mg of protein for
each HeLa cell extract was used. On these extracts, immuno-
precipitation with anti-CFTR antibodies [clone 24-1 (R&D,
Folsom, CA, USA) and clone mm13-4 (Abcam, Cambridge,
MA, USA)] and protein A/G beads was carried out as
described elsewhere (61,62). After 3 h of incubation under
continuous rotation, the mixture was centrifuged. Immunopre-
cipitating proteins were eluted from the beads with 500 wl of
2D-electrophoresis buffer [7 M urea, 2 m thiourea, 4% w/v
CHAPS, 50 mm DTT, 1% ampholytes, pH 3—10 (GE Health-
care, Orsay, France)].

Proteomics

Precipitates were analyzed by 2D-gel electrophoresis by a
method adapted from Bensalem et al. (37). Prior to isoelectro-
focusing (IEF), precipitates were filtered through 0.45 mm
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Vectaspin microfilters (Whatman, Maidstone, UK). Then,
450 nl of aliquots of protein precipitates were subjected to
in-gel rehydration (50 V, 10 h), and IEF was performed on
immobilized pH gradient strips (pH 3—10 non-linear, GE
Healthcare). IEF was performed for a total of ~50kVh on
an IPGphor system (GE Healthcare). Prior to SDS—PAGE
on a 10% polyacrylamide gel, strips were incubated at room
temperature in equilibration buffer (50 mm Tris—HCI, pH
8.8, 6 M urea, 2% SDS) with 2% DTT for 10 min and for
another 10 min with 2.5% iodoacetamide. Gels were fixed,
washed and proteins were visualized by the MS-compatible
silver staining method as previously described (37,63,64).
Spots were excised and proteins of interest digested in situ
with trypsin (sequencing grade; Promega, Madison, WI,
USA). Digested proteins were analyzed using an Autoflex
MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). Proteins were identified using in-house Mascot
server.

Immunocytochemistry

Cells were fixed with cold acetone, permeabilized with 0.25%
Triton and immunostained with rabbit polyclonal antibodies
against C-terminal CFTR (pCterB was a gift from Genzyme,
Cambridge, MA, USA) at a 1:100 dilution, and against K8
(Progen, Germany) at a 1:10 dilution. The secondary anti-
bodies were coupled to Alexa fluor 594 anti-mouse immuno-
globulin G (IgG) (goat anti-mouse, Alexa; Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) and Alexa fluor 488 anti-rabbit IgG
(goat anti-rabbit; Alexa) and used at 1:1000. The analysis
was performed with a Leica TCS SP5 Confocal Microscopy
System using 640 oil objectives.

Western blotting

Proteins were extracted as described previously (41). Protein
extracts were mixed with 1 volume of 5x Laemmli buffer.
Samples were processed as previously described (19).
Briefly, they were heated at 37°C for 15 min, resolved by
8% SDS—-PAGE, transferred onto PVDF membranes and
blocked for 1 h with 5% non-fat milk diluted in TBS/Tween
(0.1%). Blot membranes were hybridized using primary
monoclonal anti-K8 (1:1000) (Progen), rabbit polyclonal
anti-CFTR (1:500) (Alomone) and rabbit polyclonal anti-
GAPDH (1:1000) (Santa Cruz) antibodies. Bands were visua-
lized by incubation with IR dye-coupled secondary antibodies
and analysis by Odyssey infrared imager (LI-COR Bios-
ciences, Cambridge, UK).

Surface plasmon resonance

SPR was performed in a Biacore-2000 system (GE Health-
care). Covalent immobilization of NBD1 via primary amino
groups to a CMS5 sensor chip surface was performed at 7°C
according to the modified protocol described by Borot et al.
(36), using an immobilization buffer composed of 10 mm
sodium acetate (pH 4.5), 3 mm Mg-ATP and 0.005% (w/v)
surfactant P20. WT or mutated-NBD1 (80 pg/ml) was injected
at a flow rate of 5 pl/min pendant for 4 min. A separate flow
channel on the same sensor chip was subjected to blank
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immobilization without NBDI. Interactions were monitored
by injecting different concentrations of K8 or K18 in
running buffer [SO mm Tris—HCI at pH 7.4, 150 mm NaCl,
5Smm MgCl,, 1 mm DTT and 0.005% (w/v) surfactant P20].
Binding was assessed at 7 and 20/25°C at 30 pl/min flow
rate. Association phase was followed by increasing refractive
index at the sensor surface. Subsequent dissociation phase was
followed by injecting running buffer alone. Between injec-
tions, surfaces were regenerated by two washes with 5 ul of
0.05% SDS (20°C) and two washes with 5 pl of 10 mm
HCL (7°C). Before measurements, the recombinant domain
was dialyzed in the buffer, and centrifuged immediately
before runs to minimize non-specific aggregation. Association
and dissociation curves were corrected for non-specific
binding by subtraction of control curves obtained by injection
of different analyte concentrations through the blank channel.
Kinetic constants, kop, kogr and Ko*P, were calculated using the
Biacore BIAEVALUATION 3.1 software (Biacore AB),
assuming a simple two-component model of interaction.

Proximity ligation assay

Cells were fixed with cold acetone and analyzed using the
Duolink™ kit (Eurogentec, Angers, France) according to
manufacturer’s instructions. Briefly, slides were pre-washed
in PBS, and incubated with blocking solution. Samples were
then incubated with primary antibodies against C-terminal
CFTR (pCterB, Genzyme), and K8 (Progen), at 1:100 and
1:10, respectively. Secondary antibodies conjugated with oli-
gonucleotides (PLA probe MINUS and PLA probe PLUS)
were added to the reaction tube and incubated. The oligonu-
cleotides contained in the hybridization solution hybridized
to the two PLA probes if they were at <40 nm. A ligase
(Ligation Solution), nucleotides and polymerase were added
sequentially, allowing formation of a rolling-circle amplifica-
tion product detected by labeled oligonucleotides in case of
proximity. The signal was visible as a distinct fluorescent
dot and analyzed by fluorescence microscopy (excitation at
557 nm and emission at 563 nm) using 640 oil objectives
(Leica TCS SP5 Confocal Microscopy System).

Todide efflux test

To assess CFTR CI channel activity, iodide efflux was mea-
sured in transfected HeLa cells treated either with 10 pwm for-
skolin plus 50 pm genistein or 20 pm CFTR Inh172, according
to the protocol described by Hughes et al. (24). Briefly, HeLa
cells were cultured in 60 mm dishes at 80—90% confluence.
Cells were washed five times with 4 ml of loading buffer
(136 mm Nal, 3 mm KNO3, 2 mm Ca(NOs3),, 20 mm HEPES,
11 mm glucose, pH 7.4) and incubated with this buffer for
1 h at room temperature. Cells were gently washed 15 times
by adding 4 ml of efflux buffer (136 mm NaNO;, 3 mwm
KNO;, 2 mm Ca(NO3),, 20 mm HEPES, 11 mm glucose, pH
7.4). Then, cells were incubated with 4 ml of fresh efflux
buffer (drug-free or not) and iodide efflux was recorded. An
iodide-selective electrode (ISE251, Radiometer Analytical
SAS, France) connected to a pH meter (PHM250, Ion
Analyzer, Radiometer Analytical SAS) was used to measure
the amount of iodide released by cells at 1 min intervals.

Nasal potential difference

The method was adapted and miniaturized from the technique
developed for young children (65,66). Mice were anesthetized
by intraperitoneal injection of ketamine (133 mg/kg;
IMALGENE 1000, MERIAL, France) and xylazine
(13.3 mg/kg; Rompun 2%, BayerPharma, France). Mice
were positioned on a 45° tilt board, and a paper pad was
placed under the nose to avoid mice suffocation. A subcutane-
ous needle was connected to an Ag™/AgCl reference electrode
by an agar bridge. A double-lumen polyethylene catheter
(0.5 mm diameter) was inserted into one nostril to a depth of
4 mm. One lumen perfused by Ringer solution (140 mm
NaCl, 6 mm KCI, 10 mm HEPES, 10 mm glucose, 1 mm
MgCl,, 2 mm CaCl,, pH 7.4) at 0.15 ml/h is connected to a
measuring Ag*/AgCl electrode. The two Ag*/AgCl electrodes
were connected to a high-impedance voltmeter (LOGAN Re-
search Ltd, UK). The second lumen perfused solution with
the following sequence: (i) Ringer solution, (ii) Ringer solu-
tion containing amiloride (100 pMm), (iii) low-chloride Ringer
solution (140 mMm Na-gluconate, 6 mm K-gluconate, 10 mm
HEPES, 10 mm glucose, 1 mm MgCl,, 6 mm Ca-gluconate,
pH 7.4), (iv) low-chloride Ringer solution containing CFTR
inhibitor [;,;175 (5 pM, Calbiochem, Germany). Each solution
was perfused for at least 3 min, and 30 s stability was required
before perfusion switch. Steady-state transepithelial potential,
Ve, AVrEami (difference between V1 and transepithelial po-
tential recorded after perfusion of amiloride-containing solu-
tion), AVreowcr (difference between Vyp and transepithelial
potential recorded after perfusion with low Cl  plus
amiloride-containing solution) and AVrgowciimn-172 (differ-
ence between Vg and transepithelial potential recorded after
addition of CFTR inhibitor to the previous solution) were
the means of 30 values recorded during stability. Data were
not corrected for junction potential, which was negligible
(—0.5mV).

Statistical analysis

In NPD experiments, a cut-off value was established for
—2.15mV, after measuring NPD in 21 WT and 47 F508del
mice, and evaluating ROC curves. This corresponds to a
threshold Vyg value beyond which mice present a WT-like
Cl™ conductance. The increase in AVrgiowc: Was considered
significant or not significant according to this threshold.
NPD results are expressed as median + interquartile range.
SPR constant data are expressed as means + SE.

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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Résumé de P’article :

Devant ’accroissement du nombre de souches bactériennes multi-résistantes aux
antibiotiques, il existe actuellement un regain d’intéréts pour 1’utilisation thérapeutique des
bactériophages. P. aeruginosa étant un pathogene opportuniste majeur a 1’origine d’infections
nosocomiales et d’infections pulmonaires chroniques chez les patients CF, elle constitue une
cible pour ce traitement.

En plus de I’expérience acquise en Europe de I’Est, différents modeles expérimentaux
ont ¢été développés pour évaluer I’efficacité de la phagothérapie afin de lutter contre des

infections & P. aeruginosa.

Cette revue rassemble et discute les données concernant 1’efficacité des traitements par
bactériophages, curatifs et préventifs, acquises dans différents modéles murins de septicémies,

d’infections cutanées et pulmonaires causées par P. aeruginosa.
Associées aux résultats obtenus lors des essais cliniques, les études sur des modeles

expérimentaux d’infection a P. aeruginosa permettent de mieux appréhender une éventuelle

utilisation des bactériophages dans la médecine.
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Abstract The regular increase of drug-resistant pathogens has been a major

force in the renewed interest in the use of bacteriophages as thera-
peutics. In addition to experience acquired in eastern Europe where
bacteriophages have been used to treat bacterial infections in
humans, in Western countries only experimental models have been
developed until recently. The Gram-negative bacterium Pseudomonas
aeruginosa is an opportunistic pathogen causing particularly severe
infections in cystic fibrosis patients. Several experimental models in
mice have yielded encouraging results for the use of bacteriophages
to treat or prevent septicemia, skin and lungs infections caused by
P. aeruginosa. Now, a phase Il clinical trial conducted in the United
Kingdom provides evidence for the efficacy of bacteriophage treat-
ments in chronic otitis due to antibiotic-resistant P. aeruginosa strains.
Together with experimental models, these results provide an incen-
tive to develop more research and clinical studies to fully appreciate
the benefits of the use of bacteriophages in medicine.

Il. GENERAL BACKGROUND

A. Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic pathogen

Pseudomonas is one of the most diverse genera known, with members in
diverse environmental niches, such as soil, water, animals, and plants.
Pseudomonas aeruginosa differs from other species of this genus in being
pathogenic to animals (Pier and Ramphal, 2009). This Gram-negative rod-
shaped bacterium is an opportunistic pathogen, causing various types of
infection (e.g., skin, eyes, ears, respiratory tract, urinary tract, gut-derived
sepsis). Immunocompromised patients and patients on immunosuppres-
sive treatments, such as patients suffering from cystic fibrosis, burn
wounds, AIDS, and cancer, are the most frequently infected by this
organism (Asboe et al., 1998; Lyczak et al., 2000, 2002; Mayhall 2003;
Vento et al., 2008).

An ability to adapt to diverse environments is one of the key charac-
teristics of P. aeruginosa. This bacterium can grow both aerobically and
anaerobically, at environmental temperatures of up to 42 °C, and can
make use of many different metabolic compounds, from small to complex
molecules. These features have enabled this bacterium to establish itself in
many different environments (Pirnay ef al., 2009). P. aeruginosa is found
almost everywhere, from water, to the surface of fruits and vegetables,
sinks or shower heads, and, ultimately, medical devices, such as catheters
(Kiska et al., 2003; Morrison and Wenzel, 1984).
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Several genomic studies have been carried out on P. aeruginosa, and
nine genomes have been sequenced to date (Table I). The presence of a
large number of regulatory genes and quorum-sensing components
reflect the comprehensive adaptability of this microbe. Many virulence
factors (from secreted proteins to surface structures) have been identified,
and P. aeruginosa has been shown to adhere strongly to different types of
surfaces (biotic and abiotic), resulting in the formation of biofilms that are
difficult to eradicate with antibiotics (Bleves et al., 2010; Heiniger et al.,
2010; Randall and Irvin, 2008).

B. The drug resistance of Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa strains are naturally resistant to several antibacterial
drugs (Livermore, 2002). In addition, some clinical isolates have a hyper-
mutator phenotype, facilitating the rapid evolution of resistance to drugs to
which they were initially sensitive (Ferroni et al., 2009). P. aeruginosa strains
can also acquire resistance from mobile genetic elements, such as plasmids
(Coyne et al., 2010; Poirel et al., 2009; Poole, 2005). Most P. aeruginosa strains
are still susceptible to colistin, a polymyxin antibiotic, but increasing num-
bers of reports of pan-resistant strains are emerging (Bonomo and Szabo,
2006; Deplano et al., 2005; Zavascki et al., 2010).

The resistance mechanisms involved are diverse, ranging from
enzymes targeting drugs, such as B-lactamases and aminoglycoside-
modifying enzymes, to efflux pumps that expel drugs, changes in porin
expression or mutations, or modifications to the molecules targeted by the
drugs, such as the methylation of 16 S RNA, which confers resistance to
aminoglycosides (Bonomo and Szabo, 2006; Falagas et al., 2006;
Nordmann et al., 1993; Zavascki et al., 2010). Hopes of discovering new
effective drugs have been dashed in the last 10 years by the ability of
bacteria to develop resistance mechanisms, in some cases even before the
market release of the drug concerned. This has made it difficult to remain
one step ahead in the fight against pathogens and has led to a revival of
interest in the therapeutic application of bacteriophages, known as phage
therapy (Thiel, 2004).

C. Pseudomonas aeruginosa infections targeted by
bacteriophage treatments

To date, three experimental P. aeruginosa infections (septicemia, skin, and
lung infections) have been used to study bacteriophage treatments. Bacterial
septicemia is a general infection combining a systemic inflammatory
response syndrome and bacteremia (presence of viable bacteria in the
bloodstream). In the absence of treatment, septicemia may progress to septic
shock and, ultimately, death. Most (65%) cases of septicemia are caused



TABLE | Listing of currently sequenced Pseudomonas aeruginosa genomes

Genome Prophages
Strain Associated disease  size (bp) (putative)  Accession number Reference
P. aeruginosa 39016 Keratitis 6,667,330 4 NZ_AEEX00000000 Stewart et al. (2011)
P. aeruginosa PACS2 Not specified 6,492,423 ? NZ_AAQWO00000000 NCBI Genome
P. aeruginosa 2192 Cystic fibrosis 6,826,253 >1 NZ_AAKWO00000000 Mathee et al. (2008)
P. aeruginosa C3719 Cystic fibrosis 6,146,998 >1 NZ_AAKV00000000  Mathee et al. (2008)
P. aeruginosa PAbl Frostbite 6,078,600 ? NZ_ABKZ00000000 Salzberg et al. (2008)
P. aeruginosa LESB58 Cystic fibrosis 6,601,757 6 NC_011770.1 Winstanley et al. (2009)
P. aeruginosa PA7 Not specified 6,588,339 4 NC_009656.1 Roy et al. (2010)
P. aeruginosa UCBPP-PA14 Burn 6,537,648 >1 NC_008463.1 Lee et al. (2006)
P. aeruginosa PAO1 Wound 6,264,404 >2 NC_002516.2 Stover et al., (2000)
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by Gram-positive bacteria, such as staphylococci or enterococci, but
P. aeruginosa is the third most frequently isolated Gram-negative bacterium
in cases of nosocomial bloodstream infections, after Escherichia coli
and Klebsiella sp. P. aeruginosa septicemia is fatal in 38.7 % of cases
(Wisplinghoff et al., 2004). Experimental models of P. aeruginosa septicemia
have proved useful for assessments of the efficacy of phage therapy, as they
have shown that bacteriophages can infect bacteria in a wide range of
organs.

Pseudomonas aeruginosa skin infections are a serious threat in burn
units of care centers. In 1983, 22% of the 887 burns patients treated at
Cochin Hospital (Paris, France) had P. aeruginosa infections. The mortality
rate was 60% for patients with burns covering more than 25% of the body
surface, and being positive for blood cultures for P. aeruginosa. P. aerugi-
nosa and Staphylococcus aureus have been identified as the two main
antibiotic-resistant pathogens detected in burns patients (Wibbenmeyer
et al., 2006). P. aeruginosa has also been shown to cause skin infections in
immunocompromised patients (Chiller et al., 2001).

Lung infections caused by P. aeruginosa are rare in healthy popula-
tions. Only a few cases of community-acquired P. aeruginosa pneumonia
have been identified, mostly in elderly people (Graber Duvernay, 2002).
In contrast, immunocompromised patients, such as AIDS patients, are
considered to constitute a population at risk (Fichtenbaum et al., 1994).
Cystic fibrosis patients comprise the largest population subject to
P. aeruginosa lung infection, with 80 to 95% of these patients dying from
respiratory failure due to chronic status of this infection accompanied by
airway inflammation (Lyczak ef al., 2002). Indeed, cystic fibrosis, a herita-
ble genetic disease affecting 1 in 2500 people in the Caucasian population,
causes a thickening of the airway surface liquid that affects mucociliary
clearance, creating a favorable microenvironment for bacterial infections
(Corey and Farewell, 1996). The use of bacteriophages to treat lung infec-
tions in humans was not reported in eastern European countries before
the initiation of such treatments in children with cystic fibrosis in 2007 in
Thbilissi (Kutateladze and Adamia, 2010). Moreover, only one report men-
tioning the use of a murine lung infection model to evaluate the efficacy of
bacteriophage treatments was published before 2009 (Meitert et al., 1987).

Il. PSEUDOMONAS AERUGINOSA BACTERIOPHAGES

A. Prophages (temperate bacteriophages)

Prophages are bacteriophage genomes integrated into the host genome.
The sequence of P. aeruginosa genomes contains several putative pro-
phages (Table I). Based on their sequences, some prophages may appear
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to be active, but it is not always possible to reactivate them in vitro in
laboratory conditions. For example, six putative prophages were identi-
fied in the genome sequence of strain LESB58, but only four were found
to be active in vitro (Winstanley et al., 2009). However, the lack of
reactivation in vitro of some prophages with apparently complete
sequences does not necessarily imply that these prophages are no longer
active. We may simply not have discovered the signals driving their
release.

Prophages are a major source of new genes and, often, of new func-
tions in bacterial genomes (Briissow et al., 2004, 2007; Cortez et al., 2009).
Functions identified to date include virulence factors and drug resistance
mechanisms (Tinsley et al., 2006). For example, the FIZ-15 prophage con-
fers resistance to phagocytosis by macrophages and increases adhesion to
human cells, whereas the Pf4 prophage contributes to biofilm formation
in the PAOIL strain (Rice ef al., 2008; Vaca-Pacheco et al., 1999; Whiteley
et al., 2001).

B. Virulent bacteriophages

The large number of virulent bacteriophages infecting P. aeruginosa that
have been fully sequenced (more than 40 in 2010) bears witness to the
high degree of interest in this field (Ceyssens and Lavigne, 2010). Bacteri-
ophage genomes are much less conserved than bacterial genomes. It is
therefore not possible to identify a particular subset of sequences present
in all bacteriophages infecting a given bacterial species. Given the very
high abundance of bacteriophages (10°* particles on earth) and the diver-
sity of environments in which P. aeruginosa is found, the number of
bacteriophages infecting P. aeruginosa discovered to date may represent
the tip of the iceberg (Fuhrman, 1999).

Phage therapy—the use of bacteriophages to treat bacterial infec-
tions—has excited renewed interest in the last 10 years due to the increas-
ing problem of bacterial resistance to multiple antibiotics. Phage therapy
is based on the use of a specific bacteriophage infecting a specific strain.
As one of the main pathogens displaying resistance to numerous drugs,
P. aeruginosa has been the focus of several studies using bacteriophages.
These studies involved isolation of a large number of bacteriophages, only
a few of which were fully characterized. For obvious reasons of safety, the
use of temperate bacteriophages for phage therapy is not recommended
(Briissow, 2005). Newly isolated bacteriophages must therefore be char-
acterized to ensure that those not strictly virulent are discarded. It is
possible to carry out such characterization by bioinformatics analyses,
provided that the full genome sequence has been obtained (Denou et al.,
2009; Morello et al., 2011).
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lll. EXPERIMENTAL PHAGE THERAPY OF PSEUDOMONAS
AERUGINOSA INFECTIONS IN MICE

A. Treatments for septicemia

1. Experimental models

Most experimental models are based on intraperitoneal injection in mice,
resulting in 100% mortality within 24 to 48 hr, depending on the strain
used (Hagens et al., 2004; Meitert et al., 1987; Soothill, 1992; Vinodkumar
et al., 2008; Wang et al., 2006). This route of infection leads to bacteremia,
severe systemic congestion, splenomegaly, acute ascites, and organ hem-
orrhage (Meitert et al., 1987; Wang et al., 2006). Another model of septice-
mia resulting from intestinal infection has also been described (Watanabe
et al., 2006). In this model, mice receive P. aeruginosa in drinking water for
3 days, together with antibiotic treatment to facilitate the intestinal
implantation of P. aeruginosa. Cyclophosphamide is then administered
by intraperitoneal injection to disrupt the intestinal mucosal barrier,
allowing septicemia to develop. In this model, which more closely resem-
bles the septicemia observed in human patients, 100% of the mice die
within 9 days of the second cyclophosphamide injection.

2. Curative treatments

The renewed interest in phage therapy experiments dates back to the start
of the 1980s. During this period, the first advanced study of an experi-
mental bacteriophage-based treatment for P. aeruginosa septicemia treat-
ment was carried out (Meitert et al., 1987). This study showed that a single
dose of 10° plaque-forming unit (PFU) bacteriophages, administered
intravenously at the same time as the bacteria, rescued 50% of mice
infected with a lethal dose of P. aeruginosa [1.5 x 10° colony-forming
unit (CFU) intraperitoneally]. More recent studies have shown that the
efficacy of bacteriophage treatment increases with the dose given
(Soothill, 1992; Wang et al., 2006). If the dose of bacteriophages is
increased to a multiplicity of infection (MOI) of 10 to 10*, then the admin-
istration of bacteriophages can be delayed to between 1 and 6 hr after
infection, with no effect on rescue rate, which remains at 100% (Hagens
et al., 2004; Heo et al., 2009; Vinodkumar et al., 2008; Wang et al., 2006).
Phosphate-buffered saline or inactivated bacteriophage solutions were
used as a control, with such treatment resulting in 100% mortality.

In addition to the MOI and the timing of bacteriophage administra-
tion, the pathway used is also important. The intraperitoneal administra-
tion of bacteriophages is much more efficient than intramuscular injection
or oral treatment for the treatment of experimental septicemia (Heo et al,
2009; Meitert et al., 1987).
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The efficacy of bacteriophage treatment for septicemia has also been
assessed by counting bacteria in blood samples and in several organs
(lungs, spleen, and liver) 1 day after the administration of bacteriophages.
Bacteriophage treatment has been reported to decrease bacterial counts
by a factor of 200 to 1000 (Heo et al., 2009; Vinodkumar et al., 2008;
Watanabe et al., 2006). Bacteriophage treatment also decreases cytokine
levels significantly [by factors of five for interleukin (IL)-1B, eight for IL-6,
and seven for tumor necrosis factor-o](Watanabe et al., 2006).

3. Preventive treatments

Watanabe et al. (2006) did not restrict their studies to the curative treat-
ment of septicemia. They also assessed the efficacy of bacteriophages as a
preventive treatment. They showed that the administration of the cura-
tive dose per os 1 day before infection was ineffective, with all mice dying
over the same time interval as untreated animals. This suggests that orally
administered bacteriophages do not reside long enough in the body of the
animals to protect them from subsequent infections. Consequently, any
preventive treatment based on this route of administration is unlikely to
be successful unless it is performed only within a few hours before, which
reduces its interest considerably.

4. Conclusions

Studies of these experimental models of septicemia have shown that bacter-
iophages can infect bacteria within the body of an animal. Bacteriophages
have been shown to be highly active in vivo, rescuing animals from infec-
tions with lethal doses of bacteria. However, these results should not be
taken as proof that bacteriophages are useful for treating septicemia. As one
of the key principles of phage therapy is the use of a bacteriophage able to
infect the targeted pathogen, prior identification of the pathogen is required
in order to select the most appropriate bacteriophage for treatment. Hospi-
talized patients with septicemia often require rapid treatment, and the
pathogen involved is not always clearly identified. It is therefore difficult
to use bacteriophages for treatment of septicemia.

B. Treatment of skin infections

1. Experimental models

In most models, a small area of mouse skin is injured by heating, and
bacteria are then injected subcutaneously into the wound or applied
directly onto the surface of the skin. When injected, strain PAO1 causes
an infection that is fatal within 72 hr, whereas strain 4294, when applied
directly to the skin, results in an infection persisting for up to 21 days,
with a mortality rate of 10% (Kumari et al., 2009a; McVay et al., 2007;
Meitert et al., 1987). Both these models have been used to assess the
efficacy of bacteriophages for treating infections of burn wounds.



Bacteriophages in the Experimental Treatment P. aeruginosa Infections in Mice 131

2. Curative treatments

Direct application of bacteriophages to the burned surface, repeated 10
times every 30 minutes on the first day, results in the healing of 80% of
wounds (Meitert et al., 1987). The initial dose of bacteria was 200 times
higher than the dose of bacteriophages used. A more recent study by
McVay et al. (2007) compared the efficacy of bacteriophages administered
by three different routes: intraperitoneally, intramuscularly, and subcuta-
neously. The intraperitoneal route was the most efficient, resulting in 88%
survival, whereas survival rates of less than 30% were obtained with the
other two routes of administration. This model included a low infectious
dose (100 bacteria) and a high treatment dose (3 x 10® PFU). In contrast,
Kumari et al. (2009a,b) used the same strain (PAO1), but with 107 bacteria
and treatments with up to 9 x 10° PFU of bacteriophages once daily,
without success, with all animals dying within 72 hr. These authors used
the same animal model of burn wounds in which they had previously
reported the rescue by bacteriophage treatment, within 72 hr, of up to 94%
of mice infected with a lethal dose of Klebsiella pneumoniae (Kumari et al.,
2009a,b). In both studies with the PAO1 strain, the mortality rates of
untreated animals were similar, despite a 10°-fold difference in the bacte-
rial dose used. This suggests that the two groups may have used different
clones of this strain, mouse lines with different immune responses, or
both.

3. Conclusions

The three articles reporting the use of bacteriophages in animal models of
infected burn wounds suggest that direct applications of bacteriophage
are the most effective. This led to development of a biopolymer in Geor-
gia. This biodegradable polymer was impregnated with bacteriophages
for direct application onto wounds (Markoishvili et al., 2002). A case
report in the United Kingdom also showed that bacteriophages applied
directly onto burn wounds multiplied actively, helping heal infection of
the site and making it possible to carry out skin grafts (Marza et al., 2006).
Direct application also ensures that the bacteriophages come into direct
contact with the bacteria, increasing the likelihood of efficient treatment.
Finally, the work of Kumari and colleagues (Chhibber et al., 2008; Kumari
et al., 2010, 2011) in K. pneumoniae skin infection models has shown that
bacteriophages are at least as efficient as antibiotics.

C. Treatment of lung infections

1. Experimental models

Two different routes of administration have been used to establish bacterial
infections of lungs in mice. Bacteria may be introduced directly into the
trachea or instilled intranasally. These procedures lead to the development
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of acute infections, resulting in the death of mice after 24 to 72 hr, depend-
ing on the dose and virulence of the strains used (Debarbieux et al., 2010;
Meitert et al., 1987; Morello et al., 2011). A few hours after the initiation of
infection, a set of inflammation and cell damage markers can be used to
demonstrate the rapid progression of lung infection (Morello et al., 2011;
Ramphal et al., 2005). Bioluminescent strains of bacteria can be used to
monitor infection in a given animal over a period of time. Such strains have
been used to determine the kinetics of lung infection (Debarbieux et al.,
2010; Ramphal et al., 2008). Furthermore, 20 hr after infection with a strain
of P. aeruginosa isolated from cystic fibrosis patients, histology and immu-
nohistochemistry analyses of lung sections revealed severe lesions and
massive neutrophil recruitment. Large numbers of bacteria were found to
be present both within macrophages and outside cells.

2. Curative treatments

Bacteriophage treatments of acute lung infections must be administered
rapidly to achieve maximum efficacy, whether an intravenous or intrana-
sal route of administration is used. A single intravenous administration of
a bacteriophage dose, which was half the infectious dose of bacteria,
immediately after intranasal infection has been shown to rescue 47% of
animals (Meitert et al., 1987). Delays to treatment decreased survival
greatly, to 27% for a delay of 2 hr and 0% for a delay of 24 hr. In the
same model, a single oral administration was tested at several time points,
but results obtained were not different from those obtained for intrave-
nous administration. In contrast, a single intranasal administration of
bacteriophages 2 hr after the initiation of infection resulted in survival
rates of 90 to 100% (Morello et al., 2011). Efficacy was lower for smaller
numbers of bacteriophages and for later treatment (Debarbieux et al.,
2010). A bioluminescent strain of P. aeruginosa has been used for kinetic
analyses of treatment. In the first 2 hr after bacteriophage application, no
significant differences were found between groups, whereas at 4 hr, bio-
luminescence levels were lower in the treated group than in the untreated
group (Fig. 1) (Debarbieux et al., 2010). This time lag to efficacy probably
corresponds to the time required for the bacteriophages to infect and kill
enough hosts for a visible effect. Complementary analyses of proinflam-
matory markers and counts of bacteria and bacteriophages confirmed the
lower levels of infection in the treated group than in the control group.
Using a clinical strain of P. aeruginosa isolated from a cystic fibrosis
patient, Morello ef al. (2011) performed similar experiments with another
bacteriophage and obtained similar results. They also carried out histol-
ogy and immunohistochemistry studies and revealed that lung sections
from treated animals were less damaged than those from untreated ani-
mals, with no bacterial cells in the intercellular space. These data clearly
confirmed that the bacteriophages were able to reach bacteria other than
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no treatment treated with phages

FIGURE 1 Kinetics of bacteriophage treatment of a lung infection in mice. Two groups
of mice were infected intranasally with an equal amount of a bioluminescent strain of
Pseudomonas aeruginosa at t=0. Two hours later mice were slightly anesthetized by gas
to record images. Right after imaging the group on the left received a phosphate-
buffered saline solution while the group on the right received a bacteriophage solution,
both by intranasal instillation. Then images were recorded every 2 hr. The color scale
varies from low (blue) to high (red) and represents the amount of photons emitted per
second per centimeter square per stearadian (p/s/cm?/sr).

those already within macrophages, demonstrating an inability of bacter-
iophages to enter macrophages.

3. Preventive treatments

In their studies of curative bacteriophage-based treatments of lung infec-
tion, Debarbieux et al. (2010) found that the half-life of bacteriophages in
lungs was reasonably high, up to 24 hr. This led to the suggestion that
bacteriophages could be used for preventive treatment. The authors
showed that prior treatment 24 hr before infection yielded 100% survival
in animals subsequently infected with a lethal dose of bacteria
(Debarbieux et al., 2010). In a subsequent study, this result was extended
by establishing conditions (in relation to endotoxin removal from the
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bacteriophage solution) in which treatment 4 days before infection
yielded survival rates of 90% (Morello et al., 2011).

4. Conclusions

These studies concluded that there is no major inhibitory factor preventing
bacteriophages from infecting bacteria within the lungs. Consequently,
factors governing bacteriophage efficacy seem to be directly translated
from in vitro to in vivo settings. For example, increasing the dose of bacter-
iophages results in more rapid bacterial killing, thereby increasing the
survival rate. By increasing the efficacy of bacteriophage to kill a particular
bacterial strain, it should be possible to improve its therapeutic potential
(Morello et al., 2011). Finally, although the lungs may appear to resemble a
flask of broth in which bacteriophages encounter their bacterial hosts
readily, this is currently an oversimplification, for two main reasons. The
first of these reasons is the role of the immune system in controlling
treatment efficacy. Bacteriophages may be the principal killer of bacteria
in treatment conditions, but they are not the only player. The second
reason is the poor representation of bacteriophages from different families
used in these studies, precluding the generalization that all potentially
therapeutic bacteriophages will be as effective as those described to date,
despite their random isolation from the environment.

Similar models of lung infection in mice caused by either K. prneumonia
or Burkholderia cenocepacia have also been studied. In the first case, for
nonlethal infections, bacteriophages were administered intraperitoneally
and caused a more rapid decrease in the number of bacteria over time than
was observed in the control group. However, preventive treatment admi-
nistered 24 hr before infection was found to be ineffective, whereas treat-
ment 6 hr before infection did have a positive effect (Chhibber et al., 2008).
The lack of protection at 24 hr is not surprising because intraperitoneal
injection led to the rapid elimination of bacteriophages. In the second
case, the efficacy of bacteriophage treatment 24 hr after infection with
B. cenocepacia was studied, with a comparison of intraperitoneal and intra-
nasal routes of administration. Intraperitoneal administration was found to
be slightly less effective than intranasal administration (Carmody et al.,
2010). Differences between this model and P. aeruginosa infection models
may reflect the characteristics of the bacterium, as B. cenocepacia does not
infect the lung in the same way as P. aeruginosa (Ventura et al., 2009).

D. Recent advances in clinical trials on Pseudomonas aeruginosa
ear infections

1. Chronic otitis in dogs

Two studies focusing on the treatment of chronic otitis in dogs have been
published (Hawkins et al., 2010; Marza et al., 2006). Marza et al. (2006)
published a case report study showing for the first time that topically
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administered bacteriophages multiply in dog ears, curing otitis, despite
the use of a low initial dose of bacteriophages (400 PFU). The second
study concerned 10 dogs with chronic otitis caused by antibiotic-resistant
P. aeruginosa strains. Dogs were treated with a single dose of 10° PFU of
each of six different bacteriophages applied topically. Clinical signs were
scored and both bacteria and bacteriophages were counted. Bacterio-
phage numbers increased by a factor of 100, whereas bacterial counts
decreased slightly, from 3 to 1 x 10° CFU/g. The overall general condition
of the dogs improved with treatment, as a 30% decrease in clinical signs
was recorded. No adverse event was noted; this single treatment was
found to improve the clinical condition of the dogs in the longer term,
with no further detection of P. aeruginosa over the following 18 months
(Hawkins et al., 2010).

2. Chronic otitis in humans

The only advanced clinical trial in accordance with current European
regulations was performed in the United Kingdom on 24 patients with
unilateral chronic otitis (Wright et al., 2009). In this randomized double-
blind study, patients were treated with a single dose of 6 x 10° PFU of a
cocktail of six bacteriophages, administered topically. Based on the mean
visual analog scale scores obtained, bacteriophage treatment improved
symptoms. The decrease in mean P. aeruginosa counts by the last day of
the trial was small, from 9 to 2 x 10° CFU/ g of sample. However, the
bacteriophages multiplied during treatment, and some bacteriophage-
treated patients displayed improvements of up to 80% at the end of the
trial, with no such marked improvement observed in the placebo group.
Despite the small number of bacteriophage-treated patients displaying a
marked improvement, this study clearly indicates that therapeutic bacter-
iophages constitute an additional option for combating chronic infections.
Furthermore, no serious adverse events were reported. Similarly, a phase
I clinical trial on leg ulcers also confirmed an absence of adverse effects of
bacteriophage treatment (Rhoads et al., 2009). It should also be noted that
pioneering studies of bacteriophage treatments for human P. aeruginosa
infections have been carried out in eastern Europe since the early 1980s,
but these studies either were not detailed enough or were not published
in English (Sulakvelidze et al., 2001).

3. Animal models versus human treatments

Human and dog chronic otitis clinical trials can be compared, as treat-
ments were similar, with the same dose of bacteriophages and the same
procedure for their local application (Hawkins et al., 2010; Wright et al.,
2009). Clinical signs and bacterial counts showed similar patterns of
change with treatment in both studies. However, considerable variability
between patients was observed in both studies. This aspect is very
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important in human treatment, but tends not to be picked up in experi-
mental phage therapy studies, which use homogeneous animal popula-
tions, such as mouse lines. Experimental phage therapy studies can
therefore provide proof of concept for the feasibility of a treatment, but
it is not possible to anticipate the results of similar treatments in individ-
ual human patients. Consequently, because it is highly unlikely that
clinical trials will report 100% efficacy, such trials should therefore focus
on demonstrating an improvement in patient status rather than percent-
age of complete healing.

IV. PERSPECTIVES

A. Future directions in experimental phage therapy

1. Bacteriophage characterization

The bacteriophages used in studies in animal models or in clinical trials
were either isolated for that purpose from environmental sources or
obtained from collections. They have been characterized to various
degrees and it is therefore not possible to determine whether they are
all virulent bacteriophages. Further efforts should be made to characterize
these bacteriophages. For example, mass spectrometry analyses of major
capsid proteins could be carried out, for rapid differentiation between
known and unknown bacteriophages, with full genome sequencing then
carried out for the unknown bacteriophages. A more detailed molecular
approach has also been described (Merabishvili et al., 2007). It should also
be noted that cocktails of several bacteriophages have been used to carry
out past and current clinical trials in order to prevent the development of
bacteriophage-resistant bacteria.

2. Chronic infection in animal models

Animal models have some limitations, but they are an essential tool for
investigations in unexplored situations. Animal models were initially
established to reproduce deadly infections for the identification of treat-
ments and, subsequently, for studies of virulence factors. Moreover,
major differences have been found between closely related animals. For
example, fetoplacental Listeria monocytogenes infections can develop in
gerbils but not in mice due to a single amino acid difference in a cell
receptor (Disson et al., 2008). As chronic infections represent an equilib-
rium between a bacterial infection and its control by the host immune
response, it is therefore not a simple task to reproduce this equilibrium in
animals with human pathogens. Nevertheless, several models of chronic
infection have been developed in recent years, with the aim of more
closely mimicking the lung infections occurring in cystic fibrosis patients
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in particular (Bragonzi, 2010). However, as mortality rates remained high
in these experiments, larger numbers of animals need to be included to
ensure that a large enough number will survive for at least a few weeks.

B. How far can we translate current results into the
development of human phage therapy?

Results obtained in animal models support the development of human
phage therapy. However, animal models are invariably designed to study
one aspect of infection, whereas human patients often present a clinical
history that cannot be reproduced in animals. For example, most, if not
all, humans patients likely to benefit from bacteriophage treatment have
probably been treated previously with antibiotics. Mimicking such situa-
tions with animal models would require long, tedious, and expensive
studies. Are such studies really required for the development of human
phage therapy? The answer to this question will depend in part on the
regulations applied to bacteriophage treatments. Authorization proce-
dures for clinical trials in Europe do not currently appear to be entirely
compatible with the real evolving nature of bacteriophages (Verbeken
et al., 2007). However, this has not stood in the way of the completion of
several trials, which will hopefully supply the regulators with additional
data, enabling them to eventually adapt the current regulations (Pirnay
et al., 2011; Wright et al., 2009).
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Résumé de P’article :

La mucoviscidose est une maladie qui trouve son origine dans les différentes

mutations du gene cftr, un canal anionique des épithéliums.

Cette revue expose les principales propriétés du canal CFTR ainsi que I’importance de
ses interactions avec d’autres protéines dans la compréhension de la pathogénese. D’autres
canalopathies, causées par le dysfonctionnement de différents canaux ioniques interagissant
avec CFTR ou potentiellement alternatifs a celui-ci dans la mucoviscidose, sont également

décrites brievement.
Ainsi, est mis en avant la complexité du réseau d’interaction formé autour de la

protéine CFTR et I’importance d’en déterminer les différents acteurs afin d’identifier de

nouvelles cibles thérapeutiques.
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Summary

Mutations in cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator gene, CFTR, are responsible for cystic fibrosis, CF, a
channelopathie. CFTR protein is a multifunctional protein with
a main function of Cl- channel. CFTR is expressed in epithelia
(upper airways, intestine, pancreas etc.). In the first part of this
revue, we describe the main properties of CFTR underlying that
it is not only a Cl~ channel protein but also a multifunctional
protein. We present a hypothesis which postulates that CFTR is a
hub protein interacting with more than 140 proteins, and through
these interactions regulates a number of functions which are
abnormal in CF (ion transport, inflammation etc.). In the second
part of the revue we briefly present a selection of other epithelial
channelopathies due to mutations in genes of other Cl~ or cation
channels. Of note, these channels either interacts with CFTR or are
considered as alternative channels in CF, and, as such, are targets
for pharmacotherapies. We want to leave the reader with a message
that to investigate channalopathies, to dissect the molecular
mechanisms underlying channels’activity, allow not only to better
understand basic mechanisms of channel regulation but in fine, to
propose new targets for pharmacotherapies.

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Résumé

La mucoviscidose est une canalopathie due aux mutations dans
le gene CFTR qui code pour une protéine membranaire ayant
la fonction principale de canal chlorure, CI~. CFTR est exprimé
dans les épithéliums tels que les voies aériennes supérieures, les
intestins, le pancréas, etc. Dans la premiere partie de la revue
nous présentons les propriétés principales de CFTR, en soulignant
quiil s’agit d’une protéine multifonctionnelle. Nous présentons
I’hypotheése proposant CFTR comme une protéine « hub » qui
interagirait avec plus de 140 protéines et de ce fait, régulerait de
nombreuses fonctions physiologiques, anormales chez les patients
atteints de mucoviscidose (transport ionique, inflammation, etc.).
Dans la deuxidme partie, nous présentons brievement les autres
canalopathies dues a des mutations dans les génes codant pour
d’autres canaux Cl- ou cationiques. Ces canaux soit interagissent
avec CFTR soit sont considérés comme des canaux alternatifs a
la protéine CFTR mutée et constituent des cibles thérapeutiques
potentielles pour la mucoviscidose. Notre objectif, dans cette
revue, est de souligner I'importance d’étudier les canalopathies sur
le plan fondamental, de disséquer les mécanismes moléculaires
d‘expression et de fonctionnement des canaux/transporteurs mis en
jeu, pour permettre le progres non seulement sur ce plan fondamental
mais in fine, proposer de nouvelles cibles thérapeutiques pour les
différentes canalopathies.

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Une canalopathie est une maladie due a des mutations dans les
génes codant des protéine-canaux ioniques. Cette définition devrait
&tre modifiée car certaines protéines initialement décrites comme
des canaux ont en réalité une fonction d’échangeurs d’ions ou de
co-transporteurs. Il faut désormais parler de canalopathies et de
transportopathies. Chez ’homme, un grand nombre de mutations
identifiées dans des canaux ioniques sont responsables de maladies
dont la liste continue d’augmenter. Il s’agit souvent de mutations
de type soit « perte de fonction » (« loss-of function ») soit « gain
de fonction » (« gain-of-function ») [1]. La mucoviscidose, MV, est
une maladie due a des mutations du type « perte de fonction ».
Nous présentons ici I'importance de la régulation/dysrégulation
des canaux et transporteurs ioniques dans le contexte de la muco-
viscidose.

2. Rappels

Chaque cellule est entourée d’'une membrane plasmique et posséde
dans son cytoplasme des vésicules entourées de membranes com-
posées de phospholipides, de cholestérol et de protéines membra-
naires. Cette composition confére a ces membranes plasmiques ou
vésiculaires, une perméabilité sélective leur permettant de controler
les échanges avec le milieu extracellulaire/vésiculaire. Ainsi, une
différence de concentration des ions entre les milieux intracellulaire/
vésiculaire et extracellulaire/vésiculaire est maintenue (gradients
chimiques) créant une séparation de charges au niveau de la mem-
brane. Cette derniére possédant une haute résistance électrique,
en résulte une force électrique, le potentiel de membrane (gradient
électrique, V,,)). Il existe ainsi pour chaque ion composant ces milieux,
et ayant des concentrations différentes dans les deux milieux, un
potentiel chimique d’équilibre de I'ion (E,,,) définit par I'équation
de Nernst. Sa différence avec le potentiel de membrane détermine
le gradient électrochimique de I'ion (E1). Ce role est assuré par trois
type de protéines présentes dans les membranes plasmiques/
vésiculaires : canaux ioniques, échangeurs, co-transporteurs et
transporteurs actifs (ou pompes). Les trois premiers transportent
les ions selon leur gradient électrochimique (sans utilisation de
I'énergie), les transporteurs actifs utilisent I'énergie de la cellule (par
ex. 'ATP). Un canal ionique transporte ~107-109 ions par seconde, un
transporteur (échangeur ionique ou co-transporteur) ~ 105-108 ions
par seconde, et une pompe ~103-104 ions par seconde. Il existe des
canaux cationiques (qui transportent préférentiellement les cations,
par exemple Na*, K*, H*, Ca?*), des canaux anioniques (qui transpor-
tent préférentiellement les anions, par exemple CI) et des canaux
non sélectifs (qui transportent a la fois anions et cations).

Les canaux, transporteurs et pompes assurent les principales fonc-
tions des cellules : contraction musculaire, potentiel d’action dans les
neurones, régulation du transport des fluides dans les épithéliums.
Les canaux présents dans les organelles et vésicules intracellulaires
modulent également le pH intravésiculaire.

3. CFTR, protéine multifonctionnelle
et mucoviscidose
La canalopathie épithéliale probablement la plus étudiée est la

mucoviscidose (MV). La MV est due a différentes mutations dans le
géne CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance requlator) [2].

1 Lavaleur de E détermine si un transporteur est passif ou actif : pour un cation
siV,-E,, > 0 correspond au flux sortant-passif (pour un anion flux entrant-passif).

S14

Archives de Pédiatrie 2012;19: $13-516

La protéine CFTR, le produit de ce géne, est une protéine multifonc-
tionnelle dont la fonction principale est celle de canal CI~. La muta-
tion la plus fréquente dans la MV, la délétion d’une phénylalanine en
position 508 (AF508) dans la protéine CFTR, conduit a la synthése de
protéines mal repliées qui s‘insérent mal ou pas dans la membrane,
ce qui entraine des anomalies du transport des fluides consécutives
au défaut de transport de CI- dans différents organes, dont le pou-
mon et l'intestin.

Le role clé des canaux ClI- dans la régulation du transport ionique
a été progressivement démontré dans les années 1980 quand
les physiologistes ont découvert que le dysfonctionnement d’'un
canal CI- était associé a une sécrétion anormale des fluides chez
les patients atteints de la MV. Il est admis que la protéine CFTR est
localisée dans la membrane apicale des épithéliums de transport
de fluides (épithélium respiratoire des voies aériennes, épithélium
intestinal...) et constitue un facteur limitant pour I'absorption du Na*
et des fluides. Le transport de Na* s’effectue par le canal Na* sensible
al'amiloride, ENaC.l est aussi admis que CFTR régule directement ou
indirectement ce canal de maniére négative. Lorsque CFTR n'est pas
fonctionnel, ENaC est hyperactif conduisant a une hyperabsorption
de Na*, observée dans la MV. Dans les épithéliums, a également lieu
une sécrétion de CI- assurée par les canaux ClI- dépendants de Ca**
dont le géne d’un des principaux a été récemment identifié (TME-
MA16A et B, [3]), ou encore des canaux Cl- voltage dépendant tel
que CIC2. Cependant, leur activité n'est pas suffisante pour assurer
le transport de Cl- et par conséquent de fluide lorsque CFTR n’est pas
fonctionnel [4,5].

Par ailleurs, CFTR régule de facon indirecte le canal K*- ATP dépen-
dant, ROMK, localisé a la membrane basolatérale de I'épithélium.
Enfin, CFTR est aussi perméable a d’autres anions tels les HCO,™ ou
encore le glutathion. Le bicarbonate participe a la régulation du
pH luminal (surtout important dans le poumon et le pancréas), le
glutathion dans la réponse au stress oxydant. Il apparait de plus en
plus que les anomalies des fonctions liées au transport de HCO," et
du glutathion sont particuliérement importantes chez les patients
atteints de MV. La conséquence de ces dysfonctionnements de la
protéine CFTR dans le poumon sont : une sécrétion des fluides
anormale, une sécrétion de mucines anormale, I'épaississement
du mucus, une réponse anormale a I'infection bactérienne et une
inflammation chronique. Au niveau cellulaire (épithélial), il est
aussi observé un défaut d’exocytose et d’endocytose, de I'inflam-
mation anormale (production de cytokine et de prostaglandines),
un métabolisme mitochondrial du glutathion anormal, un défaut
de la dépéroxidation des lipides, un défaut du cytosquelette lié au
routage des protéines, etc. La protéine CFTR est donc une protéine
multifonctionnelle.

L'hypothése de plus en plus admise qui permet de rendre compte
des si nombreuses anomalies liées au dysfonctionnement d’une
seule protéine (CFTR) postule que CFTR est une protéine d‘ancrage
ou « hub » dans un réseau de protéines dont les fonctions sont
variées, incluant des protéines de transport ionique, des protéines
d’inflammation, de stress oxydant du cytosquelette et des protéines
« adaptatrices ».Cette hypothése prend en compte I'existence d’au
moins 140 protéines qui interagissent directement au 1*" ou 2¢ degré
avec CFTR. Parmi les protéines qui interagissent au 1" degré sont
retrouvés les canaux Cl-, CIC3, SLC26A8, un échangeur CI-/HCO3,
les protéines adaptatrices NHERF1 et 2, S100A10, ou encore une
protéine de cytosquelette, la kératine 8 (qui interagit seulement
avec F508delCFTR). C'est par I'intermédiaire de ces protéines que les
liens avec d’autres protéines de transport (échangeur Na/H, canaux
TRPC) et d'inflammation (annexine 1, phospholipase cytosolique)
sont faits. De facon indépendante, il a été montré que les canaux
K-ATP, ORCC et canaux a eau (aquaporine 3) sont régulés par CFTR. I
est trés vraisemblable qu’une protéine CFTR anormale ne soit plus



capable d’interagir correctement avec ses partenaires, entrainant le
dysfonctionnement dans d’autres fonctions cellulaires.

Il est donc clair que le dysfonctionnement de CFTR seul ne suffit
pas a comprendre 'ensemble des symptémes de la maladie dont
I'inflammation chronique et la variabilité des troubles observés, et
qu'il est nécessaire d’étudier son interactome différentiel, préciser les
sites d’interaction, pour identifier les cibles de nouvelles pharmaco-
thérapies.

4. Autres canalopathies

Outre la mucoviscidose, d’autres canalopathies/transportopathies
ont été identifiées. Les mutations ont été trouvées aussi bien dans
des génes codant des transporteurs anioniques que cationiques.
Leurs études nourrissent les recherches sur la mucoviscidose et vice
versa. Il nous a paru opportun de les présenter brievement en se
limitant aux canaux chlorure de type CIC, aux canaux cationiques
de type TRP, et au canal ENaC. Notons que certaines des protéines-
canaux associées avec ces autres maladies génétiques interagissent
avec CFTR.

4.1. Transporteurs anioniques

Les autres canaux Cl- outre CFTR, dont les mutations sont associées
a des maladies génétiques sont de trois types, les canaux voltage
dépendants (CIC) [6], canaux CI-dépendant du calcium et les canaux
récepteurs. Les mutations dans les génes de ces protéines sont
principalement impliquées dans les maladies épithéliales, osseuses
et neurologiques.

La famille des canaux CIC comprend neuf protéines membranaires,
dont certaines sont des canaux et d’autres des échangeurs. Les
mutations dans les génes CIC ont été décrites dans les maladies
suivantes :

+ les myotonies de Thompson (maladie génétique autosomale
dominante) ou de Becker (maladie génétique autosomale récessive)
sont caractérisées par une contraction musculaire excessive. Elles
sont dues aux mutations dans le géne CIC-1 [7] ;

« les mutations dans les génes des canaux CICkb/barttin provo-
quent certaines formes du syndrome de Bartter, une maladie rénale
caractérisée par la perte rénale des sels et une hypotension chro-
nique. CIC-Kb, encodée par le CLCNKB, est exprimée dans le rein et
permet I'absorption de sodium dans la partie distale du néphron. Elle
est également exprimée dans l'oreille interne et les mutations au
sein des génes des canaux CICKa/CLCKb et barttin sont responsables
de surdité en altérant une sensibilité au Ca2* des canaux CICK ;

+ la maladie de Dent, une maladie rénale caractérisée par une perte
rénale des protéines, responsable d’une protéinurie, une hypercalciu-
rie et une hyperphosphaturie, par le développement de calculs rénaux
et dans certains cas par une insuffisance rénale [8]. Il s’agit de muta-
tions dans le géne codant la protéine CIC-5, un échangeur H*/2CI- [7] ;
« différentes formes des céroides-lipofuscinoses neuronales dont
la maladie de Kuf, maladies dégénératives de surcharge lysosomale
caractérisées par une détérioration progressive neurologique et
mentale [7], sont dues a des mutations sur différents génes dont
certains sont des protéines-canaux, par exemple CLCN6 (CLC-6) ;

« l'ostéopétrose, une maladie osseuse caractérisée par une hypermi-
néralisation. Elle est associée aux mutations dans le géne CICN7. La
protéine CIC-7 est exprimée dans les ostéoclastes et localisée dans les
membranes lysosomales au contact avec la matrice osseuse. Il a été
proposé que CIC-7 régule I'activité de la pompe H* ATPase et/ou qu'il
participe a I'insertion des lysosomes dans la membrane plasmique [8].

La mucoviscidose et autres canalopathies

4.2. Canaux cationiques TRP :
maladies rénales et neurologiques [9-11]

Les différents membres d’une superfamille de canaux cationiques
souvent sélectifs aux cations divalents, Ca** et Mg?*, appelés canaux
TRP (transient receptor potential cation channels) sont associés a de
nombreuses canalopathies. Les TRPs participent a la régulation de
I’homéostasie et aux différentes voies de signalisation. A ce jour,
28 membres de cette famille ont été identifiés. Ils sont divisés en
six sous-familles selon I'homologie de structure et de fonction : TRP
cannonique (TRPC), TRP- dépendant de la mélastatine (TRPM), TRP
liés au récepteur de vanilloide (TRPV), I'ankyrine (TRPA), mucolipine
(TRPML) et polycystine (TRPP). Les canaux TRP sont exprimés dans
de nombreux tissus, les mutations de neuf d’entre eux sont asso-
ciées a différentes maladies génétiques rénales ou neurologiques.
Parmi elles :

+ lamucolipidose de type IV (MLIV), une maladie neurodégénérative
développée rapidement aprés la naissance. Les mutations dans le
géne TRPML (MCOLN1), qui code pour la protéine TRPML1, sont du
type « perte de fonction ». Sa fonction est celle de canal Ca?* mais
elle pourrait transporter les protons et assurer une acidification des
lysosomes. Les mutations dans MCOLN1 conduisent a la perte de
sélectivité et de perméabilité de TRPML1 [9] ;

« la polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD) est une
maladie génétique qui se développe tardivement dans la vie [12].Elle
est associée aux mutations dans les génes PKD1 et PKD2 qui codent
pour les canaux cationiques TRPP1 (polycystin 1) et TRPP2 (polycystin
2) [10]. TRPP1 et TRPP2 forment un complexe, TRPP1 étant le régula-
teur de TRPP2 [10] ;

« hyalinose segmentaire et focale (HSF), une maladie génétique
autosomale dominante qui est associée a des mutations « gain de
fonction » dans le géne TRPC6 entre autres, qui code pour un canal
cationique non-sélectif [10,13] ;

+ hypomagnésémie avec hypocalcémie secondaire (HHS) est une
maladie génétique rare récessive et autosomale, liée aux mutations
« perte de fonction » dans le géne TRPM6 [13]. Elle est caractérisée
par une magnésurie basse consécutive a un défaut d’absorption
intestinale et aux pertes rénales de Mg?*. Une diminution d’expres-
sion des canaux TRPC1 a été décrite dans le rein et le foie des patients
présentant la néphropathie diabétique [10].

4.3. Canal Na* ENaC [14]

Le canal Na* sensible a I'lamiloride, ENaC, est un canal exprimé dans
le néphron (tubule distal), I'intestin (colon), I'épithélium respiratoire
des voies aériennes... Les mutations du type « perte de fonction »
dans n’importe quelle sous-unité d’ENaC sont associées au pseudo-
hypoaldosteronisme (PHA), une anomalie de la réponse tubulaire
rénale a I‘aldostérone, alors que les mutations « gain de fonction »
sont associées au syndrome de Liddle, une maladie autosomale
dominante conduisant rapidement a I’hypertension.

5. Conclusions

Les canalopathies constituent une nouvelle entité physiopatho-
logique associée a des maladies génétiques multifactorielles. Le
concept des protéines hubs conduit a s’intéresser aux réseaux pro-
téiques et a leur réle dans la symptomatologie de ces pathologies.
La mucoviscidose peut étre considérée comme modeéle pour cette
approche et pour étudier les nouvelles cibles thérapeutiques contre
les autres canalopathies épithéliales.
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