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Apparues il y a quelques milliards d’années, les bactéries comptent parmi les premiers
systémes biologiques a avoir colonisé la Terre. Elles ont dés lors pu bénéficier de temps pour
évoluer et se diversifier tout en s’adaptant aux modifications géologiques et climatiques de
notre planéte. Du fait de 'omniprésence des microorganismes bactériens, I'espéce humaine
a toujours entretenu une relation, tant6t bénéfique, tantot délétére, avec eux durant son
évolution. Parfois supposée, souvent niée, I'existence des bactéries n’a été prouvée qu’au
XIXéme siécle. Permettant ainsi le développement de recherches visant a mieux comprendre
leur fonctionnement et menant au développement de moyens de lutte contre les bactéries

pathogenes.

Parmi la multitude de bactéries pathogénes existantes aujourd’hui, certaines ont été
catégorisées en 2017 par I'Organisation Mondiale de la Santé comme présentant un danger
pour I'espece humaine dans les prochaines années et pour lesquels de nouveaux moyens de
lutte doivent étre développés. Au sein de cette liste on retrouve notamment Pseudomonas
aeruginosa, source de résistances aux traitements antibiotiques. Cette bactérie est étudiée
depuis plus de 100 ans mais la grande adaptabilité, notamment au mode de vie intracellulaire,

présente encore des parts d’'ombre.

Les immunités innées et adaptatives sont autant de moyens de lutte du corps humain contre
ces pathogenes. Toutefois, il est aujourd’hui admis que les cellules épithéliales, en tant que
premiere barriere face aux agressions environnementales, possedent une immunité cellulaire
qui leur est propre. Divers éléments y prennent part parmi lesquels on retrouve le
cytosquelette de septines. Bien que leur implication dans les relations hote-pathogéne soit
prouvée, de plus amples études doivent étre menées afin de saisir toute la complexité

fonctionnelle et organisationnelle du monde des septines.

Le développement récent de thérapies modulatrices de la protéine CFTR a permis d’améliorer
grandement les capacités respiratoires et la survie des patients atteints de mucoviscidose.
Toutefois la pathologie possede encore un volet infectieux délétere notamment da a
Pseudomonas aeruginosa. 1l est donc aujourd’hui crucial d’étudier le fonctionnement de

I'immunité cellulaire dépendante du cytosquelette de SEPT dans cette pathologie.
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Partie |
La physiologie pulmonaire et la physiopathologie de la mucoviscidose

1- Systeme pulmonaire, I'interface avec I’environnement

a. Tractus respiratoire

Le tractus respiratoire est une structure physiologique qui permet I'échange de gaz
entre I'environnement et I'organisme. Il s’étend des cavités nasales et buccales jusqu’aux
poumons. On peut distinguer deux sous-structures du tractus respiratoire : les voies aériennes
supérieures et inférieures (Figure 1.A). Les voies supérieures sont composées de la bouche,
du nez et du pharynx. Leur réle est de faire rentrer I'air inspiré, le réchauffer, I'lhumidifier et

de I'épurer de particules atmosphérigues et microorganismes potentiellement pathogénes.

A B

Fosses nasales

Cavité buccale

Larynx
Pharynx
Larynx Trachée
C Bronches

Bronchioles

. . Alvéoles
7 ‘l { /
B L)

Lobules
pulmonaires

Figure 1 : Représentation schématique du tractus respiratoire.
A) Schéma des voies aériennes supérieures. B) Schéma des voies aériennes inférieures (arbre trachéo-
bronchique). C) Schéma des lobules pulmonaires.

Apres le pharynx, I'air inspiré poursuit ensuite son trajet dans les voies aériennes inférieures

(Figure 1.B), aussi appelées arbre trachéo-bronchique. Elles débutent avec la trachée puis se
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séparent en deux pour desservir les deux poumons, droit et gauche. Plus les voies aériennes
progressent dans les poumons plus elles se ramifient et rétrécissent. On retrouve ainsi
plusieurs sous-divisions de bronches successives : souches, lobaires, segmentaires et enfin
sus-lobulaire. On arrive ensuite aux lobules pulmonaires, les plus petites unités anatomiques
du poumon (Figure 1.C). Ceux-ci sont composés des bronchioles terminales et respiratoires
débouchant sur des canaux alvéolaires et enfin sur les alvéoles pulmonaires.

Les premieres ramifications de I'arbre trachéo-bronchique sont des voies de conduction et ont
pour but, comme pour les voies supérieures, de réchauffer, humifier et purifier I'air inspiré. A
partir des bronchioles respiratoires, les voies les plus basses sont quant a elles chargées des

échanges respiratoires entre la lumiere des tissus et les capillaires sanguins.

Le systéme respiratoire a pour principale fonction I’hématose, a savoir les échanges gazeux
entre le sang et I'atmosphére au niveau de la barriere alvéolo-capillaire. Le sang est alors
déchargé de son CO2 (déchet produit par I'organisme lors de la respiration cellulaire) et chargé
en 02 (oxygénation). Les processus d’inspiration et d’expiration (la mécanique ventilatoire),
permettent de remplacer I'air alvéolaire par I'air atmosphérique. L'air inspiré est composé de

prés de 79% d’azote, 21% d’02 et I'air expulsé de 79% d’azote, 5% de CO2 et 16% d’O2.

Pour que les échanges gazeux soient possibles, il doit toujours y avoir une différence de
pression entre les environnements atmosphérique et pulmonaire. L'inspiration nécessite une
pression plus élevée a I'extérieur et inversement lors de I'expiration. En plus de cela, la

mécanique ventilatoire est rendue possible par un systéme musculaire étendu.

Enfin, I'efficacité de la respiration est aussi dépendante de I'écoulement des gaz au sein des
voies pulmonaires. Pour cela, le débit d’air entre I'entrée et la sortie d’'une voie ne doit que
peu varier. Or chaque ramification de I'arbre trachéo-bronchique va exercer une résistance a
I’écoulement des gaz. Plusieurs éléments sont responsables de cela, plus I'air progresse dans
les voies aériennes inférieures, plus le diamétre de celles-ci diminue. De plus, les phases
ventilatoires (inspiration et expiration) vont modifier constamment le diamétre des voies
respiratoires(1) permettant ainsi pendant l'inspiration, la dilatation des conduits afin de
réduire leur résistance. Enfin, au niveau alvéolaire le volume est maintenu grace au
surfactant, une substance composée de 90% de lipides et 10% de protéines(2) et qui permet
de diminuer la tension de surface de l'interface alvéolaire lors de I'inspiration. Cela prévient

également du collapsus alvéolaire lors de I'expiration. Lorsque les résistances des voies
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aériennes deviennent trop importantes, on assiste alors au développement de maladies
pulmonaires obstructives parmi lesquelles on retrouve notamment I'asthme. Une pathologie
qui affecte pres de 5 a 10% de la population européenne(3). L'asthme est caractérisée par une
inflammation chronique des bronches et bronchioles qui entraine une hypertrophie du muscle

lisse des voies respiratoires(4).

()
s | o
ol &
()
= B CVF
@© *5
3 R
E|R
s | O vC
o
\8 -----------------
k)
@©
Q
@©
o

CRF

§1sec§ Temps

Figure 2 : Spirogramme type, un outil pour |'exploration fonctionnelle respiratoire.

Représentation de la capacité vitale (zone blanche) et de la capacité pulmonaire totale (zones blanche
et bleue). VC : Volume Courant; CRF : Capacité Résiduelle Fonctionnelle; VR : Volume résiduel; VEMS :
Volume Expiré Maximum en une Seconde; CVF : Capacité Vitale Forcée. Adapté d’aprés Hayes et al.,
2009 (5).

Les échanges gazeux passant par les poumons peuvent étre mesurés par I'exploration
fonctionnelle respiratoire, la spirométrie(5) (Figure 2). Elle permet de mesurer différents
volumes de gaz lors des phases d’inspiration et d’expiration. Ceux-ci peuvent ensuite étre
analysés au regard de valeurs normatives préétablies(6). Il est ainsi possible d’obtenir des
données importantes telles que le volume courant, les volumes de réserve inspiratoires et
expiratoires. La somme des trois donne ce qui est nommée capacité vitale. La spirométrie
permet également d’obtenir le volume expiré maximum en une seconde (VEMS) qui est une
valeur de référence(7) hautement informative lorsqu’il s’agit des patients atteints de

pathologies pulmonaires obstructives.
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b. Epithélium des voies aériennes, les composants cellulaires

L’épithélium des voies aériennes supérieures et inférieures est complexe, étendu et
fragile. La structure et la composition de celui-ci évoluent et s’adaptent en fonction des
contraintes physiques et des activités physiologiques (voies aériennes de conduction ou de
respiration). Structurellement, au niveau nasal, on retrouve un épithélium pluristratifié,
squameux et kératinisé. Au niveau trachéal et bronchique, I’épithélium est dit pseudostratifié
et cartilagineux, a savoir que toutes les cellules forment une couche en contact avec la lame
basale mais le fait que les noyaux cellulaires ne soient pas alignés semble montrer la présence
de plusieurs couches. Enfin, au niveau des bronchioles terminales et des alvéoles, on retrouve
un épithélium pavimenteux cuboide monostratifié et non-cartilagineux ne comportant qu’une

seule couche de cellules aplaties.

La composition cellulaire des épithélia quant a elle se modifie au fil de la progression proximo-
distale, notamment dans les voies aériennes inférieures (Figure 3). En effet, la
présence/absence ainsi que la proportion des différents types cellulaires vont varier selon les
différents besoins physiologiques. Le tissu pulmonaire est composé de nombreux types
cellulaires différents, dont certains ont méme été identifiés récemment. Dans les voies
aériennes de conduction on va retrouver majoritairement des cellules ciliées, caliciformes,
basales et séreuses ainsi que d’autres types cellulaires en plus petit nombre : les cellules club,

les ionocytes et les neuroendocrines.
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Ciliées Voies aériennes larges

Bronchioles

Pneumocyte Type | -

Figure 3 : Composition de I'épithélium des voies aériennes inférieures selon la position dans I'arbre
trachéo-bronchique.

Le nom de chaque type cellulaire est indiqué dans la couleur correspondante. Adapté d’aprés Rackley
etal., 2012 (14).

Cellules ciliées

Les cellules ciliées ont une importance primordiale pour I'épithélium pulmonaire. Elles
représenteraient en moyenne pres de 50% du total des cellules(8) : 47% au niveau trachéal et
jusqu’a 73% au niveau bronchique(9). Il existe plusieurs populations différentes de cellules
ciliées en fonction de leur localisation(10). Chaque cellule posséde environ 300 cils de 4 a 7
um de longueur(11). Ceux-ci vont, grace a la présence importante de mitochondries, pouvoir

battre de maniére synchrone et ainsi permettre le processus de clairance mucociliaire.
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Cellules caliciformes ou goblet cells

Les cellules caliciformes ou goblet cells sont majoritairement situées dans les parties hautes
de I'arbre trachéo-bronchique(12). Elles sont responsables de la synthése et de la sécrétion
du mucus dans les voies aériennes. Elles sont caractérisées par la présence importante de
granules remplis de mucines acides et hydrophobes entrant dans la composition du mucus.
Mais les cellules caliciformes sont également capables d’une part de s’auto-renouveler et

d’autre part de donner des cellules ciliées via leur transdifférenciation(13).

Cellules basales

Les cellules basales sont une population de cellules relativement indifférenciées(14) en
contact avec la lame basale mais pas avec la lumiére des voies. Elles ont une distribution qui
évolue au fil des voies aériennes, dans les voies larges elles représentent 51% des cellules
contre seulement 6% dans les petites voies(15). Elles ont des propriétés de cellules souches
(stem-cell-like) et sont ainsi capables de régénérer des cellules sécrétrices ou ciliées suite a

une altération(16,17).

Cellules séreuses

Les cellules séreuses ressemblent aux cellules a mucus mais celles-ci sont majoritairement
situées au niveau des glandes sécrétrices/sous muqueuses(18). Les cellules séreuses sécrétent

plusieurs composés du mucus qui permettent in fine de maintenir son I'équilibre hydrique(19).

Cellules club

Les cellules club (anciennement cellules de Clara) sont majoritairement retrouvées dans les
voies distales, au niveau des bronchioles(20). Elles sont capables de synthétiser du surfactant
alvéolaire(21). Elles sembleraient également pouvoir se transdifférencier en cellules ciliées ou

sécrétrices(16).
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lonocytes

Les ionocytes sont le type cellulaire découvert le plus récemment grace a un séquencage
d’ARN en cellule unique de cellules bronchiques humaines et trachéales de souris(22,23).
Considérées comme des cellules épithéliales pulmonaires rares, I'expression des ionocytes
décroit au fil des ramifications pulmonaires(24). De maniére intéressante, les ionocytes ont
une expression importante de la protéine Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator (CFTR), mutée dans le contexte de la mucoviscidose. Il n'y a toutefois pas de
différence d’expression de ce type cellulaire entre patient mucoviscidosique et sujet sain(24).
Ces cellules pourraient représenter un axe de recherche intéressant pour le traitement de la

maladie(25,26).

Cellules neuroendocrines

Les cellules neuroendocrines pulmonaires (PNEC) représentent seulement 1% des cellules
épithéliales pulmonaires(27). Elles posseédent de nombreux roéles dont celui de
chimiorécepteur des voies aériennes lié a une sécrétion de substances bioactives(28). Elles
ont également été montrées dans le poumon adulte comme pouvant déclencher des réponses
immunitaires(29). Les PNEC présentent aussi des compétences de cellules pluripotentes

capables de donner des cellules club ou ciliées apres une lésion tissulaire.

Pneumocytes

Les pneumocytes de type | et Il sont les principaux composants de |'épithélium alvéolaire.
C’est a ce niveau terminal de I'arbre trachéo-bronchique qu’est réalisé la diffusion des gaz
entre le sang et la lumiere des voies aériennes. Présents de maniére quantitativement
comparable, les pneumocytes | représentent toutefois 94% de la surface alvéolaire et les
pneumocytes Il seulement 4%(30). Les pneumocytes | sont des cellules plates et allongées qui
permettent I'échange de gaz. Les pneumocytes Il disposent quant a eux de nombreuses
fonctions allant de la synthese du surfactant alvéolaire permettant de maintenir la tension de
surface alvéolaire(31), la coordination de la réponse immunitaire ou encore le role de

progéniteur des pneumocytes 1(32,33).
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L’évolution de la composition cellulaire au fil de I’arbre trachéo-bronchique a un impact sur
les capacités de régénération et de réparation de I'épithélium local. Certaines études ont
évoqué, a tort, la possibilité du recrutement de cellules multipotentes depuis la moelle
osseuse jusqu’au site de lésion pulmonaire(34). D’autres études sur modele animal(35) ont
finalement lié ces processus de réparation avec I'action de cellules épithéliales progénitrices
endogénes des voies aériennes. Le renouvellement cellulaire survient suite au vieillissement
ou a une lésion. Ceci est fréquent dans les voies aériennes antérieures et beaucoup moins
fréquent dans les parties terminales moins confrontées aux agressions extérieures(36). Peu
d’études permettent de déterminer la durée de vie moyenne des différents types cellulaires
pulmonaire en condition basale. Mais des expérimentations réalisées sur la souris montrent
que les cellules épithéliales ciliées pulmonaires ont une demi-vie moyenne de 17 mois(37).
Que ce soit en condition basale ou lésionnelle, plusieurs types cellulaires jouent ce role de
progéniteurs cellulaires locaux. Outre les cellules rares, neuroendocrines et ionocytes(38), des
études de marquages cellulaires in vivo et de différenciation in vitro ont révélé les importantes
capacités progénitrices des cellules basales et club. Au regard de leur expression, les cellules
basales représentent la majeure partie de la régénération dans les premieres ramifications de
I'arbre trachéo-bronchique(14,15).Elles possédent une forte capacité de prolifération et de
différentiation, ce qui leur permet de renouveler I'épithélium bronchique(39). Quant aux
parties terminales de l'arbre, la présence importante de cellules club dans les bronchioles
terminales et respiratoires(20) fait d’elles les principales sources de régénération de cette
zone. En effet elles ont été montrées dans des processus de prolifération et de

renouvellement de I'épithélium bronchiolaire(14,40,41).

c. Epithélium des voies aériennes, la fonction de barriére

Le poumon est, avec la peau, le seul organe qui est en contact direct avec
I'environnement. Les volumes d’échanges gazeux conséquents et la fréquence de ceux-ci
augmentent la possibilité de contact avec des particules et microorganismes pathogenes
inhalés (stress environnemental). Cela implique d’avoir des mécanismes efficaces de lutte

contre ces agressions environnementales. L'épithélium des voies aériennes permet, en plus
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de réchauffer et d’humidifier I'air inspiré, de le nettoyer. En effet, il permet via 3 moyens
différents de protéger I'espace sous-épithélial : les jonctions intercellulaires, la sécrétion de
molécules antimicrobiennes et le processus de clairance mucociliaire. Un défaut de ces
mécanismes de défense peut étre associé a une répétition des infections par des agents
pathogenes suivie d’une altération de I'épithélium. C’est notamment le cas dans des
pathologies telles que la mucoviscidose, la BronchoPneumopathie Chronique Obstructive

(BPCO) ou encore la dyskinésie ciliaire.

Les jonctions intercellulaires sont des structures situées a la membrane plasmique qui
permettent de lier deux cellules adjacentes et d’assurer la cohésion de I'épithélium. Au niveau
de I'épithélium des voies aériennes, on peut en distinguer trois types différents : les jonctions
serrées, les jonctions adhérentes (toutes deux situées au niveau des membranes apico-
latérales(42)) et les desmosomes.

Les jonctions intercellulaires different par leur composition. Les jonctions serrées sont
composées de diverses protéines transmembranaires parmi lesquelles on retrouve
I'occludine, la claudine ainsi que des protéines d’échafaudage zonula occludens (Z0)(43). Les
jonctions adhérentes sont quant a elles composées de E-cadhérine et de caténine(44). Enfin,
les desmosomes ont une composition proche des jonctions adhérentes puisque composées
de cadhérine desmosomale (desmoglein et desmocollin)(45). Du point de vue fonctionnel, les
jonctions serrées régulent le transport paracellulaire d’ions et de solutés(46). Les jonctions
adhérentes permettent I'adhésion entre cellules adjacentes mais elles stimulent aussi la
formation de jonctions serrées(46). L’action de jonction de ces structures est étroitement liée
avec le cytosquelette. En effet, les jonctions serrées et adhérentes ancrées dans les
membranes plasmiques vont se lier au cytosquelette d’actine(43) ce qui entraine sa
réorganisation et influence aussi la forme des cellules(47). Les desmosomes quant a eux, se
lient aux filaments intermédiaires et participent ainsi a la résistance aux contraintes
mécaniques(48). Ensemble les jonctions intercellulaires permettent également de maintenir
la polarité cellulaire de I’épithélium(49).

Les jonctions cellulaires des voies aériennes forment donc une structure dynamique qui
s’adapte au stress mécanique induit par la respiration(50), au stress environnement mais
également au passage de solutés et d’ions(51). Tout cela dans le but de maintenir la fonction

de barriere.
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Les cellules épithéliales de voies aériennes forment également une barriére biochimique a
I’encontre des microorganismes pathogénes (Figure 4.A). Elles sécretent un grand nombre de
molécules antimicrobiennes dans la lumiére des voies aériennes: des enzymes, des
inhibiteurs de protéases, des peptides antimicrobiens et des oxydants. On y retrouve
notamment le lysozyme, une enzyme particulierement importante puisqu’elle perturbe les
enveloppes des bactéries Gram-positif et négatif(52). La lactoferrine, une protéine aux
propriétés antibactériennes(53) et antivirales(54). La sécrétion d’inhibiteurs de protéases tels
gue |'élastase permet de maintenir un équilibre avec les protéases sécrétées par des agents
pathogenes et des cellules immunitaires(55) dans les voies aériennes. Parmi les nombreux
peptides antimicrobiens que I'on retrouve dans la lumiére des voies aériennes, il y a les B-
défensines humaines (hBD)(56). L'une d’elles, hBD2 est notamment sécrétée lorsqu’un facteur
de virulence (le lipopolysaccharide) de la bactérie Pseudomonas aeruginosa est détecté(57).
Enfin, les cellules épithéliales sont également capables de synthétiser des molécules

oxydantes telles que I'oxyde nitrique (NO), connu pour avoir une action antivirale(58).
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Figure 4 : lllustration des défenses antibactériennes bronchiques.

A) Schéma représentant l'impact des mécanismes antibactériens sur la charge bactérienne
bronchique. B) Représentation du processus de clairance mucociliaire. Les bactéries vivantes (vert) ou
tuées au préalable par les molécules antibiotiques (rouge) sont amenées hors des poumons grace au
mouvement du mucus. Adapté d’aprés Stoltz et al., 2015 (DOI: 10.1056/NEJMra1300109).

Enfin, le troisieme élément permettant de protéger les voies aériennes du stress
environnement est le processus de clairance mucociliaire (Figure 4.B). Il s’agit d’'un mécanisme
complexe nécessitant le bon fonctionnement de plusieurs variables afin d’étre efficace. Ce
processus prend majoritairement place au niveau bronchique et s’appuie sur la présence d’un
mucus tapissant la lumiere des voies(59). Ce mucus va piéger les microorganismes et
particules inhalées. Puis les cils des cellules ciliées vont alors battre de maniére coordonnée
afin de faire remonter le mucus chargé de pathogenes vers le pharynx et ainsi I’éliminer de
I'arbre trachéo-bronchique via ingestion ou expectoration. Concernant le mucus, celui-ci est
composé de pres de 200 protéines parmi lesquelles on retrouve les mucines, des macro-
glycoprotéines qui permettent de structurer le mucus et de lui donner ses propriétés
rhéologiques(60). Il existe différents types de mucines mais deux prédominent(61) : MUC5AC
(produite par les cellules caliciformes(62)) et MUBSB (produites par les cellules séreuses(63)).
L’hydratation du mucus est un parameétre qui doit étre maintenu via un équilibre ionique de
Chlorure Cl- et de Sodium Na+(64) réalisé grace a divers canaux présents sur les membranes
apicales de cellules de voies aériennes. Cela permet d’obtenir un équilibre hydrique entre
I'épithélium et le mucus qui le surplombe et ainsi des propriétés physico-chimiques optimales
pour le mucus.

Le battement coordonné des cils des cellules ciliées permet donc de « pousser » le mucus. La
vitesse de battement est alors un élément important pour permettre le mouvement du
mucus(65). Afin d’effectuer leur oscillation de la maniere la plus optimale, les cils sont
entourés d’un liquide dit periciliaire moins visqueux que le mucus. Il est épais d’environ 7um

soit la longueur moyenne des cils et il agit comme couche lubrifiante(65).
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d. Cellules immunitaires des voies aériennes

Afin d’assurer la protection du microenvironnement pulmonaire face aux agressions
extérieures, I'épithélium bronchique est, en plus des fonctions de barriére, capable
d’orchestrer la réponse immunitaire innée. Les cellules épithéliales jouent un réle de cellules
sentinelles de I'immunité. Elles sont capables de détecter un grand nombre de
microorganismes pathogénes via leurs Pattern Recognition Receptors (PRR), un groupe de
récepteurs spécifiques membranaires, cytosoliques ou endosomaux. Ces PRR sont capables
de reconnaitre un grand nombre de motifs associés a des pathogénes ou Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMP)(66) ainsi que des signaux de danger cellulaire. La reconnaissance
des PAMP par les PRR peut-étre due a un contact direct entre le récepteur cellulaire et le
microorganisme pathogéene ou un produit sécrété par ceux-ci. On retrouve notamment parmi
les PRR, les Toll-Like Receptor (TLR). Au nombre de dix (TLR1-TLR10) ceux-ci sont tres
conservés chez les vertébrés(67). Dans le cas d’une infection par la bactérie a Gram-négatif
Pseudomonas aeruginosa, ce sont les TLR4 et TLR5 membranaires qui sont responsables de Ia
reconnaissance des facteurs de virulence de cette bactérie. lls reconnaissent respectivement
le Lipopolysaccharide (LPS)(68) et la flagelline(69). La reconnaissance des pathogénes par les
cellules épithéliales leur permet de produire des chimiokines et cytokines (IL-6, CXCLS, IL-1B,
MCP-1 ...) entrainant le recrutement de cellules phagocytaires sur le site de I'infection(70). Au
niveau bronchique on peut retrouver des monocytes(71) ou encore des polynucléaires

neutrophiles(72).

Un récent séquencgage d’ARN sur cellules isolées provenant de I’'ensemble des voies aériennes
(supérieures et inférieures)(73) montre un ratio intéressant quant aux différents types
cellulaires présents : 89% de cellules épithéliales et 6.2% de cellules immunitaires. Au sein de
ces cellules immunitaires ont été retrouvées des cellules de type myéloide telles que des
monocytes et des macrophages, majoritairement dans les prélévements des voies inférieures.
Ont également été trouvées des cellules dendritiques dans les prélevements des voies
supérieurs et inférieurs. Concernant ces cellules dendritiques, il a été montré qu’apres leur
production dans la moelle osseuse, celles-ci migraient dans divers organes et notamment le
poumon pour y devenir résidantes au niveau de la muqueuse des voies aériennes(74). Une
fois matures, les cellules dendritiques présentent de nombreux récepteurs et peuvent jouer

leur role de cellules présentatrices d’antigenes.
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2- Mucoviscidose, vue d’ensemble

a. Historique et épidémiologie

La mucoviscidose ou Cystic Fibrosis (CF) en anglais est la maladie génétique rare
mortelle (a transmission autosomique récessive) la plus fréquente dans les populations
d’Europe, d’Amérique du Nord et d’Australie(75). Dans les années 50, les travaux du
généticien espagnol Xavier Estivill ont estimé I'apparition de plusieurs des mutations
responsables de la mucoviscidose a, il y a environ, 30 a 50 000 ans(76) (77).

Mais c’est a partir du XVeme siecle que I’on retrouve les premiéres traces écrites évoquant la
maladie. Une description présumée de la pathologie a été réalisée en 1595 par Pieter Pauw,
un professeur d’anatomie des Pays-Bas ayant réalisé I'autopsie d’une enfant de 8 ans durant
laquelle il rapporte I'observation d’un pancréas cirrhotique. Au cours des siecles suivants
plusieurs rapports d’autopsies évoquent une affection pancréatique similaire chez de jeunes
enfants décédés. En plus de cette atteinte, sont également évoqués des retards de croissance,
des cas de malnutrition et des diarrhées. Un premier cas d’iléus méconial est décrit en 1838

par le pathologiste Carl Von Rokistansky.

C’est en 1936 que pour la premiere fois le terme de zystischer Pankreasfibromatose, ou fibrose
kystique du pancréas, est utilisé par le pédiatre suisse Guido Fanconi von Grebel, pour décrire
cette pathologie infantile. Puis en 1938 est publié par Dorothy Andersen un article de
référence(78). Elle y décrit dans une vaste étude clinique menée sur 49 enfants les symptomes
de la maladie (obstruction intestinale et complications respiratoires notamment) ainsi que les
conséquences histologiques sur le pancréas. Elle permet ainsi de faire évoluer cette affection

aux symptéomes multiples vers une pathologie reconnue, la mucoviscidose.

En 1989, trois publications simultanées évoquent l'identification du gene muté responsable
de la mucoviscidose(79-81). Il s’agit du géne situé sur le bras long du chromosome 7 (7q31)
et codant pour la protéine membranaire Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator (CFTR). Les auteurs montrent également que chez 70% des patients échantillonnés,
est retrouvée une délétion de trois paires de bases entrainant une délétion d’une

phénylalanine en position 508 (F508Del).
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Aujourd’hui, la mucoviscidose est considérée comme une maladie rare puisque I'on estime
son incidence a 1 naissance sur 3500 a 5000(82). Sa prévalence varie selon les régions du
monde et les ethnies, la majorité des cas se trouve dans les pays occidentaux (Europe,
Amérique du Nord, Austalie). On estime aujourd’hui qu’il y aurait entre 70 000(83) et 105 000
patients (American Cystic Fibrosis Foundation) atteint de mucoviscidose dans le monde.
Toutefois, la théorie selon laquelle la mucoviscidose serait une pathologie presque
exclusivement retrouvée chez des individus d’origine européenne évolue. En effet, malgré un
faible nombre de cas détectés en Asie, celui-ci est tout de méme suffisant pour nécessiter
I'ouverture de centres de soins spécifiques de la mucoviscidose dans des pays tels que
I'Inde(84).

En France, le registre francais de la mucoviscidose 2022 publié par I'association Vaincre la
Mucoviscidose nous permet de disposer de nombreuses données sur |I’évolution de la
pathologie et des patients depuis les années 1990. On observe qu’il y a a ce jour 7743 patients
qui ont été recensés. Et ce nombre ne cesse de croitre au fil des années, notamment grace au
recul de I’age au déces et a I'augmentation subséquente de la proportion de patients adultes
dans la population mucoviscidosique. Ils représentaient 17.8% de la population en 1992
contre 62.5% aujourd’hui (Figure 5). Ainsi 'age médian au décés a été considérablement

décalé en passant de 27.8 ans en 1992 a 40.8 ans en 2022 (Table 1).

8000 == Enfants
7500 Adultes
7000

6500
6000
5500
5000
4500
4000
3500
3000

2500 17.8% II.

2000 37.5%
1500
1000 (11
so0] 8

0

62.5%

Nombre de patients

Figure 5 : Evolution du nombre de patients CF depuis 1992.
Bleu clair : proportion d’adultes; Bleu foncé : proportion d’enfants dans la population CF. Extrait du
registre francais de la mucoviscidose, bilan des données 2022.
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2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022

Nombre de décédés 55 | 59 | 73 | 47 | 57 | 60 | 62 | 43 | 47 | 46 | 56

Tauxbrutdemortalité¢ | o | g5 | 195 75 | 85 | 88 | 89 | 60 | 65 63 | 75
(pour 1000)

Age moyen 322 | 35.6 | 295 | 355 | 32.4 | 358 | 34.8 | 35.6 | 37.0 | 42.5 | 44.2
Age médian 27.8 | 322 | 27.4 | 325 | 282 | 33.8 | 31.7 | 359 | 33.0 | 39.1 | 40.8
Age minimum 22 | 11 | 01 | 90 | 16 | 60 | 7.3 | 04 | 03 | 12.8 | 215
Age maximum 884 | 825 | 71.2 | 83.2 | 81.7 | 743 | 80.9 | 65.9 | 85.8 | 82.2 | 82.2

Table 1 Evolution de caractéristiques d’age chez les patients CF depuis 2012
Adapté d’apres du registre francais de la mucoviscidose, bilan des données 2022.

b. Dépistage néonatal

En France, avant 2002 il n’existait pas de dépistage systématique de la mucoviscidose.
Le diagnostic était posé apres une période plus ou moins longue d’apparition des symptomes.
On retrouvait parmi les différents signes cliniques : I'iléus méconial, des diarrhées graisseuses
et desinfections répétées des voies respiratoires. Le constat de ces symptomes menait ensuite
a laréalisation d’un test de la sueur qui, s’il était positif était suivi d’une recherche de variants

du géne CFTR.

A partir de 2002, un dépistage néonatal (DNN) systématique sur I'ensemble du territoire
francais a été mis en place. Celui-ci a permis une réduction drastique du temps avant la prise
en charge des nouveaux patients. Ce DNN comporte plusieurs étapes clairement établies et
permet ainsi de détecter la quasi-totalité des nouveaux patients. Il débute par un dosage
sanguin de la trypsine immunoréactive (TIR), une enzyme pancréatique qui, si elle présente
des taux élevés peut étre un signe d’anomalie pancréatique fcetale ou post-natale. Ce dosage
est insuffisant pour établir le diagnostic de mucoviscidose mais il permet tout de méme de
détecter prés de 95% des nouveau-nés atteints de la pathologie. Il faut ensuite réaliser une
analyse moléculaire de CFTR pour la recherche de variants. Il faut noter que ces tests sont
optimisés pour éviter au maximum les faux-négatifs et permettent d’identifier plus de 96%
des variants(85). Si deux variants sont identifiés alors le diagnostic est confirmé avec un
examen clinique du nouveau-né et un test de la sueur. Le nouveau-né atteint et les parents
seront alors redirigés vers un Centre de Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose
(CRCM). Créées en 2002, ces structures hospitaliéres sont au nombre de 45 en France et ont

de multiples objectifs. lls permettent de délivrer aux parents et aux malades des informations
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claires sur le diagnostic et les stratégies thérapeutiques. Ces centres proposent également des
consultations de spécialistes pluridisciplinaires permettant ainsi de prendre en charge les
atteintes multi-organes de la pathologie. Enfin ces centres tiennent des activités de recherche

permettant de suivre les patients et de centraliser les données recueillies.

Il existe deux autres cas de diagnostic prénatal de la mucoviscidose. Ceux-ci interviennent
d’une part lors d’une fécondation in vitro et apres conseil génétique. Il peut alors étre réalisé
une analyse génétique afin de sélectionner un embryon sain. Ou d’autre part, lors de la
grossesse aprés un conseil génétique ou une anomalie échographique, il est possible de

réaliser une amniocentese afin de procéder a une analyse génétique de I'embryon.

c. Variants du gene CFTR et rbles de la protéine CFTR

Depuis la découverte du géne CFTR responsable de la mucoviscidose en 1989, plus de
2000 variants ont été répertoriés et parmi lesquels on en retrouve plus de 700 considérés
comme pathogénes. Ce gene est composé de 230kb et possede une région codante composée
de 27 exons(86). La protéine du méme nom est un canal transmembranaire de 1480 acides
aminés retrouvé au niveau de la muqueuse de différents organes(87) : poumons, intestins,
foie, pancréas, ... Elle fait partie de la famille des ATP Binding Cassette (ABC) proteins, des
transporteurs de différents substrats au moyen de I’hydrolyse de I'ATP. L’activité principale
de la protéine CFTR est d’agir comme un canal pour les ions chlorures (Cl-). Elle est également
responsable de la régulation d’autres canaux ioniques tels que ENaC(88), un canal
membranaire épithélial pour les ions sodium (Na+). La protéine CFTR a aussi un réle dans
diverses régulations cellulaires : transport du bicarbonate (HCO3-)(89), métabolisme des
lipides. La fonction de CFTR se révele donc cruciale pour maintenir I'équilibre osmotique et
par extension I'équilibre hydrique entre I’épithélium et le mucus qui le surplombe (comme par
exemple au niveau bronchique). Cet équilibre permet de maintenir I’hydratation et la viscosité

du mucus.

Parmi les 2000 variants du géne CFTR qui ont été décrits, un certain nombre ont un impact sur
la production de la protéine ou I'altération de sa synthése, de sa fonction ou encore de sa
stabilité membranaire. Une classification en sept groupes (classe | a VII) a été proposée (Figure

6) selon le type de mutation et I'impact sur la protéine produite(90).
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Les mutations de classe | regroupent un ensemble de variants induisant un codon stop ou un
décalage du cadre de lecture terminant prématurément la transcription de CFTR. Cela
entraine une production nulle ou fortement réduite de la protéine. Le variant de classe | le
plus représenté en France est G542X, retrouvé chez 5.5% des patients.

Les mutations de classe Il menent a un repliement aberrant de la protéine CFTR ce qui induit
un arrét prématuré de sa maturation par la machinerie cellulaire avant d’étre dégradée par le
protéasome. La quantité de protéine CFTR a la membrane apicale des cellules se retrouve
alors fortement diminuée. Dans cette classe on retrouve le variant F508Del, une mutation
fortement retrouvée dans la population mucoviscidosique francaise puisque présente chez
83.2% des patients.

Les mutations de classe Il permettent d’obtenir des quantités acceptables de CFTR a la
membrane toutefois la régulation de I'ouverture du canal est altérée ce qui impacte fortement
les échanges ioniques. On y retrouve le variant G551D qui touche 1.8% des patients francais.
Les mutations de classe IV alterent quant a elles la conductance du canal CFTR entrainant une
diminution des flux d’ions a la travers la membrane. Par exemple, le variant R117H qui touche
1.8% des patients francais.

Les mutations de classe V regroupent plusieurs types de variants entrainant une réduction de
la production de protéine fonctionnelle a cause d’anomalies de transcription ou d’épissage
alternatif. C’est le cas pour le variant A455E qui touche 0.7% des patients francais.

Les mutations de classe VI touchent a la stabilité de la protéine. En effet, celle-ci est produite,
maturée et menée a la membrane mais elle sera rapidement dégradée par I'activité
lysosomale cellulaire réduisant ainsi fortement les échanges ioniques.

Enfin, plus récemment une classe VIl des mutations de CFTR a été créée. Sa définition est liée
al'utilisation des récents traitements administrés aux patients, les modulateurs de CFTR. Cette
classe inclue les variants des délétions ou des décalages de cadre de lecture trop importantes

qui empéche la production d’ARNm, annihilant donc I’efficacité de ces traitements.
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Figure 6 : Les différentes classes de mutations du gene CFTR.
Adapté d’apreés Elborn et al., 2016 (90).

Cette classification est utile puisqu’elle permet de grouper les nombreux variants qui existent

selon des critere fonctionnels et/ou expressionnels. Mais elle présente des limites

importantes. En effet certains variants dont F508Del, la mutation la plus représentée dans la

population mondiale de patients, appartient a la classe Il mais elle pourrait également étre

placée dans les classes Ill et IV puisque cette mutation induit des altérations a plusieurs

niveaux.

Ces sept classes peuvent elles-mémes étre regroupées en deux types de mutations, les classes

IV et V sont dites des mutations de fonction résiduelle(90). Les patients ayant au moins une

de ces mutations présentent des symptomes amoindris de la mucoviscidose et/ou un

développement plus tardif(91,92) ; déclin plus lent de la fonction respiratoire, infections par

P. aeruginosa moins fréquentes, taux de chlorure diminués dans la sudation. A contrario, les

classes de mutation | a lll, VI et VII qui sont qualifiées de mutations a fonction minimales et

pour lesquelles la fonction de CFTR est nulle ou quasi nulle.
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3- Mucoviscidose, physiopathologie

a. Vue d’ensemble des atteintes multi-organes

Comme nous l'avons vu précédemment, la protéine CFTR est exprimée dans les
mugqueuses épithéliales de divers organes du corps. En tant que protéine canal, elle permet le
passage d’ions chlorure qui participent au maintien de I"homéostasie ionique entre les
épithélia ou elle est située et la lumiére les surplombant. Son altération peut avoir des impacts
divers en fonction des organes (voies respiratoires, tractus gastro-intestinal, glandes
sudoripares, appareil reproducteur, ...) (Figure 7). Aujourd’hui la principale cause de morbidité
et de la mortalité de la mucoviscidose est I'affection pulmonaire. Prés de 80% des décées
(Rapport annuel CFF 2011) peuvent étre imputés a des développements pulmonaires

obstructifs.

Voies aériennes et
poumons
Infection, inflammation et

obstruction Foie
Cirrhose

Glandes sudoripares J——

Grandes quantités de

NaCl libérées Intestins

Obstruction néonatale
(iléus méconial)

Pancreéas
Dysfonction exocrine et Appareil reproducteur
diabéte male

Infertilité obstructive

Figure 7 : L’affection multi-organe de la mucoviscidose.
Adapté d’aprés Grasemann et al., 2023 (82).

Au niveau épithélial, la protéine-canal CFTR est présente sur la face apicale des cellules. De
maniere générale, le transport ionique et fluidique a travers un épithélium peut se réaliser de
deux maniéres : par voie paracellulaire ou transcellulaire(93). La voie paracellulaire est un
processus passif régit par des gradients électrochimiques transépithéliaux et par la sélectivité

des jonctions cellulaires. La voie transcellulaire quant a elle fait intervenir diverses protéines
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canal. Il est communément admis qu’en condition physiologique il existe un équilibre entre
I'absorption d’ion Na+, majoritairement réalisée par le canal ENaC et la sécrétion de Cl- et de
bicarbonates HCO3- par plusieurs canaux mais dont le principal est le canal CFTR. La sécrétion
de solutés, dont Cl-, a la face apicale des épithélia créée une force osmotique permettant une
sécrétion d’eau para ou transcellulaire via les aquaporines(94). A contrario, I'influx d’ions Na+

va inverser le gradient osmotique et induire une absorption d’eau.

L’établissement de ces gradients ioniques permet donc d’induire des flux hydriques et ainsi,
dans le cas du poumon, de réguler I'équilibre ionico-hydrique du mucus(95) qui tapisse les
voies respiratoires.

Dans le cas de la mucoviscidose, au niveau pulmonaire I'absence ou la fonction réduite de la
protéine CFTR induit une diminution de la sécrétion de Cl- et de bicarbonates HCO3- dans la
lumiere des voies aériennes ce qui modifie le gradient osmotique. Il n’y a alors plus de
sécrétion d’eau mais au contraire une réabsorption de la part de I'épithélium(93). La principale
conséquence est la déshydratation du mucus bronchigue nécessitant pourtant une fine
régulation afin d’opérer le processus de clairance mucociliaire. Ce déséquilibre ionico-
hydrigue au niveau bronchique est problématique puisque le mucus déshydraté va étre mal
évacué par le battement des cils menant a son accumulation dans la lumiere. Il va alors se
créer d’une part, un micro-environnement local pro-inflammatoire délétere a long terme pour
I'épithélium bronchique(96) et d’autre part favoriser les infections par des microorganismes
pathogeénes qui ne sont plus dirigés vers le systéme digestif. L'alternance de ces phases
d’infection et d’inflammation va mener a I'altération de I'épithélium bronchique et au final au
développement de bronchectasie. Cela peut survenir tot chez les patients puisqu’on estime
gu’a I’age de 3 ans, un tiers des patients présente déja des signes de bronchectasie(97). Elles
sont causées par |'action déléteére directe des pathogeénes tels que les bactéries qui vont
coloniser ce microenvironnement. Mais la réponse immunitaire subséquente est également
délétere. En effet, il est relevé une présence accrue de neutrophiles au niveau bronchique, or
ils produisent des protéases telles que des élastases, cathepsine S ou métalloprotéases qui
peuvent s’attaquer a la barriere épithéliale et mener au développement de
bronchectasies(98—100).

Ainsi au niveau bronchique, cet enchainement d’obstruction, infection et inflammation méne
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a I'altération de I'épithélium bronchique, au déclin progressif de la fonction respiratoire et in

fine a une insuffisance respiratoire mortelle.

L'affection pulmonaire revét une importance primordiale dans le contexte de Ila
mucoviscidose mais le bilan clinique des patients montre également de nombreuses affections

extra pulmonaires. On en note notamment plusieurs au niveau du systeme digestif.

En contexte physiologique, le pancréas exocrine sécrete environ 2L(93) de ce qui est appelé le
suc pancréatiqgue, composé de bicarbonates HCO3- et d’enzymes digestives. Ce suc est ensuite
mené a l'intestin pour prendre part au processus de la digestion. Or dans le contexte de la
mucoviscidose, I'altération de la protéine CFTR induit une diminution de la sécrétion de Cl- et
de HCO3- dans les canaux pancréatiques modifiant ainsi les flux hydriques, de maniére
comparable a la situation bronchique. Cela entraine une obstruction des canaux
pancréatiques (pancréatite obstructive chronique), une séquestration des proenzymes
digestives menant a une malabsorption des nutriments pour le patient ainsi qu’une
dégradation du pancréas exocrine. L'obstruction peut méme survenir dés la naissance(101).
Ce mécanisme mene chez 80% des patients a une insuffisance pancréatique(102). De maniére
intéressante, on peut discriminer parmi les patients, deux populations : les patients qui sont
insuffisants pancréatique (classes de mutations de CFTR |, II, Ill et VII), 80% des patients
francais et ceux qui sont suffisants pancréatiques (classes de mutation de CFTR IV, V et VI) qui
peuvent développer une insuffisance pancréatique plus tardivement. Passée la premiére
décennie de vie des patients, il peut se développer un type de diabéte propre a la
mucoviscidose. Il touche pres de 22% des patients frangais. Ce diabéte présente des
caractéristiques du diabéte de type 1 : une diminution de la sécrétion d’insuline(103) suite a
la destruction des ilots de Langerhans. Et d’'un diabete de type 2 : développement d’une

résistance a l'insuline(104).

Concernant le systéme hépato-biliaire, de maniére comparable au mucus pulmonaire, la bile
produite dans la vésicule biliaire se retrouve déshydratée et ne peut plus étre correctement
acheminée(105) vers le systeme digestif. De plus, les pathologies hépatiques (18% des
patients francais) peuvent évoluer en cirrhose (4% des patients) pouvant étre couplée a une
hypertension portale (2%). Cette affection va nécessiter, dans certains cas, une

transplantation hépatique.
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Les glandes sudoripares sont elles aussi affectées. En contexte physiologique, elles permettent
de maintenir la température du corps. Cela se fait grace a la sécrétion de sueur composée
d’eau et de minéraux, dont majoritairement du NaCl. Dans le contexte de la mucoviscidose, la
réabsorption du NaCl libéré avec la transpiration est altérée. Cela en induit des quantités tres
importantes dans la sueur(93). Cette altération ne représente pas un probléme clinique grave
mais peut, dans un contexte de climat chaud, induire une perte importante de sel et d’eau

pour les patients.

Enfin, le systéme reproducteur des patients peut étre altéré. On estime que prés de 98% des
patients males sont stériles(105). La spermatogénése est normale mais I'aspermie est causée
par I'obstruction des canaux déférents. Les femmes (dans une moindre mesure que les
hommes) peuvent également avoir une fertilité réduite causée notamment par une

déshydratation de la glaire cervicale.

La mucoviscidose a donc une composante multi-organe qui est importante a prendre en
compte pour la prise en charge des patients. Elle nécessite des consultations par des équipes
multidisciplinaires et des traitements adaptés. En plus de cela, les anomalies de fonction par
organe peuvent se développer a des ages tres différents de la vie des patients (Table 2) ce qui

induit la nécessité d’avoir ub suivi permanant.

- 0al0ans 10a 20 ans 20a35ans >35 ans
Voies Colmatage Bronchectasie établie Bronchectasie avec Insuffisance
aériennes mucineux précoce hémoptysie / respiratoire /
pneumothorax greffe pulmonaire
Infections Staphylococcus S. aureus [ Pseudomonas | P. aeruginosa /[ autre ///
aureus aeruginosa Gram-négatifs
Pancréas Insuffisance /// Diabéte CF ///
exocrine
Foie Tests de fonction Cirrhose Hypertension portale Greffe du foie
anormaux
Intestin lleus méconial /] Syndrome ///
d’obstruction
intestinale

Table 2 : Anomalies fonctionnelles des organes chez les patients CF en fonction de I'age.

Adapté d’aprés Elborn et al., 2016 (90).
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b. L’atteinte pulmonaire : infections

Comme nous l'avons vu précédemment, I'affection pulmonaire au travers de la
diminution de la fonction respiratoire représente la principale cause de mortalité de la
population mucoviscidosique. Ce déclin respiratoire est lié aux variants de CFTR puisqu’ils
induisent une déshydratation du mucus menant a I'obstruction bronchique d’'une part et a
une altération du processus de clairance mucociliaire d’autre part. Au sein de ce micro-
environnement, la défaillance des défenses contre les pathogénes en fait un environnement
propice a de nombreux pathogénes qui vont coloniser la lumiére des voies aériennes. La
colonisation des bronches par des microorganismes est progressive, elle débute par une primo
infection par un pathogéne(106), a savoir la premiére infection pathogénique qui est détectée
dans les prélevements. Puis les infections deviennent récurrentes avant de devenir
chroniques. Cette présence de pathogénes au niveau pulmonaire et plus particulierement
bronchique induit de la part de I'épithélium une réponse inflammatoire. Se met alors en place
un cercle vicieux d’alternances de phases d’infections et d’inflammations qui se révélent

irréversiblement déléteres pour le micro-environnement bronchique(107).

Les infections bronchiques de la mucoviscidose sont causées par une large variété de
pathogenes aujourd’hui relativement bien catalogués. On trouve en premier lieu les agents
bactériens, pour lesquels plusieurs especes sont retrouvées. On note également une évolution
de la proportion de ces especes en fonction de I'age des patients (Figure 8). De maniére
intéressante, lorsque I'on se penche sur la prévalence des différentes especes bactériennes
pathogeénes en fonction de I'age, on retrouve des similitudes d’espéces et de proportions
entre deux cohortes frangaises et américaines(108). Ainsi durant les premiéres années de vie
des patients on retrouve notamment dans leurs expectorations(109) la bactérie
Staphylococcus aureus dite méticilline sensible. Puis, a des ages plus avancés, c’est
Pseudomonas aeruginosa qui voit sa proportion augmenter. Il s’agit des deux espeéeces
bactériennes les plus représentées au cours de la vie. S. aureus est retrouvée chez prés de

70% des enfants et des adolescents et P. aeruginosa chez pres de 50% des patients adultes.
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Figure 8 : Agents bactériens les plus fréquemment retrouvés au niveau pulmonaire dans la population
CF, par classe d’age.
Extrait du registre francais de la mucoviscidose, bilan des données 2022.

S. aureus est une bactérie de type coque a Gram positif. Elle est aérobie et anaérobie
facultatif(110). La population bactérienne de S. aureus peut étre divisée en deux groupes en
fonction de leur sensibilité a la méticilline (un antibiotique du groupe des B-lactamines) : les
souches sensibles (MSSA) ou résistantes (SARM). La pathogénicité des souches MSSA est
remise en question mais une étude a tout de méme montré que lorsqu’elle co-infectait avec
P. aeruginosa dans un contexte de mucoviscidose(111), cela résultait en une aggravation de
I'état clinique des patients. D’autre part les infections par des souches SARM se révelent étre
plus problématiques. Sa détection dans les voies respiratoires est associée a une survie plus
faible des patients(112). Les SARM ont également été associées avec plusieurs parametres de
mauvais pronostics : déclin accéléré de la fonction respiratoire(113) et augmentation des

hospitalisations(114).

P. aeruginosa est une bactérie bien connue et elle sera décrite plus en détail dans la prochaine
partie du manuscrit. Il s’agit d’un bacille a Gram négatif opportuniste. Elle ne colonise que
rarement les bronches de sujets sains mais dans le contexte de la mucoviscidose elle
représente un des principaux pathogenes. Sa détection dans les expectorations de patients

est synonyme d’un tournant dans la maladie puisqu’elle est associée a un déclin rapide et
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significatif de la fonction respiratoire ainsi qu’un déces prématuré(115). C'est au regard de sa
pathogénicité qu’ont été mis au point des programmes de traitements antibiotiques visant a
éradiquer la bactérie(116). Cette stratégie explique la diminution de sa prévalence dans les
populations américaine et francaise (~45% des patients en 2012 contre ~30% en 2022). Mais
elle pourrait également induire le développement de souches multirésistantes aux

traitements(117).

Outre ces deux especes bactériennes majoritaires, on peut en noter certaines autres
d’'importance : les especes du complexe Burkholderia cepacia. Il s’agit d’'un groupe de plus de
20 especes a Gram négatif. Ces especes présentent un intérét particulier puisqu’elles ont été
associées a un déclin de la fonction respiratoire des patients mucoviscidosiques(118). Elles
s’averent également étre source de préoccupation dans un contexte de transplantation
pulmonaire(119). L’autre espece bactérienne est Stenotrophomonas maltophilia, une bactérie
a Gram négatif. Il a été montré que l'utilisation de traitements antibiotiques visant P.
aeruginosa favorisait son développement(120). Elle s’avere poser des probléemes de mortalité

lors des processus de transplantation pulmonaire(121).

Outre les agents bactériens, les patients mucoviscidosiques se révélent également sensibles
aux infections fongiques et virales (Table 3). Les especes fongiques les plus fréquemment
isolées d’expectorations chez les patients sont du type Aspergillus(122). Les infections par ce
type fongique et notamment par Aspergillus fumigatus se réveélent souvent étre
asymptomatiques. Toutefois I'infection chronique par ce pathogene a été associé avec le
développement d’exacerbations pulmonaires(123) (phases durant lesquelles il y a une
augmentation des signes d’infections pulmonaires tels que la toux ou les expectorations). Il a
également été montré que les co-infections avec P. aeruginosa induisaient une réduction de

la fonction respiratoire(124).

Total %

Effectif total 7572

Aspergillus fumigatus 921 12.2
Autre aspergillus 215 2.8
Recherche de virus 1924 | 25.4
- Coronavirus 1002 | 13.2
- Grippe A 221 2.9
- Grippe B 11 0.1

Table 3 : Détection d’espéces fongiques et virales dans les prélévements pulmonaires de patients CF.
Adapté d’apreés le registre francgais de la mucoviscidose, bilan des données 2022.
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Enfin, le développement récent de tests rapides de détections permet de rendre compte du
réle des virus dans la mucoviscidose. Détectés chez prés de 25% des patients en France, on
estime que les virus les plus représentés sont le virus respiratoire syncytial (VRS), le rhinovirus
et les virus grippaux type A et B(125). Les infections virales sont associées a un risque élevé
d’exacerbations pulmonaires et a une réponse inflammatoire plus élevée. Il a également été

montré des cas de co-infection virus/bactéries (P. aeruginosa ou S. aureus)(126,127).

Ila été démontré que la transmission inter-patients des microorganismes pathogénes évoqués
ci-avant a été importante(128). Cela a donc nécessité la mise en place de protocoles dans les
structures hospitaliéres visant a sécuriser les contacts entres patients afin de limiter la

propagation des souches bactériennes pathogéenes.

Enfin, la susceptibilité a I'infection par des pathogeénes dont P. aeruginosa a été montrée
comme modulée en partie par des facteurs génétiques. Une étude portant sur des
jumeaux(129) a prouvé qu’il existait des modificateurs génétiques modulants I'infection par

P. aeruginosa et notamment I’age de la primo-infection.

c. L'atteinte pulmonaire : inflammation

L'autre composante importante de ['atteinte pulmonaire en contexte de
mucoviscidose est linflammation. En effet, une des caractéristiques de I'épithélium
bronchique dans ce contexte est le développement d’une inflammation chronique non
résolutive(98). Un débat existe aujourd’hui afin de déterminer si l'inflammation est
intrinsequement présente dans les poumons des patients mucoviscidosiques ou si celle-ci
nécessite une phase d’infection par des agents bactériens, fongiques ou viraux. En effet,
certaines études ont montré a partir d’autopsies de nourrissons que le tissu pulmonaire ne
présentait pas de signes d’inflammation(130). Mais d’autres études ont retrouvé des signes
de processus inflammatoire chez des nourrissons de 4 semaines(131). Si I'inflammation
précoce et intrinseque au tissu bronchique se vérifie, la composition altérée du mucus et sa
stagnation(132) ainsi qu’une conséquence directe des variants de CFTR(133) pourraient étre
autant d’explications quant a la genése d’un état inflammatoire. Le débat reste a ce jour

ouvert.
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Quoi qu’il en soit, la répétition des infections et le fait qu’elles deviennent chroniques induit
le développement d’un micro-environnement bronchique pro-inflammatoire chronique
caractéristique de la mucoviscidose. Celui-ci est caractérisé par une production permanente
de certaines cytokines. Ces molécules ont des actions diverses et variées allant du
recrutement de cellules immunitaires a leur activation ou encore la stimulation de la
réparation tissulaire(134). Des lavages broncoalvéolaires réalisés sur des patients
mucoviscidosiques ont révélés des taux élevés de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
TNF-a, IL-6, CXCL8 et IL-1B. Et a contrario une diminution des taux de cytokine anti-
inflammatoire IL-10(135). CXCL8 (ou IL-8) revét un intérét tout particulier dans le contexte
pulmonaire puisqu’elle est un chimioattractant pour les neutrophiles et permet leur

dégranulation, libérant ainsi leurs protéases(134).

La réponse de limmunité innée ainsi que le maintien de I'état inflammatoire est
majoritairement d{i aux polynucléaires neutrophiles. Ce sont les premiéres et les principales
cellules a migrer vers le systeme pulmonaire. Les neutrophiles sont considérés comme
responsables de la chronicité de I'inflammation dans les bronches. En effet, ces cellules ne
parviennent pas a éliminer les agents pathogénes et participent au contraire a la dégradation
structurelle de I'épithélium du patient. Les neutrophiles sont, en contexte non-mucoviscidose
efficace en tant que cellules immunitaires pour lutter contre les pathogenes (tels que
Pseudomonas aeruginosa ou Aspergillus Fumigatus(98)) toutefois leur trop grand nombre
ainsi que leurs sécrétions se révelent déléteres. Leur action est médiée par la libération de
plusieurs composants dont I'élastase et les oxydants(136) qui sont les plus importants. Mais
on retrouve également d’autres protéases telles que la cathepsine S et les métalloprotéases
matricielles. La détection de ces molécules dans des lavages bronchoalvéolaires de patients a
été associée avec des cas de bronchectasies précoces(137). Ensembles, ces molécules vont
dépasser les capacités de la réponse anti-protéase locale(138). Elles vont ainsi dégrader la
barriére épithéliale en s’attaquant notamment a la matrice extracellulaire(134) ou encore en
clivant des récepteurs immunitaires (des lymphocytes T ou du complément). Ces lésions
structurelles de I'épithélium bronchique vont mener au fil des cycles d’infection/inflammation

a des bronchectasies et potentiellement a des insuffisances respiratoires.
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d. Stratégies thérapeutiques pulmonaires et extra pulmonaires

Dés la premiére description documentée de la pathologie, le caractére multi-organe
de la mucoviscidose a représenté un challenge pour la prise en charge des patients. En effet,
la défaillance de plusieurs systémes physiologiques en simultané implique la multiplicité des
traitements et des prises en charge par des professionnels de santé. L'amélioration des
protocoles de soins et I'utilisation de nouvelles molécules a permis de faire progresser
I'espérance de vie des patient atteints de mucoviscidose de maniéere spectaculaire (Figure 9).

Passant de 7 ans en 1965 a plus de 40 ans aujourd’hui.
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Figure 9 : lllustration de I'espérance de vie des patients CF en lien avec les stratégies thérapeutiques
depuis 1930.

La courbe rouge représente |'espérance de vie des patients. A gauche les découvertes liées a la
pathologie. A droite les stratégies thérapeutiques. Adapté d’aprées De Boeck et al., 2020 (139).

Au cours du XXéme siecle, ce sont d’abord les probléemes du tractus digestif qui ont été pris
en charge. Les enfants malades insuffisants pancréatiques mourraient jeunes de problemes
de malnutrition(139) dus a un défaut d’assimilation des nutriments subséquent a
I'insuffisance pancréatique. Il a donc été développé un traitement visant a les supplémenter
en enzymes pancréatiques(140). Cela s’est ensuite accompagné du développement d’un
régime riche en calories et en graisses qui a amélioré plus encore |'état nutritionnel des

patients.

Il a ensuite fallu traiter I'affection du systéme respiratoire. La prise en charge est alors

symptomatique et a un triple objectif : lutte contre I'infection, I'inflammation et dégagement
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des voies aériennes. Le dégagement des voies aériennes est enseigné deés le plus jeune age au
moyen d’un ensemble de techniques actives ou passives visant a favoriser I'expectoration. Il
y a toutefois aujourd’hui un débat sur la réelle efficacité de ces techniques(141). A cela il faut
ajouter l'inhalation de molécules mucolytiques (tel que la dornase alpha(142)) et d’'une
solution saline hypertonique. Ces deux traitements inhalés ont fait leurs preuves en
permettant la réduction des exacerbations pulmonaires ainsi que I'amélioration de la fonction
respiratoire.

Il est également important de réguler I'état inflammatoire du micro-environnement
bronchique afin de trouver un équilibre entre une inflammation exacerbée délétere pour
I'épithélium et une inflammation insuffisante qui favoriserait I'infection pathogénique. A date,
en terme de traitement uniguement anti-inflammatoire, seul I'ibuproféne a forte dose a été
montré comme capable de limiter le déclin de la fonction respiratoire(143). Il existe a I'heure
actuelle un grand nombre d’études et d’essais cliniques qui visent a développer de nouvelles
molécules anti-inflammatoires s’axant sur |'activité antiprotéase ou antioxydante dans le
contexte de la mucoviscidose(98).

Enfin, le controle de I'infection par des pathogénes notamment bactériens est un des axes de
lutte principal. Cela passe par des traitements préventifs et curatifs d’antibiotiques. Les
principales molécules sont I'azythromycine, la tobramycine, I'aztréonam et Ia
lévofloxacine(144) qui sont dispensés localement (sous forme inhalées) et/ou
systémiquement. Bien que I'utilisation a haute dose et fréquence de molécules antibiotiques
améliore la survie des patients(145), cela induit également une pression de sélection sur les
especes bactériennes permettant ainsi le développement de souches multirésistantes dont
des souches de P. aeruginosa(146,147). Le probléme d’antibiorésistance se pose alors rendant

les pathogenes plus difficiles a éradiquer.

Enfin, lorsque la capacité respiratoire des patients est trop dégradée, ils peuvent subir une
transplantation pulmonaire bilatérale. Il faut pour cela que les patients aient une diminution
de la fonction respiratoire, une augmentation des exacerbations pulmonaires et un Volume
Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS) inférieur a 40%. La transplantation pulmonaire
présente des taux de survie de 60 a 70% a 5 ans(148). Toutefois, le recours a la transplantation

pulmonaire a drastiquement chuté en France passant de 102 en 2012 a 15 en 2022. Cela est
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notamment d0 a I'avénement d’une nouvelle génération de molécules pour les patients

mucoviscidosique : les modulateurs de CFTR.

e. Correcteurs et potentiateurs de la protéine CFTR

La décennie 2010 a représenté un réel tournant dans la thérapeutique des patients
atteints de mucoviscidose. En effet, précédemment les traitements prodigués étaient
uniquement tournés vers la symptomatique de la pathologie. Mais depuis plus de 10 ans une
nouvelle catégorie de molécules a fait son apparition, les modulateurs de la protéine CFTR.
Ceux-ci ciblent directement CFTR et dans le cas de la mucoviscidose, les protéines CFTR
dysfonctionnelles. La majorité des patients (plus de 80%) est éligible pour ces traitements
notamment ceux qui posseédent au moins une copie du variant F508Del de CFTR. Ces
molécules ont été identifiées via un criblage a haut débit qui a permis de déterminer
I'efficacité des composants chimiques a interagir avec la protéine CFTR(149). Il existe deux
classes de modulateurs de la protéine CFTR: les potentiateurs et les correcteurs. Les
potentiateurs sont des molécules qui se lient a la protéine CFTR déja présente a la membrane
et qui vont stimuler son activité en augmentant sa fréquence d’ouverture et sa conductance
ionique(150). Les correcteurs quant a eux sont des molécules qui vont cibler les défauts de
repliement et plus largement de maturation de la protéine CFTR(150). Parmi ces molécules ou
combinaisons de molécules de nouvelle génération on peut en distinguer deux qui ont été
commercialisées et qui ont fait leurs preuves. L'lvacaftor est la premiere a avoir regu une
autorisation de mise sur le marché en 2012. Il s’agit d’'une molécule potentiatrice de CFTR. Elle
permet de diminuer les quantités de Cl- dans la sueur, d’améliorer le VEMS de 10% et de
mener a un gain de poids(151). La qualité de vie des patient a également été améliorée avec
une diminution notable de la récurrence des exacerbations pulmonaires(152). Toutefois,
I'lvacaftor ne concerne que peu de patients et notamment pas les patients F508Del. Il a donc
été développé le Kaftrio, une trithérapie alliant un potentiateur (l'lvacaftor) et deux
correcteurs (I'Elexacaftor et le Tezacaftor) (Figure 10). Il a recu une autorisation de mise sur
le marché récente (2019 aux Etats-Unis et 2020 en Union Européenne). En plus de concerner
un plus grand nombre de patient (incluant les patients F508Del), le Kaftrio a montré des
améliorations notables de la fonction respiratoire, du gain de poids et une diminution des

exacerbations pulmonaires(151).
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Figure 10 : Schéma illustrant le mode d’action de la thérapie Kaftrio.
Adapté d’apres Bear et al., 2020 (DOI: 10.1016/j.cell.2019.12.032).

Les modulateurs de CFTR se révelent tres efficaces sur la fonction pulmonaire des patients.
Toutefois il est encore trop t6t pour déterminer si ces traitements ont un effet bénéfique sur
I'aspect infectieux de la pathologie chez les patients. Certaines études portées sur I'lvacaftor
ont montré que le microenvironnement bactérien semblait évoluer suite a ce traitement(153).
Mais d’autres études ont montré que, a long terme, la charge bactérienne notamment de P.
aeruginosa, ne semblait pas diminuer par rapport aux charges pré-traitements(154).
Concernant le Kaftrio, de plus amples investigations doivent étre menées. Malgré une
potentielle diminution de la présence bactérienne montrée par certaines études, les
microorganismes pathogenes seraient les mémes qu’avant le traitement(155). Une étude in
vitro a tout de méme montré que la trithérapie était capable de stimuler les mécanismes

antimicrobiens des neutrophiles
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Partie Il
Pseudomonas aeruginosa, carte d’identité

1- Généralités
a. Une bactérie a Gram négatif

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) anciennement dénommée bacille
pyocyanique est une bactérie a Gram négatif du genre Pseudomonas classée dans la famille
des Pseudomonadaceae. Cette famille bactérienne est aujourd’hui particulierement étudiée
du fait de I'implication de certains de ses membres dans des problématiques écologico-
sanitaires. Le genre Pseudomonas, étymologiquement Pseudo pour faux et Monas pour unité
unique en grec, a été décrit pour la premiere fois en 1894 par le botaniste allemand Walter
Migula. Il s’agit d’un des genres bactériens le plus représenté autour du globe (156). Plusieurs
de ces bactéries ont pu étre isolées dans des niches environnementales trés diverses allant de
climats tropicaux aux climats polaires. Le genre Pseudomonas posséde 3 especes pathogenes

majoritaires : P. aeruginosa, P. fluorescens et P. putida.

A

| IS

Figure 11 : Observation de P. aeruginosa au microscope électronique. Extrait de Ende et al., 1952 (DOI:
10.1017/s0022172400019392). B) Observation de P. aeruginosa au microscope électronique.
Extrait de Krzeslak et al., 2007 (DOI: 10.1007/978-1-4020-6097-7_15).
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Concernant P. aeruginosa (Figure 11), elle a été décrite pour la premiére fois en 1882
par Carle Gessard, un pharmacien francais dans « Sur la coloration bleue et verte des
bandages ». Il observe alors que la culture de cette bactérie présente une caractéristique bien
particuliére, une coloration bleue-verte. Il s’agit de la pyocyanine, un dérivé de la phénazine,
produite par la bactérie et qui lui donnera son nom : geruginosa provenant du latin aerugo
pour cuivre rouillé ou bleu verdatre (157). Comme nous l'avons évoqué précédemment, P.
aeruginosa est une bactérie pathogene opportuniste a Gram négatif, mobile et non sporulé
mesurant 1 a 5um de long pour 0.1 a 1um de large. Elle est capable de se développer de facon
aérobie mais est également anaérobie via le catabolisme de I’arginine, ce qui en fait d’elle une
bactérie anaérobie facultative. Du fait de sa capacité a pouvoir utiliser de multiples types de
molécules organiques pour ses apports en énergie, P. aeruginosa peut se développer au sein
de milieux de croissance minimaux (157). Son optimum de température se situe aux alentours
de 37°C mais elle peut résister a des températures allant de 4°C a plus de 40°C (157). Pris
ensemble, ces diverses caractéristiques de P. aeruginosa font qu’elle est métaboliquement
polyvalente (158). Cela explique également qu’elle puisse étre retrouvée dans un grand
nombre de niches environnementales proches des humains : sols humides, végétation ou
encore réserves d’eau stagnante.

La pathogénicité de cette bactérie, sur laquelle nous reviendrons plus en détail par la suite, a
été démontrée des 1889 (159) mais sa présence importante dans les pathologies dites
nosocomiales ont uniquement été notées a partir de la seconde moitié du XXe siécle. Elle est
aujourd’hui considérée comme I'une des trois principales causes d’infections opportunistes
nosocomiales. La relative facilitée a la cultiver et a l'identifier permettent de supputer
gu’avant cette période, sa non-détection dans les pathologies nosocomiales était due a une

moins grande prévalence des infections par cette bactérie.

Les années 2000 et la démocratisation des technologies d’analyse génomique ont
permis en 2000 le premier séquencage du génome de P. aeruginosa (160) (Figure 12). La
souche ayant été utilisée a I'époque est PAO1, une souche provenant d’'un prélevement
d’infection cutanée dans les années 1950. Elle est aujourd’hui utilisée comme souche dite de
laboratoire dans le monde entier. Avec 6.3 millions de paires de bases, ce fut a 'époque I'un
des plus grands génomes bactériens séquencé. Il est alors conjecturé que la grande taille du

génome de P. aeruginosa soit liée a une adaptation évolutive, lui permettant d’acquérir les
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capacités de tolérances environnementales qu’on lui connait. Ce séquencgage révele une
grande présence de geénes régulateurs notamment concernant des mécanismes de
catabolisme, d’efflux de molécules organiques (enzymes ou antibiotiques) ou encore des
systémes de chimiotaxie (adaptation de la motilité en fonction de molécules présentes dans
I'environnement) dont un impliqué dans la formation de biofilm. Ce sont autant de
caractéristiques pouvant expliquer la capacité de cette bactérie a développer des résistances

face a des molécules antibactériennes.

P. aeruginosa
6,264,403 bp

Figure 12 : Représentation du génome de P. geruginosa.

Le cercle le plus extérieur montre la position chromosomique en paires de bases, une coche
correspond a 100 kb. Les cases sont colorées selon la catégorie fonctionnelle des genes. Adapté d’apres
Stover et al., 2000 (160).

Plus récemment, la multiplication des séquencages de souches de P. aeruginosa couplée a un
traitement bio-informatique a rendu possible une analyse pan-génomique (161). Elle
représente 'ensemble des génes d’une espéece/d’un clade bactérien. Le but d’une telle
démarche est de permettre une étude en profondeur d’'une population au regard de sa
répartition géographique, ses phases évolutives ainsi que sa pathogénicité. Une analyse sur

plus de 1000 génomes de souches de P. aeruginosa de laboratoires et cliniques montre un
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total de 54 272 genes. Parmi lesquels seulement 665 sont communs et forment ainsi le
génome central. Il ressort de cette étude une ségrégation de la population bactérienne en 5
groupes entre lesquels la génomique liée a la résistance aux antibactériens et a la virulence
différent. Enfin, il y a été démontré le role important joué par le transfert horizontal de géne,

plus de 3000 plasmides de génes de résistance et de virulence ont pu étre identifiés.

b. Pathogénicité, incidence et différentes pathologies (épithélium)

P. aeruginosa est considérée, depuis le début du XXé siecle, comme un agent bactérien
présent de maniére quasi constitutive d’un grand nombre d’entités écologiques (sols, eaux,
végétaux). Toutefois de récentes études visent a revoir cette omniprésence de la bactérie
(162). Le bacille pyocyanique est en effet retrouvé dans ces nombreux milieux « naturels »,
toutefois dans des proportions moindres que dans des milieux anthropisés. Des prélévements
de divers milieux réalisés sur trois continents (Europe, Amérique du Nord et du Sud) révelent
une présence bien plus importante de P. aeruginosa dans des échantillons considérés comme
en contact avec une activité humaine accrue. Par exemple I'étude d’échantillons d’eau montre
une occurrence de prés de 70% de P. aeruginosa dans un contexte d’activité humaine intense

contre seulement 19% d’occurrence dans les échantillons sans activité humaine.

P. aeruginosa est un agent pathogene opportuniste multirésistant. En plus de cela, sa
forte capacité a pouvoir s’adapter a divers milieux environnementaux lui confere la possibilité
de provoquer un large spectre d’infections avec une gravité qui peut étre variable. Puisque
pathogéne opportuniste, P. aeruginosa va infecter majoritairement certaines catégories de
patients (163) parmi lesquels on retrouve des patients immunodéprimés, atteints du VIH ou
ayant développé une neutropénie suite a une chimiothérapie ou encore des patients avec une
|ésion cutanée importante (grands bralés). Les infections a P. aeruginosa peuvent affecter un
certain nombre d’organes différents mais parmi les pathologies les plus fréquemment
rapportées on retrouve I'endophtalmie, I'endocardite, la méningite, la pneumonie ou encore
la septicémie (164). La probabilité de guérison du ces infections opportunistes varie selon la

pathologie initiale du patient.
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En plus de ces types d’infections, les infections a P. aeruginosa jouent également un réle

primordial dans la physiopathologie de la mucoviscidose, discutées par la suite.

Selon un rapport de 2015 (165) réalisé par le Pr Jean-Christophe Lucet pour I'Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM), pres de 5% des patients
séjournant a I’hopital contractent une maladie nosocomiale. Soit pres de 750 000 patients par
an. La moitié sont d’origine bactérienne et dues principalement a trois pathogénes :
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. De plus, une étude
multicentrique réalisée sur plusieurs continents (166) dont I'Europe et qui avait pour but la
surveillance des infections nosocomiales révele que P. aeruginosa représente un probleme de
santé mondial. En effet, le pathogene représente une part non négligeable des infections
notamment dans les services de soins intensifs. L'origine de ces infections est reliée soit a des
infections secondaires suite a des brllures soit a des interventions médico-chirurgicales
invasives. Dans les services de soins intensifs, on retrouve trois types d’infections
majoritaires : les infections du systéme sanguin (bactériémie), urinaire ou respiratoire suite a
la pose de cathéters centraux ou urinaires ou suite a la mise en place de la ventilation

mécanique ou autre matériel attrayant a la ventilation/inhalation (167).

2- Pseudomonas, une bactérie pleine de ressources

a. Nombreux facteurs de virulence

La pathogénicité de P. aeruginosa repose notamment sur sa capacité a pouvoir
s’adapter a de nouveaux environnements. Ainsi, lorsqu’elle débute la colonisation d’un
nouveau milieu, tel qu’un tissu humain, elle va s’aider de ses facteurs de virulence (Figure 13).
Ce sont des structures fixes ou des molécules sécrétées ayant pour but de faciliter la
colonisation du micro-environnement local en fragilisant les cellules hétes d’'une part et de

permettre d’échapper a la machinerie immunitaire d’autre part.
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Figure 13 : Représentation schématique de la bactérie P. aeruginosa et de certains de ses facteurs de
virulence.

Les facteurs de virulence représentés seront développés par la suite mais ne tient pas compte de
I’ensemble des facteurs de virulence de la bactérie. Adapté d’apres Wagener et al., 2021 (214).

P. aeruginosa possede un tres large éventail de facteurs de virulence couvrant ses différents
besoins lors d’un processus d’infection (168) (Table 4). Toutefois leur production et leur
activation sont dépendantes du mécanisme de communication interbactérie, le quorum
sensing (169). Il est aujourd’hui supposé que le quorum sensing régulerait jusqu’a 10% des
génes de P. aeruginosa (157). La communication interbactérie forme un réel réseau de
signalisation complexe avec plusieurs composantes. Réalisée chez plusieurs especes, elle est
aujourd’hui tres étudiée chez P. aeruginosa (170). Le quorum sensing y est composé de quatre
systemes : Las, Rhl, Pgs et Igs capables de s’influencer et ou le systéeme Las joue le role de
régulateur (171). Parmi les quatre systemes qui existent, Las et Rhl sont les plus étudiés a ce
jour et ont un fonctionnement comparable. Ces ensembles sont composés d’un autoinducteur
synthase (Lasl ou Rhll) permettant la synthése de la molécule auto inductrice de chaque voie
HSL (3-ox0-C12-homosérine lactone ou C12HSL) pour la voie Las et BHL (N -butyrylhomosérine
lactone ou C4-HSL) pour le systéme Rhl (172). Ces molécules sont ensuite menées dans

I'espace extracellulaire via une pompe a efflux ou par diffusion simple avec d’étre captées/re-
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captées. Elles sont ensuite fixées par 'activateur transcriptionnel du systéme (LasR ou RhIR)

et qui va mener a la production de divers exoproduits et métabolites en réponse au signal

détecté (lectine A ou I'élastase A et B par exemple).

Mobilité Mode de vie Echappement | Résistance aux Cytotoxicité
biofilm immunitaire antibiotiques
- Flagelle - Alginate - Elastase - Pompes a - T3SS
- Pilide type IV | - Rhamnolipides | - Protéases efflux - LPS
- Enzymes - Exotoxine A
- Pyocyanine

Table 4 : Activités infectieuses de P. aeruginosa et facteurs de virulence associés.
Adapté d’apres Lee et al., 2015 (171).

Ce mécanisme de communication interbactéries permet notamment d’établir une réponse
coordonnée au sein d’'une population bactérienne dont des modifications du mode de vie
bactérien. Cela est particulierement important dans les premiers stades de l'infection en
permettant la mise en place d’agrégats bactériens, ou biofilms, a la surface d’un épithélium.
L'ancrage d’'une communauté bactérienne multi-cellulaire permet I'évolution d’une infection
aigué en une infection chronique. Pour P. geruginosa, le passage d’'un mode de vie mobile
(planctonigue) a un mode vie fixé (biofilm) (Figure 14) apporte des avantages cruciaux a la
colonisation : formation d’une barriére de protection face aux traitements antibiotiques ainsi
gu’aux réponses immunitaires de I’hote, facilitation du transfert horizontal de génes (173). Le
regroupement de bactéries en vue de la formation d’un biofilm s’accompagne de la synthése
d’une matrice robuste nommée substance polymére extracellulaire. Celle-ci est composée

d’exopolysaccharides (alginate, Psl, Pel), de protéines et d’ADN extracellulaire (174).
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Figure 14 : Observation d’un biofilm de P. aeruginosa en microscopie électronique.
Extrait de De Kievit et al., 2009 (173).

La fine régulation des communications interbactériennes permet au pathogéne
d’activer différents facteurs de virulence en fonction du stress environnemental détecté. P.
aeruginosa en posséde un grand nombre chacun ayant un objectif (favoriser I'adhésion, la
motilité, I'invasion ou encore inhiber les défenses immunitaires de I’h6te) mais dont le but

global est de permettre a la bactérie de coloniser le milieu.

Parmi ces facteurs, on trouve des molécules membranaires dont le lipopolysaccharide
(LPS). C’est une molécule retrouvée chez la plupart des bactéries a Gram négatif et qui est un
composant habituel de la membrane externe de ces bactéries. Dans un contexte infectieux, le
LPS est responsable d’une partie des interactions entre la bactérie et 'hote (175) et pouvant
avoir un effet délétere sur I'épithélium. En effet, le LPS peut étre reconnu par les TLR des
cellules de I’h6te ce qui mene a l'activation de I'inflammasome et a la production de cytokines
pro-inflammatoires (176) TNF-a, IL-1B et IL-8 créant ainsi un micro-environnement
inflammatoire propice a 'apparition de lésions épithéliales. Le LPS est capable de stimuler la
production d’espéces réactives de I'oxygene ainsi que la surproduction de mucines de I'hGte
ce qui s’avere délétere (177). Il est également capable d’augmenter la perméabilité
paracellulaire d’un épithélium (178), aggravant alors le processus de colonisation bactérienne.
P. aeruginosa posséde un flagelle unique composée d’une structure de flagelline polymérisée.
Celui-ci s’ancre dans les membranes internes et externes et a une partie extrabactérienne. Le
flagelle est reconnu comme facteur de virulence d’'importance (179) puisqu’il confére de la
motilité a la bactérie et permet ainsi son installation dans des micro-environnement propices
a son établissement. Cet élément joue également un réle primordial pour le biofilm. Il permet
initialement aux pathogénes de se réunir afin d’établir I'agrégat puis il permet par la suite la

dispersion bactérienne lorsque cet agrégat se dissout (179).

Les pili dits de type IV sont des appendices filamenteux rétractables ancrés dans la double
membrane bactérienne et sont situés sur 'ensemble de la bactérie. lls sont composés d’un
assemblage de monomeéres de pilines majeures et mineures couplés a une machinerie située
a la base de ceux-ci. La fonction des pili est double, ils conferent motilité et adhérence au

pathogene. La machinerie motrice des pili leur permet I'alternance de cycles de rétractation
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et d’extension (180) créant ainsi une force qui permet a la bactérie de se mouvoir. D’autre
part les pili sont également impliqués dans la reconnaissance et I'attachement a des

récepteurs situés sur la face apicale de cellules épithéliales (181).

Enfin, P. aeruginosa exprime un groupe de facteurs de virulence aussi complexe
gu’hétérogene : les systémes de sécrétion (TSS). Ceux-ci sont capables de sécréter des
molécules vers le milieu extracellulaire ou directement dans le cytosol des cellules hotes
adjacentes (182). Aujourd’hui, il a été décrit chez P. aeruginosa pas moins de six systémes de
sécrétion (176) : systéme de sécrétion de type | a VI (T1SS a T6SS) ayant tous pour but
I'interaction avec les cellules hétes environnantes dans I'optique de faciliter la colonisation
bactérienne (183). Le mode d’action des TSS passe toujours par la libération de molécules
depuis le cytosol bactérien. Toutefois on peut distinguer deux groupes : les sécrétions directes
(T1SS, T3SS, T4SS et T6SS) et les sécrétions nécessitant une étape périplasmique (T2SS et
T5SS).

Parmi les six TSS, trois ont une importance toute particuliere. Le premier d’entre eux, le T2SS
(Figure 15) est considéré comme une voie de sécrétion générale vers le milieu extracellulaire
puisqu’il est polyvalent en permettant la sécrétion d’un important nombre d’exoprotéines. On
y retrouve des enzymes avec des activités diverses, notamment I'élastase LasB, une protéase
extracellulaire montrée comme ayant un impact sur I'élasticité du tissu pulmonaire (182). On
retrouve également des métalloprotéases ou des enzymes ciblant le métabolisme des lipides
membranaires de I’héte. Ensemble, les enzymes sécrétées par le T2SS participent au
développement de lésions tissulaires.

Le T3SS quant a lui est comparable a une « seringue moléculaire » (Figure 15) puisqu’il permet
d’injecter directement des toxines bactériennes dans le cytosol de la cellule ciblée. Il s’agit
d’un facteur de virulence particulierement important dans les infections par des bactéries a
Gram négatif. Quatre toxines bactériennes connues sont sécrétées par le T3SS : ExoS, ExoT,
ExoY et Exo U. Une étude menée sur des souches cliniquement isolées de P. aeruginosa (184)
révele que I'expression de ces toxines peut étre mutuellement exclusive et qu’elles ne sont
donc pas toutes sécrétées par les souches bactériennes. ExoU, injectée dans les cellules
épithéliales, va favoriser I'apparition d’un micro-environnement inflammatoire délétéere pour
les cellules au travers du recrutement de neutrophiles via I'lL-8. Cette toxine est également

capable, au moyen de son activité de phospholipase, de dégrader la membrane cellulaire,
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menant a la mortalité cellulaire (176). ExoY, dont I'activité n’est pas encore totalement claire,
semble se lier aux filaments d’actine et ainsi modifier I'organisation de ce cytosquelette. Il a
aussi été montré qu’elle avait, contrairement a ExoU une action inhibant la production de
cytokines pro-inflammatoires (185). ExoT, la toxine la plus répandue dans la population
bactérienne a un role de GTPase ayant pour but d’empécher la phagocytose et d’altérer la
barriere épithéliale (186). Enfin, ExoS est associée a des souches ayant de mauvais résultats
clinigues. Elle a été montrée comme impliquée dans des processus menant a la perturbation
du cytosquelette d’actine, I'inhibition de la synthéese d’ADN et in fine la mortalité cellulaire
(168,186).

Le T6SS (Figure 15), découvert plus récemment semble étre doté de fonctions aussi diverses
gu’essentielles parmi lesquelles la virulence, l'interaction entre bactéries ou encore la
compétition avec d’autres micro-organismes (176). La sécrétion via le T6SS nécessite souvent
le concours de molécules bactériennes cytoplasmiques. Une récente étude a montré que le
T6SS pourrait étre impliqué dans la formation initiale du biofilm de P. aeruginosa (187).

De maniére intéressante, P. aeruginosa est a méme de modifier I'expression des T3SS et T6SS
afin de s’adapter au mieux a son environnement. Ainsi les bactéries mobiles possedent
fréguemment un T3SS actif alors que les bactéries en mode biofilm présentent un T6SS actif
(188).
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Figure 15 : Systémes de sécrétion de type 2 (T2SS), type 3 (T3SS) et type 6 (T6SS) de P.

ageruginosa.
Les trois TSS sont des structures transmembranaires. Les T3SS et T6SS entrent en contact avec
la membrane de la cellule héte. Adapté d’aprés Qui et al., 2022 (176).
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b. Bactérie extracellulaire mais aussi intracellulaire

A sa découverte et durant la majorité du XXe siecle, P. aeruginosa a été considérée
comme un pathogene majoritairement extracellulaire. L'étude clinique d’épithélia infectés
par ce pathogene tels que la cornée, la peau ou les voies aériennes a d’abord montré
I'importance de I'adhésion de la bactérie aux épithélia puis de la colonisation des milieux afin
de déclencher une phase d’infection (189). De plus, I'étude approfondie des facteurs de
virulence et notamment du systéme de sécrétion de type 3 (T3SS) montre qu’il posséde une
activité anti-internalisation, a propos de laquelle nous reviendrons par la suite. Ce sont autant
d’éléments qui ont pendant longtemps oblitéré la capacité de P. aeruginosa a pouvoir

s’internaliser dans des cellules non phagocytaires.

L'une des premiéres observations de P. aeruginosa intracellulaire date de 1985 (190). Il s’agit
d’une étude d’un épithélium de cornée de lapin infecté par le pathogéne. Les auteurs ont alors
observé grace a la microscopie électronique a transmission (MET) la présence non
anecdotique de P. geruginosa a l'intérieur des cellules. Puis en 1991, il est montré avec la MET
gue la bactérie peut également étre retrouvée de maniére intracellulaire dans des cellules de
I'épithélium alvéolaire (lignée A549) (191) et qu’elles sont contenues dans des structures
vésiculaires endocytaires. Les auteurs montrent également que ces bactéries intracellulaires
sont viables. Ce dernier point se révele essentiel a I’étude des infections par P. aeruginosa. Le
fait que ce pathogene soit capable de s’internaliser et d’adapter son mode de vie pour survivre
au sein de cellules épithéliales pourrait ainsi lui permettre de jouir d’'une protection contre le
systeme immunitaire de I’h6te et les traitements antibiotiques. Cette capacité adaptationnelle
de la bactérie pourrait donc étre a prendre en compte dans la compréhension de la chronicité

ainsi que de la difficulté a traiter les infections.

La caractérisation d’un panel de souches de P. aeruginosa, notamment des souches
cliniguement isolées chez des patients, a permis de mettre en évidence une corrélation
inverse entre le potentiel cytotoxique de souches et leur potentiel a s’internaliser dans des
cellules épithéliales (192). Il est ainsi démontré qu’en fonction de la souche étudiée, la
pathogene aura soit une activité cytotoxique délétere pour I'épithélium menant a la mortalité
des cellules hotes. Soit une activité de pénétration des cellules épithéliales reposant sur le

maintien en vie des hotes eucaryotes. L'orientation vers I'un ou I'autre mode de vie bactérien
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est en partie due aux niveaux de sécrétion de I'ExoS (193) et des exo protéines PepB et PepD

(194) issues du facteur de virulence T3SS.

Plusieurs types d’interactions hote-pathogene impliquées dans les phases d’adhésion et
d’internalisation de P. aeruginosa ont été observées au sein de divers modeles cellulaires.
L'importance ou méme la survenue de chacun de ces types pourrait donc varier en fonction
de I"épithélium étudié ainsi que de la souche bactérienne utilisée. L'interaction hote-
pathogene représente la premiere étape de l'internalisation de la bactérie. Il a été montré que
la composition lipidique de la membrane des cellules hotes jouait un réle important dans les
interactions avec P. aeruginosa ce qui a un impact sur le processus d’internalisation. La
littérature souligne I'importance des phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PIP 3) (195) et
des glycosphingolipides puisque leur absence au niveau membranaire limite fortement
I'internalisation de P. aeruginosa (196). Plusieurs facteurs de virulence sont alors capables de
reconnaitre et de se fixer aux glycosphingolipides eucaryotes : les pili de type IV (197) et la

lectine A de surface bactérienne (LecA) (198) dans 'optique de l'internalisation.

Du coté de la cellule hote eucaryote, il a été démontré I'importance du remodelage du
cytosquelette d’actine des cellules eucaryotes hote pour I'internalisation de P. aeruginosa. En
effet, I'utilisation de cytochalasine D, un inhibiteur de la polymérisation du cytosquelette
d’actine montre une diminution de linvasion intracellulaire par la bactérie (199). Le
détournement de l'actine eucaryote par la bactérie serait en partie rendu possible par

I'utilisation des voies de signalisation MEK et ERK (200).

La phase d’invasion intracellulaire a proprement parler de cellules non phagocytaires
par P. aeruginosa est montrée comme reposant sur |'activité de ses facteurs de virulence. Le
T6SS a notamment été montré comme jouant un réle majeur dans cette phase. De plus, la
phase d’invasion est connue pour étre médiée par un réarrangement du cytosquelette
d’actine mais plusieurs études ont également démontré I'importance du cytosquelette de
microtubules.

Le T6SS et ses trois sous types (H1 a H3-T6SS) forme un systéeme de sécrétion capable
d’injecter dans la cellule hote un large éventail de toxines effectrices dont le réle n’est a ce

jour pas précisément décrypté pour toutes (201). Toutefois parmi I'ensemble des effecteurs
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sécrétés on peut en distinguer certains dont VgrG2b issu du H2-T6SS et dont la principale cible
est le complexe annulaire y-tubuline (yTuRC) qui permet d’influer sur la polymérisation des
microtubules (202). On trouve également les enzymes PIdA et PIdB issues du H3-T6SS
montrées comme liées au processus d’internalisation (203).

Enfin, le T3SS a aussi été montré comme impliqué dans les processus d’internalisation de P.
aeruginosa. Mais son implication est plus complexe puisqu’il a été montré que cela dépendait
des exotoxines sécrétées. En effet, deux d’entre elles sont capables de réduire I'invasion
intracellulaire de la bactérie de 94.4% pour ExoT et de 96% pour ExoS (204). Suggérant ainsi
gue le T3SS favoriserait la cytotoxicité des souches qui I'exprime et plus précisément en
fonction des exotoxines sécrétées (ExoS ou ExoU). Mais la complexité du T3SS réside dans le
fait que certaines souches caractérisées comme invasives ont été rapportées comme
exprimant ExoS (205). La sécrétion d’ExoS ne serait donc pas suffisante a inhiber
I'internalisation. Une des théories actuelles veut que le potentiel inhibiteur d’ExoS dépendrait

du type cellulaire visé (205).

La grande majorité des études menées sur 'internalisation de P. aeruginosa depuis
1980 a été menée in vitro sur des lignées cellulaires ce qui pourrait remettre en cause
I'importance voire méme la survenue de ce phénomene in vivo. Mais une étude récente
réalisée sur des explants pulmonaires de patients atteints de la mucoviscidose a permis de
détecter la présence intracellulaire de la bactérie (206). Soutenant ainsi la théorie selon
laquelle cette internalisation pourrait servir a la bactérie de réservoir a I'écart des stress
environnementaux et permettant ainsi la chronicité des infections. Enfin, une étude réalisée
in vitro mais avec des cellules de I'épithélium respiratoire différenciées révele que
I'internalisation T6SS-dépendante privilégierait I'invasion d’un type de cellules en particulier :

les cellules caliciformes (207).

c. Persistance intracellulaire

Depuis son identification jusqu’aux années 1980-1990, |’étude de la pathogénicité de
la bactérie était majoritairement axée sur son adhérence aux divers épithélia qu’elle colonise
(majoritairement les épithélia bronchique et cornéal). Toutefois, la découverte de son

caractere intracellulaire couplée a l'utilisation de la microscopie électronique a permis
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d’étudier la persistance de la bactérie a I'intérieur de la cellule héte (Figure 16). Plusieurs
études réalisées sur des cellules de cornée visant a comprendre le but de la présence
intracellulaire de la bactérie ont été publiées. Elles ont donné lieu a une opposition de
résultats entre les partisans d’une présence intracellulaire non délétére pour I'épithélium
(208) et ceux qui, au contraire, ont observé une altération de I'épithélium suite a cette

infection (190).
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Figure 16 : Observation en microscopie électronique de P. aeruginosa au sein de cellule de lignée A549.

P. aeruginosa intracellulaire (fleche noire) aprés 3h d’incubation. Divers composant cellulaires
observable : le noyau (N), I'appareil de Golgi (G) et les corps lamellaires (LB). Extrait de Chi et al., 1991
(191).

A I'heure actuelle, I'internalisation et la réplication de P. aeruginosa a été montrée au
sein de plusieurs types d’épithélia (dont I'épithélium bronchique) via ['utilisation de
différentes lignées cellulaires (205,209). Les études réalisées ont été aussi bien qualitative :
utilisation de la microscopie permettant de déterminer 'emplacement intracellulaire de la
bactérie, que quantitative: dénombrement des Unités Formant des Colonies (CFU)
intracellulaires pour rendre compte de la quantité et de la réplication bactérienne
intracellulaire.

L'imagerie a permis de montrer qu’apres son internalisation, P. aeruginosa se trouvait séparée
du milieu cytosolique en se retrouvant soit dans une vacuole périnucléaire soit dans une
membrane bleb (ou bulle membranaire) (210) (205). La rétention de la bactérie dans une

vacuole périnucléaire va rapidement étre associée a des marqueurs du lysosome ou a une
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acidification de celle-ci. La conséquence est délétére pour le pathogene puisque la réplication
va étre limitée et le pathogéne va, in fine, étre dégradé par la machinerie cellulaire (210).
L’alternative pour ces bactéries internalisées est la formation des bulles membranaires. Celles-
ci forment de réelles niches bactériennes intracellulaires ol, en plus d’étre séparées
physiquement du matériel cytoplasmique (dont le lysosome), les bactéries vont pouvoir
proliférer mais également se mouvoir au sein méme de la cellule (209). La mise en lumiére de
ces structures intracellulaires forge la théorie selon laquelle I'intracellularité de P. aeruginosa

lui sert de réservoir lors d’'une infection (205).

De nombreuses études ont visé a comprendre les mécanismes sous-jacents a cette orientation
binaire de P. aeruginosa. Elle a été montrée comme dépendante du T3SS et plus
particulierement de la toxine ExoS (211). ExoS est connue comme ayant un réle crucial dans
la survie intracellulaire de la bactérie. Ce qui est tout a fait paradoxal au vu de son activité
anti-internalisation évoquée précédemment. De maniere intéressante, cette toxine réalise
des activités diverses selon que la bactérie soit extra ou intracellulaire. Lorsque P. aeruginosa
traverse la membrane plasmique cellulaire, I’activité ADP-ribosyltransférase d’ExoS permet la
formation des bulles membranaires autour de la bactérie. Des expériences menées avec des
souches de P. geruginosa possédant un T3SS fonctionnel (avec sécrétion des exotoxines) ou
un T3SS absent/non fonctionnel montrent que lorsqu’il est présent, les bactéries sont
majoritairement retrouvées dans des bulles membranaires contrairement aux mutant délétés
qui sont alors majoritairement retrouvés dans des vacuoles acidifiées (212). A I'heure actuelle
il n’est toutefois pas encore clair si la toxine ExoS inhibe directement I'acidification du
compartiment bactérien ou bien si elle oriente directement la bactérie vers des

compartiments de type bulles membranaires.

Du point de vue quantitatif, peu d’études ont été réalisées au niveau de I'épithélium
pulmonaire. Une premiere étude de 1991 a été menée sur une lignée cellulaire de I'épithélium
alvéolaire : les A549 (191). Les auteurs montrent alors que les pathogéenes internalisés restent
viables au moins jusqu’a 4h post-infection suggérant que les bactéries sont capables de
persister au sein des cellules ou que tout du moins elles ne sont pas éliminées des leur
internalisation.

Plus récemment, en 2022 une autre étude menée cette fois sur une lignée cellulaire

bronchique, les BEAS-2B, révele que P. aeruginosa peut s’y internaliser et y persister pour des
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temps jugés expérimentalement long puisque allant jusqu’a 120h (213). Dans cette étude ont
été utilisées une souche de laboratoire (PAO1) et des souches isolées cliniqguement. De
maniere intéressante, la survie et la réplication intracellulaire des bactéries mais aussi la
cytotoxicité envers les cellules épithéliales varient de maniere importante entre les différentes
souches. De telles différences de cinétiques d’infection suggérent une grande hétérogénéité
dans la population de P. aeruginosa montrant I'existence de souches mieux adaptées au mode

de vie intracellulaire.

Aujourd’hui P. aeruginosa n’est plus considérée comme un pathogene exclusivement
extracellulaire. Toutefois son intracellularité partielle pousse a se questionner sur son
importance dans le processus d’infection de P. aeruginosa. Bien qu’elle ait été retrouvée in
vitro dans de nombreux types cellulaires différents et in vivo dans quelques études, il n’est a
I'heure actuellement pas clairement compris si le pathogéne s’internalise de maniere
déterminée et a dessein (multiplication et/ou échappement des traitement et systémes
immunitaires) ou bien si cette internalisation est provoquée par une pression

environnementale.

d. Pseudomonas et cytosquelette cellulaire

Le cytosquelette cellulaire est un ensemble de protéines cytosoliques capables de
s'associer afin de former des filaments (polymérisation) et de les décomposer
(dépolymérisation). Le cytosquelette est subdivisé en quatre groupes : actine, microtubules,
filaments intermédiaires et septines. Cette entité est impliquée dans un grand nombre
d’étapes clés de la vie de la cellule : division, structure, migration des organites, ... Mais les
protéines du cytosquelette ont également été montrées comme jouant un role dans les
interactions entre I’hGte et le pathogene et notamment avec P. aeruginosa. Ce lien entre le
pathogene et le cytosquelette a été montré dans la littérature au travers de I'internalisation
de la bactérie ainsi que dans la modulation de la fonction de barriere d’un épithélium. Ayant
un réle central dans la vie cellulaire, la compréhension des interactions entre P. aeruginosa et

le cytosquelette est essentielle afin d’appréhender les conséquences des infections. Nous
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évoquerons ici uniquement les cytosquelettes d’actine, de microtubules et de filaments

intermédiaires, le cytosquelette de septines sera traité dans la partie suivante.

A I'heure actuelle, une grande partie des publications traitant du lien entre les
infections a P. aeruginosa et le cytosquelette concerne I’actine. Plusieurs facteurs de virulence
ont été directement ou indirectement causalement liés a une déstabilisation ou a une
réorganisation du cytosquelette d’actine. Ces modifications induites par la bactérie ont, pour
beaucoup, un impact sur la fonction de barriere de I'épithélium. En effet, un épithélium tel
gue celui des voies respiratoires forme une barriére physique contre les pathogenes
extérieurs. Cette imperméabilité épithéliale permet d’empécher le passage paracellulaire
d’éléments indésirables et elle est finement orchestrée par le cytosquelette d’actine qui va

physiquement et fonctionnellement moduler les protéines de jonction intercellulaire (214).

Parmi les différents facteurs de virulence de P. aeruginosa ayant un impact sur le
cytosquelette d’actine, on retrouve le T3SS (Figure 17). Et plus précisément ExoS, ExoT, ExoU
et ExoY, les quatre exotoxines sécrétées dans la cellule eucaryote lorsque la bactérie est dans
le milieu extracellulaire. Elles vont cibler le cytosquelette d’actine et ainsi perturber les
complexes jonctionnels associés ce qui va in fine diminuer la fonction de barriére de
I'épithélium.

ExoS et ExoT ont des activités bifonctionnelles similaires. D’une part, elles ont une activité de
Rho GTPase et imite les Rho GTPase eucaryote empéchant ainsi leur activation (215). Cette
activité commune des deux exotoxines est montrée comme induisant une réorganisation des
fibres de stress d’actine modifiant la morphologie cellulaire et les jonctions intercellulaires
(216). D’autre part elles possédent une activité ADP-ribosyltransférase qui, appliquée aux
protéines Ras et Rab eucaryote, va induire une perturbation du cytosquelette d’actine (214).
ExoU a été montrée comme ayant une forte affinité avec le phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PI(4,5)P2), un phosphoinositide présent sur les membranes eucaryotes. Elle va
étre capable de le cibler et de I'hydrolyser, entrainant une altération de l'intégrité de Ila
membrane et est montré comme menant a un effondrement du cytosquelette d’actine (217).
Quant a ExoY, elle se révele particulierement intéressante puisqu’elle est sécrétée dans la

cellule hote sous forme inactive, son activation nécessitant une liaison avec son co-activateur
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eucaryote : I'actine filamenteuse (218). ExoY va entrainer la réorganisation du cytosquelette

d’actine en provoquant le regroupement des filaments (219).
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Figure 17 : Représentation schématique de I'action des exotoxines du T3SS sur le cytosquelette
d’actine.
Adapté d’aprés Wagener et al., 2021 (214).

Concernant les autres facteurs de virulence de P. aeruginosa, des études réalisées avec du
surnageant de culture de la bactérie ont montré un ralentissement de la vitesse de migration
de cellules épithéliales lésées. Cela a été lié a une altération de la polymérisation du
cytosquelette d’actine. Au sein de ce surnageant sécrété de maniere extracellulaire on
retrouve notamment deux molécules : I'élastase, une métalloprotéase (220) et I'exotoxine A
(221). Enfin, on retrouve le LPS présent a la surface bactérienne. Le LPS est un médiateur pro-
inflammatoire important dans les infections par P. aeruginosa. La détection de celui-ci par les

cellules méne a une réorganisation du cytosquelette d’actine (222).

En ce qui concerne |'étude de l'interaction de P. aeruginosa avec le cytosquelette de
microtubules, moins d’études ont été publiées. On retrouve les sécrétions des H2-T6SS et H3-
T6SS évoquées précédemment et impliquées dans l'internalisation de la bactérie. Nous avions

abordé le fait que l'effecteur bactérien VgrG2b interagissait avec le complexe yTuRC
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(permettant la polymérisation des microtubules) et menant a une réorganisation de ce
cytosquelette.

Plus récemment, une étude a montré que I'ExoY du T3SS induisait une dépolymérisation des
microtubules suite a une hyperphosphorylation de la protéine Tau faisant partie des

microtubule-associated proteins (MAP).

Enfin, deux publications des années 1980 se sont intéressées a P. aeruginosa et au
cytosquelette de filaments intermédiaires. La premiére ne montre pas d’influence d’une
infection par P. aeruginosa sur |’organisation et la structure des filaments intermédiaires
(223). La seconde quant a elle montre que I'ExoS est capable d’ADP-ribosyler la vimentine
(protéine constitutive des filaments intermédiaires) désassemblée mais pas celle sous forme

filamenteuse (224).

3- Infections a Pseudomonas en contexte de mucoviscidose

a. Incidence

Avant les années 1960 et les débuts de la prise en charge des atteintes digestives de la
mucoviscidose, I'espérance de vie des patients ne dépassait guére les 10 ans et |'atteinte
pulmonaire ne représentait que peu d’'importance. Toutefois, I'augmentation de I'espérance
de vie a entrainé le développement de problemes pulmonaires dépendants des variants de la
protéine CFTR et qui représentent aujourd’hui prés de 90% des causes de mortalité de la
pathologie. Cette atteinte pulmonaire est, comme nous I'avons vu, causée par une altération
du processus de clairance mucociliaire menant a une colonisation bactérienne importante des
bronches des patients. Au sein de cette communauté bactérienne infectieuse, P. aeruginosa
est aujourd’hui reconnu comme un élément pathogéne central dans la détérioration des
capacités respiratoires des patients CF. Sa prévalence dans la population CF est importante,
on note en France une présence de la bactérie chez pres de 40 a 50% des patients adultes. Sa
détection au niveau pulmonaire est associée a un tournant évolutif défavorable de la

pathologie (225) en étant associé a une diminution significative de la fonction respiratoire.
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Depuis pres de 60 ans, le corps médical a noté le développement d’infections chroniques des
voies respiratoires par P. aeruginosa (226) ce qui a nécessité I'adaptation de la prise en charge.
Le contact entre le patient CF et P. aeruginosa débute le plus souvent précocement, lors de
I'enfance. On note une primo-colonisation par la bactérie (Figure 18), c’est-a-dire sa premiére
détection dans des prélévement des voies aériennes sans symptomes infectieux. Puis peut se
mettre en place une primo-infection par P. aeruginosa, altérant les données cliniques des
patients et notamment caractérisée par une augmentation des marqueurs de l'inflammation
au niveau pulmonaire. Ces phases précoces d’infection vont étre traitées par antibiotiques et
le plus souvent mener a 'amélioration des données cliniques du patient : une diminution de
la charge bactérienne et de l'inflammation (106). Suite a cela, il peut étre noté des
colonisations périodiques par la bactérie avant son élimination par antibiotiques jusqu’a une
colonisation des bronches qualifiée de chronique. Celle-ci est actée lorsque P. aeruginosa est
détectée durant au moins six mois et en se basant sur au moins trois cultures positives. La
chronicité est notamment rendue possible par le développement de résistances face aux
traitements antibiotiques qui, une fois rendus inefficaces, n"empéche plus la colonisation
bactérienne. S’installe alors des cycles physiopathologiques déléteres pour |'épithélium
bronchique. La colonisation bactérienne non contenue va induire une réponse inflammatoire
dite exacerbée chez I’hOte caractérisée par un recrutement massif de cellules immunitaires
(notamment des polynucléaires neutrophiles). Cette importante présence immunitaire va

léser le tissu épithélial favorisant ainsi a son tour la colonisation bactérienne.

&
$ N
O S
2 Q $
v .0 S
4 EN O
N O Q
P g O
Qo \Q ,’b\'
S S &
S N Ny
Q¢ ] P
Naissance | | | | | | | | |
Premiére Données Trois cultures
détection dans les cliniques altérées positives en six
prélévements par la présence mois

de P. aeruginosa

Figure 18 : Représentation schématique de I’évolution de I'infection bronchique par P. aeruginosa chez
les patients CF.

Les coches représentent des cultures de prélevements des voies aériennes positives (rouge) ou
négatives (verte).
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Au sein de ces cycles d’infection/inflammation, I'induction de la réponse inflammatoire
exacerbée par P. aeruginosa révéle une activité pro-inflammatoire intéressante de la bactérie.
En favorisant I'impact d’une réaction immunitaire importante délétere sur les cellules de
I’'h6te, son action va in fine favoriser sa persistance au niveau bronchique. La détection de la
bactérie va induire un recrutement de cellules immunitaires (macrophages et neutrophiles)
en vue de réaliser une clairance phagocytaire (227). Ce recrutement est dépendant de la
production de médiateurs pro-inflammatoires or la chronicité de la colonisation par P.
aeruginosa induit une expression prolongée et soutenue de ces médiateurs menant a une
accumulation importante de cellules phagocytaires au niveau bronchique (167). La détection
de facteurs de virulence telle que la flagelline par la cellule h6te (228) ou la formation de
biofilms vont induire la sécrétion importante des médiateurs pro-inflammatoires : IL-1, IL-6,
IL-8 et diminuer la sécrétion de I'lL-10, une cytokine anti-inflammatoire (167). Ainsi cette
activation importante et prolongée du systeme immunitaire va entrainer au fil des infections
la destruction progressive de I'épithélium bronchique et mener au déclin de la fonction

respiratoire des patients.

b. P. aeruginosa et la protéine CFTR

L'infection mucoviscidosique des voies aériennes par des pathogenes est subséquente
aux modifications ioniques et hydriques causées par des variants de la protéine CFTR.
Toutefois du fait de la détection importante de P. aeruginosa chez les patients CF, il convient
de se demander s’il n’y aurait pas une interaction directe entre la protéine CFTR et la bactérie
P. aeruginosa. De plus, au vu de la littérature évoquée précédemment, il semble intéressant
de se questionner sur I'importance potentielle du mode de vie intracellulaire de P. aeruginosa

dans son processus d’infection en contexte mucoviscidosique.

La réponse a ces questionnements s’avere complexe. En effet, entre la fin des années 1990 et
début des années 2000 est développée I'hypothése selon laquelle I'internalisation de P.
aeruginosa au niveau bronchique était déterminée par I’h6te et correspondait a une immunité
innée de la part des cellules épithéliales dans un tissu pulmonaire non mucoviscidosique (229).

Cette théorie est soutenue par la découverte du réle de récepteur du LPS de P. aeruginosa de
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la protéine CFTR (230). Cette détection conduirait a, d’'une part une internalisation de la
bactérie et, d’autre part, au déclenchement de la voie NF-kB impliquée dans la réponse
cellulaire au stress. La protéine CFTR permettrait donc de réaliser une clairance de P.
aeruginosa en l'internalisant pour I’éliminer. Il a également été démontré expérimentalement
qgue I'absence ou la mutation de la protéine CFTR a la membrane cellulaire induisait une
diminution de l'internalisation bactérienne ce qui cohérerait avec la théorie (231). La
diminution du processus d’élimination intracellulaire de P. aeruginosa causée par les variants
de CFTR entrainerait une augmentation de la charge bactérienne dans la lumiére des voies
aériennes expliquant ainsi la prédominance de la bactérie chez les patients CF (205).
Cependant d’autres études publiées ont remis en question tout ou partie de ce mécanisme
antibactérien dépendant de la protéine CFTR. Ainsi, il a été montré que l'internalisation de P.
aeruginosa dépendait de la polarisation des cellules elle-méme corrélée a la localisation de la
protéine CFTR mais ne montrant pas de corrélation directe entre le protéine et
I'internalisation bactérienne (232). De maniére intéressante, d’autres études se sont penchées
sur la comparaison quantitative de I'infection intracellulaire entre cellules CF et non-CF. Il en
résulte que I'une montre une diminution de I'internalisation lorsque CFTR est mutée, ainsi en
accord avec la théorie précédente (209). Toutefois les auteurs montrent une multiplication
bactérienne intracellulaire augmentée dans ces conditions. Enfin, allant a I'encontre de la
théorie, une étude de 2004 montre que des cellules possédant le variant CFTR AF508
présentaient plus d’internalisation de P. aeruginosa que des cellules avec une protéine CFTR
WT (233).

Ainsi, a 'heure actuelle il n’est pas encore clairement élucidé le role de la protéine CFTR dans
le processus d’internalisation bactérienne. Il n’est pas non plus clairement établi si
I'internalisation de P. aeruginosa est bénéficiaire pour la cellule hote (élimination) ou pour le

pathogéene (réplication et protection) (205) dans un contexte CF.

Le second aspect intéressant de la relation entre P. aeruginosa et la protéine CFTR est
le controle fonctionnel et expressionnel possible du pathogene sur la protéine. Il a été montré
gue l'infection par P. aeruginosa entrainait une diminution de la sécrétion d’ions chlorure par
des cellules portant une protéine WT ou CFTR AF508 restaurée par Orkambi (traitement
correcteur et potentiateur de CFTR). Il a alors été montré que P. aeruginosa était capable de

délivrer aux cellules hote, via des vésicules extracellulaires, des facteurs de virulence dont le
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Cif (CFTR inhibitory factor) (234). Celui-ci a pour but de perturber le trafic intracellulaire de la

protéine CFTR menant in fine a la dégradation lysosomale de la protéine.

c. Traitements antibiotiques et résistance

Nous avons évoqué précédemment que le traitement des infections chroniques de P.
ageruginosa dans le contexte de la mucoviscidose était rendu difficile. En cause, les
importantes capacités de la bactérie a pouvoir développer des formes de résistance diverses
et variées aux traitements antibiotiques la rendant multirésistante. La compréhension de ces
mécanismes est un point clé de I’étude de P. geruginosa et du traitement de ses infections
dans des pathologies telles que la mucoviscidose. En 2017, I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) a publié une liste de pathogenes multirésistants représentant une menace pour
I'espéce humaine et pour lequel de nouvelles molécules thérapeutiques devaient étre
développées (235). D’apres cette classification, P. aeruginosa est considérée comme
pathogene critique puisque capable de résister aux traitements contre les bactéries

multirésistantes (carbapénéemes et céphalosporines de troisieme génération).

Dans le traitement des infections bronchiques de la mucoviscidose, le principal
probléeme causé par P. geruginosa est le développement de souches multirésistantes. Elles
sont considérées comme telles lorsqu’elles présentent des formes de résistance face a au
moins deux des groupes de molécules antibiotiques utilisées en routine : aminoglycosides,
fluoroquinolones et B-lactamines (236). Il est aujourd’hui communément admis que le
développement de résistances par P. aeruginosa peut s’opérer de trois manieres : les

résistances intrinséques, acquises ou adaptatives (237,238).

La résistance intrinseque de P. aeruginosa aux molécules antibiotiques correspond aux
capacités innées de la bactérie de diminuer I'exposition ou I'efficacité avec des molécules
antibiotiques grace a des caractéristiques inhérentes (Figure 19).

On y retrouve notamment la perméabilité restreinte de la membrane bactérienne. En effet,
certaines molécules doivent étre intracellulaires afin d’acquérir leur fonction antibactérienne.

Or la perméabilité membranaire de P. aeruginosa se trouve étre 12 a 100 fois plus faible que
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celle d’E. coli (238). Cela est notamment du aux porines, des canaux protéiques qui jalonnent
la membrane externe. OprF, la porine la plus représentée se trouve étre trés peu perméante
aux molécules antibiotiques (239). Seconde forme de résistance intrinseque, le systéeme de
pompe a efflux. Ces systemes, composés de transporteurs transmembranaires permettant de
réguler I'environnement intracellulaire de la bactérie et ainsi d’externaliser les molécules
nocives/antibactériennes. Parmi les cing familles de pompes a efflux, on retrouve les pompes
RND (resistance-nodulation, division) qui en comptent quatre ayant été montrées comme
impliquées dans la sortie de molécules antibiotiques (240). Enfin, P. aeruginosa est également
capable de synthétiser des enzymes inactivant les molécules antibiotiques. Ces enzymes telles
gue des hydrolases vont modifier chimiquement les molécules antibiotiques, empéchant ainsi

leur fonction.

B-lactamines
quinolone: 3
Enzymes
Aminoglycoside inactivantes T

T~ s "
1\ i

Antibiotiques

Figure 19: Représentation schématique de trois mécanismes de résistance intrinseque aux
antibiotiques.

1) Perméabilité membranaire aux molécules antibiotiques réduite. 2) Pompes a efflux permettant
I’externalisation des molécules antibiotiques. 3) Production d’enzymes inactivant les molécules
antibiotiques. Les fleches vertes indiquent les voies d’internalisation nécessaires a |'action des
molécules. Les fleches et traits rouges montrent des mécanismes bactériens altérant I'action des
antibiotiques. Adapté d’aprés Pang et al., 2019 (238).

Seconde type de mécanisme de P. ageruginosa, la résistance acquise. |l s’agit de capacités
contrant les antibiotiques développées via I'apparition de mutations au sein de la bactérie ou
suite a un transfert horizontal de gene (241). Ces formes de résistances peuvent concerner un
grand nombre de molécules antibiotiques différentes du fait de la multiplicité des

conséquences mutationnelles et parmilesquelles on retrouve : stimulation de I’expression des
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pompes a efflux, modification des cibles, diminution de la perméabilité membranaire, ...
L’acquisition de génes de résistance par transfert horizontal (Figure 20) peut se réaliser entre
bactéries de la méme espece ou d’especes différentes. Le matériel génétique (plasmide ou
transposon) peut étre transféré de trois maniéres : conjugaison, le contact entre les deux
cellules permet le passage du matériel génétique. Transduction, qui nécessite I'intervention
d’un bactériophage. Ou transformation, la bactérie capte des fragments d’ADN libres dans

I'environnement avant de I'intégrer au génome (238).

Bactérie donneuse Bactérie receveuse
Matériel O R O
génétique

Conjugaison

4 Phage O

Transduction

Matériel génétique
largué
Bactérie /

@ 5>
morte >0 O

Transformation

Figure 20 : Schéma montrant trois mécanismes d’acquisition de génes de résistance par transfert
horizontal de genes.
Adapté d’aprés Pang et al., 2019 (238).

Enfin, on retrouve la résistance adaptative de P. aeruginosa. Elle fait référence a la capacité
d’adaptation de la bactérie qui est inductible par la présence de molécules antibiotiques et/ou
par un stress environnemental. Ceci est lié a la grande capacité d’adaptation de P. aeruginosa
a son environnement. Elle lui permet de survivre a une phase de présence d’antibiotique mais
les mécanismes mis en ceuvre dans ce but sont réversibles lorsque le stress est enlevé.

On retrouve dans ces formes de résistance la formation de biofilm, cet agrégat de bactéries

qui va permettre de modifier le microenvironnement local et ainsi diminuer le stress
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environnemental et les concentrations d’antibiotiques au centre de cette structure. Pouvant
étre liées aux biofilms, on trouve également les bactéries persistantes. Celles-ci ne sont pas
génétiquement résistantes aux traitements biocides mais sont tolérantes a des doses élevées

(238).

La grande capacité de P. aeruginosa a développer des résistances aux traitements
antibiotiques ajoutée au recours important et fréquent a ces traitements rend aujourd’hui son
éradication complexe. La thérapeutique prodiguée est basée sur [l'utilisation d’une
combinaison de différentes molécules antibiotiques. Toutefois de nouvelles thérapies doivent
étre développées a l'avenir. Diverses pistes sont aujourd’hui explorées, parmi lesquelles
I'inhibition du quorum sensing, le développement de nanoparticules a haute pénétrabilité

membranaire ou encore une stratégie vaccinale.

d. Impact des traitements correcteurs et potentiateurs de CFTR

L’avenement de I’ére des modulateurs de CFTR et notamment la mise sur le marché
de la trithérapie Kaftrio au début des années 2020 en Europe est en train d’améliorer
durablement les parametres cliniques pulmonaires de la majorité des patients CF et
d’augmenter leur espérance de vie. Le registre frangais de la mucoviscidose nous apprend que
depuis 20 ans, I'augmentation moyenne du VEMS s’éléve a prés de 18%. Toutefois concernant
I'aspect infectieux de la pathologie, il est encore trop tot pour pouvoir conclure sur 'effet des
modulateurs de CFTR sur les parameétres de colonisation/infection par P. aeruginosa.

Des études menées ces dernieres années ont montré que la trithérapie pourrait permettre de
diminuer la charge pulmonaire de P. aeruginosa (242). Toutefois deux études récentes
effectuées sur des cohortes montrent que malgré la diminution de la charge bactérienne
observée dans les expectorations de patients CF traités a la trithérapie, ceux-ci restaient
durablement colonisés par les mémes souches de P. aeruginosa qu’il possédaient avant le
début du traitement (243,244). Il fut supputé qu’il pourrait y avoir une synergie entre les
modulateurs de CFTR et les traitements antibiotiques toutefois a I’heure actuelle il n'a pas
encore été montré de cas de patients CF ayant éradiqué P. aeruginosa de ses voies aériennes

apres traitement. De fait, il n’existe aujourd’hui pas de preuves formelles qui induiraient
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I'arrét des traitements antibiotiques chez les patients traités a la trithérapie. La persistance
bactérienne de P. aeruginosa dans les voies aériennes pourrait servir de réservoir nécessaire
a une future exacerbation pulmonaire. Il est donc nécessaire de continuer les traitements

antibiotiques lorsque P. aeruginosa est détectée chez le patient (245).
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Partie Il
Le cytosquelette de septine (SEPT)

1- Les SEPT, quatrieme famille du cytosquelette

a. Composition/structure des SEPT

Les protéines de septine (SEPT) ont été découvertes au début des années 1970 par
Leland Harvell, décoré du prix Nobel de médecine en 2001. Ses travaux portaient sur le
contréle génétique du cycle cellulaire chez la levure bourgeonnante Saccharomyces
cerevisiae. En 1971, il étudie des souches de levures mutées présentant des défauts de division
cellulaire et plus particulierement de cytokinese (la séparation physique du cytoplasme d’une
cellule mére afin d’obtenir deux cellules filles) (246). L'identification des génes mutés permet
de mettre en lumiére quatre génes du cycle de division cellulaire (cdc) : cdc3, cdc10, cdcll et

cdcl2.
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Figure 21 : Premieres observations au microscope de structures de SEPT.
A) Anneaux associés aux SEPT au niveau du col d’une levure Saccharomyces cerevisiae bourgeonnante,
microscopie électronique, adapté d’apres Byers et al., 1976 (247). B) Immunomarquage de cdcl2 chez
Saccharomyces cerevisiae bourgeonnante. Adapté d’apres Haarer et al., 1987 (248).

Dans les années qui suivent, I'utilisation de la microscopie électronique (247) (Figure 21.A) et

optique couplée a de 'immunofluorescence (248) (Figure 21.B) a mis en évidence la présence
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de structures filamenteuses de 10nm au niveau du col des bourgeons formés par la cellule
mere. Les levures mutantes pour les cdc précédemment évoquées ne présentant pas ces
structures, cela a conforté les observations de Harvell et al. selon lesquelles ces protéines ont
un réle primordial dans le processus de division cellulaire. L'implication de ces protéines dans
la formation d’un septum, ou cloison, au niveau des bourgeons sera, quelques années plus

tard, a I'origine de leur dénomination : les septines.

Depuis leur découverte chez Saccharomyces cerevisiae, des protéines aux séquences
homologues ont été identifiées chez la majorité des membres de la famille des eucaryotes a
I'exception des plantes dites supérieures. Le nombre de génes codant pour les septines peut
étre tres variable d’un organisme a l'autre. En effet, on sait que chez les organismes
invertébrés ou unicellulaires leur nombre est faible (249), a I'image de Saccharomyces
cerevisiage qui en exprime uniguement sept. A contrario, les organismes vertébrés en
possedent un nombre plus important, par exemple, les humains qui en comptent 13 : SEPT1
a SEPT12 et SEPT14. La SEPT13 est absente de cette nomenclature. Elle a en effet d’abord été
catégorisée avant d’étre considérée comme un pseudogene apparenté a la SEPT7 (250). En
plus de ces 13 SEPT, il a été rapporté que les processus d’épissages alternatifs de celles-ci

induisaient la synthése d’isoformes de SEPT parmi lesquels plusieurs associés a la SEPT9 (251).

Les septines sont une famille de protéines dont les poids moléculaires sont compris entre 30
et 65kDa (252). Elles sont des protéines de liaison au GTP appartenant au groupe des NTPases
a boucle de liaison au phosphate (P-loop) (253). Outre I’existence de sous-groupes dépendants
de diverses homologies de séquences, les 13 SEPT humaines possedent toutes un domaine
central de liaison au GTP (domaine G) (250). Les SEPT semblent avoir une activité GTPase
différente des GTPase « classiques ». En effet, si celles-ci alternent entre un état actif ou inactif
en fonction de liaison au GTP ou au GDP, des expérimentations menées in vitro ont montré
que la liaison du GTP et son hydrolyse subséquente par les SEPT entraineraient des
changements de conformation des monomeres de SEPT (254). Cela aurait pour principale
conséquence de moduler les interactions entre monoméres de SEPT et ainsi réguler la
formation de polymeéres de SEPT (255). De maniere intéressante, il a été montré que pour cing
SEPT communément associées au sous-groupe SEPT6 (SEPT6/8/10/11/14), il y avait une

absence d’un résidu de thréonine (Thr78) ce qui rendait impossible I’'hydrolyse du GTP en GDP.
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Induisant ainsi une liaison constitutive de ces protéines au GTP. Il est supposé que cette

interaction particuliére pourrait permettre la stabilisation des polyméres de SEPT (254).

Les monomeres de SEPT sont capables de s’associer pour former des structures hétéro-
oligomériques comprenant notamment des filaments isolés ou en faisceaux ainsi que diverses
formes complexes qui seront discutées par la suite. Ces protéines ont été montrées comme
impliquées dans un grand nombre de processus cellulaires cytosoliques. On les retrouve par
exemple en contact avec les phospholipides membranaires, leur conférant un réle de protéine
d’échafaudage et de régulation de la forme de la cellule. Mais elles jouent également un role
dans la division cellulaire lors de la cytokinese par exemple. Enfin, il a été montré que les SEPT
étaient capables d’interagir avec d’autres membres du cytosquelette (actine et microtubules)
(250) (252). Nous n’avons abordé ici que quelques exemples des activités cellulaires des SEPT.
En effet, ces dernieres décennies, de nombreuses publications ont montré le réle joué par les
SEPT dans divers processus. Au regard de la pluralité d’activités cellulaires des SEPT, il a été
proposé de les cataloguer en tant que protéines du cytosquelette cellulaire au méme titre que
I'actine, les microtubules et les filaments intermédiaires (250). De fait, avec sa structure et ses
actions, le cytosquelette de SEPT semble correspondre a ce que I'on peut définir comme le
cytosquelette : une structure protéique polymérisée en filaments cytoplasmiques et ayant de
nombreuses activités clés pour la cellule parmi lesquelles on retrouve, entre autres, le

maintien de la morphologie, la régulation de la mobilité cellulaire, le transport intracellulaire,

La dénomination de cytosquelette aujourd’hui associée aux protéines de SEPT revét un intérét
tout particulier. Outre I'aspect sémantique, elle permet d’améliorer la considération pour ces
protéines. La reconnaissance de leur réle parfois clé, parfois crucial pour un grand nombre de
processus cellulaires a permis la réalisation de nombreuses études a leur égard. Bien qu'elles
aient été jusqu’a aujourd’hui moins étudiées que les autres protéines cytosquelettiques, la
tendance semble se modifier. Obtenir une meilleure compréhension de la biologie des SEPT
permet aujourd’hui de mieux appréhender leurs implications physiologiques mais également

pathologiques.
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b. Expression des SEPT

Parmi les 13 protéines de SEPT existantes chez 'homme, toutes n’ont pas les mémes
profils d’expression (252). On peut ainsi discriminer trois groupes: les SEPT avec une
expression ubiquitaire (SEPT2/7/9), les SEPT avec des niveaux d’expression dépendants des
tissus (SEPT4/8/10/11) et les SEPT dont I'expression est uniquement tissu spécifique
(SEPT1/3/12/14) (256). De maniére intéressante, la SEPT3 est presque exclusivement
retrouvée dans les cellules du systeme nerveux et les SEPT12 et SEPT14 sont quant a elle
majoritairement présentes au niveau du systéme reproducteur male, dans les

spermatozoides.

Les 13 monomeéres de SEPT ont une structure globale commune (Figure 22). lIs sont composés
de trois parties distinctes. D’abord une partie centrale composée du domaine de liaison au
GTP (domaine G) de type Ras comprenant trois motifs hautement conservés de liaison au
GTP : G1, G3 et G4 (257). Le domaine G est entouré par un domaine polybasique -du coté N-
terminal- permettant la liaison aux lipides (258) et un domaine nommé élément unique des
septines -du coté C-terminal- d’une cinquantaine d’acides aminés et de fonction aujourd’hui
inconnue. Mais c’est un élément caractéristique propre a ces protéines qui les différencient
des autres protéines de liaison au GTP (257). D’autre part, les monomeres de SEPT possédent
des parties N- et C-terminales (domaines N et C) de longueur variable et dont le réle n’est pas
clairement établi. Toutefois on sait aujourd’hui que le domaine N est riche en proline et qu’il
permettrait I'interaction avec les cytosquelettes d’actine et de microtubules (259) (260). Le
domaine C quant a lui est rapporté comme riche en hélice enroulée et participerait aux

interactions protéines-protéines (258).

P G1 G3

G4 SUE
N term I I I - C-term

Domaine GTPase

Figure 22 : Représentation schématique des domaines des SEPT.
P : promoteur; G1, G3, G4 : domaines de liaison au GTP; SUE : élément unique des SEPT. Adapté d’apres
Valadares et al., 2017 (257).
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Des études phylogénétiques et structurales des protéines de SEPT ont permis la mise en place
d’une classification. Les 13 protéines ont été subdivisées en quatre sous-groupes en fonction
de leurs homologies de séquence. |l est ainsi admis a I’heure actuelle la classification suivante :
sous-groupe SEPT2 (SEPT1/2/4/5), sous-groupe SEPT3 (SEPT3/9/12), sous-groupe SEPT6
(SEPT6/8/10/11/14) et sous-groupe SEPT7 (SEPT7) (250) (Figure 23.A). Ces quatre entités sont
retrouvées chez la majorité des vertébrés mais de telles subdivisions ne peuvent étre
appliquées aux organismes invertébrés.

Du point de vue structural, les domaines N, G et C ont une longueur variable d’'une SEPT a une
autre toutefois elles sont comparables entre SEPT d’un méme sous-groupe (Figure 23.B). || est
par exemple a noter qu’au sein de chaque groupe, les SEPT partagent 50 a 60% de similitude
de séquence du domaine C (250). Les SEPT des sous-groupes SEPT6 et SEPT7 présentent des
domaines C long, de plus de 100 acides aminés. Les SEPT du sous-groupe SEPT2 ont un
domaine C plus court alors que celles du sous-groupe SEPT3 ont un domaine C extrémement
réduit . Il n’est toutefois pas encore compris dans quelle mesure les différences structurales

entre SEPT modifient leurs fonctions.

A Sous-groupe N-term PBR Domaine de liaison au GTP SUE C-term SEPT
\ : 1 f_l_\l A 1
SEPT2 GRS ) SEPTL 2. 4.5
SEPT3  (EDED m SEPT3, 9, 12
SEPT6 DG I SEPTS, 8, 10, 11, 14
SEPT? GRS ) SEPT7
B SEPT1
‘1—"4—1_55‘,,5 SePT4 | Sous-groupe SEPT2
SEPT2
s | Sous-groupe SEPT7
r_{—SEPYJ
l — | Sous-groupe SEPT3
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o

Figure 23 : Division des SEPT en quatre sous-groupes.

A) Représentation schématique des sous-groupes de SEPT, de leurs domaines et des SEPT qui les
composent. SUE : élément unique des SEPT; PBR : région polybasique. Adapté d’apres Gonczi et al.,
2021 (252) B) Arbre phylogénétique des SEPT humaines. Adapté d’apres Peterson, Petty et al., 2010
(doi: 10.1111/j.1399-0004.2010.01392.x).
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c. Assemblage palindromique et formation d’hétéro-oligomeres

Nous avons évoqué précédemment que les monomeéres de SEPT étaient capables
d’interagir entre eux afin de former des polyméres. La structure polymérique de SEPT la plus
simple -et qui est une des caractéristiques qui lui vaut d’étre considéré comme du
cytosquelette- est le filament non polaire (250). D’apres la littérature, I’hypothése retenue est
gue chacun des filaments de SEPT est composé par une répétition d’un motif palindromique
de base. C’est-a-dire une succession de monomeres de SEPT répétés et dont I'enchainement
est identique que I'on parte d’un c6té ou de l'autre du motif. La liaison entre deux monomeres
de SEPT va étre soumise, d’une part, a une affinité préférentielle des SEPT pour certaines SEPT
et d’autre part a la disponibilité de celles-ci (261). Deux motifs palindromiques de base ont été
identifiés par étude cristallographique, le premier d’entre eux est I’hexameére de SEPT (262)
(Figure 24). D’une longueur de 25nm, il est constitué de trois SEPT selon 'ordre suivant :

SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPT?7.

Figure 24 : Représentation schématique des hexaméres palindromiques de SEPT.
Chaque bulle chiffrée représente un monomere de SEPT.

De maniere intéressante les interactions entre ces différents monomeres ne vont pas
dépendre des mémes domaines des SEPT. Les interaction SEPT2-SEPT2 et SEPT6-SEPT7 se font
via les domaines N et C alors que les interactions SEPT2-SEPT6 et SEPT7-SEPT7 se font via les

domaines G (Figure 25).

SEPT2 SEPT6

[ 25 nm 1

Figure 25 : Reconstitution informatique d’un hexamere de SEPT.
GTP et GDP montrent les interactions SEPT-SEPT dépendantes des domaines G. Extrait de Sirajuddin
et al., 2007 (262)
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Postérieurement a ces travaux, une étude a montré l'existence d’une seconde unité
palindromique de base : 'octamére de SEPT (263) (Figure 26). Il est en ceci différent des
hexaméres qu’il y est adjoint un monomeére du sous-groupe SEPT3 tel que la SEPT9 ou la
SEPT12 (264). La structure octamérique reste palindromique : SEPT9-SEPT7-SEPT6-SEPT2-
SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPTO.

Figure 26 : Représentation schématique des octameres palindromiques de SEPT.
Chaque bulle chiffrée représente un monomere de SEPT.

L’enchainement des monomeres de SEPT au sein de ces structures palindromiques est
aujourd’hui reconnue pour étre régie par une régle nommeée par certains auteurs la « regle de
Kinoshita » (261) (257). Selon cette hypothese relayée, chague monomere composant d’un
hexameére ou d’'un octameére de SEPT pourrait étre substitué par une autre SEPT appartenant
au méme sous-groupe (Figure 27.A). Ainsi d’apres cette hypothése, un grand nombre de
combinaisons de SEPT seraient alors possibles dans la formation de 'unité de base. Toutefois
il existe deux limites a cette interchangeabilité des SEPT, la disponibilité de chaque SEPT en
fonction du tissu mais également une affinité SEPT-dépendante différente. Cela limiterait
donc le nombre de combinaisons possibles. Quoi qu’il en soit, il a été rapporté dans la
littérature plusieurs combinaisons suivant cette « regle » : a la place de I'hexameére SEPT2-
SEPT6-SEPT7, des structures composées de SEPT3-SEPT5-SEPT7 par exemple (251).

Enfin, bien que I'hypothese de I'association hexamérique ou octamérique soit rapportée de
nombreuses fois dans la littérature, plusieurs publications ont également révélé I'existence
d’unités de bases ne se conformant pas a ces arrangements classiques dits canoniques (Figure
27.B). lls sont alors nommeés non-canoniques et peuvent étre composés d’un enchainement
de SEPT appartenant au méme sous-groupe (265) (251). La composition hexa ou octamérique

des filaments semble étre liée a I'activité du cytosquelette de SEPT. Il a, par exemple, été
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montré que I'absence d’octameére dans la composition des filaments avait un impact sur la

rigidité membranaire, mais pas I'absence d’hexamére (266).

Sous-groupe Sous-groupe Sous-groupe Sous-groupe
SEPT2 SEPT3 SEPT6 SEPT7

‘ 3 9 7

(I

B . )
Conformations Conformations non
canoniques canoniques

~

Figure 27 : Les différentes conformations possibles des polyméres de SEPT.
A) Schéma illustrant la « régle de Kinoshita ». Chaque monomeére de SEPT est interchangeable au sein
du méme sous-groupe. Adapté d’aprés Giler et al., 2023 (266). B) Représentation des différentes
conformations de polymeéres de SEPT observées. Certaines sont considérées classiques (canoniques)
et d’autres rares (non canoniques). Adapté d’apres Dolat et al., 2014 (251).

Une des SEPT revét un intérét tout a fait particulier dans la polymérisation des filaments : la
SEPT7. En effet, elle est seule membre de son sous-groupe et ne peut donc pas étre remplacée
par une autre protéine. Elle semble étre incluse de maniére constitutive aux structures
palindromiques de base. Son absence mene a la diminution de I'expression des autres
protéines de SEPT. Cela suggere que la SEPT7 serait donc indispensable a la formation de

filaments de SEPT (252).
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La polymérisation des filaments de SEPT ainsi que la formation de structures plus complexes
est régie par au moins trois éléments : I’hydrolyse du GTP, I'interaction avec des molécules
intracellulaires et des modifications post-traductionnelles.

Comme nous l'avons vu précédemment, I’hydrolyse du GTP va induire une modification de
conformation des SEPT permettant de favoriser I'interaction SEPT-SEPT.

D’autre part, le contact entre les SEPT et les phospholipides membranaires favoriseraient la
polymérisation de filaments (267) et de structures plus complexes (268). Les cytosquelettes
d’actine et de microtubules sont également capable de stimuler ou tout du moins de soutenir
I'arrangement polymérique des SEPT (269). Il a aussi été montré I'importance de certaines
molécules dans la régulation de la polymérisation du cytosquelette de SEPT. On retrouve
notamment le complexe GTPase Cdc42 et son effecteur Borg3. L'effecteur a un effet inhibiteur
sur la polymérisation des filaments lorsque Cdc42 est absent (270).

Enfin, plusieurs types de modifications post-traductionnelles ont été montrées comme
capables de moduler la polymérisation des SEPT, parmi lesquelles : la phosphorylation, la

sumoylation, I'acétylation et I'ubiquitylation (271).

2- Les SEPT, activité physiologique

Depuis son identification dans les années 1970, de nombreux travaux publiés ont montré que
le cytosquelette de SEPT initiait ou était impliqué dans de trés nombreux processus
biologiques cellulaires. Nous allons maintenant développer quelques-uns de ces processus
septine-dépendants, pertinents dans notre contexte. Tout d’abord au niveau cellulaire puis a
I’échelle d’un systeme biologique (organe). Enfin nous explorerons les relations qui existent

entre le cytosquelette de SEPT et ceux d’actine et de microtubules.

a. Des protéines impliquées dans de nombreux processus cellulaires

Les protéines de SEPT ont notamment été montrées dans des processus attrayant au trafic

vésiculaire cellulaire. Les vésicules sont des organites pouvant circuler dans le cytosol
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cellulaire et/ou permettre I"’échange de composés avec le milieu extracellulaire. Elles se
révelent indispensables pour la régulation du métabolisme cellulaire. Les SEPT interviennent
tout d’abord au niveau membranaire en permettant la macropinocytose, un type
d’endocytose de liquide et de matériel extracellulaire via les replis de la membrane plasmique
qui passe in fine par la fusion avec le lysosome (272). Il s’avere que dans la lignée cellulaire
épithéliale MDCK, la SEPT2 est mobilisée a la membrane via le phospholipide PI(3,5)P2 afin de
s’associer avec des macropinosomes en formation. Cette relocalisation va alors permettre de
favoriser 'endocytose des macropinosomes et permettre leur fusion avec le lysosome (273).
Une seconde étude réalisée dans des cellules épithéliales de lignée HeLa montre que les SEPT6
et SEPT7 régulent cette fois-ci le trafic et le traitement intracellulaire des vésicules endocytées.
Elles interviennent lors du tri effectué par les corps multivésiculaires. Cela passe par une
liaison avec le complexe protéique AP-3 (274). Ces protéines sont aussi impliquées dans un
processus d’exocytose de vésicules. La SEPT2 ainsi que la polymérisation de filaments de SEPT
se révelent indispensables au bon fonctionnement des protéines exocytaires et assurent ainsi
le maintien de ce processus (275) (276).

L’'ensemble de ces données montrent que les SEPT sont impliquées dans I'ensemble des
événements vésiculaires cellulaires, de leur internalisation a leur largage en passant par leur

sélection.

Le cytosquelette a été montré comme ayant un role important dans la régulation de voies de
signalisations cellulaires. Ces voies peuvent étre mobilisées dans un contexte infectieux ou
inflammatoire notamment lors de la transduction d’un signal issu de la captation par la cellule
de cytokines pro ou anti-inflammatoire depuis le milieu extérieur. De fait, la SEPT4 est
identifiée comme pouvant se lier au facteur de transcription STAT3 (notamment activé aprés
détection par la cellule d’IL-6) (277). Cette fixation va stimuler I'interaction entre STAT3 et la
désacétylase SIRT1 inhibant la voie de signalisation dépendant de STAT3.

A contrario, la SEPT9 est montrée comme capable de stimuler la voie c-Jun N-terminal kinase
(JNK) des Mitogen-activated protein (MAP) Kinases. Le contact entre ces deux éléments va
protéger JNK en retardant sa dégradation et permettre ainsi |’activation de son transcriptome
dans une lignée de cellules mammaires (278). La SEPT9 posséde une action similaire

concernant le facteur inductible par I’hypoxie (HIF-1) dans la lignée cellulaire humaine PC-3.
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L'interaction entre les deux va également protéger HIF-1 contre la dégradation et ainsi lui

permettre d’avoir son activité transcriptionnelle (279).

Principale zone d’interaction entre la cellule et 'environnement extérieur, la membrane et sa
régulation forme une composante cellulaire vitale pour la cellule. Il a été montré que les SEPT,
en tant que protéines dites échafaudages jouaient un role dans la régulation de la rigidité de
la membrane plasmique. Les SEPT sont capables de se fixer aux membranes directement via
les phospholipides PIP2 et PIP3 et vont y former un réseau dense (Figure 28) dans la lignée
cellulaire de fibroblastes de souris NIH-3T3. Prenant I'apparence d’un corset interne, les SEPT
vont permettre a la cellule de résister face aux tensions intra et extracellulaires (280). Pour
supporter cela, I'utilisation de la microscopie a force atomique dans la lignée cellulaire Hela a
permis de déterminer que les SEPT2 et SEPT11 régulaient les états de rigidité et d’élasticité de

la membrane plasmique (281).
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Figure 28 : L'interaction entre les SEPT et la membrane plasmique.
Schéma représentant les réseaux de filaments de SEPT (vert) au contact des phospholipides
membranaires (jaunes). Adapté d’aprés Gilden, Krummel et al., 2010 (280).

Le calcium est un élément indispensable a la cellule. En fonction du type cellulaire, cet élément
va étre nécessaire au bon fonctionnement de la conduction nerveuse, de la contraction des
muscles ou bien encore de I'activation d’enzymes. Il se trouve que plusieurs études réalisées
sur la drosophile et sur des cellules de lignée HelLa ont montré la centralité du cytosquelette
de SEPT dans le stockage du calcium au sein du réticulum endoplasmique. Il s’avere que les
SEPT2, SEPT4, SEPT5 mais aussi la présence de filaments de SEPT polymérisées sont des
éléments nécessaires a I'activité du mécanisme STIM1/Orai du réticulum endoplasmique. En
effet, le capteur calcique STIM1 et le pore calcique Orai permettent le maintien de la

signalisation calcium-dépendante lorsqu’ils fonctionnent de concert. Or I'activation de ce
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systeme STIM1/Orai est dépendante d’une présente hautement localisée des SEPT (282)

(252).

b. Des protéines avec des activités organe-dépendante

Outre les processus cellulaires généraux, le cytosquelette de SEPT prend également

part a des processus propres a certains types cellulaires ou organes du corps humain. Nous

allons aborder dans cette partie les roles spécifiques aujourd’hui connus d’une ou de plusieurs

SEPT au sein de différents systémes physiologiques (Table 5).

Implications des SEPT

Systeme Physiologiques Pathologiques
Nerveux Développement cortex (SEPT7) Alzheimer (SEPT3)
Activité synaptique (SEPT2/5) Parkinson (SEPT4)
Arborisation axonale (SEPT) Trouble bipolaire (SEPT5/6/11)
Protubérances dendritiques (SEPT7) Schizophrénie (SEPT5/6/11)
Syndrome de Down (SEPT4/6/7)
Cardio- Sécrétion de plaquettes (SEPT5) Leucémies (SEPT)
. Différenciation des cardiomyocytes | Syndrome de Bernard-Soulier
vasculaire
(SEPT2/6/7/9) (SEPTS)
Immunitaire | Maturation (SEPT4/9) et migration des | Lymphome de Hodgkin (SEPT)
cellules T (SEPT6/7)
Défenses cellulaires contre les bactéries
(SEPT2/7/9/11)
Reproducteur | Morphologie des  spermatozoides | Infertilité masculine
(SEPT7/12) (SEPT7/12/14)
Cancers des testicules (SEPT14)
Cancers des ovaires (SEPT9)
Respiratoire | Perméabilité épithéliale (SEPT2) Cancers des poumons (SEPT)
Digestif /// Cancer colorectal (SEPT4/9)
Cancer du foie (SEPT9)

Table 5 : Activités physiologiques et implications pathologiques des SEPT dans le corps humain.

Adapté d’aprés Dolat et al., 2014 (251)

Le cytosquelette de SEPT est, avec un profil d’expression spécifique, abondamment présent
dans le systeme nerveux humain. Il y joue un réle essentiel a plusieurs niveaux tout d’abord
lors du développement avec une action clé sur la migration neuronale ainsi que I’arborisation

axonale (251). La SEPT7 modulerait la morphologie des protubérances dendritiques
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neuronales (283). Mais les SEPT prennent également part a I’activité du systéme nerveux lors
du processus de neurotransmission au niveau des synapses neuronales. A I'image de la SEPT2
qui a été montrée comme impliquée dans I'absorption d’un neurotransmetteur important, le
glutamate (284). La SEPT5 quant a elle régule la localisation des vésicules de
neurotransmetteurs au niveau pré-synaptique en lien avec des canaux calciques (285). Les
SEPT sont également impliquées dans la connectivité du systéme nerveux. Au sein du
compartiment pré-synaptique, six SEPT (SEPT3/4/5/6/7/11) réguleraient la localisation et la
concentration de canaux ioniques et des vésicules et donc les flux de neurotransmetteurs

(286).

Au niveau du systéme reproducteur, bien peu d’éléments reliant les SEPT et le systéme
reproducteur féminin sont connus. Toutefois, plusieurs études ont porté sur le systeme
reproducteur masculin et plus particulierement sur les spermatozoides et le lien avec
I'expression et la localisation des SEPT. Fait intéressant, on sait notamment que la SEPT12 est
uniquement exprimée dans les gametes et appareils reproducteurs males. Les SEPT4, SEPT7
et SEPT12 sont retrouvées dans la composition de I'anneau du flagelle du spermatozoide
(287). La SEPT7 est également retrouvée au niveau de la téte du gamete. Enfin, les SEPT7 et
SEPT12 sont cruciales pour I'obtention d’'un spermatozoide mature, leur absence étant

associée a des morphologies anormales (288) (289).

Concernant les systemes excréteur et gastro-intestinal, ceux-ci peuvent réaliser leurs activités
grace a un épithélium de surface possédant des cellules biochimiquement différenciées. Elles
présentent alors une face apicale et une face basale - il en va de méme pour I'épithélium des
voies respiratoires. L'acquisition de la polarisation cellulaire passe, entre autres, par un
transport de protéines membranaires adéquates depuis I'appareil de Golgi vers la membrane.
Il s’avere que la SEPT2 est essentielle au transport de vésicules entre ces deux entités et serait
donc impliquée dans la genése d’épithélia polarisés (290). Son défaut entraine I'accumulation
dans le cytosol des protéines membranaires apicales et basales.

Au niveau rénal, le cil primaire (un organite des cellules épithéliales) permet de détecter les
flux dans la lumiéere du néphron, il est donc essentiel a I’activité de cet organe. Les SEPT sont
une composante importante de ces cils primaires. Notamment les SEPT2, SEPT7 et SEPT9 qui
peuvent contréler la longueur de ceux-ci (291) et permettre la continuité de la signalisation

entre le cil et le reste de la cellule (292).
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Concernant plus spécifiguement les voies aériennes, peu de publications se sont concentrées
sur une étude restreinte de cet épithélium et du cytosquelette de SEPT en condition
physiologique. Toutefois il a été rapporté que ces protéines avaient une ségrégation SEPT-
dépendante dans les cellules ciliées bronchiques (Figure 29). L'imagerie par
immunofluorescence nous apprend que les SEPT2/4/6/7 sont retrouvées en grande quantité
au niveau apical de ces cellules (293). L’étude se porte ensuite plus précisément sur I'étude
des cils et cette méme combinaison de quatre SEPT est également en grande quantité au
niveau des bases ciliaires. L'axonéme (partie axiale et motrice du cil) est quant a lui enrichi en
SEPT2/7/9/11 et I'on note enfin la présence des SEPT8 et SEPT9 dans des sous-compartiments
ciliaires. Pris ensemble ces données suggérent que certaines SEPT pourraient étre impliquées

dans des processus attrayant au développement et/ou au fonctionnement des cils.

A

Cilia + Septin-2 + Septin-2 Overlay Cilia + Septin-8 Overlay

~

- - -
Cilia + Septin4 + Septin-4 Overlay

+ Septin-6 Overlay Cilia + Septin-11 + Septin-11 § Overlay

Cilia + Septin-7 + Septin-7 Overlay

Figure 29 : Immunomarquages de protéines de SEPT dans des cellules ciliées primaires des voies
respiratoires humaines.

Marquage des axonémes/cils (vert), des SEPT (jaune), de la F-actine (rouge) et des noyaux (bleu).
Extrait de Fliegauf et al., 2014 (293).

87



D’autre part, une étude réalisée sur des cellules des voies aériennes supérieures montre
I'importance de la SEPT2 dans les phases de stress de I'épithélium (294). Lors de ces épisodes,
I'épithélium doit étre capable de maintenir la fonction de barriere qu’elle remplit et cela passe
notamment par la modulation de la perméabilité paracellulaire. Or la SEPT2 a été montrée
comme se relocalisant au niveau des membranes cellulaires lors d’épisodes de stress
physiologique (cisaillement) ou pathologique (particules) (Figure 30). Cette relocalisation est
associée a une diminution de la perméabilité paracellulaire et donc un maintien de la fonction

de barriere.

Controle Cisaillement

Figure 30 : Immunomarquage de la SEPT2 lors de phases de stress cisaillement de I'épithélium.

La SEPT2 est immunomarquée (vert) dans des cellules primaires épithéliales bronchiques primaires.
Deux conditions sont représentées : controle et aprés stress de cisaillement. Extrait de Sidhaye et al.,
2011 (294).

Enfin, concernant le lien entre systéme immunitaire et cytosquelette nous ne disposons
aujourd’hui que de peu d’informations. Tout d’abord pour le systeme immunitaire adaptatif,
la SEPT9 est indispensable au développement de lymphocytes T matures (295). Les SEPT6 et
SEPT7 quant a elles jouent un réle dans I'architecture membranaire ainsi que dans la capacité
de migration des lymphocytes T (296). Leur absence donne lieu a d'importantes altérations
morphologiques de ceux-ci.

D’autre part, au sein du systeme immunitaire inné il existe deux cellules d’intérét : les cellules
dendritiques et les macrophages. La SEPT10 est une protéine qui a été initialement identifiée
au sein des cellules dendritiques ou elle y est fortement exprimée (297). Son expression est

diffuse dans ce type cellulaire mais fait intéressant, elle voit son expression augmenter lorsque
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la cellule est stimulée par du LPS. Son réle n’est toutefois pas encore clairement établi. Les
macrophages ont des niveaux d’expression important de SEPT2/6/8/10/11 et parmi ces
protéines, les SEPT2 et SEPT11 sortent du lot. En effet, ces deux SEPT s’accumulent au sein de
structures sous-membranaires lors des stades initiaux de la phagocytose médiée par le
récepteur FCy (298). Les SEPT2 et SEPT11 sont alors montrées comme indispensables au

processus de phagocytose FCy-dépendant dans les macrophages.

c. SEPT et autres membres du cytosquelette

Le cytosquelette cellulaire qui est, pour rappel, constitué de I'actine, des microtubules
et des filaments intermédiaires forme une entité essentielle a de nombreuses étapes clés de
la vie d’'une cellule. 'action de ces protéines est permise par la conjonction de leur
architecture, de leur dynamique ainsi que de leur interaction avec d’autres molécules.
Toutefois chague membre du cytosquelette doit également avoir une fine régulation spatiale
et temporelle. Plusieurs études ont montré que les SEPT permettaient cette régulation spatio-
temporelle des cytosquelettes d’actine et de microtubules par contact direct ou via des

intermédiaires cellulaires.

Evoquons dans un premier temps la relation entre les SEPT et |'actine. Plusieurs études de
microscopie réalisées sur des échantillons biologiques in vitro ont permis de montrer une
colocalisation entre les SEPT et les filaments d’actine (299) (300). Ces études montrent qu’une
interaction directe entre les deux cytosquelettes implique, du c6té des SEPT, les SEPT9 et le
complexe SEPT2-SEPT6-SEPT7. Toutefois la fixation du complexe hexameérique est dépendante
d’une protéine mitotique de liaison, I'aniline (267). Durant la phase de mitose cellulaire, la
SEPT2 est également capable d’utiliser la myosine Il comme protéine de liaison a I'actine (301).
La SEPT9 quant a elle ne nécessite pas d’étre polymérisée avec d’autres monoméres de SEPT
pour se lier avec l'actine. En effet, il a été montré que cette SEPT possédait une organisation
N-terminale qui lui était propre. Lui permettant de pouvoir se fixer a I'actine de trois fagons
différentes et induisant une inhibition de la dépolymérisation des filaments d’actine via
I'inhibition de la fixation de la cofiline et de la myosine (260). Enfin, la liaison entre ces deux

types de molécules est également rendue possible grace a I'intervention de petites GTPases
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(Cdc42EP et Rhotekin) qui permettent et renforcent I'interaction SEPT-actine (302). Or il
s’avere que ces deux GTPases sont également impliquées dans des voies régulant la
polymérisation et/ou la contractilité des filaments d’actine (300).

Ainsi les protéines de SEPT sont capables de se fixer directement ou via des protéines de
liaisons aux filaments d’actine. Et elles semblent également étre impliquées dans des voies de
signalisation contrélant la polymérisation, le maintien et la contractilité de ces filaments
d’actine. Le contact et les régulations entre ces deux cytosquelettes leur permet une activité
conjointe dans certains processus cellulaires. Dans les cellules mitotiques par exemple, les
SEPT citées précédemment sont indispensables au développement du réseau d’actomyosine
permettant la division (303). Comme nous I'avons vu précédemment, les SEPT sont capables
de se fixer aux phospholipides membranaires. Il s’avére que cette capacité couplée a la
polymérisation d’octaméres de SEPT vont alors permettre aux SEPT de servir de point
d’ancrage a la membrane pour le cytosquelette d’actine (304). Enfin, la SEPT9 est capable
d’interagir avec une cadhérine contenue dans les jonctions cellulaires ce qui va favoriser la

réorganisation locale de I'actine filamenteuse (305).

Concernant le cytosquelette de microtubules, nous disposons aujourd’hui d’une littérature
fournie qui permet de connaitre ses interactions avec les SEPT. La colocalisation entre ces deux
entités a été montrée dans divers types cellulaires dont les cellules épithéliales (299). Il est
intéressant de noter que les SEPT peuvent influer sur divers parametres des microtubules :
polymérisation, activité de transport, dynamique intracellulaire. Cela est rendu possible via
des interactions avec les tubulines alpha et béta (monomeres constitutifs des microtubules)
et avec les protéines associées aux microtubules (MAP). Il est a noter que les SEPT ne vont pas
se fixer uniformément sur les filaments de microtubules mais au contraire vont étre tres
localisés sur ceux-ci (300).

La SEPT9 est montrée dans une interaction directe avec les microtubules via sa partie N-
terminale (259). Du point de vue régulateur, la SEPT9 est montrée dans la modulation
dynamique de la polymérisation des microtubules. En effet, elle est capable de recruter de Ia
tubuline non-polymérisée et de permettre son intégration aux filaments (306). A contrario, la
SEPT7 va, via I'enzyme HDACG favoriser la désacétylation des diméres de tubuline, induisant
ainsi une instabilité du filament de microtubule (307). De maniére plus globale, les SEPT vont

établir des controles sur les microtubules différents selon la concentration. A concentration
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nanomolaire, les SEPT stimulent la polymérisation des microtubules. Alors qu’a concentration
micromolaires, les SEPT vont stabiliser ces filaments (308).

Enfin, la SEPT9 est capable de moduler I'activité de transport des microtubules dépendante
de la kinésine. La fixation de cette protéine améliore le trafic kinésine-3 dépendant et inhibe
le trafic kinésine-1 dépendant (309). Cela a un impact certain sur le matériel cellulaire

transporté au niveau neuronal.

Enfin, concernant la derniere famille du cytosquelette, les filaments intermédiaires, il n’y a
I'heure actuelle que peu de littérature qui permet de montrer une quelconque interaction

et/ou régulation entre ces deux éléments.

3- Implication des SEPT dans des pathologies

Nous avons vu précédemment que le cytosquelette de SEPT possédait beaucoup d’activités
physiologiques. Aussi bien au niveau cellulaire que de maniere organe-dépendant. Toutefois
depuis un certain nombre d’années, on trouve également dans la littérature un nombre
considérable de publications montrant I'implication des SEPT dans des pathologies humaines.
Celles-ci sont associées a des aberrations d’expression : mutations ou modifications des
niveaux d’expressions. L'ensemble des pathologies aujourd’hui imputées aux SEPT peut étre
divisé en trois groupes: maladies neurologiques (développementales ou dégénératives),
cancers et infertilité (essentiellement masculine). Au vu du role central joué par les SEPT au
niveau cellulaire et de leurs profils d’expression important chez I’"humain, une meilleure
compréhension de leurs implications pathologiques est indispensable pour permettre le

développement de nouvelles thérapies.

a. Les SEPT dans I'atteinte des systémes nerveux et reproducteurs

Le cytosquelette de SEPT est fortement exprimé dans le systéme nerveux. Il y participe

a des régulations morphologiques développementales et fonctionnelles. Nonobstant leurs
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activités physiologiques, plusieurs pathologies du systéme nerveux ont été liées aux SEPT. Une
étude menée sur 17 patients atteints d’amyotrophie névralgique héréditaire, une maladie
rare provoquant des douleurs dans les membres supérieurs, révele qu’ils sont tous porteurs
d’une mutation faux-sens dans la séquence du gene de la SEPT9 (310). Cela pourrait étre la
source de la dégénérescence axonale et de la démyélinisation de nerfs observées dans la
maladie.

Les SEPT semblent également étre impliquées dans le développement de pathologies
psychiatriques. En effet, un lien a été établi entre une augmentation des niveaux d’expression
des SEPT5, SEPT6 et SEPT11 et des anomalies synaptiques ainsi que des dysfonctionnements
métaboliques retrouvés dans des tissus de patients atteints de schizophrénie ou de trouble
bipolaire (311).

La SEPT4 est retrouvée dans des structures intracellulaires caractéristiques de la maladie de
Parkinson (312). Elle pourrait potentiellement participer a la constitution de ces structures et
ainsi a la geneése de la pathologie.

Enfin, le sujet des SEPT dans la maladie d’Alzheimer est trées documenté. La présence de
polymorphismes dans la séquence de la SEPT3 pourrait en faire un facteur de risque potentiel
de la pathologie (313). Cette maladie est notamment caractérisée par un dysfonctionnement
des synapses. Or les SEPT sont des régulateurs importants de ces structures, il est donc
indispensable d’étudier leur expression ainsi que leurs fonctions dans ce contexte (314). Enfin
une étude récente réalisée sur modele murin a montré les SEPT comme potentielles cibles
thérapeutique de la maladie d’Alzheimer (315). Les auteurs ont pharmacologiquement
modulé I'expression d’'un composé cellulaire et par extension les niveaux de filamentation des

SEPT afin d’améliorer ’homéostasie du calcium.

Concernant le systéeme reproducteur masculin, on sait aujourd’hui que deux SEPT sont
impliquées ou suspectées d’étre liées a l'infertilité masculine. Il a été identifié chez des
hommes infertiles deux types de mutations faux-sens dans la séquence de la SEPT12 (316).
Celles-ci ménent a une réduction voire a une abolition de I'activité d’hydrolyse du GTP menant
a une altération de la formation de filaments contenant de la SEPT12 dans les spermatozoides.
Chez ces patients il a été noté des anomalies structurelles importantes concernant la queue
du gamete. Il en va de méme pour la SEPT7. Elle a en effet été montrée comme importante

pour la compartimentation des spermatozoides et I'altération de I'expression de celle-ci
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meénerait a des aberrations morphologiques (288).

D’autre part, une étude menée sur une cohorte de patients atteints d’azoospermie non
obstructive montre une diminution d’expression de la SEPT14 dans les spermatozoides (317).
La SEPT14 et plus précisément ses niveaux d’expression pourraient se révéler importants dans

les processus de spermatogeneése.

b. Les SEPT dans le développement de cancers

Parmi les 13 SEPT existantes chez I'homme, un grand nombre d’entre elles ont été
montrées comme responsables du développement de cancers, directement ou indirectement.
Cette implication délétére des SEPT est fréquemment reliée soit a la présence de variants
génétiques soit a une modification de leur niveau d’expression. Il est a noter que la majorité
des variants génétiques des SEPT sont rapportés dans des cas de tumeurs du systeme digestif
ou de la peau (318). Nous allons ici développer certains de ces cas en nous focalisant surtout
sur les SEPT2, SEPT7 ainsi que sur la SEPT9 qui est 'une des protéines qui est trés

fréguemment retrouvée dans la physiopathologie tumorale (Figure 31).

De maniere intéressante, la SEPT2 a été rapportée comme présentant une expression plus
élevée dans différents cancers parmilesquels on retrouve plusieurs types de cancers digestifs :
pancréatique, des voies biliaires ou gastrique (319). On retrouve également cette protéine
comme potentiellement responsable des capacités de migration et d’invasion de cellules
cancéreuses provenant du sein. Elle agirait sur la voie de signalisation MEK/ERK (319). Une
étude réalisée sur une cohorte de patients atteints de cancer colorectal montre des niveaux
d’expression en ARNm et en protéine de la SEPT2 bien plus élevés dans les tissus cancéreux.
Avec |'étude des métastases et de la survie des patients, les auteurs montrent que dans ce
type de cancer, la SEPT2 est un facteur important influencant I'apparition, la progression de
la tumeur et le pronostic des patients (319). Dans le cancer épithélial de I'ovaire, la SEPT2 est
retrouvée surexprimée. In vitro, des expériences réalisées sur des cellules de ce type de cancer
montrent que l'inhibition de la SEPT2 permet de revenir a des taux de prolifération cellulaire

normaux (320).
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La SEPT7 semble avoir un role plus complexe dans le développement tumoral. Elle est
retrouvée dans différents types de cancers (thyroide, foie) mais il semblerait que son action
dans ce contexte puisse étre soit positive ou soit négative pour les tumeurs (321). Cette
opposition drastique d’action pourrait étre associée a la localisation intracellulaire de la
protéine ou a la survenue de modifications post-traductionnelles. Dans le cas du gliome, une
tumeur cérébrale rare, la SEPT7 est connue pour inhiber la croissance de la masse tumorale
en arrétant le cycle cellulaire des cellules le composant (321). Cela a pour conséquence la
limitation de la prolifération des cellules cancéreuses mais également la stimulation de
I'induction de l'apoptose des cellules. La SEPT7 forme, dans ce contexte, une protéine
suppressive de tumeur. A contrario, dans une autre entité physiologique, la SEPT7 semble étre
bénéfique pour le développement des structures cancéreuses. Dans le cas du cancer du sein,
la SEPT7 (de maniére identique a la SEPT2) favoriserait via la voie signalisation MEK/ERK les

capacités de prolifération, de migration et d’invasion de ces cellules cancéreuses (322).

Enfin, arrétons-nous un instant sur la SEPT9. Cette protéine est a part dans la physiopathologie
cancéreuse dépendante des SEPT. Elle a été la premiére des 13 SEPT a avoir été identifiée dans
des cas de cancer a la fin des années 1990 et au début des années 2000. Elle a d’abord été
rapportée comme étant un partenaire de la Mixed-Lineage Leukemia (MLL). Formant ainsi une
protéine de fusion a fort potentiel oncogéne dans le contexte de la leucémie (323).

D’autre part, la SEPT9 est également extrémement représentée dans la littérature lorsqu’il
s’agit des SEPT dans les processus cancéreux. Elle est aujourd’hui considérée comme pouvant
servir de marqueur de dépistage précoce de certaines tumeurs malignes et représente une
potentielle piste pour de nouveaux traitement anticancéreux (324). On sait aujourd’hui que
la SEPT9 peut avoir une action oncogéne provenant de la modulation de son expression ou
bien de I'isoforme de la SEPT9 exprimé. On sait par exemple que les isoformes SEPT9 v2, v4 et
v5 ont été retrouvés a des niveaux plus élevés dans des cellules épithéliales cancéreuses (325).
Etant donné ses activités physiologiques importantes dans la régulation de la prolifération
cellulaire, la modification de I'expression ou |'expression de certains isoformes de la SEPT9
peuvent in fine favoriser le développement de tumeurs. On sait par exemple que la SEPT9 est
capable de réguler lI'activité des voies de signalisation HIF-1 (326) et JNK (278). Une
surexpression de la SEPT9 pourrait alors favoriser 'activité de ces voies et ainsi favoriser la

prolifération cellulaire tout en inhibant I'apoptose. Il en va de méme pour ses activités lors de
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la mitose ou de la méthylation de ’ADN (324).

On sait aujourd’hui que la SEPT9 est une protéine importante a prendre en compte dans le

diagnostic et le pronostic de certaines formes de cancer telles que le cancer colorectal, le

cancer du sein et plusieurs autres types de tumeurs malignes (324).
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Figure 31 : Les SEPT2, 7 et 9 et leurs activités pro et anti-tumorales.

c. SEPT et cancer, modification d’expression et mutation des 13 SEPT

Plusieurs SEPT sont impliquées dans le développement de différentes formes de

cancers. L’étude globale des SEPT en contexte cancéreux pousse aujourd’hui a supputer que

ces protéines n’ont pas, la plupart du temps, une action classique oncogene ou anti-oncogéne

mais subséquente aux modifications de leur niveaux d’expression (318). La fréquence des

mutations de SEPT est considérée comme faible puisqu’inférieures a 3% (318). Les mutations

sont fréquemment retrouvées au niveau du domaine de liaison au GTP ou celui d’interaction

entre SEPT.
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Du point de vue des niveaux d’expression, une premiere étude réalisée a partir d’'une base de
données regroupant trente-cing types de tumeurs, montre des tendances d’expression qui
sont retrouvées dans plusieurs types de cancers en fonction de la SEPT. Les SEPT2/8/9/11
seraient sur-exprimées dans plusieurs cas alors qu’a contrario les SEPT4/10 seraient plus
globalement sous-exprimées (327). Suggérant ainsi que les SEPT pourraient indépendamment
les unes des autres, agir comme oncogene ou gene suppresseur de tumeur.

A Sous-groupe SEPT7

4,50%

Sous-groupe SEPT2

44,60%

ZE Sous-groupe SEPT3

B SEPTY

4,50%
5,90%

Figure 32 : Répartition des mutations des SEPT dans les cancers humains.
A) Représentation de la distribution des mutations par sous-groupe de SEPT, en %. B) Représentation
de la distribution des mutations par SEPT, en %. Adapté d’apres Angelis et al., 2016 (318).

Du point de vue des mutations, une publication récente montre les caractéristiques des
mutations faux-sens des SEPT dans le cadre du cancer. Les auteurs ont utilisé une base de
données génomiques regroupant des informations de pres d’un million de patients pour un
total de quarante-deux types de tumeurs différentes (318). L’analyse montre que sur un total

de 396 mutations faux-sens, 20% sont retrouvées dans des tumeurs du gros intestin, 15% des
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tumeurs de la peau et 10% pour des tumeurs du poumon. Suggérant que les mutations faux-
sens de SEPT ont une importance certaine dans certains types précis de cancers.

Les auteurs montrent également la répartition de ces mutations en fonction des 13 SEPT. |l se
trouve que 44.6% d’entre elles sont portées par des SEPT du sous-groupe SEPT6 (Figure 32.A).
Toutefois prises isolément, ce sont les SEPT9 et SEPT14 qui sont celles qui sont les plus
fréguemment mutées dans cette base de données (Figure 32.B). Cela pourrait expliquer
pourquoi la SEPT9 est si souvent retrouvée comme régulateur du développement cancéreux.
Enfin, étonnement, malgré son expression ubiquitaire et son role central dans le cytosquelette

de SEPT, la SEPT7 s’avere étre la SEPT la moins sujette aux mutations.

Les auteurs soulignent que I'étude des mutations des SEPT notamment dans le contexte
pathologique du cancer n’en n’est qu’a ses débuts. De plus amples investigations doivent étre
menées afin de mieux comprendre I'importance de celles-ci dans la modulation des niveaux
d’expression protéique et donc le développement des cancers. Une meilleure caractérisation
des mutations et de leurs conséquences pourrait a plus long terme permettre de mener au

développement de nouvelles techniques de diagnostic et/ou de traitements thérapeutiques.

4- SEPT et infections bactériennes

Depuis leur découverte, les études réalisées sur les SEPT ont d’abord porté sur leurs roles
physiologiques dans la biologie cellulaire. Puis l'intérét s’est ensuite porté sur leurs
implications dans des processus pathologiques (maladies neuronales ou cancers). Mais a
partir des années 2000, une nouvelle perspective d’étude du cytosquelette de SEPT a vu le
jour. En effet, en 2002 est publiée une étude portant sur I'internalisation de la bactérie Listeria
monocytogenes au sein de cellules non phagocytaires (328). Il est alors montré que les SEPT
et plus particulierement la SEPT9 joue un réle important dans l'internalisation de cette
bactérie. Durant les années suivantes, de nombreuses publications utilisant des pathogenes
bactériens intracellulaires fréquents ou facultatifs ont permis de montrer le réle important

joué par le cytosquelette de SEPT dans les interactions hote-pathogéne entre bactéries et
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cellules non-phagocytaires. Les SEPT sont aujourd’hui considérées comme des acteurs a part

entiére de I'immunité cellulaire autonome (329).

a. Les SEPT lors de l'internalisation bactérienne

De nombreux agents bactériens sont capables de s’internaliser au sein de cellules
épithéliales non phagocytaires. L'intérét d’une telle activité dépend du pathogene. Certains,
tel que Shigella flexneri, sont des bactéries avec un mode de vie essentiellement intracellulaire
lors duquel elles se multiplient et infectent les cellules adjacentes. Pour d’autres bactéries il
pourrait s’agir d’'un mode de vie leur permettant de fuir les cellules immunitaires (présentes

dans la lumiere des voies aériennes par exemple).

Quoi qu’il en soit, il est aujourd’hui admis que la pénétration cellulaire des bactéries peut
passer par deux mécanismes selon le type de pathogéne, mais tous deux manipulant des voies
de signalisation cellulaire dans le but d’exploiter le cytosquelette au point d’entrée (330). Le
premier mécanisme nommé zippering ou fermeture éclair (Figure 33.A) a été caractérisé pour
Listeria monocytogenes et Yersinia spp.. |l est activé suite au contact direct entre les
composants de la membrane bactérienne et des récepteurs de la cellule hote. Dans le cas de
Listeria monocytogenes, ce sont ses protéines de surface Internaline A et B (InlA et InIB) qui
vont entrer en contact des protéines membranaires cellulaires E-cadhérine et Met (331) (281).
Est alors activé par la cellule héte un mécanisme phagocytaire au moyen notamment du
réarrangement du cytosquelette d’actine via I'activation du complexe Actin Related Protein
2/3 (ARP2/3). Plusieurs études sur linternalisation de ce pathogéne montrent que le
cytosquelette de SEPT est mobilisé de maniere significative lors de ce processus. En effet, on
note d’abord que l'activation des voies par I'InIB qui menent au zippering induisent une
relocalisation de la SEPT9 au niveau du site de contact cellule-bactérie (328) suggérant ainsi
son importance dans le processus. De plus, la réorganisation locale du réseau d’actine et la
pénétration de la bactérie entrainent la formation d’anneaux (ou colliers) de SEPT entourant
le pathogene et d’une largeur de 0.6um (332). Ces anneaux de SEPT sont composés de SEPT2,
SEPT9 et SEPT11. De maniere surprenante, lorsque I'on étudie I'implication individuelle des

SEPT2 et SEPT11 dans le processus d’internalisation, on observe qu’elles ont des activités
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opposées. La déplétion de chacune des SEPT montre que la SEPT2 favoriserait I'internalisation

de Listeria monocytogenes et a contrario la SEPT11 I'inhiberait (332).
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Filaments d’actine I'hote actine 0o
Effecteur bactérien =/ o

D

Filaments
d’actine

Bactérie

Anneaux de
SEPT

Figure 33 : Internalisation bactérienne et cytosquelette cellulaire.

A) Internalisation via le mécanisme de zippering ou fermeture éclair. Contact direct des membranes
cellulaires et bactériennes. B) Internalisation via le mécanisme de déclenchement. Nécessite |'action
du T3SS. A) B) Adapté d’apres Haglund, Welch et al., 2011 (333). C) Schéma illustrant la formation
d’anneaux de SEPT autour d’une bactérie en internalisation. D) Immunofluorescence d’une bactérie
(bleu) en internalisation, de structures d’actine (vert) et d’anneaux de SEPT (rouge). C) D) Adapté
d’apres Robertin et al., 2020 (345).

Le second mécanisme de pénétration est dit mécanisme de déclenchement (Figure 33.B). Il a
été caractérisé pour les bactéries Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella) et
Shigella flexneri (333). Ces pathogénes vont établir un contact avec la cellule hote via leur
facteur de virulence T3SS. L'injection de toxines bactériennes dans la cellule va entrainer la
réorganisation du cytosquelette d’actine et ainsi induire une macropinocytose (une
invagination de la membrane formant une poche capable de se refermer menant a une
internalisation non sélective). Lors de ce processus, il a été retrouvé autour du pathogene
Shigella flexneri des anneaux/colliers de SEPT de composition (Figure 33.C et 33.D) et de

morphologie comparable a ceux retrouvés dans le processus précédemment décrit (332). De
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maniéere intéressante, il est montré pour Salmonella que les SEPT2, SEPT7 et SEPT9 semblent
favoriser une internalisation efficace de la bactérie (334). Prise ensemble, ces observations
suggerent donc que le cytosquelette de SEPT est, au moins en partie, impliqué dans la phase
initiale de I'interaction cellule-bactérie. De plus, ces protéines ont une activité qui peut leur

étre propre, qu’elle soit bénéfique ou délétere pour I'internalisation du pathogene.

Concernant la bactérie a Gram négatif P. aeruginosa, nous avions vu qu’elle avait
longtemps été considérée comme ayant un mode de vie extracellulaire. Toutefois depuis les
années 2000, un certain nombre de publications ont montré et étudié son mode de vie
intracellulaire, au sein de cellules épithéliales (335). L'intérét de ce mode de vie pour P.
aeruginosa n'est pas encore clairement compris toutefois elle pourrait utiliser les cellules
épithéliales lors de linfection de tissus, comme réservoirs bactériens lui permettant
d’échapper aux mécanismes de défenses de I'hote (cellules immunitaires et molécules
antimicrobiennes) (336). L'internalisation de P. aeruginosa a été montrée comme dépendant
de l'interaction entre la lectine LecA présente a sa surface et un récepteur de la membrane

cellulaire, le glycosphingolipide Gb3 (198) (Figure 34.A).

Une étude récemment publiée a permis de mieux comprendre le role joué par le cytosquelette
de SEPT dans les infections de cellules épithéliales pulmonaires par P. aeruginosa (336). Les
auteurs montrent alors que I'invagination de la membrane causée par l'interaction LecA/Gb3
induit une relocalisation rapide des SEPT2 et SEPT7 au niveau du site de contact
cellule/bactérie (Figure 34.A). lls montrent également que les SEPT2 et SEPT7 participeraient
a l'inhibition de I'internalisation de la bactérie puisque leur déplétion induit une augmentation
de la charge bactérienne intracellulaire d’un facteur 2 (Figure 34.B). Cet effet observé va a
I'encontre de ce qui a été décrit pour la bactérie Listeria monocytogenes et suggererait que
I'activité pro ou anti-internalisation de chaque SEPT dépendrait du type bactérien et ainsi de
son processus d’internalisation. Enfin, les auteurs montrent que la relocalisation des SEPT
précédemment évoquée au site d’interaction va induire un renforcement de I’actine corticale
dans cette zone. L'utilisation de la microscopie a force atomique a permis de déterminer que
la relocalisation LecA-dépendante de la SEPT entrainait une augmentation de la rigidité
membranaire locale. Ainsi les auteurs suggérent que le cytosquelette de SEPT régulerait un

mécanisme de défense cellulaire lors des phases précoces d’infection par P. aeruginosa. Le
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contact LecA/Gb3 entre le pathogéne et son hote et I'invagination membranaire qui s’en suit
vont induire le recrutement des SEPT. L'augmentation de la rigidité membranaire

subséquente a ce recrutement diminuerait la capacité de P. aeruginosa a s’internaliser.
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Figure 34 : Internalisation de P. aeruginosa et réle du cytosquelette de SEPT.

A) Schéma représentant P. aeruginosa se fixant a la membrane cellulaire, induisant le recrutement des
SEPT ce qui améliore la fonction de barriere de la membrane. B) C) Taux d’invasion intracellulaire de
P. aeruginosa apreés transfection avec un siRNA spécifique SEPT2 (B) ou SEPT7 (C). Résultats normalisés
par rapport a la condition controle. Adapté d’apres Aigal et al., 2022 (336).

b. Les SEPT et la formation de cages

Apres leur internalisation, les agents bactériens vont devoir adapter leur mode de vie
afin de survivre dans cet environnement cytosolique qui peut se révéler hostile. Pour se faire,
les bactéries sont capables de détourner le cytosquelette cellulaire afin de le réorganiser et
de I'exploiter a leur avantage. De nombreux articles ont porté sur I'utilisation du cytosquelette
d’actine par les bactéries intracellulaire (337). L'étude du role du cytosquelette de SEPT dans

le mode de vie intracellulaire bactérien a quant a lui été examiné a partir des années 2010.
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Elle s’est, dans un premier temps, concentrée sur deux pathogénes : L. monocytogenes et S.

flexneri (338).

Ces pathogenes sont capables, durant leur mode vie intracellulaire, de polymériser des
structures de queue d’actine a leur contact. Cela leur confére une plus grande capacité a se
mouvoir de maniére intra et intercellulaire. IcsA, une adhésine de S. flexneri lui permet de
recruter la protéine N-Wiskott-Aldrich Syndrome Protein (N-WASP) qui active elle-méme le
complexe Arp2/3 permettant la polymérisation des queues d’actine. Concernant L.
monocytogenes, le processus est plus simple puisque ActA, une protéine de surface
bactérienne permet d’activer directement le complexe Arp2/3, sans intermédiaire. De
maniere concomitante, il a été observé que lorsque ces pathogenes établissaient des queues
d’actine, les SEPT2, SEPT9 et SEPT11 établissaient des structures en forme d’anneau autour
de ces queues (338). Toutefois le role de ces anneaux n’est aujourd’hui pas clairement établi
puisque l'inhibition des SEPT2 et SEPT9 n’a pas montré de modification de la vitesse de
déplacement dépendant des queues d’actine.

Une autre voie que la mobilité via les queues d’actine est toutefois possible. En effet, la cellule
est capable d’inhiber la mobilité bactérienne en compartimentant celle-ci dans une structure
qgualifiée de cage de SEPT. Cette structure est composée d’anneaux d’environ 1um de
diameétre entourant la bactérie sur toute sa longueur. Il a expérimentalement été décrit que
15 a 30% des bactéries S. flexneri intracellulaires étaient piégées dans des cages de SEPT. Lors
de ce processus de compartimentation sont mobilisées les SEPT2, SEPT9 et SEPT11 (338) ainsi
que la SEPT7 (339). Cette compartimentation a également été observée pour la bactérie P.
aeruginosa (340) (Figure 35). De maniére intéressante, I'inhibition de I'expression des SEPT2
et SEPT9 induit une diminution de I'encagement des bactéries par la SEPT et induit également
une augmentation du nombre de bactéries pourvues de queue d’actine. Suggérant ainsi que

ces deux devenirs bactériens s’opposeraient.
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Figure 35 : Observation au microscope de P. aeruginosa intracellulaire entourée par une structure de
cage de SEPT7.

La bactérie P. aeruginosa en vert et la SEPT7 immunomarquée en rouge. Extrait de Krokowski et al.,
2018 (340).

Le fait que la bactérie cytosolique induise une formation de cage de SEPT plutot que des
gueues d’actine semble dépendre de plusieurs éléments. L'étude réalisée sur S. flexneri
montre qu’au moins deux parametres sont nécessaires (Figure 36.A). Tout d’abord le
recrutement de protéines de l'autophagie. La protéine de surface IcsA peut se fixer a la
protéine de I'autophagie Atg5 et ainsi mener a la mobilisation de I'autophagosome. En plus
de cela, il semblerait que la polymérisation d’actine autour du pathogene soit le deuxieme
prérequis pour permettre la formation de la cage de SEPT. Toutefois, il a été observé un
mécanisme permettant a la bactérie d’inhiber la formation de la cage. La protéine IcsB est
capable de se fixer a IcsA de maniére compétitive avec Atg5, empéchant ainsi la fixation de ce
marqueur de 'autophagie et inhibant ainsi la compartimentation de la bactérie par la SEPT.

De maniere intéressante, pour la bactérie L. monocytogenes, il n'a pas été observé de
formation de cage de SEPT (338) (Figure 36.B). Les auteurs supputent que ce serait lié¢ au fait
gue sa protéine de membrane ActA utilisée pour la polymérisation d’actine ne se lie pas aux
protéines de I'autophagie. Ainsi la non mobilisation de I'autophagosome ne permettrait pas

la formation de la compartimentation SEPT-dépendante.

Une étude récente réalisée avec des structures de SEPT recombinantes purifiées et hors

contexte cellulaire nous en apprend plus sur les phases précoces de la formation de la cage de
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SEPT autour de S. flexneri (341). Les auteurs montrent alors que la SEPT6 joue un réle
primordial en reconnaissant au niveau micrométrique la courbure caractéristique des poles
de la bactérie. D’autre part, les auteurs montrent également que le LPS de S. flexneri permet
en quelques sortes de masquer la surface bactérienne et ainsi empécher le contact SEPT-
bactérie et donc la formation de la cage. Or la protéine de surface IcsA perturbe cette
couverture du LPS au niveau des poéles, endroits ou la SEPT6 peut alors interagir avec la
bactérie. En plus de cette fixation aux pdles de la bactérie, il a également été proposé que les
cardiolipines, un phospholipide composant de la membrane bactérienne, serait un marqueur
de la division bactérienne. lls seraient alors condensés au niveau de courbures accentuées de
la membrane (340). Ainsi, selon cet article, les cages de SEPT permettraient de

compartimenter notamment des bactéries en cours de division et donc courbées.

A S. flexneri B L. monocytogenes
IcSA ActA

Y
AN
N
Ay
IcsB
N

| N-WASP l Atg5 e

autophagosome autophagosome
Arp2/3 Arp2/3
v v
4 \ 4 \
Polymeérisation Polymérisation N
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. J . J
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Figure 36 : Mobilisation des cytosquelettes d’actine et de SEPT par S. flexneri et L. monocytogenes
intracellulaires.

A) S. flexneri intracellulaire peut induire la formation de queues d’actine ou de cages de SEPT selon
gue ce soit IcsB ou Atg5 qui se fixe sur la protéine IcsA de surface. B) L. monocytogenes peut induire la
formation de queues d’actine via sa protéine de surface ActA mais n’active pas I'autophagosome ou la
formation de cage de SEPT. Adapté d’apres Mostowy et al., 2010 (338).

Enfin, plusieurs facteurs cellulaires favorisant la formation de cages de SEPT ont été identifiés.

Le TNF-a, une cytokine connue pour étre sécrétée par les cellules lors d’infection par Shigella
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flexneri est montrée comme favorisant la formation de cages de SEPT. En conditions
expérimentales, un prétraitement par le TNF-a entraine une multiplication par deux du
nombre de cages autour de S. flexneri (338). Les mitochondries ont également été identifiées
comme éléments cellulaires permettant la mise en place efficace de cages de SEPT autour de

cette bactérie (339).

c. Devenir des bactéries compartimentées dans des cages de SEPT

Nous avons vu précédemment que la formation des cages de SEPT autour de S. flexneri
était étroitement liée a la fixation de la protéine Atg5 sur la protéine IcsA bactérienne. Or Atg5
permet l'initiation de I'autophagosome, un organite a double membrane permettant le
processus d’autophagie puisqu’il isole des composés intracellulaires et favorise leur
dégradation au moyen de leur fusion avec le lysosome cellulaire. De maniere frappante,
I'inhibition de plusieurs marqueurs de I'autophagie tels que p62, AtG5, Atgb et Atg7 entraine
une impossibilité pour les SEPT de former une cage (338). L'ensemble de ces éléments
suggerent donc que la machinerie d’autophagie cellulaire serait pour les SEPT a la fois un
élément déclencheur permettant son organisation en cage mais également une finalité
puisque l'autophagie s’avere importante dans I’élimination des bactéries intracellulaires
(342). 1l a en effet été montré que la machinerie d’autophagie des cellules eucaryotes
permettait une élimination spécifique des bactéries intracellulaires. Des protéines telles que
p62 et NDP52 permettent de favoriser I'envoi de S. flexneri vers une voie d’autophagie
dépendante des SEPT (343). Prises ensemble, ces données refletent d'une action

antibactérienne interdépendante entre I'autophagie et les SEPT.

La formation des cages de SEPT autour de S. flexneri va inhiber la prolifération intracellulaire
du pathogene. En effet, la formation d’une cage autour d’une bactérie en division induit un
échec de la division de celle-ci dans plus de 90% des cas (340). En plus de I'impact sur la
multiplication bactérienne, les cages de SEPT ont également un impact sur l'activité
métabolique du pathogene. Il a été montré que parmi les bactéries piégées, 55.5% d’entre
elles, soit pres de la moitié, étaient métaboliquement inactives (339). Enfin concernant la

finalité de cette compartimentation bactérienne, une étude vidéomicroscopique permettant
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de suivre I'évolution des bactéries encagées a permis de dénombrer que 42% des structures
étaient positives a des marqueurs du lysosome. Suggérant que la finalité d’une partie au moins

des bactéries piégées est leur dégradation par le complexe d’autophagolysosome.

Toutefois quelques limites ont été émises quant a I'importance de I’élimination des bactéries
intracellulaires par ce mécanisme. La réalisation d’expérimentations concernant le role joué
par les mitochondries dans la formation des cages de SEPT montre des différences
morphologiques importantes entre mitochondries a proximité de S. flexneri piégée par la SEPT
ou libre dans le cytoplasme. |l est alors supputé que la bactérie serait capable de fragmenter
les mitochondries afin d’empécher l'initiation de la cage de SEPT (339).

D’autre part, il a été montré que les SEPT2 et SEPT7 ainsi que des protéines de I'autophagie
telles que p62 controlerait des voies métaboliques dont celles de la glycolyse et pourrait ainsi
favoriser indirectement la prolifération intracellulaire de S. flexneri non compartimentée dans

des cages de SEPT (344).

Concernant l'implication du cytosquelette de SEPT dans la réponse inflammatoire
subséquente a l'infection par des pathogenes intracellulaires, il n’existe aujourd’hui pas de
littérature montrant un lien direct entre les deux. Toutefois il est aujourd’hui suspecté de
jouer un réle dans des troubles inflammatoires (272). Certaines études ont montré des liens
indirects entre I'activité des SEPT et des réponses inflammatoires dérégulées (345). Mais de
plus amples études doivent étre menées afin de déterminer si le cytosquelette de SEPT

posseéde une réelle activité sur la réponse inflammatoire.

d. SEPT et environnement épithélial lors de I'infection, des macrophages a la
réparation

Nous avons détaillé les différentes implications des SEPT au sein de la réponse
immunitaire propre aux cellules. Toutefois I'étude des réponses épithéliales face a une
infection -notamment de I"épithélium des voies aériennes- nécessite d’avoir une vision plus
globale de I'entité physiologique. C’est-a-dire qu’il faut prendre en compte I'ensemble des

parametres et types cellulaires qui composent le micro-environnement local. Ainsi, la
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littérature évoque I'implication du cytosquelette de SEPT dans des mécanismes anti-infectieux

ayant une portée plus large que l'intracellularité évoquée précédemment.

Nous avions évoqué plus tot les connaissances actuelles sur le cytosquelette de SEPT
dans les cellules immunitaires et notamment dans les cellules phagocytaires professionnelles
(neutrophiles et monocytes/macrophages). Peu d’études ont porté sur ce sujet mais I'on sait
tout de méme que ces cellules présentent des expressions importantes de SEPT2/6/10/11
(298). Des expérimentations réalisées sur des lignées murines de macrophages et sur des
neutrophiles humains ont montré I'importance des SEPT2 et SEPT11 dans le processus de
phagocytose médié par le récepteur Fcy de ces cellules. L'initiation de cette phagocytose par
les macrophages et les neutrophiles entraine une relocalisation transitoire des SEPT2 et
SEPT11 au niveau de la cupule phagocytaire. Elles y forment alors des structures en forme
d’anneau/collier semblables a celles décrites précédemment dans les cellules épithéliales. De
plus, les SEPT2 et SEPT11 semblent étre indispensable a une phagocytose efficace puisque
leur inhibition réduit son efficacité de 50 a 70%.

De plus, une publication récente s’est intéressée a I'étude du cytosquelette de SEPT des
macrophages de lignée humaine lors d’'une infection par Shigella flexneri (346). Cette bactérie
est capable d’'induire la pyroptose des macrophages, une forme de mort cellulaire dépendante
de l'inflammasome et caractérisée notamment par I'apparition de pores dans la membrane
accompagnée d’une signalisation pro-inflammatoire. Il est ici montré que les SEPT2 et SEPT7
participent a I'activation du processus de pyroptose en favorisant le clivage du complexe
GSDMD et I'expression de NINJ1 (deux composantes indispensables a la tenue de la
pyroptose). Ces deux SEPT semblent donc avoir une importance capitale dans la régulation de

la mortalité des macrophages lors d’une infection bactérienne.

Enfin, récemment, une étude a montré I'importance de la SEPT2 dans la régulation d’'une voie
de signalisation responsable de I'auto-activation pro-inflammatoire des macrophages (347).
Les auteurs expliquent qu’au sein des macrophages, il existe une voie d’auto-activation
indépendante de I'IFN-y induisant la polarisation M1 de ceux-ci et s"accompagnant d’une
libération de cytokine pro-inflammatoire. Il est montré que la déficience de SEPT2 entraine
une augmentation significative de la polarisation M1 et donc d’un micro-environnement plus
inflammatoire. Il est alors proposé que la SEPT2 régule négativement cette auto-activation

des macrophages en limitant le stress du réticulum endoplasmique via la stabilisation de la
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protéine heat shock protein family A (HSPAS).
Ainsi cette étude nous apprend que la SEPT2 est capable de moduler la sécrétion de
médiateurs pro-inflammatoires par les macrophages. Permettant de limiter ['état

inflammatoire de micro-environnements et ainsi protéger les cellules adjacentes.

Second élément d’importance dans la réaction d’un épithélium a une phase d’infection
(notamment bactérienne), il s’agit du maintien de la fonction de barriere des cellules
épithéliales.

Une étude s’est portée sur le processus de réparation de la membrane plasmique cellulaire
suite a des perforations chimiques ou mécaniques (348). On apprend que lors d’une lésion de
la membrane plasmique, la SEPT et notamment la SEPT7 va étre relocalisée a la membrane ou
elle va s’associer avec de I'actine filamenteuse et de la myosine de type Il afin de former une
structure sous-membranaire entremélée. Cette structure prise dans son ensemble est
montrée comme induisant la bonne réparation de la membrane. De plus, il est montré que la
SEPT7 a un réle essentiel a la formation de ce complexe puisque son inhibition empéche la
relocalisation de I'actine et de la myosine au site de la Iésion.

D’autre part, plusieurs publications ont ciblé I'étude du cytosquelette de SEPT au sein des
processus de cicatrisation a I’échelle d’un épithélium. Des expérimentations d’observation en
vidéomicroscopie de la fermeture d’une plaie effectuée sur un épithélium jointif nous apprend
que laSEPT7 joue un réle important. Son inhibition entraine un ralentissement de la fermeture
de la plaie (349). Les auteurs montrent que son action est portée sur le réarrangement du

cytosquelette de microtubule permettant ainsi I’élongation cellulaire et in fine la réparation.
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OBJECTIF DE L’'ETUDE

L’épithélium des voies aériennes et plus précisément I'épithélium bronchique forme une
barriere entre les pathogenes environnementaux aéroportés et I'organisme. Dans le contexte
de la mucoviscidose, une élimination défaillante des pathogénes couplée aux résistances
bactériennes envers les traitements antibiotiques éprouvent cette barriére. La répétition des
cycles d’infection/inflammation ménent a une réorganisation aberrante de I'épithélium

bronchique altérant ainsi sa fonction de barriére.

Il est aujourd’hui indéniable que P. aeruginosa, pathogéne critique de la mucoviscidose, est
capable de s’internaliser dans les épithéliales et d’y adopter un mode de vie intracellulaire. Il
n’est toutefois pas clairement établi si ce mode de vie est bénéfique ou délétere pour le
pathogene. Nonobstant ceci, il a été montré que les cellules possédaient une immunité envers
les bactéries qui leur était propre. Le cytosquelette de SEPT semble jouer un réle important
dans les processus cellulaires antibactériens. Il a été rapporté dans des étapes clés :

internalisation, reconnaissance du pathogene intracellulaire et piégeage.

Malgré certaines études montrant une localisation propre a chaque SEPT dans les cellules de
voies aérienne. Il n’existe aujourd’hui que peu de littérature concernant le réle des SEPT au
sein de ['épithélium des voies aériennes et aucune dans un contexte infectieux et

pathologique tel que la mucoviscidose.

L’objectif de ce travail de recherche a été de débuter par la caractérisation des niveaux
d’expression des 13 SEPT au sein de modeles cellulaires représentatifs de I'épithélium
bronchique. Au vu de ceux-ci et des informations présentes dans la littérature, nous avons
ensuite sélectionné les SEPT2, SEPT7 et SEPT9 comme étant celles d’intérét pour notre étude.
Nous avons enfin examiné leurs implications durant les infections par P. aeruginosa de

modeles cellulaires non-CF et CF.
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Les mécanismes de défense dépendants de la septine contre Pseudomonas
aeruginosa sont bloqués dans les cellules épithéliales bronchiques de la
mucoviscidose

Les cellules épithéliales des voies respiratoires forment une barriére physique contre les
agents pathogenes inhalés et coordonnent les réponses immunitaires innées dans les
poumons. Les cellules bronchiques des personnes atteintes de mucoviscidose sont colonisées
par Pseudomonas aeruginosa en raison de I'accumulation de mucus dans les voies aériennes
inférieures et d'une réponse immunitaire altérée. Cela entraine une inflammation chronique,
des lésions du tissu pulmonaire et un déclin accéléré de la fonction pulmonaire.
L'identification des facteurs moléculaires impliqués dans la réponse de I'hGte dans les voies
aériennes est donc cruciale pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Le cytosquelette des septines (SEPT) est impliqué dans l'intégrité de la barriere tissulaire et
dans les réponses anti-infectieuses. La SEPT7 est essentielle au maintien des complexes SEPT
et a la détection des microorganismes pathogénes. Dans les poumons, SEPT7 peut étre
impliquée dans la résistance de la barriere épithéliale a I'infection ; cependant, son réle dans
I'infection a P. aeruginosa de la mucoviscidose (CF) n'est pas connu. Cette étude visait a
étudier le réle de SEPT7 dans le controle de l'infection a P. aeruginosa dans les cellules
épithéliales bronchiques, en particulier dans la mucoviscidose. Les résultats de I'étude ont
montré que SEPT7 encage P. aeruginosa dans les cellules épithéliales bronchiques et que son
inhibition réduit I'expression d'autres SEPT. En outre, P. aeruginosa ne régule pas l'expression
de la SEPT7. Enfin, nous avons constaté que l'inhibition de I'expression de SEPT7 dans les

cellules épithéliales bronchiques (BEAS-2B, 16HBE140- et cellules primaires) entrainait des
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niveaux plus élevés de P. aeruginosa internalisée et une diminution de la production d'IL-6
pendant l'infection, ce qui suggere un réle crucial de SEPT7 dans la réponse de I'h6te contre
cette bactérie. Cependant, ces effets n'ont pas été observés dans les cellules CF (16HBE140-
/F508del et cellules primaires), ce qui pourrait expliquer la persistance de I'infection chez les
pwCF. Les résultats de I'étude suggerent que la modification de I'expression de SEPT7 est une
approche potentielle pour le contréle anti-infectieux de P. aeruginosa, en particulier dans la

mucoviscidose.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Airway epithelial cells form a physical bamrier against inhaled pathogens and coordinate innate immune re-
Cystic Fibrosis sponses in the lungs. Bronchial cells in people with cystic fibrosis (pwCF) are colonized by Pseudomonas aeru-
Lung i o ginosa because of the accumulation of mucus in the lower airways and an altered immune response. This leads to
:;:;}s“al Bl chronic inflammation, lung tissue damage, and accelerated decline in lung function. Thus, identifying the mo-

lecular factors involved in the host response in the airways is crucial for developing new therapeutic strategies.
The septin (SEPT) cytoskeleton is involved in tissue barrier integrity and anti-infective responses. SEPT7 is
critical for maintaining SEPT complexes and for sensing pathogenic microbes. In the lungs, SEPT7 may be
involved in the epithelial barrier resistance to infection; however, its role in cystic fibrosis (CF) P. aeruginosa
infection is unknown. This study aimed to investigate the role of SEPT7 in controlling P. aeruginosa infection in
bronchial epithelial cells, particularly in CF. The study findings showed that SEPT7 encages P. aeruginosa in
bronchial epithelial cells and its inhibition downregulates the expression of other SEPTs. In addition,
P. aeruginosa does not regulate SEPT7 expression. Finally, we found that inhibiting SEPT7 expression in bronchial
epithelial cells (BEAS-2B 16HBE140- and primary cells) resulted in higher levels of internalized P. aeruginosa and
decreased IL-6 production during infection, suggesting a crucial role of SEPT7 in the host response against this
bacterium. However, these effects were not observed in the CF cells (16HBE140-/F508del and primary cells)
which may explain the persistence of infection in pwCF. The study findings suggest the modification of SEPT7
expression as a potential approach for the anti-infective control of P. aeruginosa, particulaily in CF.

Pseudomonas aeruginosa

1. Introduction

Airway epithelial cells form a tight physical barrier against inhaled
pathogens. Moreover, they coordinate the lung immune response and
pathogen elimination through mucociliary clearance and the production
of host defence molecules and inflammatory mediators involved in im-
mune cell recruitment to the infection site (Whitsett and Alenghat,
2015).

People with cystic fibrosis (pwCF), a genetic disease caused by

variants of the cystic fibrosis (CF) transmembrane conductance regu-
lator (CFTR) gene, frequently experience lung infections caused by
various microorganisms, particularly Pseudomonas aeruginosa,
throughout the disease course (Shteinberg et al., 2021). Mucus accu-
mulation in the lower airways and the altered immunity of pwCF favour
P. aeruginosa infection, which persists in the lungs due to antibiotic
resistance (Cohen and Prince, 2012). Associated with an exacerbated
chronic inflammation and a massive neutrophil influx, this
pro-inflammatory and infectious context favours lung tissue destruction
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and accelerates a decline in lung function, thus increasing morbidity and
mortality (Shteinberg et al., 2021). Thus, identifying the molecular
factors involved in the host response to infection is crucial for devel-
oping alternative and complementary strategies to antibiotics for pwCF.

P. aeruginosa is an extracellular pathogen and, therefore, does not
rely on intracellular proliferation. Nevertheless, P. aeruginosa can invade
epithelial cells using their type 6 secretion system toxins (Sana et al.,
2012). However, the consequences of this internalization, particularly at
the pathophysiological level, remain unclear (Muggeo et al., 2023). The
first study describing the presence of intracellular P. aeruginosa in CF
airway epithelial cells in human lung tissue has recently been shown and
may explain the maintenance of chronic infection in patients (Malet
et al., 2024).

The septin (SEPT) cytoskeleton is expressed in all eukaryotic cells
and is involved in many cellular processes, such as tissue barrier
integrity and anti-infective responses to viruses and bacteria. In humans,
13 SEPTs (SEPT1-12 and SEPT14) interact to form hetero-oligomeric
complexes, non-polar filaments, and more complex structures such as
rings (lvanov et al., 2020). SEPT7 plays a critical role in maintaining the
stability and function of SEPT complexes, and the knockout of SEPT7 in
mice induces embryonic lethality (Menon et al., 2014). SEPTs can also
detect pathogenic microbes, including the gram-negative bacterium
Shigella flexneri (Mostowy et al., 2010). They recognize the membrane
curvature of dividing bacterial cells and mediate their entrapment and
delivery to lysosomes (Iirokowski et al., 2018). In addition, SEPTs such
as SEPT2 and SEPT9 are involved in regulating bacterial invasion,
attachment, proliferation, survival, and endocytosis (Ivanov et al.,
2020).

In summary, these studies suggest that SEPTs are potential candi-
dates for improving airway epithelial cell resistance to infection in
pwCFs. However, to date, investigating the role of SEPTs in infection has
been restricted to the cellular level and lacks translational aspects in
pathology. Furthermore, modifications to SEPT organization during
P. aeruginosa airway infection, particularly in the context of CF, remain
unknown. Here, we hypothesized that SEPT7 is involved in controlling
P. aeruginosa infection in CF bronchial epithelial cells.

2. Material and methods
2.1. Cell and bacterial culture

BEAS-2B cells (CRL-9482™, Lot:59227035; American Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA) were cultured in F-12 medium (Invi-
trogen, Waltham, MA, USA) supplemented with 10 % foetal calf serum
(FCS, Eurobio, Courtaboeuf, France), 10 mM HEPES (pH 7.2-7.5) and
1 % penicillin-streptomycin (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Pr
Dieter Gruenert (originator) and Dr Beate Illek (provider) from the
University of California San Francisco generously supplied 16 HBE14o-
(16HBE) cells. The cells were cultured in minimum essential medium-
Glutamax supplemented with 10 % FCS and 1 % antibiotics, as rec-
ommended by the manufacturer. Cells with the F508del CFTR variant
(16HBE-CF) were obtained from the CF Foundation and cultured as
recommended by the manufacturer (Valley et al., 201 9). Primary human
bronchial epithelial cells from healthy donors (non-CF1: batch
02AB839, age: 59, sex: male; non-CF2: batch 02AB0979, age: 36, sex:
Male; non-CF3: batch 02AB68001, age: 71, sex: Female), and pwCF
(CF1: batch CFAB064901, sex: female, Age: 37, F508del/1717-1 G>A;
CF2: batch CFAB065301, sex: N/A, Age: N/A, F508del/c.2789+5 G>A)
(Epithelix, Plan-les-Ouates, Switzerland) were cultured in a complete
medium containing antibiotic (Epithelix). Cells were grown in 75 mL
flasks (Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzerland) and main-
tained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5 % CO,. Cellular
infection experiments were performed in complete medium without
antibiotics. The green fluorescent protein (GFP)-tagged P. aeruginosa
PAK strain (PAK-GFP) (kindly provided by Pr Alain Filloux) was grown,
as previously described (McCarthy et al., 2017). PAK-GFP was grown
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16h in tryptic soy agar (TSA) dishes (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) at 37 °C. A colony was then isolated and cultivated
in 5mL tryptic soy broth (TSB) (Sigma-Aldrich) at 37 °C for 16 h and
shaken at 120 rpm. The bacterial broth was diluted 1:100in TSB before a
2 h 15 min culture at 37 °C and shaken at 120 rpm. Further, the bacterial
broth was pelleted, rinsed with phosphate buffered saline (PBS), and
resuspended in a cell culture medium devoid of antibiotics. Bacterial
concentration was determined at 600 nm (ODggg). Lipopolysaccharide
(LPS) from P. aeruginosa (serotype 10) and Chloroquine were from
Sigma-Aldrich. Elexacaftor, tezacaftor, ivacaftor were from Selleck
Chemicals (Houston, Texas, USA).

2.2. Small interfering RNA transfection

Lipofectamine™ RNAiMAX (Invitrogen) (BEAS-2B, 16HBE) or Lip-
ofectamine 3000 (primary cells) were used for small interfering RNA
(siRNA) transfection, according to the manufacturer’s instructions. The
cells were seeded in 12-well plates (Corning, Wiesbaden, Germany) to
reach 80 % (50 % for primary cells) confluence in 24 h. They were then
transfected for 72h with 5 or 10 nM siRNA Control (CTL) (UGGUUUA-
CAUGUUGUGUGA; Eurogentec, Seraing, Belgium), against SEPT7
(previously validated siRNA pool (Pfanzelter et al., 2018))
(5'UUGCAGCUGUGACUUAUAAS';5'UGAAUUCACGCUUAUGGUAS'5-
UAUGAGAACUACAGAAGCA3 ; and 5GCUGAGGAGAGGAGCGUA3)).

2.3. Internalization protocol

Bronchial epithelial cells were seeded in 12-well plates (Coming,
Wiesbaden, Germany) and then transfected during 72h with CTL or
SEPT7 siRNA. Bacteria were then resuspended in the appropriate cell
culture medium without antibiotics. The cells were then infected at
various values of multiplicity of infection (MOI) for various times (see
legends). After infection, the cells were washed thrice with PBS and
incubated with 100 ug/mL tobramycin (Sigma-Aldrich) for 1 h, to kill all
extracellular bacteria. The supernatants were stored and the cells were
lysed with PBS containing 0.1 % Triton X-100. The supernatants and
serial dilutions of cell lysates were plated on TSA and incubated over-
night at 37 °C. Colony-forming units (CFU) were counted from cell lysate
plates after verifying the complete removal of extracellular bacteria
(supernatants).

2.4. Western blotting

Proteins were extracted using radioimmunoprecipitation assay
buffer (Euromedex, Souffelweyersheim, France) supplemented with
antiprotease-antiphosphatase (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibi-
tor Single-Use Cocktail; Thermo Fisher Scientific). Proteins (10 pg) were
reduced and size-separated on 4-15 % Mini-PROTEAN TGX stain-free
precast gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and transferred onto nitro-
cellulose membranes using an iBlot2 device (Thermo Fisher Scientific).
Membranes were blocked with TBS-Tween 0.1 % containing 5 % non-
fat dry milk. Primary antibodies were incubated for 1h at room tem-
perature. The following SEPT antibodies have already been validated
(Pfanzelter et al., 2018): SEPT2 (60075-1, 1/20 000 Proteintech,
Manchester, UK), SEPT6 (HPA005665, 1/1000, Atlas Antibody,
Bromma, Sweden), SEPT7 (18991; 1,/1000, IBL, Minneapolis, MN, USA),
SEPT9 (A302-353A-M, 1/1000 Bethyl Laboratories, Montgomery,
Texas), and SEPT11 (A304-1761-M, 1/1000, Bethyl laboratories).
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) antibodies were
obtained from Millipore (MAB374, 1,/2000, Burlington, Massachusetts,
USA). Phospho-ERK1/2 (9101; 1/1000) and total-ERK1/2 (9102;
1/1000) and LC3B (3868, 1/1000) antibodies were from Cell Signaling
Technology (Danvers, Massachusetts, USA). CFTR antibody 570
(1/1000) was from Cystic Fibrosis Foundation (https://cfirantibodies.
web.unc.edu). We then used horseradish peroxidase-conjugated anti--
rabbit (7074, 1/5000, Cell Signalling Technology) or anti-mouse (7076,



S. Brax et al.

— SEPT3
SEPT14
SEPT12

‘ B ser12

) [ B sern

‘ M4y @ SePTS

L SEPT6
— SEPT7
[ SEPT8
44 SEPT11
i\ SEPT4
4 SEPT10

SEPT9

European Journal of Cell Biology 103 (2024) 151416

SEPT! GAPDH (a.u.)
0 5000 10000 15000 20000

%
o
3
N
w
11 1 1 4

SEPT14 (39.1

Fig. 1. (A) Septin (SEPT) transcript expressions using RNA sequencing ("RNAseq") in the lungs (public data extracted from GTEXportal.org, TPM: transcripts per
million). (B) SEPT mRNA expression in BEAS-2B cells (n=6) using quantitative polymerase chain reaction (qPCR) (reference: SEPT1, Cycle threshold means given
between brackets). (C) SEPT7 immunostaining (red) in BEAS-2B cells infected with P. aeruginosa for 3 h [multiplicity of infection (MOI) =20] (green). Nuclei are
labelled with DAPI (cyan). (D) Westem blot of SEPT7 and reference protein glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) in BEAS-2B cells after infecting
with PAK (MOI = 5) for 3 h or not infected (NI) (representative of n= 3 experiments).

1/5000, Cell Signaling Technology) secondary antibodies, depending on
the primary antibody. Detection was performed using Clarity Chemilu-
minescent Substrate (Bio-Rad) and images were recorded using the
LAS-3000 bioimaging system (Fujifilm, Bussy-Saint-Georges, France).
Densitometric quantification was performed using the ImageJ Software
(https://imagej.nih.gov/ij/).

2.5. Reverse Transcription-quantitative polymerase chain reaction

RNA was extracted using the NucleoSpin RNA kit (Macherey Nagel,
Diiren, Germany), following the manufacturer's instructions. Reverse
Transcription was performed using a high-capacity <cDNA reverse tran-
scription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Real-time
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) was performed using a
QuantStudio 3 device (Applied Biosystems) and Sensifast Probe Lo-Rox
Kit (Bio-technofix, Guibeville, France) and TagMan probes (Applied
Biosystems) for GAPDH (Hs02786624_g1), SEPT1 (Hs00364521 ml),
SEPT2 (Hs01565417_m1), SEPT3 (Hs00251883.m1), SEPT4
(Hs00365352_m1), SEPTS (Hs00954997_m1), SEPT6
(Hs00248408_m1), SEPT7 (Hs00987502_g1), SEPT8 (Hs00922332_m1),
SEPT9 (Hs02246396.m1), SEPT10 (Hs00909247 g1), SEPT11
(Hs00217342_m1), SEPT12  (Hs00332566_m1), or SEPT14
(Hs01121472_m1). GAPDH was used to normalize the expression levels
of the target genes. The relative expression of each gene was calculated
using a reference group and the 224" method.

2.6. Immunofluorescence and confocal microscopy

Cells were seeded in 24-well plates (Corning, Corning, NY, USA)
using glass coverslips. Confluent cells were infected with PAK-GFP and
rinsed with PBS. The cells were fixed with 4 % paraformaldehyde for
15min, rinsed 3x with PBS, and permeabilized (PBS containing 0.1 %

Triton X-100, 10 min). Following this, the cells were incubated over-
night with a blocking solution (PBS, 1 % bovine serum albumin). They
were then incubated with primary SEPT7 antibody (1/100, blocking
solution, 1 h at room temperature) and washed 3 x with PBS. The cells
were then incubated 1h with Alexa Fluor 594 anti-rabbit secondary
antibodies (Invitrogen A11012, 1/2000). The nuclei were stained with
4.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen D1306, 1/1000, PBS).
Mounting and sealing were performed using ProLong mounting medium
(Thermo Fisher Scientific). Standard and confocal fluorescence micro-
scopy were performed using Olympus BX61 and Olympus FV3000
(100x oil immersion objective), respectively. Images were processed
with Imaris software V9.9 (Oxford instruments, Abingdon-on-Thames,
UK).

2.7. Enzyme linked immunosorbent assay

Supernatants were collected, and the interleukin (IL)-6 and IL-8
concentrations were measured using Human IL-8/CXCL8 (DY208) and
Human IL-6 ELISA kits ((DY206; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
The substrate (3.3°5.5"-tetramethylbenzidine) was procured from Cell
Signalling Technology. Absorbance was measured using a FLUOstar
OPTIMA plate reader (BMG Labtech, Champigny-sur-Marme, France),
and the results were analysed using MARS Data Analysis Software v3.01
R2 (BMG Labtech).

2.8. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 10 soft-
ware. The groups were compared using the Mann-Whitney test (two
groups) or ANOVA multi-comparison test with Bonferroni correction (>
two groups). Statistical details, including the statistical tests and sig-
nificance, have been specified in the figure legends.

116



S. Brax et al.

European Journal of Cell Biology 103 (2024) 151416

A B SiCTL SISEPT7

= SEPT7 | s .

315 - GAPDH | = == = e - e e
T | SEPT2 | ™= = == =& — — — —|
g GAPDH

2 o0s ML e
EO_O GAPDH ™= @ an o= &= ap o -
) &L L SEPTO [ == = == —

23 9\6_,@ GAPDH [ == = e - o e
sEPTH[— = = ~ S|
GAPDHI----ﬁ--—I

o siCTL® siSEPT7
o D —4- "
s * s c
820, I 1 z >
E o E * *
015 < 24 X =
< 1.0 o
o = 1+ *
g 00 » (-
w N © O N
I 48‘6 é«“'d« é« &
e ®2 9 & O f
%k
E F 1
o ns ns % *okkk
AR (0 T e T I,
S _ 8x10¢ 800
§§ 6x10% 30 min % 600 - 5 -
3E 4x10f o ° ;h 2400 % B
3O e 3h
8= 2x10¢ 3 200
€ 0 0
B QAL QA A QAR QL
OROROR $ROR
e\ég’o r,\é@’o e‘}g@ a:.,\éo B

Fig. 2. SEPT7 mRNA expression analysis using qPCR (A) and SEPT7 (B, C), SEPT2 (B, D), SEPT6 (B, D), SEPT9 (B, D), SEPT11 (B, D) protein expression using
western blot in BEAS-2B after 72 h transfection of 5 nM control siRNA (siCTL, white circles) or SEPT7 siRNA (blue circles) (n=4, *p<0.05, Mann-Whitney test). (E)
Amount of intracellular P. aeruginosa (Pa) (CFU/mL) in BEAS-2B cells transfected for 72 h with 5 nM of siCTL or SEPT7 siRNA and then infected for 30 min (orange
circles, n=6), 1 h (purple circles, n=5) and 3 h (red circles, n=10) with Pa (MOI=5) [(*p<0.05, analysis of variance (ANOVA), Bonferroni correction)]. (F) IL-6
production by BEAS-2B cells transfected for 72 h with 5 nM of siCTL or SEPT7 siRNA in the non-infected (-, white circles) condition and after 3 h of Pa (red cir-
cles) infection (MOI=5) [(n= 9; *p<0.05, “"p<0.01, *"“p<0.0001 analysis of variance (ANOVA), Bonferroni correction)].

3. Results and discussion

To date, there are limited studies examining the specific role of SEPT
in the lungs. In this study, we initially extracted the expression data of
SEPT transcripts in lung tissues from a publicly available database
(GTEXportal.org). Among the 13 SEPTs expressed in humans, SEPT3,
SEPT12, and SEPT14 were negligibly detected in the whole lung tissue
(Fig. 1A). SEPT1, SEPT5, and SEPT6 were weakly expressed, whereas
SEPT4, SEPTS8, SEPT9, SEPT10, and SEPT11 showed intermediate
expression levels. SEPT2 showed the highest expression, followed by
SEPT7. Similarly, SEPT3, 12 and 14 are weakly detected in BEAS-2B
cells (high Cycle threshold values). Analysis of relative SEPT expres-
sion (SEPT1 is used as a reference) in BEAS-2B cells shows that SEPT2, 9
and 7 are the three most highly expressed (Fig. 1B).

Intracellular bacteria with intestinal tropism, such as S. flexneri are
internalized by HeLa epithelial cells, with 15-30 % of them being
trapped in cage-like SEPT7 structures (Mostowy et al., 2010). In context

of the innate immune host response, involving the key role of bronchial
epithelial cells when exposed to potentially pathogenic microorganisms
(Whitsett and Alenghat, 2015), we studied whether this phenomenon of
encagement was also observed with a predominantly extracellular
bacterium, P. aeruginosa, which particularly colonizes the cells of pwCF.
We observed that P. aeruginosa was internalized in the bronchial
epithelial cells of the non-cancerous BEAS-2B cell line and was found in
SEPT7 structures comparable to the cages described in the literature
(Fig. 1C). This result is consistent with recent observations in H1299
non-small cell lung cancer epithelial cells (Aigal et al., 2022). Further-
more, we did not observe any change in SEPT7 protein expression in
cells infected with P. aeruginosa compared to uninfected cells (Fig. 1D).

To clarify the role of SEPT7 in the internalization of P. aeruginosa, we
used an interfering RNA targeting SEPT7 mRNA to downregulate its
expression in BEAS-2B cells. This siRNA downregulated SEPT7 at, both,
the mRNA (Fig. 2A) and proteinlevels (Figs. 2B and 2C). Consistent with
several previous studies (Kinoshita et al., 2002; Lobato-Marquez et al.,
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Fig. 3. (A) Heatmap of SEPT mRNA expression in 16HBE wild type (16HBE) or cystic fibrosis (16HBE-CF) cells [(n=3, *p<0.05, ~ p<0.001, analysis of variance
(ANOVA), Bonferroni correction)] using quantitative polymerase chain reaction (QPCR) (reference sample: 16HBE SEPT7). (B) SEPT7 protein expression analysis
using western blot respectively in 16HBE or 16HBE-CF cells (n=3; ns: non-significant, Mann-Whitney test). (C) SEPT7 immunostaining (red) in 16HBE and 16HBE-CF
cells. Nuclei are labelled with DAPI (cyan). (D) Western blot of SEPT7 and reference protein GAPDH in 16HBE or 16HBE-CF cells after 72 h transfection with 5 nM
siCTL or SEPT7 siRNA (representative of n—=4 experiments). (E) Amount of intracellular P. aeruginosa (Pa) (CFU/mL) in 16HBE (n=10) or 16HBE-CF (n=7) cells
transfected for 72 h with 5 nM CTL or SEPT7 siRNA and then infected for 4 h with Pa (red circles) (MOI=10) ("'p<0.01; ns: non-significant, analysis of variance
(ANOVA), Bonferroni correction). (F) CFTR and GAPDH expression using westem blot in 16HBE-CF cells incubated 72 h with vehicle (- DMSO) or Trikafta (ETI:
elexacaftor (3 pM)-tezacaftor (3 pM)-ivacaftor (1 pM)). (G) Amount of intracellular P. aeruginosa (Pa) (CFU/mL) in 16 HBE-CF cells incubated 72 h with DMSO or ETI,
transfected (24 h after ETI adding) for 48 h with 5 nM of siCTL or SEPT7 siRNA and then infected for 3 h with Pa (MOI=10) [(n=6; ns: not significant, analysis of

variance (ANOVA), Bonferroni correction)].

2019; Pfanzelter et al, 2018; Van Ngo et al., 2022), SEPT7 inhibition
reduced the protein expression of SEPT2 (Figs. 2B and 2D), SEPT6
(Figs. 2B and 2D), SEPT9 (Figs. 2B and 2D), and SEPT11 (Figs. 2B and
2D). However, this did not affect the expression of the corresponding
mRNAs (Supplementary Figure 1A). These results confirmed that
SEPT7 plays a crucial role in maintaining the SEPT cytoskeleton (Menon
et al., 2014).

After infecting BEAS-2B cells with P. aeruginosa, an increase in the
number of intracellular bacteria in cells transfected with SEPT7 siRNA
was observed (Fig. 2E). Nevertheless, this effect is only observable 3 h
post-infection and not at shorter times. This suggests that inhibition of
SEPT7 does not affect entry into the cell but rather its intracellular fate.
It should also be noted that the internalization of P. aeruginosa was rare,
accounting for approximately 2 % of the total bacteria incubated with
the cells, which is consistent with data obtained from other cell lines,
including MDCK (Bucior et al., 2010) and HeLa cells (Sana et al., 2012).
This value reached approximately 5 % when SEPT7 expression was
inhibited.

To determine whether SEPT7 inhibition altered the inflammatory
response, we quantified the levels of cytokines IL-8 and IL-6, which are
induced by P. aeruginosa in bronchial epithelial cells. No effect on IL-8
mRNA expression and protein secretion (Supplementary Figure 1B
and 1C) was observed under either uninfected or infected conditions. In
contrast, SEPT7 inhibition significantly reduced IL-6 production
following infection (Fig. 2F). No effect was observed on IL-6 mRNA
levels indicating that the SEPT7 inhibitory effect on IL-6 is not at the
transcriptional level (Supplementary Figure 1D).

Interestingly, inhibition of IL-6 secretion was also observed on A549
lung epithelial cells in which septins dynamics were inhibited by for-
chlorfenuron and which were infected with influenza virus (Tolhtaeva
et al., 2015). It has been shown that, by interacting with exocytic pro-
teins such as soluble N ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor (SNARE) proteins, septins are required for exocytosis
(Tolhtaeva et al., 2015). The difference that we observed in the effect of
SEPT7 inhibition on IL-8 and IL-6 secretion might be explained by their
distinet secretion mechanisms (Stanley and Lacy, 2010). Indeed, IL-6
secretion involves the SNARE protein VAMP3 (Manderson et al,
2007), whereas 1L-8 secretion involves the Rho GTPases Racl and
CDC42 (Hobert et al., 2002). However, when LPS, a P. aeruginosa viru-
lence factor, is used, this decrease in IL-6 is no longer observed (Sup-
plementary Figure 1E) and IL-8 remains unchanged (Supplementary
Figure 1F). The inhibition of SEPT7 prevents the phosphorylation of
ERK1/2 in the invasive breast cancer cell line, MDA-MB-231, but does
not affect the p38, AKT, or JNK pathways (Zhang et al., 2016). In CF
airway epithelial cells exposed to P. aeruginosa filtrates, IL-6 production
is dependent on ERK1/2 activation (Berube et al., 2010). We did not
observe that the inhibition of SEPT7 in BEAS2-B (Supplementary
Figure 2A) or 16HBE (Supplementary Figure 2E) cells modulates
ERK1/2 phosphorylation. All these data suggest that the decrease of IL-6
secretion is likely due to the intracellular activity (production and
secretion of numerous factors) of the live bacterium. IL-6 plays a
prominent role in the anti-infective response of the lungs. It also pro-
motes epithelial repair following P. aeruginosa infection both in vitro and
in vivo (Saint-Criq et al., 2018). Moreover, in a mouse model of acute
P. aeruginosa infection, the administration of alveolar macrophages
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modified to overexpress IL-6 protected the mice from this infection and
promoted lung repair (Kheir et al., 2022). Thus, reduced IL-6 levels
observed via SEPT7 inhibition may further promote the persistence of
P. aeruginosa within the bronchial epithelium and impair epithelial
repair, a critical process in CF (Ruffin and Brochiero, 2019).

To assess the role of SEPT7 in CF, we used isogenic 16HBE and
16HBE with F508del CFTR variant (16HBE-F508del) cells. SEPT RNA
expression profiles are similar (Fig. 3A) and SEPT7 protein expression
(Fig. 3B) and localization (Fig. 3C) are identical between the two cell
lines. We confirmed that SEPT7 siRNA efficiently decreased SEPT7
protein expression in both these cell types (Fig. 3D). We also confirmed
an increase in intracellular bacteria following SEPT7 inhibition in the
16HBE bronchial cell line (Fig. 3E). However, this effect was not
observed in 16HBE-CF cells (Fig. 3E). In cells expressing SEPT7, we
observed a trend towards an increase in the number of intracellular
bacteria in 16HBE-CF cells (6.7 x10°+4567) compared with 16HBE cells
(4.6 x10°+1704), although without reaching significance (Fig. 3E). The
variability observed in the CF group could be linked to the genomic
instability of these cells and derived clones as recently demonstrated
(Kerschner et al., 2023).

These results suggest an altered SEPT7 function, specific to CF. Using
Elexacaftor-Tezacafor-Ivacaftor, the current therapy used in the major-
ity of pwCF to correct CFTR expression (Fig. 3F) and function, we did not
observe any effect on the number of intracellular bacteria (Fig. 3G).
Thus, the altered SEPT7 function in CF cells does not seem to be directly
linked to CFTR dysfunction. The CFTR-F508del mutant protein, through
its interactions with numerous specific proteins (not interacting with
wild-type CFTR), is associated with a wide range of cellular pathways
(Lim et al., 2022; Pankow et al., 2015). Thus, the altered role of SEPT7 in
CF cells might be the consequence of a disturbed cellular environment.

Septin-cage-entrapped bacteria are targeted to autophagy and SEPT7
plays a key role in eliminating bacteria, particularly S. flexneri, by
directing them to lysosomes (Mostowy et al., 2010). Inhibition of
autophagy in bronchial cells, notably by chloroquine, promotes intra-
cellular swrvival of P. aeruginosa (Junkins et al., 2013). Furthermore,
CFTR-mutated bronchial epithelial cells exhibit defective autophagy
(Luciani et al., 2010), and ExoS, a major P. aeruginosa toxin, inhibits
autophagy (Rao et al., 2021). These elements would favor the intracel-
lular persistence of P. aeruginosa and the development of chronic colo-
nization in patients (Flores-Vega et al., 2021). When we block
autophagy with chloroquine in BEAS-2B cells, shown by induction of
LC3B-II expression (Supplementary Figure 2B), we observed, as ex-
pected from a previous study (Junkins et al., 2013), an increase in the
number of intracellular bacteria similar to that observed with inhibition
of SEPT7 (Supplementary Figure 2C). In contrast, we observe no dif-
ferences with chloroquine when SEPT?7 is inhibited. Chloroquine is also
able to decrease IL-6 in SEPT7 sufficient cells (Supplementary
Figure 2D). Finally, we observed no difference in the expression of the
autophagy marker LC3B between 16HBE-WT and 16HBE-CF cells
(Supplementary Figure 2E). Thus, our data suggest that the lack of
increase in intracellular bacteria observed in 16HBE-CF cells after SEPT7
inhibition is not due to a specific initial autophagic state. However, we
cannot totally exclude an alteration of other specific elements of the
autophagy machinery in CF cells and further work is therefore needed to
understand septin-autophagy interactions during P. aeruginosa infection
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Fig. 4. (A) Kinetics of SEPT mRNA expression measured by RNAseq in primary bronchial epithelial cells from patients without CF (Non-CF, N = 4) or with CF (N = 4)
and infected with P. aeruginosa (PAK strain, MOI 0.25) for 0, 2, 4, or 6 h (*p<0.05: CF vs. non-CF; *p<0.05: CF 4 h vs. CF 2 h, Benjamini and Hochberg corrected p-
value) [data were extracted from (Balloy et al., 2015)]. (B) Western blot and quantification of SEPT7 and reference protein GAPDH expression in primary bronchial
epithelial cells from non-CF donors (non-CF1, non-CF2) and CF patients (CF1, CF2) at baseline and (C) from non-CF3 and CF2 after 3 h of Pa infection (red circled)
(MOI = 10) or non-infected (-; white circle) (n=4; ns: non-significant Mann-Whitney test). (D) Immunostaining of SEPT7 (red) in primary bronchial epithelial cells
from non-CF1 and CF1 infected for 3 h with Pa (MOI=20) (green). Nuclei are labelled with DAPI (cyan). (E) Western blot of SEPT7 and reference protein GAPDH in
Non-CF2 and CF2 cells after 96 h transfection with 10 nM siCTL or SEPT7 siRNA. Amount of intracellular Pa (CFU/mL) in primary non-CF2 and CF2 cells (n=6)
transfected for 72 h with 10 nM CTL (white circle) or SEPT7 (red circles) siRNA and then infected for 4 h with Pa (MOI=10) (n=4; ~‘p<0.001, ANOVA, Bonferroni
correction). (F) Interleukin-6 (IL-6) production by non-CF2 and CF2 cells transfected for 72 h with 10 nM CTL (white circle) or SEPT7 (red circle) siRNA in
non-infected and after 4 h of Pa infection (MOI=10) (n= 4; ~'p<0.01, ~"p<0.001, ~“p<0.0001, ANOVA, Bonferroni correction).

and why SEPT? fails to play its role in CF cells.

Knowing the limitation of 16HBE14o- cells (Kerschner et al., 2023)
evocated above, we then studied primary bronchial epithelial cells.
Using previous transeriptomic data (Balloy et al., 2015), we observed
that SEPT1, 3, 4, 12 and 14 are very weakly expressed (less than 100

reads). SEPTS and 6 are weakly expressed (300-1000 reads). SEPT7, 8

120

and 10 have an intermediary level of expression compared with SEPT2,
9 and 11, which are the most highly expressed. Overall, there were no
major differences in SEPT expression between CF and non-CF cells. Only
SEPT6 was significantly increased in CF cells. P. aeruginosa infection had
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little impact on the expression of the various SEPTs. A significant in-
crease in SEPT8 was observed between 4 and 6 h of infection (Fig. 4A).
We observed that SEPT7 protein is similarly expressed between primary
non-CF and CF cells (Fig. 4B) and, as seen in BEAS-2B cells, is not
regulated by P. aeruginosa infection (Fig. 4C). We also observed, both in
non-CF and CF cells, bacterial encagement in SEPT7 structures compa-
rable to those found in BEAS-2B cells (Fig. 4D and Supplementary
Figure 3A). In non-CF cells, we observed, as in BEAS-2B and 16HBE
cells, that inhibition of SEPT7 induces an increase of intracellular bac-
teria (Fig. 4E) associated with a decrease of IL-6 (Fig. 4F). Finally,
similar to 16HBE-CF, SEPT7 depletion in CF primary bronchial cells did
not affect the number of intracellular bacteria (Fig. 4E) and IL-6 level
(Fig. 4F). IL-8 levels were not affected by SEPT7 inhibition (Supple-
mentary Figure 3B). In CF cells, there are more intracellular bacteria in
comparison to non-CF cells (Fig. 4E) and, as expected from previous data
(Balloy et al., 2015), an increased inflammatory response (IL-8 and IL-6)
induced by P. aeruginosa in CF cells than in non-CF cells (Fig. 4F and
supplementary Figure 3B), which is perfectly in line with our previous
results. We also observed a greater amount of IL-6 at baseline in CF cells,
likely related to a constitutive activation of proinflaimmatory signaling
directly linked to CFTR dysfunction (Cohen and Prince, 2012) (Fig. 4F).

Our results show that, although SEPT7 encages P. aeruginosa in CF
primary cells, it does not function as expected and does not prevent the
proliferation or persistence of bacteria at the intracellular level. It has
recently been shown that, contrary to other bacteria, P. aeruginosa can
be found intracellularly both in vacuoles and in the cytosol in bronchial
epithelial cells (IKumar et al., 2022). Further work is required to know if
this observation would be seen in CF primary bronchial epithelial cells
and to understand how, in relation to SEPT7, P. aeruginosa could disrupt
the host response according to its intracellular localization.

4. Conclusion

This study demonstrates the significance of SEPT7 in regulating
P. aeruginosa infection and IL-6 production in bronchial epithelial cells.
However, this major role was not observed in CFTR-deficient bronchial
cells. To further elucidate CF pathology, additional investigations using
differentiated primary epithelia at the air-liquid interface are required to
evaluate the role of SEPT7 in P. aeruginosa-related pathogenicity. The
study findings may potentially address whether manipulating SEPT7
expression can be considered a host-friendly strategy to promote the
anti-infective control of this pathogen, particularly in the context of CF.
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3- Figures supplémentaires

Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 1. (A) SEPT2, SEPT6, SEPT9, SEPT11 mRNA expression using qPCR in
BEAS-2B after 72 h of transfection with 5 nM control siRNA (siCTL, white circles) or SEPT7
siRNA (blue circles) (n=4, ns: non-significant, Mann-Whitney test). (B) IL-8 mRNA, (C) IL-
8 secreted protein and (D) IL-6 mRNA expression in BEAS-2B cells transfected for 72 h
with 5 nM of siCTL or SEPT7 siRNA in the non-infected (-, white circles) condition and
after 3 h of P. aeruginosa infection (Pa, MOI=5, red circles) [(n= 10; ns: non-significant,
*p<0.001; ****p<0.0001 analysis of variance (ANOVA), Bonferroni correction)]. (E) IL-6
and (F) IL-8 protein secreted by BEAS-2B cells transfected for 72 h with 5 nM of siCTL or
SEPT7 siRNA and stimulated for 3 h with 1ug/mL LPS [(n= 7; ns: non-significant,
*#**p<0.0001, analysis of variance (ANOVA), Bonferroni correction)].

Supplementary Figure 2. (A) Western blot of phospho-ERK1/2, ERK1/2 and reference
protein GAPDH in BEAS-2B cells (n=4; ns: non-significant, Mann-Whitney test). (B) LC3B,
SEPT7 and GAPDH protein expression in BEAS-2B cells incubated for 16 h with 10 uM
chloroquine (Chlo). (C) Amount of intracellular P. aeruginosa (Pa) (CFU/mL) and (D) IL-6
production by BEAS-2B cells transfected for 72 h with 5 nM of siCTL or SEPT7 siRNA,
incubated for 16 h with 10 uM chloroquine (Chlo) (yellow circles) and then infected for 3
h (n=6) with Pa (MOI=5) [(ns: non-significant, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001, analysis of
variance (ANOVA) Bonferroni correction)]. (E) Western blot of LC3B, SEPT7 phospho-
ERK1/2, ERK1/2 and reference protein GAPDH in 16HBE or 16HBE cystic fibrosis (16 HBE-
CF) cells (n=4; ns: non-significant, Mann-Whitney test).

Supplementary Figure 3. (A) Immunostaining of SEPT7 (red) in primary non-CF3 and CF2
bronchial epithelial cells infected for 3 h with Pa (MOI=20) (green). Nuclei are labelled
with DAPI (cyan). (B) IL-8 secreted by non-CF2 and CF2 cells transfected for 72 h with 10
nM CTL (white circle) or SEPT7 siRNA (red circles) in non-infected (-) and after 4 h of Pa
infection (MOI=10) (n= 4; ns: non-significant, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001, ANOVA,

Bonferroni correction).
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- Résultats complémentaires

1- Etude de I'implication des SEPT2 et SEPT9 sur P. aeruginosa internalisées

a. Contexte et objectif

Nous avons précédemment montré I'importance du réle joué par la SEPT7 sur la quantité de
bactéries P. aeruginosa intracellulaires. Nous avons également observé que la comparaison
des résultats obtenus sur des modéles cellulaires CF et non-CF était intéressante puisqu’elle
montrait une différence de réaction face a I'infection. Fort de ces résultats et au regard de la
littérature concernant les SEPT, nous avons ensuite voulu nous pencher sur I'étude d’autres
SEPT. Les SEPT2 et SEPT9 se sont montrées d’intérét autant par le fait qu’elles aient une
expression ubiquitaire que par leurs importants niveaux d’expression dans nos modeles

cellulaires.

Ainsi, afin d’étudier I'implication potentielle des SEPT2 et SEPT9 dans la régulation du nombre
de P. aeruginosa intracellulaire, nous avons répété le protocole expérimental précédemment
utilisé pour la SEPT7 (Figure 1). Nous avons utilisé des cellules épithéliales bronchiques de
lignées BEAS-2B et primaires provenant de patients CF ou de sujets sains. Lors des
transfections de small interfering RNA (siRNA), nous avons utilisé la méme séquence de siRNA
CTL que précédemment. Et nous avons utilisé deux nouvelles constructions de siRNA
spécifiques de la SEPT2 (GCCUAUUCCUAACUGAUCU, Ambion, Waltham, Massachusetts,
Etats-Unis) et de la SEPT9 (5'GAGAAAGGCGUCCGGAUGA3’; 5’GGAGAUCACCAUCGUCAAA3’;
5'CCAACGGCAUCGACGUGUA3’; 5’ GGUAAAUCCACCUUAAUCA3’, Eurogentec, Belgium).

SIRNA CTL ol _
siRNA SEPT2 P. aeruginosa = Tobramycine
siRNA SEPT9 MOI 5/MOI10 100pg/mL
Surnageant Lysat
\, 72h \., 2h/3h \, 1h
_1 [_ > > > _L>|— S€
L PBS 0,1% Triton
Cellules
BEAS-2B l l
[Primaires

Figure 1 : Schéma du protocole utilisé pour le dénombrement des bactéries intracellulaires dans les
cellules BEAS-2B et cellules primaires non-CF et CF.
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b. Résultats

Nous avons débuté nos expérimentations en nous concentrant sur I'étude des niveaux
d’expression des SEPT2 et SEPT9 au sein de nos cellules primaires bronchiques (hAEC)
provenant de sujets sains (non-CF) ou de patients atteints de la mucoviscidose (CF). L'étude
de leur expression en ARNm (Figure 2.A) ne montre pas de différence entre ces deux groupes.
De plus, on retrouve ici bien le fait que ces deux SEPT soient, parmi les 13 SEPT, celles qui ont
les plus forts niveaux d’expression. Du c6té protéique (Figure 2.B, 2.C), on observe gu’il n’y a

pas de différence significative d’expression non plus entre les cellules non-CF et CF.
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Figure 2 : Expression des SEPT dans les cellules bronchiques primaires non-CF et CF.

A) Heatmap réalisée a partir de quantitative polymerase chain reaction (qPCR), représentant
I’expression en ARNm des 13 SEPT. nonCF hAEC : cellules primaires bronchiques non-CF; CF hAEC :
cellules primaires bronchiques CF. B) Etude de I'expression protéique des SEPT2 et SEPT9 en Western
Blot et C) quantification (n=3; ns : non significatif; analyse de variance (ANOVA), correction de
Bonferroni).

Nous avons tout d’abord contrélé I'efficacité de la transfection des deux nouveaux siRNA ainsi
que leur spécificité en fonction de leur cible: SEPT2 ou SEPT9. L'étude de I'expression
protéique (Figure 3.A) des SEPT a 72h post-transfection montre que chacun des siRNA est bien

capable de diminuer significativement I’expression de sa cible.
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Les expérimentations de dénombrement de bactéries P. aeruginosa intracellulaires montrent
gue dans la lignée de cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B (Figure 3.B), la déplétion par
siRNA de la SEPT2 induit une augmentation significative du nombre de bactéries
intracellulaires par rapport a la condition contréle. Lorsque I'on utilise des cellules primaires
(Figure 3.C, 3.D), on retrouve cet effet d’augmentation du nombre de bactéries intracellulaires
dans les cellules non-CF suite a la déplétion des SEPT2 et SEPT9. Mais pour les cellules CF, on
n‘observe pas de différence quantitative selon que les SEPT soient déplétées ou non. De
maniére intéressante, on observe dans les conditions controles un nombre de bactéries
intracellulaires plus important dans les cellules CF que dans les cellules non-CF. Cet effet est
significativement retrouvé dans I'expérimentation de la SEPT2 (Figure 3.C) mais n’est qu’une

tendance pour celle de la SEPT9 (Figure 3.D).
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Figure 3 : Inhibition des SEPT2 et SEPT9 et concentration bactérienne intracellulaire.
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A) Expression protéique des SEPT2 et SEPT9 en Western Blot, aprés 72h de transfection avec 5nM de
siRNA SEPT2 ou SEPT9. B) Nombre de bactéries P. aeruginosa intracellulaires (CFU/mL) dans les cellules
BEAS-2B apres transfection de siRNA et 3h d’infection (n=9, *p<0,05, test Mann-Whitney). C)D)
Nombre de bactéries P. aeruginosa intracellulaires (CFU/mL) dans les cellules primaires non-CF et CF
apres transfection de siRNA SEPT2 (C) ou SEPT9 (D) et 4h d’infection (n=6, *p<0,05, ***p<0,001 analyse
de variance (ANOVA), correction de Bonferroni).

c. Conclusion

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus au cours de I'étude de la SEPT7. A savoir une
augmentation du nombre de bactéries intracellulaires subséquente a la déplétion par siRNA
des SEPT2 et SEPT9 dans les modeles cellulaires non-CF. Cela suggére donc que les SEPT2 et
SEPT9 pourraient également étre impliquées dans des processus visant a limiter
I'internalisation et/ou la survie intracellulaire de P. aeruginosa. Cet effet SEPT-dépendant
étant perdu dans les cellules CF nous laisse penser que ces processus anti-infectieux seraient
altérés dans un contexte mucoviscidosique. D’autre part, I'effet ou la tendance a retrouver
une quantité plus importante de bactéries dans les cellules CF que non-CF avait été observé
lors de I'étude de la SEPT7. Cela suggére que les cellules CF auraient une plus grande sensibilité
aux infections. Pouvant provenir d’une moindre efficacité, par rapport aux cellules non-CF, de

leurs processus de lutte antibactériens.
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2- Etude de I'implication de la SEPT2 sur la réponse cytokinique

a. Contexte et objectif

L'étude du lien entre la SEPT2 et le nombre de bactéries intracellulaires s’étant révélé
concluant, nous avons ensuite voulu étudier si, de maniére comparable aux résultats obtenus
pour la SEPT7, cette protéine avait un rdle a jouer dans la sécrétion des cytokines IL-6 et IL-8.
Pour se faire, nous avons répété le méme protocole et avons récolté les surnageants de
culture ainsi que les cellules infectées ayant été préalablement transfectées avec le siRNA
spécifique de la SEPT2. Les surnageants de culture nous ont permis de doser les quantités de
cytokines IL-6 et IL-8 par ELISA. Les tapis cellulaires quant a eux ont été utilisés pour une
extraction d’ARNm permettant de quantifier par RT-qPCR les niveaux d’expression des génes

d’IL-6 et d’IL-8.

b. Résultats

Dans la lignée cellulaire BEAS-2B, I'étude de la quantité d’interleukines sécrétées dans le
milieu extracellulaire (Figure 4.A) montre que la déplétion de la SEPT2 induit une diminution
de la sécrétion d’IL-6 mais pas d’IL-8. Toutefois, on ne note pas de différence d’expression de

I'IL-6 en ARNm dans ces mémes condition (Figure 4.B).
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Figure 4 : Niveaux d’expression d’IL-6 et d’IL-8 aprés transfection et infection par P. aeruginosa.

A) Quantification par ELISA de la sécrétion d’'IL-6 et d’IL-8 (en pg/mL) par les cellules BEAS-2B apres
72h transfection de siRNA SEPT2 et 3h d’infection par P. aeruginosa (n=4, **p<0,01, analyse de
variance (ANOVA), correction de Bonferroni). B) Niveaux d’expression en ARNm de I'IL-6 associés.
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c. Conclusion

Dans la lignée cellulaire BEAS-2B, on retrouve un effet du siRNA SEPT2 sur la sécrétion d’IL-6
comparable a ce qui avait été retrouvé précédemment en utilisant le siRNA SEPT7, suggérant
des implications similaires de cette SEPT.

La suite des expérimentations sera réalisée en deux temps. Nous étudierons d’abord I'effet du
siRNA SEPT9 sur la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 par les BEAS-2B. Puis nous quantifierons dans un
second temps, ces sécrétions dans les cellules primaires non-CF et CF afin de comparer si les
SEPT2 et SEPT9 ont un effet comparable ou différents en fonction de la variation de la protéine

CFTR.
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3- Role des SEPT sur la persistance intracellulaire de P. aeruginosa

a. Contexte et objectif

L'observation de l'implication des SEPT dans le controle du nombre de P. aeruginosa
intracellulaires a été réalisée aprés un temps d’incubation déterminé expérimentalement.
Nous avons alors voulu étudier cet effet SEPT-dépendant avec des temps d’incubation plus
long. Pour se faire nous avons mis au point un protocole (Figure 5) inspiré par la littérature
(213) et nos expérimentations précédentes. Celui-ci nous permet de quantifier la présence

bactérienne intracellulaire 4h, 24h et 48h post-infection.

2
P. aeruginosa Tobramycine & Tobramycine
MOI 5 == 100pg/mL 25pg/mL
\» \» \* Surnageant Lysat
| [ 3 > 1h > ah, 24h,__ Lvse
N 48h PBS 0,1% Triton

Cellules

BEAS-2B l l

Figure 5 : Schéma du protocole utilisé pour I'étude de la persistance intracellulaire de P. aeruginosa
dans les cellules BEAS-2B.

b. Résultats

Nos premieres expérimentations menées sur des cellules de lignée BEAS-2B nous permettent
de valider notre temps 4h post-infection (Figure 6). A ce temps, semblable au temps utilisé
pour nos expérimentations de dénombrement précédentes, on observe un nombre de
bactéries intracellulaire contenu dans un ordre de grandeur comparable. On note ensuite
gu’aux temps ultérieurs 24h et 48h post-infection, le nombre de bactéries décroit

successivement de maniere significative (Figure 6).
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Figure 6 : Persistance intracellulaire de P. aeruginosa dans les cellules BEAS-2B.

Dénombrement sur gélose des CFU rapportés par mL. Dénombrements réalisés 4h, 24h et 48h apres
le début du protocole d’infection (n=9, ****p<0,0001, analyse de variance (ANOVA), correction de
Bonferroni).

c. Conclusion

Les résultats de ces expériences nous permettent de quantifier la persistance intracellulaire
de la bactérie P. aeruginosa a des temps allant jusqu’a 48h post-infection. La diminution
significative progressive du nombre de bactéries dans les cellules BEAS-2B suggére deux
éléments. Tout d’abord que dans la lignée cellulaire BEAS-2B, P. aeruginosa est capable de
persister durant des temps qui peuvent étre considérés comme expérimentalement longs
(48h). D’autre part, la quantité décroissante des bactéries en fonction du temps suggere
gu’entre deux point temporels les bactéries intracellulaires pourraient soit étre éliminées soit
retourner dans le milieu extracellulaire.

La mise au point de ce protocole d’étude de la persistance intracellulaire de P. aeruginosa va
nous permettre ensuite d’étudier la potentielle implication des SEPT dans ce processus. Pour
se faire, nous comparerons les dénombrements bactériens entre des conditions transfectées

SiRNA CTL ou SEPT.
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4- SEPT et réparation d’une plaie épithéliale

a. Contexte et objectif

Lors d’un processus infectieux, I'épithélium peut étre |ésé. En réaction, il peut étre initié une
phase de réparation. Dans le contexte de la mucoviscidose ce parameétre se révele important
puisque la chronicité des infections rend fréquentes les réparations de [I'épithélium
bronchique. Cette récurrence peut induire des aberrations et ainsi mener a une altération de
I’épithélium bronchique.

Dans la suite de I'’étude nous avons ainsi voulu étudier I'implication potentielle des SEPT2, 7
et 9 dans le processus réparation épithéliale. Nous avons alors cultivé des cellules BEAS-2B
dans des inserts de culture IBIDI en silicone. Une fois a confluence, le retrait de l'insert en
silicone créé un espace vide simulant une plaie épithéliale. Nous avons ensuite fait des
acquisitions au microscope d’images des plaies toutes les 30 min pendant 15h. Lors de ces
expérimentations, les cellules avaient été transfectées au préalable avec des siRNA SEPT2, 7

ou 9.

b. Résultats

La quantification et la normalisation de l'aire des plaies (Figure 7) nous montre que dans
toutes les conditions, les plaies rétrécissent. Nous observons également que 900min (soit 15h)
d’acquisition n’est pas un temps suffisant pour obtenir la fermeture complete des plaies.
Toutefois, nous observons qu’a partir de 630min (soit 10.5h), la plaie siSEPT7 est
significativement plus grande que celle siCTL. Nous n’avons pas observé de différence

significative entre les conditions siSEPT2, siSEPT9 et siCTL.
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Figure 7 : Fermeture de plaie sur 15h d’un tapis cellulaire de BEAS-2B aprées transfection de siRNA SEPT.
Les BEAS-2B ont été menées a confluence et transfectées dans des inserts de culture IBIDI en silicone.
Le retrait de l'insert forme une plaie dans le tapis cellulaire. Des images ont été acquises toutes les
30min. L'analyse des images a été réalisée grace au logiciel Fiji. Toutes les aires sont rapportées a I'aire
de base (en %) (n=3, * et ** : significativité entre les conditions siCTL et siSEPT7, analyse de variance
(ANOVA), correction de Bonferroni).

c. Conclusion

Cette étude de I'implication des SEPT2, 7 et 9 dans le processus de réparation épithéliale
montre des résultats intéressants. Dans la lignée BEAS-2B, les SEPT2 et 9 ne semblent pas
impliquées dans le processus de réparation puisque leur déplétion n’entraine pas de délais ou
d’accélération de la fermeture de la plaie. Toutefois, concernant la SEPT7 le fait que sa
déplétion induise une plaie plus grande que la condition siCTL aux mémes temps reflete d’un
temps de fermeture de la plaie ralenti. Ainsi, on peut conjecturer que la SEPT7 aurait une

implication positive dans réparation épithéliale.
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5- Modele cellulaire 3D et localisation des SEPT par immunofluorescence

a. Contexte et objectif

Enfin, lors de notre étude nous avons mené des expérimentations visant a caractériser la
localisation et I'organisation intracellulaire des SEPT dans les cellules primaires bronchiques.
Nous avons alors utilisé de la microscopie optique couplée a des marquages immuno-
fluorescents des SEPT d’intéréts. Nous avons également voulu comparer les différences
d’organisation des SEPT entre deux modeles de cultures tres différents : la culture immergée
dite en 2 dimensions (2D) et la culture a I'interface air-liquide sur insert semi perméants dite
en 3 dimensions (3D). La culture 3D se révele extrémement intéressante pour |'étude
d’épithélia tel que I'épithélium bronchique pour deux raisons : elle induit la différenciation
cellulaire et permet ainsi d’obtenir un grand nombre de types cellulaires différents. Mais cette
méthode de culture permet aussi d’avoir un modele cellulaire de laboratoire proche de la

physiologie de I’épithélium bronchique grace a la présence d’une interface air-liquide.

b. Résultats

Concernant la SEPT7, elle forme des réseaux de filaments longs et nombreux dans les cellules
2D (Figure 8.A). Dans les cellules différenciées en 3D (Figure 8.A), on retrouve la SEPT7

majoritairement au niveau des membranes plasmiques ou elle colocalise avec I'actine.

Nous observons pour la SEPT2 que sa présence est diffuse au sein des cellules 2D (Figure 8.B),
sans structures apparentes. Mais de maniéere intéressante, dans les cellules 3D (Figure 8.B),
on retrouve cette protéine majoritairement au niveau des cils des cellules ciliées sur la face
apicale des cellules. Que ce soit en 2D ou en 3D, on ne note pas de colocalisation entre I'actine

et la SEPT2.

137



Air
] Liquider T r WLiauide F
Liquide IBRA'A

v &3
"

Figure 8 : Localisation intracellulaire des SEPT2 et SEPT7 dans des cellulaires primaires bronchiques
non-CF.

Les immunomarquages des SEPT2 et 7 ont été réalisés sur des cellules immergées (2D) ou sur insert
semi-perméant (3D). A) Immunomarquage de la SEPT7 (vert). B) Immunomarquages de la SEPT2 (vert).
Les noyaux sont marqués au DAPI (bleu), I'actine a la phalloidine (rouge). Objectif 60X. Les images ont
été traitées avec le logiciel Fiji.

c. Conclusion

Les immunomarquages des SEPT2 et SEPT7 dans des cellules primaires se sont révélés
intéressants. En effet, cela nous a permis d’observer que chacune de ces protéines avait une
organisation qui lui était propre. De plus, I’étude des marquages des cellules différenciées a
I'interface air-liquide (3D) nous a également montré que chacune de ces deux SEPT avait une
localisation cellulaire propre. La localisation membrane de la SEPT7 pourrait suggérer un
éventuel réle dans la régulation des jonctions intercellulaires. Et la présence de la SEPT2 dans
les cils pourrait quant a elle suggérer une implication dans le maintien de la morphologie ou

de 'activité des cils.
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La mucoviscidose ou Cystic Fibrosis (CF) en anglais est la maladie génétique rare la plus
fréquente dans les populations d’origine caucasiennes, notamment retrouvées en Europe et
en Amérique du Nord. Bien qu’il existe aujourd’hui un débat quant au nombre réel de sujets
atteints par la mucoviscidose dans le monde, d{ a la potentielle défaillance des diagnostics
dans certaines régions du monde comme en Asie (75). On estime aujourd’hui le nombre de
patients entre 70 000 et 105 000 (83).

Causée par des variants du gene Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR), la mucoviscidose est caractérisée par une atteinte multi-organe. Toutefois I’affection
pulmonaire représente la principale cause de morbidité et de mortalité des patients. En cause,
une dérégulation des échanges ioniques et hydriques entre I'épithélium bronchique et la
lumiere des voies aériennes dont la principale conséquence est la déshydratation du mucus.
Cela favorise la stagnation des microorganismes pathogénes et méne a une chronicité des
infections. En réponse, le microenvironnement bronchique induit une réaction inflammatoire
dite exacerbée. Les phases d’infections et d’inflammations lesent I'épithélium bronchique
(96). Or les cellules de I'épithélium bronchique forment une barriére isolant I’organisme de
I'infiltration de pathogénes environnementaux. Le développement de molécules modulatrices
de CFTR a aujourd’hui permis d’améliorer grandement I'espérance ainsi que la qualité de vie
des patients (151). Toutefois la composante infectieuse reste aujourd’hui primordiale dans le
traitement de la pathologie notamment due aux capacités de Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) a développer des résistances aux traitements antibiotiques (243,244). Ce
pathogéne est également capable d’adopter un mode de vie intracellulaire au sein de cellules
non phagocytaires. Cela a été observé dans des cellules pulmonaires, alvéolaires de lignée
A549 (191), bronchiques de lignée NCI-H1299 (336) et BEAS-2B (213). Or ce mode de vie peut
empécher I'action de certains traitements antibiotiques tels que la tobramycine qui ne
pénetre pas dans les cellules. Il est aujourd’hui indispensable de se pencher sur I'étude des
interactions entre I'hote et le pathogéne. On sait que le mode de vie intracellulaire de P.
aeruginosa implique qu’elle utilise le cytosquelette cellulaire.

Dans ce contexte, il nous a paru intéressant de mener cette étude de l'interaction entre P.
aeruginosa et les cellules épithéliales bronchiques et plus particulierement le cytosquelette
de septines (SEPT). Il est rapporté dans la littérature le role important de ces protéines dans
les interactions hote-pathogene, aussi bien lors de l'internalisation P. aeruginosa dans des

cellules épithéliales bronchiques (336) qu’en intracellulaire avec le processus de formation de

141



cage de SEPT (ou encagement) autour de ce pathogene (340).
L'étude du réle joué par ce cytosquelette en contexte d’infection bactérienne au niveau
pulmonaire est un sujet d’étude récent. De plus, aucune de ces études n’a porté sur le

contexte de la mucoviscidose.

I nous a paru intéressant de débuter cette étude par la caractérisation du
cytosquelette de SEPT dans les cellules épithéliales bronchiques et ce aussi bien en contexte
physiologique que pathologique pour la mucoviscidose. Il est aujourd’hui communément
admis que le cytosquelette de SEPT est composé de 13 protéines (250) : SEPT1 a SEPT12 et
SEPT14. Nous avons alors étudié leur expression en ARNm par quantitative polymerase chain
reaction (qPCR). Nous avons observé dans les cellules épithéliales bronchiques physiologiques
dites non-CF (BEAS-2B, 16HBE et cellules primaires) des profils d’expression comparables
entre tous les types cellulaires. A savoir que les SEPT2 et SEPT9 sont les plus exprimées, les
SEPT7, 8, 10 et 11 ont des niveaux d’expression importants et les SEPT3, 12 et 14 présentent
des niveaux d’expression négligeables. Ces résultats sont cohérents avec la littérature qui
montre que les SEPT2, 7 et 9 ont des niveaux d’expression important dans I’organisme et sont
ubiquitaires (252), donc exprimées par toutes les cellules de I'organisme. Les SEPT10 et
SEPT11 sont exprimées dans plusieurs entités physiologiques mais absentes d’autres. Et enfin
les SEPT que I'on trouve étre les moins exprimées dans I'épithélium bronchique s’averent avoir
des expressions tissues spécifiques. Les SEPT12 (264) et SEPT14 (317) sont en effet présentées
comme essentiellement exprimées au niveau de I’organe reproducteur masculin.

Les niveaux d’expression des 13 SEPT dans les cellules épithéliales bronchiques sont
comparables en tous points avec ceux observés dans le poumon (données issues de
GTEXportal.org, une base de transcrits accessible au public). Suggérant ainsi une expression

semblable des SEPT au sein des composants de cette entité physiologique.

Au vu de l'inexistence de littérature concernant le cytosquelette de SEPT et le contexte CF,
nous avons ensuite comparé les niveaux d’expression des SEPT entre cellules non-CF et
cellules CF. La comparaison des niveaux d’ARNm des SEPT ne nous a alors pas montré de
différences significatives d’expression et ce aussi bien dans les cellules de lignée isogénique
16HBE/16HBE-CF que dans les cellules bronchiques primaires provenant de sujets sains (hAEC)
ou de patients CF (CF-hAEC). Montrant ainsi que la pathologie CF et la présence de variants de

la protéine CFTR n’induit pas de modifications quantitatives du cytosquelette de SEPT. Bien
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gue les SEPT soient capables d’établir des interactions protéines-protéines au moyen de leur
domaine C-terminal (258) et qu’elles aient également été montrées capables de se fixer
directement aux membranes cellulaires via les phospholipides PIP2 et PIP3 (280). Il n’a jamais
été prouvé d’interaction directe entre les protéines de SEPT et la protéine CFTR. Ceci pouvant
ainsi expliquer que le cytosquelette de SEPT ne soit pas quantitativement impacté dans ce
contexte pathologique.

Nous nous sommes ensuite penchés sur I'expression protéique des SEPT. Pour se faire, nous
avons choisi d’étudier I'expression de la SEPT7. En effet, cette protéine est connue pour étre
centrale dans le cytosquelette de SEPT, seule membre de son sous-groupe, indispensable a la
formation de filaments de SEPT (252) et que la génération de souris KO pour la SEPT7 donne
des embryons non viables (350). Son ré6le a part dans le cytosquelette a fait que nous avons
eu un intérét tout particulier pour elle. Il s'avere que I'expression protéique de la SEPT7 n’a
pas montré de différences entre cellules non-CF et CF (cellules de lignée et hAEC). Ces résultats
sont en cohérence avec ceux obtenus pour I'expression en ARNm.

Suite a cela s’est posé la question d’'un potentiel impact de la présence de la bactérie P.
aeruginosa sur |'expression protéique de la SEPT7. Il s’est avéré que l'infection de cellules
épithéliales bronchiques non-CF et CF par ce pathogéne n’a pas induit de modification. Ce
résultat s’avere intéressant puisqu’il montre que malgré la relation hote-pathogéne qui existe
entre P. aeruginosa et les SEPT, au travers notamment de la formation de cages (340), la
cellule n’induit pas de modifications quantitatives du cytosquelette de SEPT. On aurait pu
supputer que si les SEPT avaient une action bénéfique ou délétére en contexte infectieux, la
cellule épithéliale aurait pu modifier son expression a la hausse ou a la baisse suite a la
détection d’un pathogéne.

Enfin, nous avons immunomarqué la SEPT7 afin de comparer son organisation et sa
localisation cellulaire entre les lignées isogéniques 16HBE et 16HBE-CF. Il n’est alors pas
observé de différences notables. Suggérant ainsi qu’au-dela d’'une expression quantitative

semblable, I'expression qualitative est également comparable.

Concernant I'expression protéique des SEPT, au cours des expérimentations, nous
avons été amenés a utiliser des small interfering RNA (siRNA) spécifiques des SEPT2, 7 et 9. En
effet, 'étude role des SEPT a été réalisée au moyen de la comparaison entre conditions basales

et déplétées en SEPT. Nous avons alors validé |'efficacité des trois siRNA en étudiant leurs
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effets sur I'expression en ARNm et en protéine des SEPT. Il s’est avéré que chacun était bien
spécifique de I’ARNm correspondant a la SEPT cible. Toutefois I'expression protéique des SEPT
s’est révélée intéressante. On a ainsi observé que les siRNA spécifiques des SEPT2 et 9
diminuaient uniquement I'expression protéique des SEPT correspondantes. Mais le siRNA
SEPT7 (siSEPT7) a quant a lui diminué I'expression de quatre autres SEPT : les SEPT2, 6, 9 et
11. Cette observation avait déja été effectuée (267,344) mais elle est cette fois-ci retrouvée
dans des cellules bronchiques et notamment primaires. Cette observation valide une fois de
plus la théorie selon laquelle la SEPT7 est centrale dans le cytosquelette de SEPT (252). Si son

expression est altérée alors c’est I’ensemble du cytosquelette de SEPT qui est altéré.

L'étude de caractérisation du cytosquelette de SEPT passe aussi par son étude
gualitative au moyen de |'observation au microscope. Nous avons alors immunomarqué les
SEPT2 et SEPT7 dans des hAEC cultivées de maniere immergée (en 2D). Nous avons alors
observé des organisations trés différentes entre ces deux protéines. La SEPT7 forme des
réseaux de filaments parcourant la cellule ce qui est en accord avec le fait que les SEPT
peuvent avoir une action grace a la formation de structures filamenteuses (250). Toutefois nos
observations concernant la SEPT2 montrent une présence diffuse de la protéine dans le
cytoplasme sans structures notables. Cette observation est étonnante puisqu’actuellement la
théorie reconnue dans la littérature est que les monomeres de SEPT s’associent selon une
structure répétée (262) impliquant, selon le modele canonique, fréquemment les SEPT2 et
SEPT7 (251,265). On aurait ainsi pu s’attendre a retrouver les SEPT2 et SEPT7 dans des
structures filamenteuses semblables. On pourrait expliquer cette discordance avec la théorie
par le fait que les cellules épithéliales bronchiques immergées sont indifférenciées, ce qui
pourrait induire des modifications organisationnelles du cytosquelette. Nous avons ensuite
observé I'organisation des SEPT2 et SEPT7 dans des cellules cultivées en 3D (permettant ainsi
leur différenciation en cellules épithéliales polarisées) que nous nous sommes procurées
aupres de I'entreprise Epithelix. Les marquages montrent alors que la SEPT7 est fortement
retrouvée au niveau des membranes cellulaires, position ou elle semble co-localiser avec le
cytosquelette d’actine. Cela est cohérent avec plusieurs publications montrant une
colocalisation entre ces deux cytosquelettes (299) durant plusieurs processus cellulaires
différents : lors de la mitose (301) ou encore au niveau membranaire lors de 'internalisation

bactérienne (336). Concernant la SEPT2, elle est retrouvée de maniére importante au niveau
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des cils des cellules ciliées. Les auteurs d’une étude basée sur des cellules épithéliales
bronchiques ciliées primaires (293) nous montrent que la SEPT7 est entre autres présente au
niveau des cils ainsi que la SEPT2 qui y est trés fortement retrouvée. Il est ainsi suggéré que
ces protéines pourraient étre impliquées dans le développement et/ou le fonctionnement de
ces cils. Afin de vérifier expérimentalement ces hypotheses, il serait intéressant d’inhiber
I'expression des SEPT2 et SEPT7 dans ces cellules et d’observer d’éventuelles modifications
morphologiques des cils ou d’efficacité du processus de clairance mucociliaire qui révelerait

une altération fonctionnelle de ces structures.

Une fois la caractérisation du cytosquelette de SEPT établie en condition basale dans
nos modeles cellulaires non-CF et CF, nous avons ensuite étudié le role des SEPT en contexte
infectieux par P. aeruginosa. L'utilisation d’une souche bactérienne fluorescent en vert
couplée a desimmunomarquages nous a permis |'observation au microscope de la localisation
cellulaire des SEPT lors d’une incubation des cellules bronchiques avec le pathogene. |l s’avere
qgue I'on a observé des structures en forme de cages de SEPT7 au niveau de P. aeruginosa. De
maniére intéressante, ces observations ont été réalisées aussi bien avec les souches de P.
aeruginosa de laboratoire PAK que PAO1. Ces structures ont été retrouvées dans I'ensemble
de nos modeéles cellulaires : cellules de lignée non-CF et CF ainsi que les hAEC et CF-hAEC. Ces
structures avaient déja été montrées dans la littérature dans la lignée cellulaire HelLa (340) et
dans la lignée épithéliale bronchique NCI-H1299 (336). Elles sont donc capables de se former
autour de P. aeruginosa dans le poumon, mais il s’agit ici de la premiéere observation de cages
de SEPT7 dans un modele cellulaire CF. Ces structures s’avérent comparables entre les types
cellulaires, a savoir une présence majoritairement accrue de la SEPT7 aux péles et au centre
de la bactérie. La capture de pathogénes bactériens intracellulaires dans de telles structures
est connue pour inhiber la division bactérienne et permettre le recrutement de la machinerie
autophagique et lysosomale (340). Le processus d’encagement par la SEPT7 pourrait donc étre
bénéfique pour la cellule héte en permettant I’élimination des bactéries intracellulaires. De
plus, I'étude de différents pathogenes intracellulaires montre que la formation de la cage et
le recrutement de 'autophagosome menant a I’élimination de la bactérie sont deux processus
lies (338). Il est ainsi proposé pour la bactérie S. flexneri que la formation de cage
s’accompagne du recrutement de la protéine Atg5 de I'autophagie. Alors que pour la bactérie

L. monocytogenes, I'absence de cage de SEPT7 a son contact est associée a un non
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recrutement de l'autophagie. Ainsi, le fait que I'on retrouve ces structures autour de P.
aeruginosa dans des cellules non-CF et CF montre qu’au moins une partie du processus
pouvant mener la bactérie a sa dégradation par le lysosome se produit. Il serait maintenant
intéressant de réaliser des marquages des protéines liées a I'autophagie et au lysosome afin
d’observer s’il existe d’éventuelles différences entre les contextes physiologiques et CF.

Concernant l'aspect quantification du nombre de cages, nous n’avons pas effectué
d’expérimentations et ne pouvons donc pas établir s’il y a une potentielle altération
guantitative de ce processus dans les cellules CF par rapport aux cellules non-CF, ce qui
indiquerait une sensibilité différente aux infections par P. aeruginosa. Il est rapporté
concernant S. flexneri que 10 a 20% des bactéries intracellulaires seraient piégées dans des
cages de SEPT (339,340). Et que l'inhibition par siRNA de la SEPT7 réduirait ce nombre a 5%
(339). On constate ainsi que le nombre de bactéries piégées est faible. Il serait intéressant de
déterminer ce ratio pour P. aeruginosa afin de mieux rendre compte de I'importance de ce
processus SEPT7-dépendant. De maniére intéressante, un élément pourrait augmenter la
survenue de ce processus dans un contexte CF. Il a été montré que le LPS (facteur de virulence
de P. geruginosa) induisait, aprés reconnaissance par les TLR de la cellule h6te, une production
de médiateurs pro-inflammatoires dont le TNF-a (176). Des lavages broncoalvéolaires de
patients CF montrent d’ailleurs des taux élevés de TNF-a (135). Or il a été montré que cette
cytokine, appliquée en pré-traitement sur des cellules, induit une multiplication par deux du
nombre de cages de SEPT7 (338). De futures expérimentations de quantifications
microscopiques des interactions bactérie-SEPT pourraient étre rendues plus automatisées et
fiables. En effet, il a récemment été publié une étude portant sur I'observation du micro-
environnement de S. flexneri intracellulaire au moyen de la microscopie a haute résolution

couplée a une analyse d’images réalisée par intelligence artificielle (351).

Suite a la validation de I'interaction entre la SEPT7 et P. aeruginosa intracellulaire, nous
avons ensuite voulu étudier quantitativement linfection intracellulaire des cellules
épithéliales bronchiques et la potentielle implication des SEPT. En plus de la SEPT7, nous nous
sommes intéressés aux SEPT2 et SEPT9 puisqu’elles sont montrées comme étant les plus
exprimées dans les cellules épithéliales (352) (Brax et al., 2024). La quantification du nombre
de bactéries intracellulaires a été réalisée au moyen d’un protocole utilisant de la

tobramycine. Nous avons alors observé dans les cellules non-CF (hAEC et lignées) que la
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déplétion par siRNA des SEPT2, 7 et 9 entraine une augmentation significative du nombre de
bactéries P. aeruginosa intracellulaires. Cet effet avait été observé dans les cellules de lignée
NCI-H1299 pour les SEPT2 et SEPT7 (336) mais pas pour la SEPT9. De maniére surprenante,
lorsque les expérimentations ont été réalisées sur les cellules CF (CF-hAEC et lignée 16HBE-
CF), nous n’avons pas observé cet effet d’augmentation de la charge bactérienne induite par
la déplétion des SEPT2, 7 et 9. Autre élément d’importance tiré de ces expérimentations, nous
avons également observé en comparant les conditions siCTL des cellules non-CF avec les
cellules CF que le nombre de bactéries était significativement plus élevé dans les CF-hAEC que
dans les hAEC (il en va de méme pour les cellules 16HBE/16HBE-CF méme s’il ne s’agit que
d’une tendance). Pris ensemble ces résultats nous suggérent qu’en contexte physiologique les
SEPT2, 7 et 9 permettent de limiter I'infection intracellulaire par P. aeruginosa. Ce controle de
I'infection pourrait étre du a une limitation de I'internalisation bactérienne via une action des
SEPT a la membrane (328,336) et/ou a une élimination efficace des pathogeénes via la
formation de cages de SEPT7 accompagnée de I'activité de I'autophagolysosome (338). De
maniere intéressante, la quantité de bactéries dans les cellules CF est comparable a la quantité
dans les cellules non-CF déplétées pour les SEPT2, 7 et 9. Nous poussant ainsi a proposer que
les mécanismes de défense SEPT-dépendants contre I'infection intracellulaire a P. aeruginosa
sont altérés dans les cellules CF (352) (Brax et al., 2024). D’un point de vue physiologique, les
patients CF sont plus fréquemment sujets aux infections bronchiques que les sujets sains du
fait de leur clairance mucociliaire peu efficace. Dans ce contexte, I'altération de ce mécanisme
dépendant des SEPT induirait une augmentation de la susceptibilité aux infections
intracellulaires et in fine, une altération de I'épithélium bronchique augmentée.

Toutefois, afin de se questionner sur I'importance de I'infection bronchique intracellulaire de
P. aeruginosa et de I'importance qu’elle prend dans la pathologie CF, il convient de noter que
dans nos conditions expérimentales, 'internalisation ne concernait qu’environ 2% du total de
I'inoculum bactérien en condition siCTL et prés de 5% en condition siSEPT et cellules CF. Ces
ordres de grandeurs correspondent a ce qui avait été rapporté dans les cellules de lignée Hela
(202). Nous faisons ici face a une limitation due au fait que nous utilisons certaines
concentrations bactériennes lors de nos expérimentations mais il est toutefois tres difficile de
déterminer quelle est la réelle charge bactérienne au niveau des bronches des patients CF.
Bien qu'’il ait été démontré la présence intracellulaire de P. aeruginosa dans des tissus

provenant de patients CF (206). Il reste ardu de déterminer le nombre de bactéries
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intracellulaires dans les poumons et donc leur importance dans la pathogénicité.

Quoi gu’il en soit, I'étude du role des SEPT lors de I'infection par P. aeruginosa s’étant montrée
concluante dans nos modeles cellulaires, il serait a I'avenir intéressant de répéter ces
expérimentations sur des hAEC et CF-hAEC cultivées en 3D. En effet, ce mode de culture
induisant la différenciation et la polarisation cellulaire permettrait de travailler sur un modele
se rapprochant beaucoup du contexte physiologique bronchique. En plus de I'étude de
I'infection par P. aeruginosa, un tel modéle expérimental permettrait également d’observer
le role du cytosquelette dans des processus infectieux par d’autres pathogénes pulmonaires.
Parmi lesquels on pourrait citer S. aureus dans le contexte de la mucoviscidose (110) ou
Burkholderia cepacia retrouvée chez des patients CF notamment aprés une transplantation

pulmonaire (353).

Fort de ces résultats, nous avons ensuite voulu étudier plus en profondeur I'implication
potentielle de la protéine CFTR et de ses variants dans cette altération de la réponse
antibactérienne dépendante des SEPT. Pour se faire, nous avons répété les expérimentations
de dénombrement bactériens dans les cellules isogéniques de lignée 16HBE et 16HBE-CF mais
en les traitant au préalable avec la trithérapie Elexacaftor-Tezacaftor-lvacaftor. Cette
combinaison de trois molécules est aujourd’hui commercialisée sous le nom de Kaftrio et
permet de traiter une grande partie des patients CF notamment ceux possédant la variation
de classe Il de CFTR : F508Del (151). L'efficacité du pré-traitement est validée par I'observation
du rétablissement de la bande c de la protéine CFTR. Nous avons alors constaté que le
rétablissement de la fonction de la protéine CFTR n’était pas suffisant pour rétablir le
processus antibactérien SEPT-dépendant dans les cellules 16HBE-CF. Suggérant que
I'altération de ce processus ne serait pas causée directement par l'altération de CFTR.
Toutefois, il est connu que la protéine CFTR présente un interactome trés important (354). Il
a également été montré que la protéine CFTR possédant la variation F508Del possédait un
interactome qui lui était propre (355) et qui I'impliquait dans diverses voies cellulaires. Nous
pouvons ainsi supputer que I'altération de processus SEPT-dépendant, observée en contexte

CF, pourrait étre causée par une action indirecte de la protéine CFTR.

Enfin, nous avions discuté précédemment du fait que la capture des bactéries par une
structure de SEPT était liée a la mobilisation de la machinerie d’autophagie cellulaire (340). Or

dans ce contexte, il est rapporté deux éléments d’importance : le fait que la mutation du géne
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CFTR induise, en contexte non infectieux, une défaillance de I'autophagie dans les cellules
épithéliales bronchiques (356). Mais également le fait que I'ExoS de P. aeruginosa favorise la
survie intracellulaire (211) notamment via I'inhibition de I'autophagie (357). Nous avons alors
voulu tester expérimentalement l'implication de l'autophagie en l'inhibant via un pré-
traitement a la chloroquine. Cette molécule est connue pour favoriser la survie intracellulaire
de P. aeruginosa (358). Et c’est I'effet que nous retrouvons dans nos expérimentations sur les
cellules de lignée BEAS-2B. En effet, en inhibant I'autophagie on observe une augmentation
du nombre de bactéries intracellulaires comparable a l'augmentation subséquente a
I'inhibition de la SEPT7. Nous suggérant que ces composantes cellulaires limitent bien
I'infection par P. aeruginosa. De plus, le fait que I'inhibition simultanée de I'autophagie et de
la SEPT7 n’induise pas d’augmentation de la charge bactérienne plus importante que lors des
simples inhibitions pourrait montrer que ces deux éléments agissent conjointement dans le
méme processus antibactérien. Et donc que l'inhibition de I'un empéche I'activité de 'autre.
Ceci est cohérent avec la littérature montrant I'implication obligatoire de ces parties pour le
processus d’encagement par la SEPT7. Enfin, nous avons étudié I'expression du marqueur
d’autophagie LC3 dans les lignées isogéniques 16HBE et 16HBE-CF. Nous n’avons alors pas
observé de différence entre ces deux types cellulaires. Ainsi, entre ces deux lignées
isogéniques, la variation de CFTR ne modifierait pas I'état de I'autophagie cellulaire. Nos
résultats de quantifications bactériennes ne seraient donc pas liés a une altération de
I’'autophagie intrinséque aux cellules 16HBE-CF. En prenant ensemble nos résultats, dans les
cellules CF, il n'y a pas de modifications quantitatives de I'expression des SEPT ou de
I’'autophagie cellulaire par rapport aux cellules non-CF. L’explication de nos résultats pourrait
alors se trouver au niveau fonctionnel. L’activité conjointe des SEPT et de la machinerie

d’autophagie pourrait étre altérée.

L’étude de I'implication des SEPT sur le parameétre infectieux en contexte CF s’étant
montré interessante, nous avons ensuite voulu étudier la réponse inflammatoire causée par
cette infection. Dans la physiopathologie de la mucoviscidose, I'inflammation est un élément
important puisqu’elle y est exacerbée et ainsi participe a l'altération de I'épithélium
bronchique. Nous avons alors, a partir de nos expérimentations infectieuses, quantifié
I'expression en ARNm ainsi que la sécrétion protéique de deux interleukines montrées comme

importantes au niveau pulmonaire CF : I'lL-6 (135) et I'IL-8 (134). Nous avons alors observé
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que l'inhibition de la SEPT7 dans les cellules non-CF (BEAS-2B et hAEC) induisait une
diminution significative de la sécrétion d’IL-6 apres infection mais sans modifier la sécrétion
d’IL-8. Cet effet n’est toutefois pas accompagné de modifications d’expression en ARNm d’IL-
6 et d’IL-8. De maniere intéressante, il avait été montré dans la lignée de cellules alvéolaires
A549 que la perturbation pharmacologique des SEPT induisait une inhibition de la sécrétion
d’IL-6 (275). Les auteurs expliguent que cet effet pourrait étre lié a I'implication du
cytosquelette de SEPT dans les processus d’exocytose, notamment au travers de leurs
interactions avec les protéines SNARE. L’observation d’un effet sur la sécrétion d’IL-6 mais pas
d’IL-8 pourrait s’expliquer par des mécanismes d’exocytose distincts pour chacune (359).
Toutefois lorsque les cellules sont stimulées uniquement avec du LPS de P. aeruginosa, nous
n’avons pas retrouvé I'effet de la déplétion de la SEPT7 sur la sécrétion d’IL-6. L’explication
gue nous pourrions alors avancer concernerait la voie des MAP kinases ERK1/2. Il est connu
gue la production d’IL-6 lors d’une infection par P. aeruginosa est dépendante de I'activation
de la voie ERK1/2 (360). En parallele, il a également été montré que I'inhibition des SEPT2 et
SEPT7 limitent la phosphorylation de cette voie ERK1/2 dans une lignée cellulaire de cancer
du sein (322). Toutefois nous n"avons pas observé dans nos modéles cellulaires non-CF et CF
de modulation de phosphorylation de la voie ERK1/2 aprés inhibition de la SEPT7. L’effet
observé sur la sécrétion d’IL-6 pourrait donc étre due a une activité de la bactérie au travers
de ses facteurs de virulence et de la sécrétion de toxines. L'étude de la sécrétion d’IL-6 par les
cellules primaires CF nous montre que I'effet SEPT-dépendant n’est pas retrouvé. Or nous
avons observé que cette sécrétion était, en contexte non infectieux et infectieux, plus
importante dans les cellules CF que non-CF, suggérant ainsi une activation constitutive de la
sécrétion pro-inflammatoire. Ainsi, les variants de la protéine CFTR induiraient une altération
des sécrétions de médiateurs inflammatoires (361).

Enfin, nous avons continué cette étude de la sécrétion d’IL-6 mais apres inhibition de la SEPT2.
Concernant la lignée cellulaire BEAS-2B, la déplétion de la SEPT2 entraine une diminution de
la sécrétion comparable a celle induite par la déplétion de la SEPT7. Nous suggérant ainsi que
ces deux SEPT ont une activité comparable favorisant la sécrétion d’IL-6 mais n’ayant pas
d’impact sur la sécrétion d’IL-8. De futures expérimentations nous permettrons d’étudier
I'effet du siRNA SEPT9 sur la sécrétion d’IL-6 dans la lignée cellulaire BEAS-2B. Puis nous

étudierons de la méme manieére les sécrétions d’IL-6 et d’IL-8 suite a la transfection de siRNA
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SEPT2 et SEPT9 dans des cellules primaires. Nous permettant ainsi la comparaison entre hAEC

et CF-hAEC.

La mise en évidence du réle des SEPT dans le controle de I'infection par les SEPT dont
nous venons de discuter a été réalisée expérimentalement a un temps donné nous permettant
d’obtenir un nombre quantifiable de bactéries intracellulaires ainsi qu’une réponse
inflammatoire de la part des cellules épithéliales. Toutefois nous avons voulu étudier plus
largement le role des SEPT dans l'internalisation de P. aeruginosa en élargissant la fenétre
temporelle d’étude. Ainsi nous nous sommes intéressés aux phases précoces de l'infection
mais également a la persistance de la bactérie.

Dans un premier temps, nous avons quantifié I'internalisation de P. aeruginosa a des temps
d’incubations plus courts (30min et 1h) que précédemment (3h). Nous avons alors observé
gu’aux temps précoces, la quantité de bactéries était semblable, que la SEPT7 soit déplétée
ou non. Cela suggeérerait alors que la limitation de l'infection intracellulaire par la SEPT7
n’interviendrait pas au moment initial de l'infection, lors de l'internalisation mais plus
tardivement lorsque la bactérie est déja intracellulaire. Cette hypothése est toutefois a
considérer avec précaution puisqu’une publication récente (336) a supposé l'inverse. En effet,
les auteurs montrent que l'internalisation de P. aeruginosa dans des cellules bronchiques de
lignée NCI-H1299 est dépendante de l'interaction entre la lectine bactérienne LecA et le
récepteur membranaire cellulaire Gb3. Celle-ci induirait une relocalisation membranaire des
SEPT2 et SEPT7 notamment afin d’augmenter la rigidité membranaire locale et ainsi
d’empécher l'internalisation de la bactérie. Nonobstant ces hypothéses contradictoires,
I'internalisation de P. aeruginosa est un processus multifactoriel et donc relativement
complexe. On sait que rentrent en jeu les T3SS (205), T6SS (203) et leurs toxines injectées dans

la cellule hote afin d’induire un réarrangement des cytosquelettes d’actine et de microtubules.

Dans un second temps nous nous sommes tournés vers |'étude de la persistance intracellulaire
de P. aeruginosa dans |'optique d’observer si et comment les SEPT pourraient moduler les
infections a des temps longs. Deux publications attrayant aux poumons se sont révélées
intéressantes. La premiere montre que P. aeruginosa internalisée dans des cellules alvéolaires
de lignée A549 est capable de rester viable au moins 4h (191). La seconde, que ce pathogéne
peut rester internalisé jusqu’a 120h dans des cellules bronchiques de lignée BEAS-2B, un

temps expérimentalement long (213). Nous avons alors adapté leurs protocoles a nos
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conditions de culture et en utilisant des cellules BEAS-2B. Nous avons alors réussi a obtenir
une quantification bactérienne intracellulaire aux temps 4h, 24h et 48h. Nous avons alors
observé que le nombre de bactéries diminuait significativement a chaque temps et que les
ordres de grandeur des dénombrements bactériens étaient comparables a ceux obtenus dans
la publication précédente (213). De futures expérimentations basées sur ce protocole avec
déplétion des SEPT via siRNA seront réalisées. Le but sera de déterminer si les SEPT peuvent
jouer un role bénéfique ou délétere pour la cellule héte dans le cadre d’infections longues. Un
role bénéfique pourrait étre I'élimination des pathogénes au moyen notamment de la
formation de cages de SEPT (340). Toutefois, a des temps longs, les SEPT pourraient avoir une
action délétere. Il a été montré que les SEPT2 et SEPT7 contrélaient des voies métaboliques
telles que celles de la glycolyse. Il a alors été proposé que ces SEPT pourraient favoriser
indirectement la prolifération intracellulaire de pathogénes S. flexneri non encagés par la

SEPT7 (344).

Enfin, dernier point d’intérét de cette étude : les processus de réparation épithéliale
et de migration cellulaire. Dans une pathologie comme la mucoviscidose, I'altération
fréquente de I'épithélium bronchique par des cycles répétés d’infections/inflammations
rendent fréquentes les phases de réparation de I'épithélium afin de maintenir la fonction de
barriere de celui-ci. Une étude réalisée sur des embryons (349) nous apprend que ces
structures sont capables de cicatriser une plaie apres la contraction des bords de cette méme
plaie. Les auteurs montrent alors que la SEPT7 est indispensable a la réorganisation du
cytosquelette de microtubules permettant lui-méme la cicatrisation de la plaie. Dans ce
contexte, nous avons mis au point un protocole de plaie sur un tapis de cellules BEAS-2B
confluent. La transfection préalable des cellules avec les siRNA SEPT2, 7 ou 9 nous apprend
que l'inhibition des SEPT2 et SEPT9 n’a pas d’impact sur la vitesse de fermeture de la plaie.
Mais concernant la SEPT7, son inhibition entraine un retard dans la fermeture. Suggérant
gu’elle serait donc impliquée dans le processus de cicatrisation au niveau bronchique. La
poursuite de cet axe de I'étude portera sur la comparaison de I'implication, notamment, de la
SEPT7 dans les processus de réparation épithéliale entre des tapis cellulaires non-CF et CF.
D’autre part, il sera également étudié dans ce cadre I'impact possible de P. aeruginosa sur ce
processus. Il a en effet été montré que ce microorganisme altérait les processus de réparation

épithéliale, pouvant ainsi mener a I'apparition chronique de plaies (362).

152



Cette étude du cytosquelette de SEPT a été menée en utilisant largement des siRNA
spécifiques de diverses SEPT. Cet outil, reconnu et utilisé fréqguemment dans la littérature
nous a permis d’observer l'implication des SEPT dans divers processus infectieux et
inflammatoires grace a la comparaison entre conditions contréles et SEPT-déplétées. Lors de
ce travail, nous n’avions pas connaissance de molécules activatrices des SEPT. Or récemment
une publication portant sur I’'étude de la maladie d’Alzheimer (315) a montré une molécule,
nommée ReS19-T, capable de favoriser I'assemblage des filaments de SEPT. Ce composé
pourrait étre utilisé a I'avenir afin de compléter notre étude. Observer |'effet d’une
augmentation de la polymérisation des filaments de SEPT en contexte infectieux pourrait
montrer une modification de la réponse de I'hote a l'infection par P. aeruginosa pouvant
s’avérer intéressante.

Enfin, ce travail a été réalisé en se focalisant essentiellement sur les cellules de I'épithélium
bronchique. Toutefois en contexte infectieux dans le poumon, il est connu que plusieurs types
de cellules immunitaires jouent un réle important, notamment les monocytes et les
macrophages (73). Il a récemment été publié plusieurs articles concernant I'étude du
cytosquelette de SEPT dans les macrophages. Il en ressort que trois d’entre elles, les SEPT2, 7
et 11 semblent étre particulierement importantes dans divers processus fonctionnels des
macrophages. Elles ont été montrées comme indispensables a la phagocytose bactérienne
médiée par le récepteur Fcy (298), la régulation de la mortalité des macrophages suite a une
infection bactérienne (346) ou encore la modulation de la sécrétion de médiateurs pro-
inflammatoires par les macrophages (347). Mieux comprendre le réle des SEPT dans la
réponse aux infections par P. aeruginosa passera par une étude de ce cytosquelette dans les

cellules immunitaires phagocytaires telles que les macrophages.
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Figure bilan : Comparaison du réle du cytosquelette de SEPT dans les infections bronchiques par P.
aeruginosa entre contexte non-CF et CF.
Récapitulatif des résultats obtenus et d’éléments issus de la littérature.

Aspect infectieux (fleches noires) : la SEPT7 encage P. aeruginosa dans les cellules non-CF et CF. Dans
les cellules non-CF, les SEPT2, SEPT9 et cages de SEPT7 participeraient, avec les protéines de
|"autophagie (338) a éliminer la bactérie via fusion avec le lysosome (340). Dans les cellules CF,
I’élimination bactérienne dépendante des SEPT2, 7 et 9 est altérée, potentiellement a cause de
I'interactome de F508Del-CFTR (355) et non pas une interaction directe avec la protéine CFTR.

Aspect sécrétoire(fleches bleues) : Dans les cellules non-CF, le contexte infectieux et la SEPT7
participent a la sécrétion d’IL-6 en réponse a l'infection par P. aeruginosa. Dans les cellules CF, cet effet
cette participation n’est pas retrouvée.
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Institut Imagine, Paris, 7 février 2023.
23°™¢ Journées de I'école doctorale 394, site des Cordeliers, Paris, juin 2023.

19%™e Journées de Recherche Respiratoire, Société de Pneumologie de Langue Francaise,

Tours, 13 octobre 2023.
18%™Me Séminaire annuel du Centre de Recherche Saint-Antoine, Lieusaint, novembre 2023.

19¢™e ECFS Basic Science Conference, European Cystic Fibrosis Society, La Valette, Malte,

mars 2024.
24°™¢ Journées de |'école doctorale 394, Campus Pierre et Marie Curie, Paris, juin 2024.

North American Cystic Fibrosis Conference (NACFC), Boston, Etats-Unis, septembre 2024.
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|- Extrait plan de formation

- Formation FUN MOOC « La science ouverte », Sorbonne Université.

- Formation « Déposer en HAL en 3 clics : Pourquoi ? Comment ? », Bibliotheque de Sorbonne

Université.
- Formation « La science ouverte en 3 points », Bibliotheéque de Sorbonne Université.

- Formation FUN MOOC « Intégrité scientifique dans les métiers de la recherche », Université

de Bordeaux.

- Formation « Travaillez mieux en équipe et encadrer une équipe », département de formation

continue, Sorbonne Université.

- Formation « APEC: Savoir identifier ses compétences », département de formation

continue, Sorbonne Université.

- Formation « Préparer son intégration professionnelle et se mettre en action », département

de formation continue, Sorbonne Université.

- Formation a la culture des cellules iPS (induced Pluripotent Stem cell). Théorique et
observation de la pratique de toutes les étapes de culture des cellules iPS sur 5 jours. Institute
for Regenerative Medecine and Biotherapy (IRMB), Université de Montpellier. Groupe du Pr

Jos De Vos. Encadrement par le Dr Said Assou.
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ABSTRACT

Role of the septin cytoskeleton in bronchial Pseudomonas aeruginosa

infections in cystic fibrosis

Bronchial epithelial cells form a physical barrier against inhaled microorganisms and coordinate the
immune responses of the lung. However, in the context of cystic fibrosis (CF), impairment of the
mucociliary clearance process and the immune response favours colonisation of patients' bronchi by
the bacterium Pseudomonas aeruginosa. The repetition of infection/inflammation cycles induces
lesions in this bronchial epithelium, leading to a decline in patients' respiratory function, the leading
cause of patient mortality. It is therefore crucial today to identify new molecular cellular players

involved in the host response.

In this study, we focused on the septin cytoskeleton (SEPT) which has been shown to be important in
host-pathogen interactions and in the maintenance of barrier function. We first demonstrated the
central role of SEPT7 in the maintenance of the SEPT cytoskeleton. But also, for the formation of cage-
like structures around intracellular P. aeruginosa. We have also shown that SEPT2, SEPT7 and SEPT9
are involved in the response of the bronchial epithelium to infections. They participate in a process
aimed at limiting the number of intracellular P. aeruginosa. And SEPT7 also modulates IL-6 cytokine
secretion following infection by this pathogen. However, this SEPT-dependent response is impaired in
the CF context, which could explain the persistence of P. aeruginosa infections in the pathology. Finally,
we observed that pre-treatment with CFTR modulators did not restore these processes, suggesting

that the CFTR protein is not directly involved.

A better understanding of the role played by the SEPT cytoskeleton in the response of the bronchial
epithelium to CF and non-CF infections could lead to the development of new therapeutic approaches

to combat pathogens such as P. aeruginosa.

Keywords: cystic fibrosis - septin cytoskeleton - host/pathogen interaction - Pseudomonas aeruginosa

- bronchial epithelial cells
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RESUME

Réle du cytosquelette de septines dans les infections bronchiques a

Pseudomonas aeruginosa dans le contexte de la mucoviscidose

Les cellules épithéliales bronchiques forment une barriere physique contre les microorganismes
inhalés et coordonnent les réponses immunitaires du poumon. Toutefois dans le contexte de la
mucoviscidose (CF), I'altération du processus de clairance mucociliaire et de la réponse immunitaire
favorise la colonisation des bronches des patients par la bactérie Pseudomonas aeruginosa. La
répétition des cycles d’infection/inflammation va induire des Iésions de cet épithélium bronchique et
mener a un déclin progressif de la fonction respiratoire des patients, représentant la premiére cause
de mortalité des patients. Il est donc aujourd’hui crucial d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires

cellulaires impliqués dans la réponse de I’hote.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au cytosquelette de septines (SEPT) qui a été montré
comme important dans les interactions hote-pathogéne et dans le maintien de la fonction de barriere.
Nous avons tout d’abord observé le role central de la SEPT7 pour le maintien du cytosquelette de SEPT.
Mais également pour la formation de structures en forme de cage autour de P. aeruginosa
intracellulaire. Nous avons ensuite montré que les SEPT2, SEPT7 et SEPT9 étaient impliquées dans la
réponse de I'épithélium bronchique face aux infections. Elles participent a un processus visant a limiter
le nombre de P. aeruginosa intracellulaires. Et la SEPT7 module également la sécrétion de la cytokine
IL-6 subséquente a I'infection par ce pathogene. Toutefois, cette réponse SEPT-dépendante est altéré
en contexte CF ce qui pourrait expliquer la persistance des infections par P. aeruginosa dans la
pathologie. Enfin, nous avons observé que le prétraitement avec les modulateurs de CFTR de restaurait

pas ces processus, suggérant que la protéine CFTR n’est pas directement impliquée.

Une meilleure compréhension du role joué par le cytosquelette de SEPT dans la réaction de
I’épithélium bronchique aux infections non-CF et CF permettrait de développer de nouvelles voies

thérapeutiques de lutte contre des pathogénes tels que P. aeruginosa.

Mots clés : mucoviscidose — cytosquelette de septines — interaction hote/pathogéne — Pseudomonas

aeruginosa — cellules épithéliales bronchiques
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