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Résumé

La mucoviscidose est une maladie autosomale réeedsnt la morbidité et la mortalité est
principalement guidée par l'atteinte du systemeiratoire. La clearance mucociliaire est un
mécanisme de défense inné primordial dans I'élitonades pathogenes. La mutation du
géne CFTR rencontré dans la mucoviscidose est meaple d’'une hyperabsorption de
sodium et d’'un défaut de sécrétion de chlore aeanivde I'épithélium respiratoire. Cette
anomalie de transport ionique induit une déshydomtade la fine couche de liquide
recouvrant les voies respiratoires appelée « airaaface liquid » bloguant de ce fait
partiellement le mécanisme de clearance mucoeliair

Le but de notre travail est d’étudier si, en mafifile transport ionique a travers I'épithélium
bronchique humain, les facteurs de virulences iskIB. aeruginosapouvaient interférer
avec la clearance mucociliaire. Nous avons moniifénqou plusieurs facteurs de virulence
issus deP. aeruginosanhibaient I'absorption de sodium a travers I'pltum bronchique
humain. Les souches @ aeruginosane produisant pas de rhamnolipides ou déficieatss d
le systeme du quorum-sensing (QS) induisaient B es effets. En accord avec I'apparition
d’'un mode de fonctionnement épithélial sécrétantéponse aux stimulateurs de la sécrétion
de ions chlore était significativement plus impotéa aprés exposition aux produits
bactériens. Cet effet était partiellement inhibé lde I'utilisation de souches déficientes dans
le systeme du QS. Ce travail montre donc que I'sitjpm aux produits bactériens issusRie
aeruginosainduit un mode de fonctionnement sécrétant auanivdes cellules épithéliales
bronchiques humaines en culture primaire. Chepéesonnes non porteuses de la mutation
CFTR, l'exposition aux facteurs de virulence & aeruginosasemble induire une
augmentation de I'hydratation de I'ASL; ces obs#éions pourraient correspondre a un

mécanisme de défense contre les pathogénes respsat



L. INTRODUCTION ...ttt e e ettt e e e e e e e e e e e e eaeeeeneeees 4

IO R = 1= = 111 = USSP 4
2 o =T o] o L= o 1 o = SR 4
1.3 Pathogéneése de I'infection & P. 8€IrUQINOSA e ...vvrrrrnriiieeieeeeeeeeeieeieeeessiennnneenennnns 5
1.4 Adaptation de P. aeruginosa a son enviroNNEMENL..........ccccuvvvrriirireeeeeeeeeeeneens 10
1.5 BULS A PELUTE......uuiiiiiiiiiiiiii e eeeeee ettt e e e rrrree e e e e e e e e e e e e e e e annnnes 12

2. MATERIEL & METHODES .....oiiiiiiiiiiiiiiee et e et e e 13
2.1 Cultures de cellules épithéliales bronchiquUeS..............oovvvveviiiiiiiiiiiiee e, 13
2.2 Préparation des surnageants DaCterieNS. o .oooooeiiiiieeciiiieee e e e 15
2.3 Technique de la chambre de USSING......ccueeiiiiiiiiiiiiiiaeee e eeeeeeevseeeeeeeeeeeees 16
2.4 Test de CYtOIOXICITE MTT ....ciiiiieeiiiieieeemme e e e e e e ettt s e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeaeeeeeeeennnnes 18
2.5 Analyse physico-chimique des surnageants BaBEr..............ccoevvvveeieeviiiinennn e 19

2.51 Stabilité thermMIQUE .........couviiiiii e e e 19
2.52 EffEtS AU LPS ... s 19

2.6 ANAIYSE STALISHIQUE....uuueeeiiei e e e cceeee et e e e e e e e e e e aaeaaeeaeeeeeeeeenannnes 19

B RESUL T AT S e e e e e e et e e e e e e e e e e 20
3.1 Mesure des paramétres bioélectriques de bafetst du surnageant de la souche
sauvage de P. aeruginoSa PT5 .........uuuutcommmmmmm e eeeeeeeeeeeeeiiittisss e e e e e e enaaeaeaaaeaeaaeeeees 20
3.2 Etude de la conductance sodique apres expositio produits bactériens................... 22
3.3 Etude de la conductance chlore apres expositigrproduits bactériens..................... 22
3.4 Comparaison des conditions contrdle LB et KiRiogjer HEPES. ... 25
3.5 Effets du surnageant de la souche mutée PAHIA ..............c.ccccceieeieeeeeeeeeeeeeeeeee o 26
3.6 Effets des surnageants de souches mutéesepeystéeme du quorum-sensing........... 27
3.7 Stabilité thermique des surnageants bacteriens.........ccccceeeeevieieeeeeeeieeeveeeeeeeee, 28
3.8 Etude du role du LPS dans les effets ObDServes..........cccuvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 28
3.9 Test de CYLtOtOXICIEE MT T ...uuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e s e s ee e e e eee s e e e e s e nnnnnes 29

4. DISCUSSION ...ttt ettt e e eeaee e e e e bbbt e e e e s sansbe et e e e e e asnsbeeeeeanaanseeeaeeans 30

D ANIN X E ... et e e e e e e e 36

6. REFERENGCES..........otiiiiiiii ittt e e e e e s sttt e e e e e e et eeennaneeeeens 37



1. Introduction

1.1 Généralités

La mucoviscidose ou fibrose kystique (FK) est laspiréquente des maladies autosomiques
récessives graves dans la population caucasiemeuisse, son incidence est estimée a
1/2000 naissances vivantes. En 1989, le géne rsaplende la maladie est mis en évidence
sur le bras long du chromosome 7 en position 74310e gene de 250 kb code pour une
glycoprotéine membranaire appelée « Cystic Fibrdseansmembrane Regulator » (CFTR)
composée de 1480 acides aminés, et localisée aawnde la paroi apicale de la plupart des
cellules épithéliales. Elle appartient a la faenitles transporteurs membranaires « ABC »
(ATP binding cassette). Plus de 1200 mutationsétdidentifiées a ce jour, la plus fréquente
étant une délétion d'un acide aminé phénylalarene position 508 AF508) [2]. La
dysfonction de cette protéine peut étre liée, sédomutation présente, a un manque de
production, a un défaut de « trafficking » (mutat®F508) ou encore a un déficit dans sa
fonction (défaut de régulation ou de conductantey deux principales activités de cette
protéine sont de fonctionner comme un canal chigégalé par 'AMP cyclique (AMPc) et de
moduler la conductance d’autres canaux épithéligels que le canal sodique ENaC

(Epithelial Na Channel) [3].

1.2 Rappel clinique

La mucoviscidose est une maladie polymorphe caisét par une exocrinopathie
multisystémique touchant a la fois I'appareil resfire, le tube digestif et ses annexes
(pancréas, foie, voies biliaires), mais aussi lasdges sudoripares et I'appareil reproducteur.

Le principal déterminant de la morbidité et de lartalité de cette maladie est I'atteinte du



systeme respiratoire. Malgré I'apparente normalitésysteme respiratoire a la naissance, les
patients développent précocement des infectionsnchmpulmonaires chroniques et
récidivantes. Les pathogenes initialement retrousést le Staphyloccocus aureust
Haemophilus influenza En cours d’évolution apparait le pathogene opmiste
Pseudomonas aerugingsgui remplace les autres souches bactériennely @ssocie. Cette
colonisation paP. aeruginosase retrouve chez plus de 80% des patients addltddne fois
installée, l'infection endobronchique est défirtiet évolue sous forme latente et insidieuse
avec des phases d’exacerbations entrainant uné@oréacflammatoire trées marquée. Un
cercle vicieux se met en place avec une hyperséerét une inflammation bronchique, auto-
entretenue par la présence de médiateurs bactétieetiulaires, menant progressivement a

une insuffisance respiratoire chronique.

1.3 Pathogénese de l'infection a P. aeruginosa

P. aeruginosaest un pathogene opportuniste que I'on retrouves dl@nvironnement. Chez

I'héte sain, la bactérie est rapidement éliminéeyree variété de systemes de défense, dont
un mécanisme de premiere importance : la « clagramacociliaire » [5]. La fonctionnalité de

ce systeme de défense inné nécessite, en prepuetdiprésence de cils fonctionnels battant
de facon coordonnée. Le battement ciliaire perneeteéttre en mouvement une couche de
liquide bistratifiée appelée « airway surface layi (ASL) composée d’'une phase aqueuse
profonde adjacente aux cils (periciliary liquid éay PCL) et d’'une phase de mucus sus-

jacente Fig 1).



Figure 1. Schéma représentant I’ASL composé d’'unsouche périciliaire (PCL) et d'une

couche muqueuse.
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Lorsqu’une bactérie est inhalée, elle se fixe adache de mucus grace a des interactions
avec les mucines. De part leur grande diversité cti@ines carbohydrates, ces
macromolécules peuvent interagir avec une grandétgade particules inhalées. Le
battement ciliaire permet alors de mettre en mowrgrta couche de mucus et d’éliminer la
bactérie des voies respiratoires en moins de éekeldurant ce laps de temps des molécules
telles que la lactoferrine et le lysozyme inhibkntroissance bactérienne [6].Les poumons
possedent un autre meécanisme de défense égalemamntinbportant appelé «cough
clearance » qui est indépendant du mouvementreiliSuite a des efforts de toux le mucus se

mobilise sur la couche PCL.

Chez les patients atteints de FK, cette premigreelide défense est défectueuse et certaines
bactéries semblent capables de survivre, de sépitaritet d'induire une infection chronique.

Le ou les mécanismes exacts responsables de laisaiion et de la perpétuation de
I'infection broncho-pulmonaire pd&. aeruginosaestent en grande partie inconnus. A I'heure
actuelle, Il existe plusieurs hypotheses a la doistradictoires et complémentaires ayant pour

but d’expliquer le lien entre la mutation de latgine CFTR et I'hyper-susceptibilité aux
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infections pulmonaires paP. aeruginosaUne attention particuliere a été portée réecemment
sur une anomalie possible du volume et de la coitiposde cette fine couche de liquide

recouvrant les voies respiratoires.

Le volume de I'ASL est régulé par 2 mécanismesptaamier, passif, est lié a la couche de
mucus qui joue un réle de « réservoir ». Des étuéesntes ont en effet révélé la capacité de
cette couche de mucus a libérer ou absorber lédéqgoontenu dans la couche périciliaire
selon les circonstances afin de maintenir constavdlume de I'ASL [7]. Mais le mécanisme
primordial par lequel I'épithélium respiratoiregrde le volume de 'ASL est le transport
isotonique de sel et d’eau [8]. Dans des conditibasales, I'épithélium respiratoire est
absorbant. L’ion sodium est absorbé par voie trelhdaire au niveau apical de la cellule via
le canal sodium amiloride-sensible ENaC, puis dgcaé niveau de la membrane basolatérale
par la pompe N#@K* ATPase. Les anions chlore et bicarbonates somspgoatés passivement
par voie para-cellulaire en suivant le gradienctébehimique généré par I'absorption active
du sodium. L’épithélium étant perméable a I'eau, tlansport ionique est suivi d'un
mouvement d’eau et 'ASL reste iso-osmotigkey(2). Dans certaines conditions, telles que
I'inhibition de l'activité du canal ENaC et le déitide volume de I'ASL, le mouvement de sel
et d’eau peut s’'inverser. Le gradient électrochimigst alors favorable a la sécrétion de ions
chlore. Deux types de canaux chlore principaux sxurimés au niveau de la membrane
apicale des cellules bronchiques humaines : le CliRest régulé par le taux intracellulaire
d’AMPc, ainsi que le canal dit CaCC pour « Calciactivated chloride channel », dont

I'activité dépend de la concentration de calciutnaicellulaire.



Figure 2. Le transport ionique dans I'épithéliumrespiratoire.

L’épithélium respiratoire de patients atteints degfésente une double anomalie du transport
ionique. En premier lieu, l'inhibition de I'actiétdu canal ENaC par le canal CFTR est
déficiente. Cet épithélium présente donc une alisoraugmentée de ions a I'état basal [9].
De plus, la sécrétion de ions chlore via le canal'® en cas de déplétion de I'ASL est
anormale Fig 3 A) [10, 11]. L'hyperabsorption du sodium et le défde sécrétion de chlore
induisent tous deux une diminution du volume deSEAinterférant avec le battement ciliaire.
Les mucines contenues dans la couche muqueusenentr contact avec les mucines et le
glycocalyx de la surface des cellules épithéligiestalise un véritable effet « velcrobid 3

B). La déplétion au niveau de la couche PCL bloquecd la fois le mécanisme de clearance
mucociliaire et de clearance par la toux, deux miéoaes primordiaux de défense innée de

I'organisme contre les agents bactériens.



Figure 3. Transport ionique dans I'épithélium brondique FK.
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Légende : a)Schéma montrant I'absorption augmentée d& 84 et H,0. L'absence de CFTR sur la surface
apicale limite la capacité sécrétoire de Cl- etuihdine hyperabsorption de Nak) Schéma montrant la
diminution du volume de la couche périciliaire a¥emmation de plaques de mucus adhérentes suelkses

épithéliales FK.

A linverse, des stratégies visant a augmenterdfagation et donc le volume de I'ASL
semblent efficaces chez les patients atteints deUri€ étude récente par Donaldson et al. a
montré que l'inhalation journaliere de NaCl hypaitpe par des patients FK sur une durée
de 2 semaines améliorait significativement le misrae de clearance mucociliaire [12] .
Elkins et al. ont montré que I'administration d’traitement similaire sur une période d’'une
année, bien que peu efficace sur 'améliorationfdestions pulmonaires, diminuait de facon
significative le nombre d’exacerbations respirasir(réduction du risque relatif de 56%,

p=0.02) et améliorait la qualité de vie [13].

Une hypothese alternative met en évidence le ®la domposition de 'ASL dans la défense
passive contre les infections bactériennes [144pEB&s cette théorie, I'épithélium respiratoire

produit un certain nombre de facteurs antibactéraogenes tels que les défensines dont la
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fonctionnalité dépend de la concentration en seten de la couche ASL. En générant un
contenu en sel inférieur a celui du plasma, I'égditm respiratoire permet de maintenir
actives ces molécules [15]. Dans le cas de lal@&kKoncentration en NaCl deviendrait plus
élevée que la normale et rendrait donc inopérantiégensines présentes dans 'ASL. Smith
et al. ont montré que I'ASL collecté in vitro a pade cellules épithéliales FK en culture
avaient une activité bactéricide diminuée qui Euxevenir a la normale apres diminution
du contenu en sel de ce liquide [14]. Des étudesptEmentaires ont suggéré que fes
défensine 1 et 2 étaient responsables de ce méeadis défense antimicrobien dépendant de

la concentration en sel de I'ASL.

Ces 2 hypothéses sont source d’'une grande corgev€ependant, un certain nombre de
travaux récents, ayant pour but de mesurer le narga ions et le volume de ’ASL in vivo et
in vitro, n'ont pas révélé de différence notable amcentration en sel entre I'ASL des
patients sain par rapport aux patients FK[16].pibarait que 'ASL est isotonique dans les
deux cas. Le mécanisme de la clearance « mécamigade mouvement ciliaire et les efforts
de toux reste donc actuellement le modele privéletg défense inné du systéme respiratoire

contre les pathogéenes.

1.4 Adaptation de P. aeruginosa a son environnernen

Les bactéries ont développé de multiples mécanisiees permettant de détecter des
modifications de certains paramétres environnermi@tamme le pH, I'osmolarité, le type de
nutriments et la densité bactérienne. Lors de lalification d'un de ces paramétres, la
bactérie s’adapte en modulant la synthese de phssfacteurs, ce qui lui permet de survivre.
Le «quorum-sensing » (QS) est un systéeme utiliaé |p bactérie pour détecter les

modifications de densité bactérienne au sein gmpalation, afin de coordonner une réponse
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adéquate a ce changement. Initialement décrit bbkganisme marin bioluminescelibrio
fisheri, un tel systeme de mieux en mieux caractériséeexlsezP. aeruginosd17-21]. Ce
systeme est fondé, chez les bactéries Gram négatifa production de molécules diffusibles,
appelées acyl-homoserine lactones (AHL), dont Entjté de production dépend de la densité
bactérienne dans un environnement donné. Ces AHLsymthétisés par une AHL-synthase
qui est codée par un géne de type «I» pour ieductCes molécules diffusent a travers
I'enveloppe cellulaire bactérienne, et lorsque leancentration atteint un seuil critique, se
lient a un régulateur transcriptionnel de type x RLe complexe AHL-régulateur
transcriptionnel va déclencher I'expression de gegieles. Le géne « | » est lui-méme un de
ces geénes cibles, raison pour laquelle les moléalikeHL sont appelées auto-inducteurs. A
ce jour, 3 systemes distincts de type QS ont étictgxisés cheP. aeruginosall s'agit de
lasR/las] rhIR/rhll, etqscR Ces 3 systemes contrblent la transcription damg nombre de
géenes impliqués dans la virulence. Les facteursviddence dépendant de ce systeme
comprennent des composés de faible poids moléeulwls que la pyocyanine, les
rhamnolipides et l'acide cyanhydrique, mais égal#medes enzymes extracellulaires

(protéases, exotoxines, phospholipases, lipases).

Comme décrit dans le chapitre précédent, on notgrédaence de nombreuses plaques et
bouchons muqueux dans les voies aériennes destpati. L’analyse de la pression
partielle d’oxygene par bronchoscopie au sein dewusumontre des valeurs extrémement
basses chez les patients FK. Des études in vitrtanomtré que la conjonction d’épaisses
plaques de mucus avec une consommation augmentde/géne par les cellules épithéliales
porteuses de la mutation du gene CFTR étaient megpte de la genése de «niches »
anaérobes. En ajoutant des souche®.daeruginosaa ces cultures, on note une migration
active des bactéries au sein des plaques de muausactérie s’adapte en modifiant son

phénotype (production d’alginates, défaut de mmilet forme des macrocolonies [22]. En
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formant ces macrocolonies, la bactérie pourraitappbr aux meécanismes de défenses

secondaires de I'hote.

1.5 Buts de I'étude

Le but premier de notre étude est d’étudier les ifitations du transport ionique trans-
épithélial, induites par les facteurs de viruleded®. aeruginosaen utilisant un modéle de
culture de cellules épithéliales bronchiques huemiprimaires cultivées en interface air-
liquide. Nous voulons démontrer que par la modificadu transport ioniqué?. aeruginosa

est capable de moduler indirectement la clearanmmailiaire.

Notre deuxieme objectif est de rechercher la natiwees produit(s) responsable(s) de ces

effets, en utilisant a la fois des souche$daeruginosamutées pour le systeme du quorum-

sensing, mais aussi divers traitements physico-igoies.
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2. Matériel & méthodes

2.1 Cultures de cellules épithéliales bronchiques

Les spécimens bronchiques ont été rincés a l'aida thmpon phosphate salin (PBS
Dulbecco, GIBCO), disséqués du parenchyme pulmeraaijacent, et incubés pour une durée
de 24-48 heures a 4°C dans un mélange de DMEM :(E121) (GIBCO), Pronase (1.5
mg/ml, Boehringer-Mannheim) et Deoxyribonucléasdl (thg/ml, Sigma). Un mélange de
DMEM : F12 5 % Fetal Calf Serum (FCS, Seromedjéaudilisé pour stopper I'activité de
ces enzymes. Les cellules ont été ensuite colleg@ecentrifugation (100-125 X g, 10 min),
re-suspendues dans du DMEM : F12 5% FCS et plgugesdant 3 heures sur des boites de
Petri préalablement traitées pour fixer les fibastes (Falcon Primaria tissue culture dishes,
Million). Aprés comptage, les cellules ont étécglas sur des supports semi-perméables
(Millicell-PCF, Corning Costar, Milian) & une comtetion de 5.10cellules/cri. Un jour
aprés I'ensemencement, les milieux de culture agiet basolatéraux ont été aspirés et le
milieu basolatéral remplacé par du DMEM : F12 (R% Ultroser G (BioSepra, Villeneuve-
la-Gavenne, France), pénicilline / steptomycineO(1@/ml), fongizone (0.5ug/ml). Les
cellules ont été placées dans un incubateur 5 % l@@idifié, cultivées en interface air-

liquide et le milieu basolatéral changé chaqueéiZesitig 4 A,B).
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Figure 4. Support semi-perméable utilisé pour la dture de cellules bronchiques en
interface air-liquide.

A
mono-couche de cellules épithéliales polarisées . .
support semi-perméable
Milieu de culture basolatéral
B

BL

A. Représentation schématiqueB. Coupe transversale en microscopie optiqgue montfa@pmithélium
monostatifié de cellules épithéliales bronchiqu&slie) au contact du support polycarbonate (P@¥¢ par

place la présence de cils (tétes de fleche). Bpieal (A). Pdle basolatéral (BL). Agrandissemef®0 X.
Coloration hématoxyline-éosine.
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2.2 Préparation des surnageants bactériens

Les souches dP. aeruginosgTable 1) ont été cultivées sur plaque Luria agar pendant 1
heures puis inoculées dans 2 ml de Luria broth .(l&pyés 12 heures de culture (37°C, 225
rpm), les bactéries ont été diluées d’'un facteus@ dans 20 ml de LB frais et cultivées
pendant 24 heures supplémentaires. Si nécessaita,tétracycline (Sigma, 58y/ml), de la
gentamycine (Sigma, 1jsg/ml ), ou du chlorure de mercure (7u§/ml), ont été ajoutés au
milieu de culture. Les bactéries ont ensuite étéigées par centrifugation (8000 X g, 25°C,
30 min.). Les surnageants ont été collectés, is&sib 2 reprises a l'aide d’un filtre uéh, et

immédiatement stockés & —70°C.

Table 1.Diverses souches dB. aeruginosautilisées dans cette étude

Souche Génotype

PT5 PAO1 wild type
PT712 PT5hIA:Gnm
PT502 PTrhll::Tn5014lasl Hg Tc'

PT531 PT&4rhIR::Tn501dlasRHg Tc'

La souche PT712, porteuse d’une mutation sur le gésponsable de la synthese de la sous-
unité protéique rhlA de I'enzyme rhamnosyltransérasst incapable de synthétiser des
rhamnolipides. La souche PT531 est mutée pourcisseurs transcriptionneftiR etlasR
alors que la souche PT502 I'est pour les géenesnsgibles de la synthése des auto-inducteurs
synthaseghll et lasl. Il en résulte chez ces deux souches la diminutiori’absence de
production de nombreux facteurs de virulences daks I'élastase, la protéase de type lasA,

I'exotoxine A, les rhamnolipides, la pyocyanindaeprotéase alcaline [20].
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2.3 Technique de la chambre de Ussing

Apres 4-6 semaines de culture, les supports semigables ont été placés dans une chambre
de Ussing (Jim’s Instrument, lowa City, IA&ig 5). La chambre apicale et la chambre
basolatérale ont été remplies par 5 ml de Krebg@®iKHEPES (KRH) contenant (mM) : 135
NaCl, 0.6 KHPO,, 2.4 KHPQ,, 1.2 MgC}, 1.2 CaCl, 5 HEPES, et 5 Glucose. Les solutions
ont été maintenues a une température de 37°Cnétées avec un mélange de 5% £35%

0O,. La différence de potentiel trans-épithélial etcleurant de court-circuit ) ont été
mesurés a l'aide d’'un systeme de clamp de volta§8(-5, Bioengineering, lowa City, 1A).
Une paire d'électrodes, reliée aux chambres pampdass KCl-agar, a permis la mesure du
Vi Une seconde paire d’électrodes a permis la mekuosurant de lg. La résistance trans-
épithéliale (R) a été déterminée en appliquant de maniére pduedin pulse de potentiel.
La modification correspondante de courant a ét@urgées et la résistance calculée selon la loi

d’Ohm (R=AU/AI).
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Figure 5. Représentation schématique d’'une chambre Ussing.
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L’épithélium et son support sont positionné au edtune chambre de Ussing et baignés dans ungosotle
Krebs Ringer HEPES.

Le courant de court-circuit est défini comme étantourant devant étre appliqué a la mono-
couche de cellules pour amener le potentiel trpittdial & zéro. Cette valeur est le reflet du
mouvement global de ions du coté apical vers |é basolatéral et inversement. Au niveau de
I'épithélium bronchique humain, la plus grande jgadu courant de court-circuit est géenéré
par l'absorption de sodium du poéle apical en dioectdu pbéle basolatéral. L'autre

composante de ce courant, de moindre important&a basal, est la sécrétion des anions

chlore et de bicarbonate dans le sens opposé [23].

Les agents pharmacologiques suivants ont étéadilmmiloride (AML, 10QuM), 3-isobutyl-
methylxanthine (IBMX, 5QuM), forskoline (FK, 50uM), adénosine triphosphate (ATP, 100

KUM), glibenclamide (Glyb, 30QM), 4,4’-dinitrostilbéne-2,2’-disulfonate (DIDS, QQM).
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Apres une période initiale de stabilisation denfiutes, les surnageants bactériens, dilués a
2.5% volume / volume (2.5% V/V) dans du KRH ont &j@utés au niveau de I'hémichambre
apicale. Une condition contréle LB diluée a 2.5%/\0ans du KRH a été effectuée en
parallele dans une deuxiéme chambre de Ussingdiffésentes variables bioélectriques ont
été mesurées pendant une heure, puis de I'amilarélé ajouté du c6té apical pour bloquer
les canaux ENaC. En présence d'amiloride, diveimusateurs et inhibiteurs de la

conductance chlore ont été testés.

Les modifications dd induites par I'adjonction de ces différentes demyont été définies
comme la différence entre la valeur calculée jastint I'adjonction de la drogue et la valeur

maximale suivant I'adjonction de la drogulls( ,iJ ou la valeur mesurée en phase plateau

(AI sC plateaﬁ .

2.4 Test de cytotoxicité MTT

La viabilité des cellules exposées aux produitsdvamns a été évaluée par un test baseé sur la
détermination colorimétriqgue du clivage du 3-(4iBethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenol
tetrazolium bromide (MTT, Sigma, Buchs, Suisse) Ipardeshydrogénases mitochondriales
en produit bleu formazar.es mono-couches ont été lavées 2 fois avec du BBBecco,
puis 250, respectivement 150 de PBS 0.1% MTT ont été ajoutés du coté basalatir
apical (60 min., 37°C). Le pigment bleu a été kbéde la cellule par adjonction de 500

d’isopropanol du c6té apical, et 'absorbance gadue a 550 nm.
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2.5 Analyse physico-chimique des surnageants baetes

2.51 Stabilité thermique

La stabilité thermique des produits bactériengaléterminée en chauffant les surnageants

bactériens a 95°C pendant 30 minutes.

2.52 Effets du LPS

L'effet du LPS Sérotype 10 d@. aeruginosaSigma) sur le transport ionique a été testé en
ajoutant 100pug/ml de la substance au niveau de la chambre apit&s paramétres
bioélectriques ont été mesurés pendant 60 mirg sidonse a diverses drogues a été testée,
comme précédemment décrit.

Dans certaines expériences, les surnageants leactémt été soumis a une pré-incubation de
polymyxine B (Sigma, 1@ig/ml) pendant 30 min. a 37°C, avant de débutepEeience de la
chambre de Ussing. La polymyxine B est connue peutraliser en grande partie les effets

du LPS en se liant sur le lipide A.

2.6 Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés comme moyenn8EM. Les comparaisons entre deux
conditions ont été effectuées par les tests deeBtupairés et non pairés. Une valeur de

p<0.05 a été considérée comme significative.

19



3. Résultats

3.1 Mesure des parametres bioélectriques de bas#fets du surnageant de la

souche sauvage de P. aeruginosa PT5

Les parametres bioélectriques de 172 mono-coucpidsékales non FK ont été mesurés.
Apres stabilisation, le courant de court-circuit) (et le potentiel trans-épithélial s’élevaient
respectivement a 30 ]mA/cm2 et — 27.9 40.9 mV. La résistance trans-épithélialeRtait

de 618 +172Q.cn?.

L’adjonction de surnageant bactérien a la concgotrale 2.5% au niveau du p6le apical des
mono-couches entrainait une diminution de; ihitialement rapide suivie d’'une baisse plus
lente Fig 6 A). La baisse de kL (als. 60 min) et de la R a 60 minutes/ R, 60 min) par

rapport au temps initial étaient toutes deux sigaiives.

Les mono-couches exposées au milieu de culturéfiactlB seul, présentaient initialement
une augmentation de Jdsuivie d’une stabilisation et d’un retour a laewal de base apres 60

minutes, ainsi qu’une diminution significative de R, (Fig 6 A).

Par rapport a la condition contréle, la mesure 'decla 60 minutes { 60 min) était

significativement plus faible dans la conditionpegée au surnageant bactérien (p<Ofig ;

6 B).
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Figure 6. Effets du surnageant de la souche sauvadgeP. aeruginosaPT5

| | | [ [ |
{ |

{(tl’l[!ivyl | e |
1,T,1{11"!'m"'? !Jri‘ Y N S
1"' | ES] EENaE T ——

4 uAfcm2
...... N e i L v - .
B
lsc basal . . R basal . .
(ijA/cmz) lsc 60 min Al 60 min (Scmz) Rie 60 min A R 60 min
LB (n =14) 281+36 273+25 -08+16 585+59 499+50  -85+30
PT5 (n =14) 20+32 151+09  -14+3"  580+43 692+77* 112+54"

A. Tracé représentatif de la modification au coursethps du courant de court-circuif)let de la résistance
trans-épithéliale (B suite a I'adjonctionfleche) de surnageant bactérigPT5), comparé a la condition
contrdle [ B). Les déflexions verticales représentent la medifon de I'l; induite par des pulses de potentiel
de + 5 mV, permettant ainsi de calculer Jagelon la loi d’'Ohm.

B. Paramétres bioélectriques mesurés au tenfps ®Re basa), aprés 60 mirfls. Re 60 min). Différence
statistiquement significative par rapport au caett® : * p< 0.05; ** p< 0.01.
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3.2 Etude de la conductance sodique apres expasidiox produits bactériens

Pour tester la composante sodium-dépendante darttodie court-circuit, nous avons ajouté
de I'amiloride apres 60 minutes de traiteméfig (7 A). La chute de I exprimée en valeur
absolue Als. ami), €tait significativement plus faible dans la cibiod traitée que dans la
condition contrdle (p<0.01). Par ailleurs,s{'mesuré apres adjonction de I'amiloride était
significativement plus faible pour les mono-couckegoseées aux produits bactérief(post

amil » p<0-01)-

3.3 Etude de la conductance chlore apres expositox produits bactériens

Apres 60 minutes d’exposition au surnageant baxtéet inhibition du courant sodique par
I'amiloride, nous avons testé la réponse des manates a différents sécrétagogues de I'ion
chlore. L'IBMX et la forskoline ont été ajoutésrafie stimuler la sécrétion de"@Ependante
du c-AMP. La forskoline active I'enzyme responsatiela synthese du cAMP (adénylate-
cyclase), alors que [I'IBMX inhibe le catabolisme dcAMP (inhibiteur de la
phosphodiestérase) [23]. De nombreuses études amiénque l'activité du canal CFTR est
dépendante de la quantité intracellulaire du messagtracellulaire c-AMP [24].
L'IBMX/forskoline induisait une réponse de type @lilsc ismxrx p), SuUivi d’'un plateaulfls.
BMX/FK pl). LE€S réponses pic et plateau observées étagmficativement plus importantes
dans la condition traitée (p<0.0Fig 7 A,B). L'addition successive d’ATP, connue pour
activer une conductance chlore dépendante du Cantracellulaire , induisait une
augmentation de Ef plus marquée dans la condition traitée, mais deiéra non

significative Fig 7 B) [25].
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Figure 7. Etude des conductances sodium et chlor@rgs 60 minutes d’exposition aux

produits bactériens.
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Alsc amil Isc post-amil
(,LA/CTTIZ) (,LA/CTTIZ) Alsc IBMX/FK p Alsc IBMX/FK pl AIs,cATF'
LB (n=14) 219+ 2.7 8.6+0.8 9+1.9 25+0.6 7.1+2.9
PT5 (n=14)  -104+09  47+06  168+22%  47+08* 10.9 +2.9

A Tracé représentatif des modifications de Bt de la R suite a I'adjonction d’amilorideML ) et d’'IBMX /
forskoline (BMX / FK ) aprés 60 minutes d’exposition aux produits biéaté PT5) par rapport au contréle
LB (LB).

B Réponses a I'AML, a I'lBMX / forskoline puis a I'AF aprés 60 minutes d’exposition aux produits baiér
(PT5) ou au milieu de culture seul (LB). Différerstatistiquement significative par rapport au cdlett.B : * p
<0.05; **p<0.01.
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Dans d’autres expériences, nous avons compartetltd différents inhibiteurs de la
conductance chlore apres 60 minutes d’expositianpaoduits bactériens et inhibition de la
conductance sodique par I'amiloride. La baissg ofiluite par I'adjonction de DIDS du coté
apical dans la condition traitée n’était pas ddfée de celle observée dans la condition
controle Q\sc= 1.14 +0.1pA/cm? et 1.16 +0.1pA/cm?, respectivement ; n=5) . Le DIDS a
la particularité d’'inhiber de nombreux canaux chlar’exception du canal CFTR. Le
glibenclamide, qui est un inhibiteur des canawagsijues ATP dépendant et du canal
CFTR, induisait une chute degf'dont 'amplitude était plus faible pour les mormiches

exposees aux produits bactériens par rapport@niditton controle LB Aisc= 1.9 +0.9

HA/cm? et 4.2 + 1.1uAlcm?, respectivement ; n=5 ; NSJig 8).

Figure 8. Etude de la conductance chlore dépendantki canal CFTR.

Tracé représentatif de I'effet du glibenclami@L{B) aprés 60 minutes d’exposition aux produits baetéret
blocage du transport de ions sodium par I'amilo(@liIL ).
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3.4 Comparaison des conditions contrdle LB et Kréhimger HEPES

Nous avons observé une baisse progressive galdhs la condition Krebs Ringer HEPES
(KRH) alors que I'lc dans la condition LB présentait initialement ungraentation suivie
d’une stabilisationKig 9 A). La valeur d’{c mesurée a 60 minutes dans le contréle KRH était
plus faible (NS). L'adjonction d’amiloride induisaine chute de ki de méme amplitude
dans les 2 conditions. Toutefois, la valeursdhesurée aprés adjonction d’amiloride était
significativement plus élevée au niveau des monaioes exposées au LBig 9, B).

La réponse a 'lBMX / FK était de méme intensité@slées deux conditions controle.

Figure 9. Comparaison des contrble LB et Krebs Ringer HEPES.

A
lsc basal . . R basal . .
(,uA/cmZ) lsc 15 min lsc 60 min (Q.sz) R60min  AR60 min
LB (n =15) 306+46 328+43 29.7+39 607 + 51 517 + 47 -90 + 21
KRH (n =15) 28.7+43 27.7+43 26.2+45 628 + 50 570 + 52 -58 + 25
B
AIsc amil Isc post-amil A| A|
(/IA/CITIZ) (,uA/cmz) sc IBMX/FK p sc IBMX/FK pl
LB (n=15) -21.9+3.8 8.2+0.6 7.3+1.3 22+04
KRH (n=15) 20+44  64+05 79+1 1.9+0.4

A. Valeurs bioélectriques de base et leurs modifioataprés exposition au milieu de culture seul (IdBnparé
au contréle KRH.

B Moadification de I'lsc aprés adjonction d’AML pul8MX / FK. Différence statistiquement significativear
rapport au contréle KRH : ** p < 0.01.
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3.5 Effets du surnageant de la souche mutée PTZtRIA

Nous avons testé le mutant PT712 afin d’évaluele des rhamnolipides dans les effets
observés. Comparé a la souche sauvage PT5, lee liasBL. et 'augmentation de laR

mesurés apres 60 minutes n’étaient pas signifisadnt différentes. Les réponses a
'amiloride et a 'IBMX / FK étaient de méme intetés (Fig 10). Pour vérifier la non

production de rhamnolipides par cette souche, mwoss utilisé des plagues agar contenant
du CTAB (cetyl-trimethyl-ammonium- bromide) et dieb de méthylene [26]. Ces plaques
ont été incubées pour une durée de 24 heures § pUf€a température ambiante jusqu’a
apparition d’'un halo bleu signant la production d@mnolipides. Seules les plaques

ensemencees avec la souche PT5 présentaient ubléalo

Figure 10. Comparaison des effets des surnageanssus des souches PT5 et PT712.
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Als. 60 min - AR 60 min | . Al Al
(|.1A/0m2) (Q.sz) sc post-amil sc IBMX/FK p sc IBMX/FK pl
PT5 (n=5) -126+2.7 40 + 38 18.4+45 259+37 6.6+1
PT712 (n=5) -15+5 73+21 14.7 + 3.5 199+51 53+17

A. Tracé représentatif des effets de I'amilorideM( ) puis de I'IBMX / forskoline BMX / FK ), aprés 60
minutes d’exposition au surnageantRleaeruginosdPT5 et PT712.

B. Paramétres bioélectriques de base et comparaisorépgenses a I'amiloride et a ''BMX/FK. NS, diféérce
non significative.

3.6 Effets des surnageants de souches mutées f[@systeme du quorum-
sensing.

Nous avons comparé l'effet de surnageants bacteobtenus a partir de souches mutantes
pour le systeme du quorum-sensing par rapportsauahe sauvage PT5. La mesure dg I'l
de la R. a 60 minutes puis la réponse a I'amiloride étaggmilaires dans le groupe contréle
PT5 par rapport aux 2 conditions traitées PT53RT02. Par rapport au controle PT5, les
réponses a I'IlBMX / FK de type pic et plateau étaisignificativement plus faible dans les
condition exposées aux produits bactériens de PTE8111) et PT502 lsc imxrx p = 27.7 + 3

versus 13.2 + 3.1 pA/cm? respectivement ; N=4 ;p<0.01) .
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Figure 11.Comparaison des effets de surnageants issus descms PT5 et PT531.
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(iﬁA\/Cﬂ’lz) (Q sz) AIsc amil Isc post-amil AIsc IBMX/FK p AIsc IBMX/FK pl
PT5 (n=9) 131+1.9 44+25 224+ 3.6 5+08 235+24 62+06
PT531 (n=9) 10+23  13+25 23+4.9 56+08 128+2  3.4+08

Tracé représentatif des effets de I'amiloriddI( ) puis de I''BMX / forskoline BMX / FK ), apres 60 minutes
d’exposition au surnageant & aeruginosaéPT5 et PT531. Différence statistiquement sigatfie par rapport
au contréle LB : ** p< 0.01.

3.7 Stabilité thermique des surnageants bactériens

Nous avons testé la stabilité thermique du/degat) responsable(s) de I'effet observé.
Comparé au surnageant non chauffé, le surnageauntféhinduisait le méme type de réponse

sur I'lsg, la Re, la réponse a I'amiloride et a I'IBMX/FK (data r&tiown).

3.8 Etude du role du LPS dans les effets observés

Nous avons testé l'effet du LPS S 10 (3@Pml) en suivant le schéma expérimental utilisé

lors de I'étude de l'effet du surnageant bactériem.LPS n’induisait aucune modification
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significative de I'l; et de la R pendant les 60 premiéres minutes de mesure. pesises a
I'amiloride et a I'IBMX/forskoline n’étaient pas ffiérentes du controle KRH.

Dans un certain nombre d’expériences, nous avosie t& les effets observés avec les
surnageants issus de la souche sauvage étaiensibde® lors d'un prétraitement des
surnageants avec de la polymyxine B. En effetpolgpyxine B est connue pour antagoniser
certains effets du LPS en se fixant sur la paitielé A [27]. Comparé au surnageant non
traité, les mono-couches prétraitées avec de llaywine B puis exposées au surnageant
bactérien présentaient les mémes modificationslgdeet de la R durant les 60 premieres
minutes. Les réponses a I'amiloride et & I'IBMXAKkoline étaient similaires (data not

shown).

3.9 Test de cytotoxicité MTT

Nous avons quantifié la viabilité des mono-couchpas le test de cytotoxicité MTT. Les
mono-couches exposées pendant 60 minutes aux fwdaagtériens n‘ont pas montré de
différence statistiquement significative par rap@ota condition contréle (OD 550 nm 1.435

+0.186 versus 1.4546.177, n=5).
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4. Discussion

La clearance mucociliaire est un systeme de défems® des voies aériennes contre de
nombreux pathogénes. L'intégrité de ce systemeraEpde I'hydratation adéquate de la fine
couche de liquide située a la surface des voiesradas et de la présence de cils fonctionnels.
Il semble toutefois que I'hydratation de I'ASL jous rbéle dominant dans la clearance
mucociliaire. Des études sur modele murin ont méodé fagon surprenante que I'absence de
cils ou la non fonctionnalité de ces derniers nilisdit que peu ou pas d’atteinte pulmonaire
[28]. L'étude de la clearance mucociliaire a l'aide traceurs radioactifs montre que le
mécanisme de clearance par la toux reste fonctiaiez les patients atteints de dyskinésie
ciliaire [29]. Ceci pourrait s’expliquer par la pance d'un ASL dont le volume est normal

voir augmenté [30].

A linverse, il a été démontré dans un modéle deisdransgénique que la sur-expression de
la sous-unité béta du canal ENaC, induisant uneragpivité de ce canal, réduisait le volume
de I'ASL et entravait le mécanisme de clearanceauiliaire. L'analyse histologique des
bronchioles a révélé de nombreuses plagues et bnschuqueux. La mortalité de ces souris
a 30 jours, secondaire a une insuffisance respieatgélevait a 60 % [5]. Une étude menée
par Boucher et al., a révélé qu'un ou plusieucdeiars bactériens issus &e aeruginosa
avaient la propriété d’'inhiber le transport iorecutravers I'épithélium bronchique canin. Par
des mesures du flux ionique isotopique, il a ét@tnéogue cet effet était en partie médié par
une inhibition du transport de sodium du milieucapau milieu basolatéral [14]. La question
adressée par notre travail était donc de détermsirles facteurs de virulence obtenus a partir
de surnageants de cultures in vitroRleaeruginosgpouvaient induire des modifications sur

le transport ionique de cellules épithéliales negpires en cultures primaires.
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Nous avons montré que les produits bactériens idsula souche sauvage. aeruginosa
induisent une diminution du courant de court-citc@insi qu’'une augmentation de la
résistance trans-épithéliale sur des mono-couchescallules épithéliales bronchiques
humaines. A I'état basal, une grande part du cawutancourt-circuit mesuré est généré par
I'absorption trans-cellulaire de sodium [20]. Pdéterminer sila baisse du courant de court-
circuit observée est liée a une inhibition du tpams de sodium, nous avons ajouté de
I'amiloride apres 60 minutes d’exposition aux pribsllbactériens. La chute degflaprées
adjonction d’amiloride est systématiquement plusliéadans la condition traitée. Nous avons
donc conclu qu’un ou plusieurs produits bactérigmsenant dé°. aeruginosanduisent une

inhibition du transport de sodium.

Une étude menée par DM Geddes et al. a montrésgueles cultures in vitro d’épithélium
respiratoire de mouton, les rhamnolipides issu$ daeruginosaseraient responsable de la
baisse du courant de court-circuit en inhibantd@aption de ions sodium [15]. Pour vérifier
si ces résultats se confirmaient sur notre modeéleallules bronchiques humaines, nous
avons utilisé la souche mutante Be aeruginosaPT712 ArhlA ne produisant pas de
rhamnolipides [31]. Dans nos expériences, la baledds; aprés 60 minutes d’exposition aux
produits bactériens puis la réponse a lI'amiloridesent révélées similaires entre la souche
sauvage d®. aeruginoseet la souche ne produisant pas de rhamnolipides. Stiggére que
ce facteur de virulence n'est pas responsable dkess eobservés dans notre modele
d’épithélium bronchique humain. L’absence de préidncde rhamnolipides par la souche
PT712 a été vérifiee sur des plagues agar CTAB. [d®utefois, la production de
rhamnolipides par la souche PT5 n’a pas été testacon formelle a partir des surnageants
bactériens. Un dosage qualitatif comprenant uneaetkdn a I'éther suivi d’'un dosage par la
méthode de I'Orcinol aurait pu étre effectuée [32hbsence de différence entre les 2

conditions pourrait donc étre expliquée par I'alogede production de rhamnolipides par la
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souche sauvage PT5. L'augmentation des résistaramesepithéliales lors de I'exposition
aux surnageants issus de la souche PT5 conforte bgpothése. En effet, en cas de
production de rhamnolipides, on s’attendrait pluadtne diminution des résistances trans-

épithéliales [33].

Plusieurs études utilisant différents modeles ankrant confirmé I'importance du quorum-
sensing dans la virulence & aeruginosaDans un modéle de pneumoni® aaeruginosa
chez la souris nouveau-née, les effets de la sdvitbeet de différents dérivés mutants ont été
testés. Une souche rendue déficientéasRinduisait une pneumonie beaucoup moins sévére
ainsi gu’'une mortalité significativement inférieui2e méme, une diminution significative de
la virulence a été objectivée avec des souchesntad pour les gendasl, rhll, ou un
double mutant poulasl et rhll. [34]. Dans un modéle de souris brilée et infegiéeP.
aeruginosa les souches mutées pour le systeme du quorurmgeliasl, lasR, rhl)
présentaient également des infections cutanéessnséweres. Le double mutdas! et rhli
était la souche la moins virulente [35]. En utilisBamibe Dictyostelium discoideuniohler

et son équipe ont montré que la souche sauvage akruginos@T5 avait un effet inhibiteur
sur la croissance de I'amibe. Les mutants isog@sigiéficients dans le systéeme du quorum-

sensinghl étaient significativement moins virulents. [36].

Nous avons donc testé les surnageants obtenusdimdeasouches mutantes pour le systéeme
du quorum-sensing. De fagon surprenante, I'effetesaourant de court-circuit et la réponse a
I'amiloride sont resté similaires entre la souchi® Bt les souches mutées. Kunzelmann et al.
ont récemment montré que la flagelline, un des amapt majeur de la flagelle de
aeruginosa inhibait le transport sodique via le canal ENa€ des trachées de souris [37].
L’expression du gentiC, responsable de la synthése de flagelline ne sepad étre régulée

par le systeme du quorum-sensing. En effet, urdednenée par S. Lory et al. a montré chez
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P. aeruginosajue la répression de I'expression du giit® ne dépendait pas d@sRni de
rhiR [38]. Par ailleurs, il est possible que certaines bagdiiberent dans leur environnement
de la flagelline sous forme monomérique en raisam dk capping » inefficace lors du
processus de formation de la flagelle ou par paetsa flagelle dans I'environnement. Cette
derniere ainsi libérée pourrait alors étre dégradeemonomeéres de flagelline par des
protéases ou des substances détergentes de Ibdteel phénoméne a été décrit chez
Caulobacter crescentu$39]. Nous n'avons malheureusement pas pu testée bypothése,
n'ayant pas pu disposer de flagelline dans nosrexpee ou de méthode pour détecter la

présence de cette protéine dans nos surnageateésids.

En comparant la réponse a I'amiloride entre la @¢@rdexposée aux produits bactériens et la
condition contréle LB, nous avons été frappé panésure d’'une valeur ddpost-amiloride
systématiqguement plus élevée et d’'une réponse ibanglamide plus importante dans le
contrdle LB. Ce qui a soulevé 2 hypothéses : smitou plusieurs composants contenus dans
le milieu de culture LB stimulaient une conductaratdore, soit les produits bactériens
avaient un effet inhibiteur a la fois sur la condnce sodique et sur une conductance chlore.
Nous avons donc comparé les valeurg.djprés ajout d’amiloride entre le contréle LB, Bt u
2°™ controle contenant uniquement du Krebs Ringer HERERH). La valeur di aprés
adjonction d’amiloride était systématiquement gle/ée dans la condition LB. Ces résultats
dénotent un possible effet stimulateur du mitlewculture LB sur la sécrétion de ions chlore.

Toutefois, la réponse au glibenclamide entre lemar@muches exposée au milieu LB par

rapport au KRH n’a malheureusement pas été testée.

La sécrétion de ions chlore joue elle aussi un irdj@ortant dans le maintien du volume de
I'ASL. Nos expériences ont montré une réponse phasquée lors de la stimulation de la

conductance chlore CFTR-dépendante suite a I'eipnsaux produits bactériens. Comme
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décrit dans le précédent paragraphe, il se powudiine partie de cette différence soit due au
fait que le contrdle LB stimule déja une sécrétiblore. La réponse aux secrétagogues du ion
chlore serait donc plus faible, les canaux chldaatédéja stimulés par le LB. Toutefois, lors
de l'utilisation de souches mutantes pour le quesemsing, il est apparu que la réponse a
'BMX / FK était significativement plus faible coparé a la souche PT5. Un facteur
bactérien dépendant du quorum-sensing pourrait @seaesponsable d’'une augmentation de

la réponse de la sécrétion chlore dépendante déR&A

En résumé, nous avons montré que les produitsriEattéssus d@. aeruginosa
- inhibent 'absorption de sodium par les canauxaEN
- augmentent la sécrétion du chlore par les ca@&IXR lorsque ceux-ci sont stimulés par la

voie de 'AMPc.

Il résulte de cet action que le volume de I'’ASLtdbé&oriquement augmenter, chose que nous
n'avons pas pu formellement démontrer car les fgcies nécessaires auraient été bien au
dela du cadre de cette étude. Malgré I'utilisatienrsouches bactériennes mutées, il ne nous a
pas été possible d'identifier le ou les produitetéaens responsables de l'inhibition des
canaux ENaC. Le role des rhamnolipides dans la tatdno du transport ionique reste peu
clair étant donné l'incertitude quant a la produetde ce facteur de virulence par la souche
PT5 dans nos conditions de culture. En revanche; pe qui est de I'augmentation de la
sécrétion de chlore induite par TAMPc un des nasalbar facteurs dépendant du quorum-

sensing pourrait étre impliqué.

Quelles sont les implications cliniques de I'appani d’'un phénotype épithélial sécrétant
suite a I'exposition aux produits bactériens Rle aeruginosa? La réponse des cellules

bY

épithéliales pourrait correspondre a un mécanismedéfense. En effet, en diminuant
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I'absorption d’électrolytes, I'épithélium respir&® pourrait favoriser I'élimination et la
clearance de ce pathogéne. La réponse de I'épithén cas de mutation du gene CFTR n'a
pas été étudié dans cette étude et pourrait repiegsgne prochaine étape intéressante. Il est

possible que la réponse observée chez le sujessiiabsente chez le patient FK.
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