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Henry Ford
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Elton John
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Abréviations

Aa: Acide aminé

ABC: ATP Binding Cassette

ACN: Acétonitrile

ADNc : Adénosyl Diphosphate Complémentaire
A. fumigatus : Aspergillus fumigatus

ALIL: Air Liquid Interface

AMPc : Adenosine Monophosphate cyclique
ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : Acide Ribonucléique messager

ASL : Airway Surface Liquid

Asp : Acide Aspartique

ATP : Adénosine Triphosphate

ATPases : Adenosine Triphosphate Phosphatases
BAC: Bacterial Artificial Chromosome

B. cepacia : Burkholderia cepacia

Ca’™: Ton Calcium

CaCl, : Chlorure de Calcium

C. albicans : Candida albicans

CAZymes : Carbohydrate-Active enzymes

CF: Cystic Fibrosis

CFTR: Cystic Fibrosis conductance Transmembrane Regulator
CFTRinhih172 . Inhibiteur du CFTR

CFRD : Cystic Fibrosis-Related Diabetes
CK: Cystin Knot

Cr: Ion chlorure

CMP : Cytidine MonoPhosphate

CO;: Dioxyde de Carbone

Cosmc : Core 1 $3-Gal-T-specific molecular chaperone
CT: Cytoplasmic Tail

CYS: Cystéine

DAPI: 4',6-diamidino-2-phénylindole

DHB : Acide 2,5-dihydroxybenzoique
DMEM : Dulbecco Modified Eagle Medium
DMSO : Diméthylsulfoxide

DOL-P : Dolichol Phosphate

ECD : Extra-Cellular Cellular Domain
EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
EF2: Elongation Factor 2

EGF : Epithelial Growth Factor

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
ENaC : Epithelial Sodium Channel

EPS : Exopolysaccharide

ExoA : Exotoxine A

Fuc : Fucose

FUT2 : Fucosyl Transferase 2

Gal: Galactose

GalNAc: N-acétylGalactosamine

GDP: Guanosine Diphosphate

GDPH : Gyceraldehyde-3-Phosphate dehydrogenase
GlcNAc: N-acetylglucosamine

GIlyH101 : Glycine Hydrazide
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H':
HCI:
HCO3- .
HE :
HID :

H. influenzae :

HLB :
HPLC :
HPRT :

ICH3 :
IgG :
IL :
INRA :
IVIS :

Kb :
KCl:

kDa :
KH2PO4 :
KO :

LB:
Lex :
LPS:

M:
Man :
Meti R :
Meti S :
MgClz .
MgSO4 .
MOI :
MRSA :
MS:
MSD :
MSSA :
MUC :
MWCO :

NA:
Na™:
NaBH, :
NaCl:
NaHCO3 .
NaOH :
NBD :
NFkB :
nm :
ORCC:
ORL :

PA14:

P. aeruginosa :

PAO1 :
PAS :
pb:
PBS:
PCR:
Pel :
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Ion Hydrogene

Acide Chlorhydrique

Ion bicarbonate

Hématoxyline-Eosine

High Iron Diamine

Haemophilus influenzae
Hydrophobic-Lipophilic-Balanced

High Pressure Liquid Chromatography
Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransférase

Iodométhane

Immunoglobuline G

Interleukine

Institut National de la Recherche Agronomique
Imaging In Vivo System

Kilobase

Chlorure de Potassium

KiloDalton

Phosphate de potassium Monobasique
Knock-Out

Lysogeny Broth
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Résumé

La mucoviscidose est la maladie génétique héréditaire 1étale la plus fréquente dans les populations
caucasiennes. Elle touche principalement les fonctions respiratoires et digestives et elle est causée par
des mutations au niveau du géne codant pour la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator). Cette protéine est un canal qui régule le passage des ions chlorures a travers
la membrane des cellules épithéliales. Sa dysfonction aboutit a la production de sécrétions visqueuses
et déshydratées qui obstruent la lumicre des épithélia. D’un point de vue physiopathologique, la
mucoviscidose se caractérise par une inflammation et une infection pulmonaire chronique avec
hypersécrétion de mucines bronchiques. De nombreuses bactéries y trouvent avantage pour coloniser
durablement ce tractus respiratoire. Parmi elles, P. aeruginosa se révele particulierement persistante.
Les patients souffrent d’infections chroniques & P. aeruginosa, responsables d’exacerbations de la
symptomatologie pulmonaire. Les raisons de ’extréme vulnérabilité des patients a P. aeruginosa ne
sont toujours pas élucidées. De nombreuses études ont montré une augmentation de la sialylation et de
la sulfatation des mucines chez les patients CF, en lien avec la sévérité de la maladie sans pouvoir
conclure ni sur ’origine de ces modifications ni sur I’impact de ces changements de glycosylation
quant a la capacité des bactéries pathogénes a coloniser le mucus.

Les objectifs de cette thése ont été de caractériser, dans un modele porcin de mucoviscidose, les
altérations de la composition biochimique des mucines des la naissance; d’identifier les mécanismes
moléculaires responsables de ces altérations; et d’évaluer I’impact de ces altérations sur la
colonisation par P. aeruginosa.

Nous avons montré que les mucines respiratoires des porcelets CFTR ™ étaient beaucoup plus sialylées
que celles des porcelets CFTR™", et ce dés la naissance, avant méme toute infection ou inflammation.
Ces altérations de la glycosylation des mucines n’étaient pas corrélées a des changements d’expression
ou de localisation des mucines sécrétées MUCSAC et MUCSB, ni a des changements du niveau
d’expression génique et protéique des siayltransférases. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques
du canal CFTR nous a permis de démontrer un effet direct de 1’activité du canal CFTR sur la
sialylation des mucines, qui pourrait étre expliqué par un stress du réticulum endoplasmique quand le
CFTR est déficient. En utilisant une souche PAK-Lux de P. aeruginosa inoculée dans la trachée de
porcelets nouveau-nés, nous avons démontré que le transport muco-ciliaire est incapable d’éliminer les
bactéries pathogenes in vivo, dés la naissance. Les modifications de sialylation des mucines favorisent
I’adhésion de P. aeruginosa aux mucines et engendrent un environnement favorable a sa croissance,
comme nous avons pu I’observer sur des cultures primaires de cellules épithéliales polarisées issues de
trachées de porcelets CFTR™. L’infection des porcelets CFTR™ et CFTR™ par P. aeruginosa entraine
les mémes modifications de sialylation des mucines que celles observées constitutivement chez les
nouveau-nés CFTR™, suggérant que ces motifs sialylés sont impliqués dans la primo-colonisation des
poumons par la bactérie. Deux ligands O-glycaniques, reconnus par le flagelle de P. aeruginosa
semblent particulierement importants dans I’étape d’adhésion. Une augmentation de la sialylation des
mucines coliques, iléales et provenant du méconium des porcelets CFTR™ a également été observée,
confirmant le réle du CFTR dans ces altérations.

Ce travail de thése a permis de mieux comprendre comment P. aeruginosa est capable de croitre et de
survivre dans les poumons CFTR” dont la composition biochimique du mucus est profondément
altérée deés la naissance. Il constitue la base de travaux futurs visant a développer de nouveaux
glycomimétiques pour lutter contre ces infections bactériennes.
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Abstract

Cystic fibrosis is the most common lethal genetic inherited disease in Caucasian populations. CF
mainly affects respiratory and digestive functions and is caused by mutations in the gene coding for
the CFTR protein (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). This protein is a channel
that regulates the passage of chloride ions across the membrane of epithelial cells. Its dysfunction
results in the production of viscous and dehydrated secretions that obstruct lumen of the epithelia.
From a physiopathological point of view, cystic fibrosis is characterized by inflammation,
hypersecretion of respiratory mucins and chronic colonization of the lungs by a variety of bacteria,
chief among which is P. aeruginosa. Patients suffer from chronic P. aeruginosa infections, which are
responsible for exacerbations of pulmonary symptoms. The reasons for the extreme vulnerability of
patients to the infection by P. aeruginosa are still unclear. Numerous studies have shown an increase
in mucin sialylation and sulfatation in CF patients, in relation to the severity of the disease, without
being able to conclude either on the origin of these changes or on the impact of these glycosylation
modification as to the ability of pathogenic bacteria to colonize mucus.

The objectives of this thesis were to characterize, in a porcine model of cystic fibrosis, the
biochemical alterations of mucins at birth; to identify the molecular mechanisms responsible for these
alterations; and to evaluate the impact of these alterations on P. aeruginosa lung colonization.

We have shown that the respiratory mucins of CFTR™ piglets were much more sialylated than those of
CFTR™" piglets, as early as birth, before any previous infection or inflammation. These alterations in
mucin glycosylation were not correlated with changes in the expression or localization of the secreted
mucins MUCS5AC and MUCSB, nor with changes in the level of gene and protein expression of
sialyltransferases. The use of pharmacological inhibitors of the CFTR channel has allowed us to
demonstrate a direct effect of the CFTR channel activity on mucin sialylation, which could be
explained by endoplasmic reticulum stress when the CFTR is deficient. Using a PAK-Lux strain of P.
aeruginosa inoculated in the trachea of newborn piglets, we demonstrated that mucociliary transport
was unable to eliminate pathogenic bacteria in vivo at birth. The changes in mucin sialylation
promoted adhesion of P. aeruginosa to the secreted mucins and created a favorable environment for
its growth, as observed on primary cultures of polarized epithelial cells from CFTR” piglet tracheae.
The same profiles of hypersialylated glycans, as those observed constitutively in CFTR™ neonates,
were detected on mucins from CFTR” and CFTR™" piglets after infection by P. aeruginosa,
suggesting that these sialylated oligosaccharides are involved in the colonization of the lungs by the
bacteria. Two O-glycan ligands recognized by the flagella of P. aeruginosa seemed particularly
important in the first step of adhesion. An increase in sialylation of ileal, colonic and meconial mucins
from CFTR”" piglets was also observed, confirming the role of CFTR in these alterations.

Altogether, our results shed new light on the long-standing question dealing with the initiation of the
mucin O-glycan alterations in the CF context and definitively prove that sialylation precedes infection
and inflammation of airway tissues, providing a pre-existing favorable ecological niche for P.
aeruginosa colonization. Data gleaned from these study provide new leads for the design of sialylated
glycomimetics targeting P. aeruginosa and the development of new therapeutic strategies for treating
bacterial infections.
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CHAPITRE

I. La mucoviscidose
1. Généralités
a) Historique

La mucoviscidose est une maladie génétique héréditaire qui touche principalement les
voies respiratoires et digestives. Elle se traduit par une atteinte respiratoire 1étale et concerne
environ une naissance sur 2500.

Au XVII®™ siécle, lorsque une mére embrassait son nouveau-né et que le baiser avait
un golt « salé », on considérait que le bébé était ensorcelé ; son espérance de vie dépassait
rarement un an (Welsh et Smith, 1995). Ce n’est qu’au XX siécle que les premiéres
anomalies associées a cette maladie ont ét¢ mises en évidence. En raison des anomalies
pancréatiques et respiratoires, la mucoviscidose fut tout d’abord nommée « fibrose kystique
du pancréas et bronchectasie » par le docteur Fanconi en 1936 puis « Cystic Fibrosis » (CF)
par la pédiatre Andersen en 1938 qui décela chez les patients une obstruction intestinale ainsi
que des difficultés respiratoires. D’autres observations, faites par Farber ef al. en 1943,
démontreérent 1’encombrement des bronches et des canaux pancréatiques par un mucus épais
et visqueux d’ou l’apparition du terme mucoviscidose en France dans les années 1940
(Quinton, 1999). Suite a cela, d’autres médecins se sont intéressés aux signes cliniques de la
maladie. Ce fut le cas du docteur Di San’t Agnese qui observa, en 1953, une augmentation
importante du chlore et du sodium dans la sueur des patients. Il proposa alors un test
diagnostique appelé test de la sueur encore utilisé de nos jours.

Les travaux d’Andersen et Hodge en 1946 ont permis d’établir que la mucoviscidose était une
maladie autosomique récessive. Mais il aura fallu attendre plus de 40 ans avant la découverte
du gene CFTR (Tsui et al., 1985) et son isolement (Kerem et al., 1989 ; Riordan et al., 1989 ;

Rommens et al., 1989) et ainsi se voir ajouter le test génétique aux tests diagnostiques.
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b) Epidémiologie et tests diagnostiques

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies génétiques. Elle est cependant considérée
comme une maladie rare du fait de sa prévalence mondiale peu élevée. Elle affecte
approximativement 75 000 personnes dans le monde avec une trés forte variabilité inter-
ethnique. Elle est trés fréquente dans les populations caucasiennes alors que les populations
africaines et asiatiques sont moins touchées. En France, un enfant tous les 3 jours nait avec
une anomalie du géne CFTR, la prévalence de cette maladie est de 1’ordre de 1/4700 avec une
forte disparité inter-régionale. En effet, dans le Nord-Ouest de la France, elle concerne une
naissance sur 2500 alors que dans le Sud-Est, la prévalence est de 1/10000 (Registre Francais
de la mucoviscidose-Bilan des données 2015).

L’espérance de vie des patients atteints de mucoviscidose a nettement augmenté au cours des
50 derniéres années. En effet, dans les années 60 elle était de 5 ans en moyenne contre 47 ans
en 2005. Cette augmentation est due a la détection précoce de la maladie, a la meilleure prise
en charge des patients ainsi qu’a I’avancée de la recherche.

Des diagnostiques prénataux sont proposés aux parents ayant déja un premier enfant atteint de
mucoviscidose par amniocentése et/ou choriocentése. Un prélévement sanguin au niveau du
talon du bébé dans les 3 premiers jours de vie permet de doser la trypsine immuno-réactive. Si
son taux est ¢levé d’autres tests pour confirmer le diagnostique sont faits comme le test de la

sucur.

2. La protéine CFTR

La mucoviscidose est liée a différentes mutations du géne CFTR démontrant la grande
variabilité phénotypique de cette maladie. Ce gene est retrouvé sur le chromosome 7, s’étend
sur 180 kb, est constitu¢ de 27 exons et code pour une glycoprotéine de 1480 acides aminés
(Figure 1).

Cette glycoprotéine est exprimée au pole apical des cellules de différents organes tels que les

reins, les poumons et le pancréas.
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CFTR Gene
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Figure 1. Représentation schématique du géne CFTR et de sa protéine (d’aprés Tsui L.C. et Durie, 1997).

a) Structure

La découverte de la séquence codant la protéine CFTR a permis de démontrer que cette
derniére appartenait a la famille des transporteurs ATP binding cassette (ABC). Ces
transporteurs utilisent 1’énergie provenant de 1’hydrolyse de I’ATP pour le transport de
molécules (acides aminés, peptides, protéines, toxines, voire méme des antibiotiques) et

d’ions organiques et inorganiques (Riordan et al., 1989).

Domaines

\ NBD

Domaine R

Figure 2. Schéma illustrant I’organisation de la protéine CFTR. MSD1 et MSD2 : Membrane Spanning
Domain 1 et 2 (domaines transmembranaires) ; NBD1 et NBD2 : Nucleotide Binding Domain 1 et 2 (domaines

de fixation des nucléotides) ; R : Regulatory Domain (domaine régulateur)

Elle se présente sous forme de deux domaines transmembranaires hydrophobes constitués de

6 segments transmembranaires sous forme d’hélice alpha (MSD1 et MSD2), de deux
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nucleotide-binding domain (NBD) hydrophiles et d’un domaine régulateur cytoplasmique
reliant les deux domaines hydrophiles et hydrophobes et contenant plusieurs sérines pouvant
étre phosphorylées et de nombreux résidus chargés (Figure 2; Gadsby et al., 2006 ;
Aleksandrov et al., 2007 ; Sheppard et Welsh, 1999).

b) Fonction

Comme tous les transporteurs ABC, la protéine CFTR utilise ’ATP comme source d’énergie
qu’elle hydrolyse au niveau de ses sites NBD. L’hydrolyse de I’ATP permet de fournir de
I’énergie pour que le canal puisse s’ouvrir et permette le passage de substrat.

Son fonctionnement est AMPc dépendant. Une forte concentration intracellulaire d’AMPc
entraine la phosphorylation des sérines du domaine R par les phosphokinases A et C, étape
indispensable pour I’hydrolyse de la molécule d’ATP. La fixation d’ATP sur les NBD
rapproche les 2 domaines NBD, permettant 1’ouverture du canal. L hydrolyse de I’ATP sur le
NBD2 permet la fermeture du canal. 11 est le seul transporteur de la famille ABC a posséder
un domaine de régulation permettant de controler le trafic des ions chlorure.

La protéine CFTR est multifonctionnelle : elle joue un rdle dans le transport des ions CI” mais
aussi dans la régulation du Na', dans la libération de I’ATP, dans la régulation du pH

intracellulaire et des phénomenes d’endocytose/exocytose (Figure 3, Schwiebert ef al., 1999).

ATP

Mb apicale e v (2]

ORCC % ENaC
oy T ( Y
cl (@) Cl- ATP j

O@o\*()’o TGN
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)\ |20 VA

Mb basolatérale i

Figure 3. Schéma illustrant les différentes fonctions du canal CFTR exprimé au péle apical des cellules
épithéliales. (1) Fonction de canal Chlore ; (2) Libération d’ATP ; (3) Régulation positive des canaux chlorure
rectifiés a grande conductance ORCC (outward-rectifying CI channel) ; (4) Régulation négative des canaux
sodiques épithéliaux (ENaC); (5) Régulation du trafic des vésicules; (6) Régulation de I’acidification des
compartiments intracellulaires et du trafic des protéines ; (7) Modulation de la sensibilité des canaux ROMK

(Renal Outer Medullary potassium channel) aux sulfonylurées (d’apres Schwiebert ez al., 1999).
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c) Mutations du CFTR

Il existe aujourd’hui plus de 1800 mutations du géne codant la protéine CFTR. La plupart de
ces mutations sont ponctuelles et impliquent seulement quelques nucléotides. Environ 40%
d’entre elles sont des mutations faux-sens ; les autres sont des mutations non-sens, entrainant
un décalage du cadre de lecture, altérant les codons essentiels pour I’épissage ou induisant des

variations dans la séquence du CFTR (Figure 4).

A cFra | 188.7 kb >

SN 27V L/

Exon # 123 4 56 7 8 910 111213 14 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27
B Legacy exon # 123 4 56a6b 7 8 9 101112 13 14a14b15 1617a17b 18 19 20 21 2223 24

Missense R0 L RE RO (RTINS B W LARRE U (RN R RIRRITE LR AT

Nonsense P0CTREn FOEE Tnrmen e iy v wmer et Frrme e e

Frameshift FOTTERE WP e nn 0 e nmme wr Cnw e wne e e n
C In frame in/del | i | (R | I B (1 I Il L

Splicing | 11 |

Promoter

Sequence variations || |{{[HETELIEN TF D REE Q0 HRPPRme s R0re @ DR e C et Cemimneene |

Legend Exonregion EM Intron region (not to scale) Exon mutation Intron/promoter mutation

Figure 4. Schéma du géne CFTR, de son transcrit et de la distribution des mutations. (A) Représentation
schématique des exons et des introns du géne CFTR. (B) Représentation des exons avec les introns minimisés.

(C) Distribution des mutations et des polymorphismes (d’aprés Tsui et Dorfman, 2013).

Les mutations sont réparties en 6 classes (Figure 5) :

c- cr cr \

c- c¢- c¢r cr
Cc- cr cr c- cr cr c- cr cr

&.

#.y)

.

Defect types No protein No traffic No function fut\ec?iin Less protein  Less stable
G85E
, G542X V520F R117H A455E
Mutation R553X il S549R R334W  1680886A>G (o000
P W1282X G551D S1235R 2657+5G>A
N1303K
Required Rescue Correct Restore Restore Maturation / Promote
equtr; protein protein channel channel Correct protein

approaches synthesis folding conductance conductance misplicing stability

Figure 5. Schématisation des différentes mutations CFTR (selon Lopes-Pacheco, 2016).
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- Classe I : mutations non sens ou des délétions/insertions conduisant a une absence
d’expression de la protéine,

- Classe II : Anomalie de repliement et de trafic intracellulaire,

- Classe III : Impact sur la régulation de la protéine,

- Classe IV : Mutations faux sens situées dans le canal transmembranaire affectant la
conductance,

- Classe V : mutations affectant la transcription en diminuant la quantité de transcrits,

- Classe VI : mutations affectant la stabilité de la protéine.

Les mutations de classes I a III sont les plus séveres ; les épithélia affectés ne présentent pas

ou peu d’activité de la protéine CFTR.

La mutation la plus retrouvée est une mutation de classe II qui se situe sur la phénylalanine en
position F508 du domaine NBDI du CFTR. Cette mutation perturbe le repliement post-
traductionnel de la protéine CFTR et cause son accumulation puis sa dégradation par le
protéasome. Elle empéche ainsi le passage des ions chlorure vers la lumicre, ce qui a pour
conséquence une modification de I’homéostasie a la surface de I’épithélium et une
augmentation de la viscosité du mucus (Dalemans ef al., 1991). Cette mutation est associée a
différents symptomes comme une insuffisance pancréatique, une obstruction des voies
biliaires, une infertilité, une sudation élevée, une obstruction intestinale, une formation de
polypes nasaux, des sinusites chroniques, une déshydratation du mucus et est associée a des

infections pulmonaires chroniques a P. aeruginosa et Staphylococcus aureus (Morales et al.,

1999).

3. Physiopathologie et manifestations cliniques

a) Physiopathologie

Comme indiqué ci-dessus, la protéine CFTR n’a pas uniquement un réle de transporteur de
chlore. Elle est aussi capable d’inhiber le canal sodique épithélial (ENaC) (Stutts ez al., 1995)
tout en influencant d’autres canaux chlorure (Tarran et al., 2002). Son absence d’expression
entraine donc une anomalie du transport ionique dans les organes qui se traduit par une

obstruction des canaux pancréatiques, biliaires, bronchiques et déférents (Figure 6).

27

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



© 2018 Tous droits réservés.

Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

Le deséquilibre entre les ions
entraine la déshydratation
¥ Les conséquences sur... ..lapeau:
et I'épaississement du mucus, q P! e

avec acculumation de micro-organismes Sueur riche en sel
et libération de toxines
...les poumons:: |
lespoumons: £ £ o
S — Obstruction des bronches, A

Infection, insuffisance
respiratoire

.. le foie: \
Destruction

des voix biliaires.
perturbation
dela digestion

long

Son role, qui consiste

aservir de canal dans
letransport d'ions
chlore et sodium,
estaltéré

o
«3@«“
\\%

%y
e CFTR®

v

..le pancréas:
—lepancreas: B | M -

Obstruction des canaux
pancreatiques. blocage
des enzymes digestives
.. l'intestin:

=lintestin: [/ S8 \Jht 4

Obstruction

par un épais bouchon

... les organes génitaux :

Absence de canaux oVd
deferents, infertilité

Mutations génétiques d'u f 1
lméffé\f’e‘éifﬂféﬂéﬁmféﬁ&m UNE MALADIE DES MUCUS VISQUEUX

Figure 6. Physiopathologie de 1a mucoviscidose

De nombreuses études se sont intéressées uniquement a la physiopathologie bronchique chez
les patients mucoviscidosiques car c¢’est I’unique organe dans lequel on retrouve un phénotype
infectieux associ¢ a la pathologie. Cependant, du fait de la spécificité d’expression de la
protéine CFTR dans les tissus, la mucoviscidose affecte les organes ayant une fonction
exocrine et nécessitant par conséquent la sécrétion de substances pour leur bon
fonctionnement (Figure 6). Les atteintes cliniques sont trés variables d’un patient a 1’autre ; la
sévérité des manifestations cliniques étant fortement corrélée au type de mutations du géne
CFTR, mais également influencée par les facteurs génétiques et environnementaux (Cutting,

2005 ; Drumm et al., 2005 ; Ratjen et al., 2005).

b) Atteintes pulmonaires

Les atteintes du tractus respiratoire restent encore aujourd’hui la premiére cause de morbidité
et de mortalité chez les patients CF. Les signes respiratoires apparaissent trés précocement
chez les nouveau-nés et les treés jeunes enfants. Ils se caractérisent par une toux chronique et
séche qui devient rapidement grasse et associée a des expectorations purulentes. Les enfants
souffrent de bronchites infectieuses et/ou asthmatiformes. Ils peuvent également présenter une
tachypnée, des difficultés a respirer avec un essoufflement a 1’effort ainsi que des signes

d’hyperactivité bronchique (sifflement, piégeage d’air).
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L’¢épithélium respiratoire est recouvert d’une fine couche de mucus qui est ¢liminée des voies
respiratoires grace aux battements des cils présents au pole apical des cellules ciliées. Cette
¢vacuation permet a 1’organisme de se protéger de I’environnement et notamment des
pathogenes en les piégeant dans le mucus et en les éliminant au niveau des voies aériennes
aidé par un mécanisme de toux. Les mutations du géne codant pour la protéine CFTR
affectent la rhéologie des sécrétions, réduisant I’hydratation et augmentant la viscosité¢ du
mucus. L’hyperviscosité du mucus diminue le battement ciliaire et la clairance muco-ciliaire
(Tang et al., 2014). Le mucus stagne dans les voies aériennes et constitue ainsi un terrain
favorable pour le développement de bactéries, virus et champignons (Pezzulo et al., 2012 ;
Stoltz et al., 2015). L’apparition de souches résistantes aux antibiotiques conduit le plus
souvent a des cycles d’infections chroniques associées a des réactions inflammatoires
exacerbées provoquant la destruction progressive des tissus pulmonaires (Mall et Boucher,

2014 ; Stoltz et al., 2015).

Flbrose du parenchyme
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Transports de 'ASL Lumic
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Figure 7. Physiopathologie des atteintes pulmonaires chez les patients CF. (1) Les mutations du géne codant
pour la protéine CFTR conduisent a (2) une protéine CFTR déficiente ou absente. (3) Les transports ioniques de
chlore et de sodium sont altérés. (4) Il y a déshydratation du liquide périciliaire (ASL : airway surface layer) et
production d’un mucus visqueux et épais qui obstrue les bronches (5). Ce mucus épais devient un environnement
propice aux infections microbiennes (bactéries, virus, champignons). (6) Les infections chroniques et la forte
inflammation associée vont conduire progressivement a la fibrose du parenchyme pulmonaire et a une

insuffisance respiratoire (7) (d’aprés De Boeck et Amaral, 2016).

Les déficiences du systéme immunitaire chez les patients CF, avec notamment une diminution

des défenses antibactériennes conduisant au recrutement des neutrophiles, ainsi que la
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stagnation du mucus déclenchent une cascade d’événements aboutissant progressivement a la

dégradation des fonctions pulmonaires (Figure 7).

c) Atteintes digestives

Le dysfonctionnement de la protéine CFTR qui est exprimée tout au long du tractus gastro-
intestinal se traduit par une déshydratation de la bile, des sucs pancréatiques et des sécrétions
intestinales.

Dés la naissance, le méconium est plus épais chez 10-15% des nouveau-nés atteints de
mucoviscidose entrainant une occlusion intestinale appelée iléus méconial (Kreda et al.,
2012). Chez le sujet adulte, des diarrhées ou une constipation ainsi que des reflux gastro-
oesophagiens sont les signes d’une atteinte digestive. Le mucus épais et visqueux peut
s’accumuler au niveau de I’iléon et du caecum, engendrant un syndrome d’obstruction
intestinale distale. Il peut se compliquer en syndrome occlusif complet et est généralement

associé a un phénotype sévere de la mucoviscidose.

L’insuffisance pancréatique exocrine est retrouvée chez plus de 90% des patients a la
naissance. La diminution des transports anioniques dans les canaux pancréatiques engendre
une stagnation et une acidification des sucs pancréatiques qui empéchent les enzymes
pancréatiques de s’écouler dans le tube digestif, ce qui conduit progressivement a la fibrose
du pancréas (Gibson-Corley et al., 2016). Les enzymes ne permettent plus la digestion des
nutriments, entrainant une malabsorption des vitamines liposolubles, protéines, minéraux et
graisses, qui peut-étre a I’origine d’une dénutrition et d’un retard de croissance (Gelfond et
Borowitz, 2013). Si les ilots de Langerhans sont atteints, les patients pourront développer un
diabete insulino-dépendant appelé CFRD (Cystic Fibrosis Related Diabetes) (Gibson-Corley
etal.,2016).

Au niveau hépatique, les canaux biliaires peuvent €tre obstrués par la bile épaisse et
visqueuse. Cette obstruction débute le plus souvent par une cirrhose biliaire focale qui peut
évoluer en cirrhose macronodulaire multilobaire. Elle est généralement asymptomatique et se
traduit par la présence d’une hépatomégalie et moins fréquemment une insuffisance
hépatique. Si I’atteinte est trop sévere, une transplantation peut-étre envisagée (Flass et

Narkewicz, 2013).
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d) Autres atteintes

Les enfants CF présentent un retard de la puberté qui est partiellement causé¢ par un
déréglement de la production d’hormones de croissance au niveau de I’hypothalamus. Les
organes génitaux sont également touchés avec une stérilit¢ dans 98% des cas chez les
hommes. Les canaux déférents sont obstrués par un mucus visqueux et épais. Chez la femme,
il a été observé une hypofertilité. La glaire cervicale plus épaisse peut géner le passage des
spermatozoides.

Les manifestations ostéo-articulaires concernent principalement les adultes. Les maladies
osseuses sont principalement liées a la malnutrition, au faible indice de masse corporelle et a
la sévérité de I’atteinte pulmonaire. Les patients présentent un risque d’ostéoporose ou de

fracture vertébrale lié a une densité minérale osseuse faible (Sermet-Gaudelus ef al., 2011).

Un exces de chlore est retrouvé également dans la sueur suite aux dysfonctionnements du
canal CFTR au niveau de ces glandes. Cette perte de sel dans la sueur peut causer une

déshydratation sévere en cas d’exposition a de fortes chaleurs.

e) Infections microbiennes

Les infections bactériennes pulmonaires sont la plus grande cause de mortalité et de morbidité
chez les patients atteints de mucoviscidose. Les infections sont trés fréquentes et souvent
associées a des épisodes d’exacerbation aigué. L’acidification du milieu extracellulaire due a
un déréglement de la sécrétion d’ions bicarbonates et I’épaississement du mucus impactent les
défenses naturelles de 1’hote (Pezzulo ef al., 2012 ; Abou Alaiwa et al., 2014). Associés a une
clairance muco-ciliaire déficiente, ces conditions constituent un environnement favorable

pour I’implantation de micro-organismes.

Les principaux germes rencontrés sont Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Burkholderia cepacia, Strenotrophomonas maltophilia et P. aeruginosa. La fréquence de la

colonisation par ces bactéries varie en fonction de I’age du patient (Figure 8).
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Figure 8. Evolution des infections bactériennes en fonction de I’Age des patients CF (d’aprés les données du

Registre Frangais de la Mucoviscidose 2015).

S. aureus (sensible a la méthicilline, meti S ou MSSA) est un colonisateur précoce. C’est une
bactérie a Gram positif qui peut acquérir des résistances aux antibiotiques comme par
exemple les S. aureus résistants a la méthicilline (meti R ou MRSA). Plus de la moiti¢ des
patients CF de moins de 5 ans est colonisée par cette bactérie. Sa fréquence diminue ensuite
pour atteindre moins de 30% des patients CF de plus de 40 ans. La prévalence de souches
MRSA ne cesse d’augmenter depuis ces dix derniéres années et cette émergence complique le
traitement des patients. Ces souches produiraient spécifiquement certaines toxines et facteurs
de virulence qui augmenteraient significativement le processus inflammatoire respiratoire.

L’infection précoce a S. aureus, qui affaiblit les fonctions pulmonaires, associée aux
traitements antibiotiques anti-staphylococciques semblent favoriser une colonisation plus
précoce du patient par P. aeruginosa (Govan et Nelson, 1993 ; Ratjen ef al., 2001). Une étude
de Pernet ef al. a montré que P. aeruginosa était capable de stimuler le systéme immunitaire
des cellules pulmonaires afin qu’elles détruisent S. aureus lui laissant ainsi le champ libre
pour coloniser les bronches. P. aeruginosa stimulerait la production de la phospholipase A2
de type II-A (sPLA2-IIA), connue comme étant un puissant antimicrobien ayant la capacité de
tuer les bactéries gram positif et plus précisément S. aureus (Pernet et al., 2014). Ainsi, P.
aeruginosa remplacerait souvent S. aureus dans I’histoire infectieuse du patient méme si un

grand nombre de patients CF reste colonisé par les deux agents pathogénes en méme temps.
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Un autre colonisateur précoce est H. influenzae. H. influenzae est retrouvée au niveau de la
sphére ORL des enfants de 0 a 10 ans. Elle se présente sous deux formes: une forme
encapsulée et une forme sans capsule. Elle est responsable d’otite, sinusite, pharyngite ou
encore conjonctivite. Ce germe est retrouvé trés souvent en association avec S. aureus et/ou
Streptococcus pneumoniae chez les nourrissons et les trés jeunes enfants et n’est que trés

rarement associé a des infections chroniques.

B. cepacia est une bactérie opportuniste responsable d’infections plus ou moins graves allant
de la simple infection asymptomatique jusqu’a la pneumonie nécrosante associée ou non a
une septicémie en passant par les infections nosocomiales. Elle est majoritairement retrouvée
chez les patients adultes et sa présence est une contre-indication a la greffe pulmonaire pour le

patient (Segonds et al., 2001).

S. maltophilia est une bactérie opportuniste dans de nombreuses pathologies chroniques dont
la mucoviscidose. Ces derniéres années, la pression de sélection exercée sur les populations
bactériennes principalement due a 1’utilisation d’antibiotiques anti-pyocyaniques a conduit a
I’émergence et I’identification de nouveaux pathogenes dont S. maltophilia dans les sécrétions
des voies respiratoires des patients CF (Parkins et Floto, 2015). Des études récentes ont
montré que I’infection pulmonaire chronique a S. maltophilia était associée a un risque accru
d’exacerbations pulmonaires, de transplantation pulmonaire et de déces chez les patients CF
(Waters et al., 2013). La persistance de S. maltophilia dans les poumons CF serait
probablement due a sa capacité a coloniser les cellules bronchiques en formant des biofilms
intrinséquement résistants aux antibiotiques et capables d’échapper au systéme immunitaire

de I’héte (Di Bonaventura et al., 2004 ; Pompilio et al., 2010).

P. aeruginosa est le pathogene ayant la plus forte prévalence avec plus de la moitié des
patients souffrant de mucoviscidose porteurs de la bactérie. Elle est présente chez 80% des
patients de plus de 18 ans et 95% des patients en phase terminale. C’est une bactérie a Gram
négative, également appelée bacille pyocyanique pour le pigment bleu (pyocyanine) ou vert
(pyoverdine) qu’elle peut sécréter. Lors de la primo-colonisation des voies respiratoires par P.
aeruginosa, la bactérie se trouve sous forme planctonique, capable de pénétrer facilement
dans le mucus. Progressivement, les bactéries s’adaptent et prennent une forme mucoide
caractérisée par la sécrétion d’exo-polysaccharides et notamment d’alginate, avec production

de biofilms résistants aux antibiotiques et au systéeme immunitaire de I’hdte (Figure 9).
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Figure 9. Souches mucoides et non mucoides de P. aeruginosa

La présence de P. aeruginosa de fagon chronique dans les voies respiratoires des patients CF

semble marquer le début du déclin de la fonction respiratoire.

Les bactéries ne sont pas les seuls pathogenes identifiés dans la flore pulmonaire des patients
atteints de mucoviscidose. Les patients développent également des infections virales causées
par des rhinovirus ainsi que des infections fongiques (Pihet et al., 2009 ; Burns et al.,
2012 ; Touati et al., 2014 ; Billard et al., 2017). De nombreuses espéces fongiques sont
capables de coloniser le tractus respiratoire des patients CF. Parmi elles, Aspergillus
fumigatus et Candida albicans demeurent les espéces les plus dangereuses conduisant a une
dégradation importante de la fonction respiratoire. La colonisation des bronches par A.
fumigatus débute par I’inhalation des spores (conidies) qui se caractérisent par leur capacité a
résister a des températures variant de 15 a 53°C, ce qui permet une dissémination jusqu’aux
alvéoles pulmonaires. La colonisation provoque des réactions d’hypersensibilité¢ de type I, 111
ou IV, responsables de différentes formes d’aspergilloses telles que les aspergilloses broncho-
pulmonaires allergiques. Environ 50% des patients CF présentent une infection par A.
fumigatus dont la colonisation reste peu importante avant le début de I’adolescence. C.
albicans est également une espece trés fréquemment retrouvée dans les expectorations de
patients CF, infectant 55 a 75% des patients. Cette levure est un champignon commensal

opportuniste capable de coloniser les muqueuses buccales, gastro-intestinales et uro-génitales

humaines.
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Il. Les mucines

1. Composition et fonctions du mucus

Les épithélia respiratoires, gastro-intestinaux, de 1’appareil reproducteur et oculaires sont
recouverts d’une couche visco-¢élastique appelée mucus. Sa composition varie en fonction de
sa localisation anatomique mais il est généralement constitu¢ d’eau, d’électrolytes, de
protéines, de glycoprotéines, de lipides et d’acides nucléiques. Le mucus est sécrété au niveau
du pole apical des cellules a gobelets, dans les cellules épithéliales polarisées, et au niveau des
cellules sécrétrices dans les glandes sous-muqueuses (Rose et Voynow, 2006). C’est une
sécrétion physiologique d’épaisseur variable formant un tapis continu a la surface des
épithélia et constituant ainsi une barricre de protection efficace entre 1’environnement et la

mugqueuse.

Les fonctions du mucus sont nombreuses. Il joue un role de lubrification des épithelia sous-
jacents et participe a I’hydratation des épithélia respiratoires, oculaires et salivaires qui sont
directement exposés aux effets asséchants de 1’air. Le mucus respiratoire joue un rdle de
barrire physique contre les agressions: les particules et les micro-organismes inhalés
s’adsorbent dans le gel de mucus et les mécanismes de clairance muco-ciliaire permettent leur
¢vacuation vers les voies aériennes supérieures ou elles sont expectorées ou dégluties
(Silberberg, 1990 ; Cone, 2009). Ce mécanisme de défense primitif fait partie de I'immunité
innée. Le mucus constitue une couche de gel sélectivement perméable, ce qui facilite la
diffusion et permet d’assurer les échanges nutritifs, gazeux, hydriques, électrolytiques et

hormonaux (Dhanisha ef al., 2018). Il participe au maintien de ’homéostasie mucosale.

Le mucus joue un réle majeur dans I’interaction entre 1’hdte et les bactéries commensales ou
pathogénes présentes dans les tractus respiratoires et gastro-intestinaux. De part sa trés forte
concentration en oligosaccharides, qui représentent des sites d’adhésion des bactéries et qui
constituent une source de nutriments, le mucus offre une matrice idéale pour la colonisation et
la croissance de la flore commensale intestinale (Johansson et al., 2010). La diversité
d’especes bactériennes formant le microbiote commensal s’explique d’ailleurs en partie par la
diversité et la grande hétérogénéité des structures glycaniques portées par les mucines.
L’implantation d’un microbiote commensal permet a I’organisme de lutter indirectement
contre les pathogenes, qui vont entrer en compétition avec les commensaux pour les sites

d’adhésion et la disponibilité des nutriments. Le mucus renferme également des molécules de
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défense antimicrobienne qui proviennent soit de la circulation sanguine (immunoglobulines)
ou alors sont sécrétées par les cellules épithéliales (défensines, histatines...) (McGuckin et al.,
2010). De plus les mucines peuvent exprimer des glycanes antibiotiques naturels, comme par
exemple des O-glycanes portant une coiffe terminale constituée de N-acétylglucosamine liée
en al-4. Ces composés naturellement retrouvés sur la mucine gastrique MUC6, ont la
capacité d’inhiber la synthése des composants de la paroi d’Helicobacter pylori, limitant ainsi

la croissance de ce pathogene dans I’estomac (Fukuda et al., 2006).

Le mucus est constamment produit, sécrété puis €éliminé dans tous les organes ou il est
présent. La vitesse de renouvellement différe en fonction de I’organe et des conditions physio-
pathologiques associées a cet organe. L’épaisseur de la couche de mucus varie également de

fagon importante en fonction de 1’organe, impactant fortement les fonctions du mucus.

2. Structure des mucines

Les mucines sont les glycoprotéines majeures du mucus. Ce sont des protéines de haut poids
moléculaire (pouvant atteindre plusieurs millions de daltons) fortement O-glycosylées ; leur
masse glucidique pouvant représenter jusqu’a 80% du poids total de celle-ci (Devine et
McKenzie, 1992, Rose, 1992 ; Strous et Dekker, 1992).

Sur la base de leurs caractéristiques structurales, les mucines sont généralement classées en 2
sous-familles : les mucines membranaires et les mucines sécrétées formant ou non un gel de
mucus (Tableaux 1 et 2 et Figure 10). La différence principale entre les mucines
membranaires et sécrétées repose sur la présence d’un domaine transmembranaire
hydrophobe permettant 1’ancrage a la membrane plasmique des mucines membranaires.
Vingt-deux geénes de mucines ont été identifiés a ce jour qui codent pour 12 mucines
membranaires (MUCI, 3A, 3B, 4, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 20 et 21) et 8 mucines sécrétées
(MUC2, 5AC, 5B, 6, 7, 8, 9 et 19) (Andrianifahanana et al., 2006 ; Itoh et al., 2008).
L’expression et la localisation de ces différentes mucines varient en fonction de I’organe, de

I’espece et des conditions physio-pathologiques (Figure 11).
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Secreted and soluble mucins
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Figure 10. Séquences polypeptidiques partielles déduites des séquences nucléotidiques de quelques génes

MUC humains (d’aprés Andrianifahanana et al., 2006).
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Figure 11 : Répartition des mucines dans le corps humain (d’aprés Adrianifahanana et al., 2006).
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Les mucines membranaires et sécrétées sont toutes constituées d’un squelette protéique codé
par les génes MUC et appelé apomucine qui va étre hérissé de plusieurs centaines de chaines
glycaniques différentes. Cette apomucine est organisée en deux régions distinctes (Figure 11).
La premiére région est une région centrale renfermant des séquences peptidiques répétées en
tandem, appelées « tandem repeat » (TR) ou région PTS (riche en proline, thréonine et
sérine). Ces régions comportent des sites potentiels de O-glycosylation au niveau des résidus
de sérine et de thréonine, auxquels viennent s’attacher les chaines glycaniques. Les résidus de
proline favorisent la O-glycosylation de type O-GalNAc (N-acétylgalactosamine), la GalNAc
¢tant le premier résidu de monosaccharide greffé sur un acide aminé hydroxylé de I’axe
peptidique. La taille, le nombre et la séquence des unités de répétition varient d’une mucine et
d’une espéce a I’autre. Lorsque le domaine nucléotidique répétitif dépasse quelques kilobases,
apparait un polymorphisme génétique interindividuel dit de type VNTR (Variable Number of
Tandem Repeat), le nombre de séquences répétitives pour le géne pouvant varier d’un sujet a
un autre. Cela est dii a une instabilité des répétitions au cours des générations. Par exemple, la
mucine épithéliale MUC2 présente une unité de 69 acides aminés répétée de 51 a 115 fois

(Toribara et al., 1991).
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Figure 12. Représentation schématique de la structure et de I’organisation des mucines (d’apres Bansil et
Turner, 2018). Les monoméres de mucines sont des structures linéaires formées d’une région PTS centrale riche
en sérine et thréonine, substituées par des O-glycanes (en rouge). Les monoméres de mucines se dimérisent via
la formation de ponts disulfures entre 2 résidus de cystéine. Ces diméres vont se polymériser ensuite pour former

des multimeéres.
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La deuxiéme région correspond aux parties N- et C-terminales de I’apomucine, qui peuvent
étre riches en résidus cystéine. Elles sont formées par la juxtaposition de domaines
fonctionnels, certains ayant de fortes similarités avec des domaines dé¢ja connus : domaines B,
C, D, et CK (« Cystin Knot »), du prépro-facteur de von Willebrand (vWB) humain (Gum e¢
al., 1994 ; Joba et Hoffmann, 1997) et domaine « EGF-like » (Gum et al., 1997).

a) Les mucines membranaires

Les mucines membranaires sont exprimées a la surface des cellules épithéliales et sont
« attachées » a la membrane constituant ainsi le glycocalyx. Elles jouent un réle important
pour la cellule en activant certaines voies de signalisation dans différentes pathologies. Elles
se composent d’une partie intracellulaire appelée « queue cytoplasmique », d’une partie trans-
membranaire hydrophobe et d’une partie extra-cellulaire comprenant de nombreux tandem-
repeat. Cette derniére partie est fortement O-glycosylée, caractéristique des mucines, et

contient de nombreux résidus de sérine, proline et thréonine (Figure 13).

Signal . 1Y
peptide S
P
"
G
v
| Variable number
N-terminal 3 tandem repeat
domain ~ ) region
(MUC1-N) . (VNTR)
A
P
‘ G
.8
SEA
domain — Extracellular cellular
(GSVWV) domain (ECD)
OO0
C-terminal \{ \\ 1-)(fl ) Transmembrane
domain { )&LJ}) domain (TMD)
(Muc-1c) PREREOGE0

Cytoplasmic tail
(€T)

Key: e~ O-glycosylation 0e)
~~ N-glycosylation )E)) Lipid bilayer

~~= Peptide core 60!

Figure 13 : Schéma de la mucine membranaire MUC1 (d’aprés Nath et Mukherjee, 2014).

Deux domaines sont souvent retrouvés au niveau des mucines membranaires : les domaines
EGF-like et les domaines de type « sea-urchin-sperm-protein-enterokinase-agrin » (SEA). Les
domaines homologues a EGF ont ét¢ identifiés dans les séquences de plusieurs génes MUC

(Williams et al., 2001 ; Dekker et al., 2002 ; Gum et al., 2002). Certains travaux suggerent
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leur implication dans la modulation de la croissance et la différenciation épithéliale (Carraway
et al., 2007). Les domaines SEA sont présents a I’extrémité C-terminale, dans la partie
extracellulaire de MUC1, MUC3, MUC12, MUC13 et MUC17 (Dekker et al., 2002 ; Gum et
al., 2002). Ils contiennent un site de coupure protéolytique qui permettrait la libération des

mucines membranaires sous forme soluble (Wreschner et al., 2002 ; Macao et al., 2006).

Tableau 1. Caractéristiques des mucines membranaires

Mucines Sous-famille Locus ARN Taille du TR Masse moléculaire de
(aa) I'apomucine
MUC1 membranaire 1q21 44kb 20 122 kDa
MUC3 membranaire 7q22 nd 17 nd
MuUC4 membranaire 3q29 26.5kb 16 930 kDa
MUC12 membranaire 7q22 nd 28 nd
MUC13 membranaire 3q13.3 28kb 27 54.7 kDa
MUC15 membranaire 11p14.3 34kb - 33.3kDa
MUC16  membranaire 19q13.3 35kb 156 >1000 kDa
MUC17 membranaire 7q22 nd 59 nd
MUC20 membranaire 3q29 24kb 18 55-79 kDa
b) Les mucines sécrétées

Les mucines sécrétées sont synthétisées dans les cellules a gobelet au niveau de 1’épithélium
ou par les cellules a mucus constituant les glandes sous-muqueuses. Elles sont sécrétées par
exocytose au niveau du podle apical des cellules en gobelet et par influx nerveux au niveau des
glandes. Cette sous-famille compte 7 membres : MUC2, MUCS5AC, MUC5B, MUC6, MUCT7,
MUC9 et MUCI19. Les geénes codant pour MUC2, MUCSAC, MUC5B et MUC6 sont
organisés en cluster et localisés sur le chromosome 11p15.5 selon 1’ordre suivant : Télomere-

HRAS-MUC6-MUC2-MUCSAC-MUCS5B-IGF2-Centromére (Pigny ef al., 1996).

Il existe deux types de mucines sécrétées : les mucines formant un gel et les mucines ne
formant pas de gel.
- Les mucines formant un gel: elles comportent de nombreux domaines cystéine
permettant leur dimérisation au niveau du réticulum endoplasmique rugueux par des ponts

disulfures.
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- Les mucines ne formant pas de gel : ces mucines ne contiennent pas de domaine riche en
cystéine et ne forment donc pas de dimere dans le réticulum endoplasmique. Elles sont

retrouvées sous forme de monomere et ne peuvent pas former de réseau.

Tableau 2. Caractéristiques des mucines sécrétées formant ou non un gel

Mucines Sous-famille Locus ARN Taille du TR Masse moléculaire de
(aa) I'apomucine

MUC2 Gel 11p15.5 15.7kb 23 540 kDa

MUC5AC  Gel 11p15.5 175kb 8 641 kDa

MUC5B Gel 11p15.5 17 kb 29 620 kDa

MUC6 Gel 11p15.5 nd 169 nd

MucC7 Pas de gel 4q13-q21 23kb 23 41.5 kDa

MUC9 Pas de gel 1p13 23kb 15 83 kDa

MUC19 Gel 12q12 nd nd nd

Les 3 mucines MUC2, MUCS5AC et MUCS5B possédent au niveau de leur région centrale des
domaines CYS de 110 acides aminés riches en cystéines, interrompant les régions PST. Ce
domaine CYS est retrouvé 2 fois dans MUC?2, 7 fois dans MUCS5B et 9 fois dans MUCS5AC.
C’est le domaine le mieux conservé, apparu il y a 650 millions d’années, et qui est également
retrouvé dans de nombreuses mucines animales (Desseyn, 2009). La fonction de ce domaine
reste encore inconnue, il pourrait participer au stockage des mucines dans les granules de
sécrétion, favoriser ’agrégation des mucines entre elles ou encore interagir avec des protéines
du mucus (Brunelli et al., 2007). Tous les domaines CYS possédent dans leur région amino-
terminale une séquence Trp-(Ser/Thr)-Aaa-Trp (ou Aaa représente n’importe quel acide

aminé). C’est une séquence consensus de C-mannosylation (Desseyn et al., 2000).

c) Voies de biosynthése des mucines

La biosynthése des mucines débute par la transcription d’un géne MUC en ARNj, sous ’effet
de différents facteurs de transcription (Figure 14). La traduction a lieu dans le réticulum
endoplasmique rugueux puis le précurseur peptidique se retrouve dans la lumiére du RER ou
il va étre N-glycosylé, étape nécessaire pour 1’orientation des peptides précurseurs vers le bon
compartiment cytoplasmique et leur maturation (Asker ef al., 1998 ;Van Klinken ef al., 1998).
La mucine est ensuite transportée vers 1’appareil de Golgi pour étre O-glycosylée par

I’intermédiaire d’une série de glycosyltransférases qui utilisent les nucléotides glucidiques
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dans la lumiere de I’appareil de Golgi pour ajouter un résidu glucidique a la fois a
I’apomucine. Aucune séquence consensus de O-glycosylation n’est connue, cependant un
résidu de proline a proximité des résidus de sérine ou thréonine faciliterait ’acceés a la N-

acétylgalactosaminyl transférase (Wilson ef al., 1991).
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Figure 14. Biosynthése des mucines (d’aprés Rose et Voynow, 2006). Les transcrits sont traduits en protéines
au niveau des ribosomes associées au RER (ER). La O-glycosylation est initiée dans le cis-Golgi par transfert
d’un résidu de GalNAc sur une sérine ou une thréonine, via une GalNAc transférase. L’addition de GalNAc
altere la conformation de ’apomucine globulaire pour obtenir une mucine plus linéaire, qui facilite le transfert
des autres monosaccharides, de fagon séquentielle, sur la chaine O-glycanique naissante. Les mucines matures
sont empaquetées et stockées dans des vésicules de sécrétion jusqu’a ce qu’un sécrétagogue entraine la libération

des mucines a la surface apicale.

A la fin de la biosynthése, les mucines quittent le réseau trans-golgien de 1’appareil de Golgi
sous forme de vésicules ou granules de sécrétion qui se forment par bourgeonnement a I’aide
du récepteur cargo VIP36. Les mucines sont alors empaquetées, condensées et stockées dans
ces vésicules du coté apical de la cellule. La condensation se produit brusquement et elle est
sans doute provoquée par une acidification de la lumic¢re de la vésicule. Les nombreuses
charges négatives répulsives (structures sialylées et sulfatées) portées par les mucines sont
neutralisées et complexées avec des contre-ions positifs tels que Na*, H, Ca®", ce qui permet
la formation d’interactions hydrophobes entre les mucines et des lipides responsables d’une
trés forte condensation des mucines dans les granules. C’est parce que les vésicules matures

sont remplies de fagon aussi dense que les cellules pourront sécréter rapidement de grandes
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quantités de mucus par exocytose. Les mucines membranaires sont quant a elles, ancrées a la

surface de la cellule.

d) Sécrétion des mucines
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Figure 15. Transport des granules de sécrétion et exocytose des mucines (d’aprés Bansil et Turner, 2018).

1. Transport des granules de sécrétion le long des microtubules jusqu’au pdle apical de la cellule. 2. Transport
des granules de sécrétion médié par le systéme actine/myosine. 3. Ancrage des granules de sécrétion a la
membrane plasmique et rupture du réseau d’actine. 4. Fusion des granules de sécrétion avec la membrane

plasmique et libération du contenu des granules.

La sécrétion basale des mucines dans la lumiére des épithélia est un mécanisme actif
d’exocytose des vésicules cytoplasmiques qui contiennent des mucines condensées sous une
forme déshydratée. Le cytosquelette de la cellule en gobelet joue un réle important dans ce
phénomeéne. En effet, la lenteur de la sécrétion serait expliquée par la présence de filaments
d’actine qui formeraient un barrage entre le granule et I’apex de la cellule (Figure 15).
L’inhibition ou la rupture des filaments d’actine (respectivement par la cytochalasine D et la
latrunculin A) accélére la sécrétion basale des mucines (Oliver et Specian 1990; Ehre et al.,

2005).
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De¢s I’exocytose, les mucines sont instantanément hydratées, leur volume augmente de quatre
cent a six cents fois par rapport au volume condensé¢ dans le granule en quelque

millisecondes. Cette augmentation de volume est due a des répulsions électrostatiques entre

les charges négatives des mucines qui vont former un gel de mucus hydraté (Figure 16).

sacretory granule

agonist--=="

Resting Stimulated

Figure 16. Mécanisme d’exocytose des mucines (d’aprés Bansil et Turner, 2018). Les mucines sont
condensées dans des vésicules de sécrétion par complexation avec du Ca®". Les vésicules fusionnent avec la
membrane plasmique via des interactions avec les protéines Rab et d’autres effecteurs non identifiés. Ces
interactions conduisent a 1’activation de voies de signalisation aboutissant 4 la libération de Ca>" déstabilisant les
liaisons avec les charges négatives des mucines. Cette diffusion de Ca*"et la répulsion due aux charges négatives

qui ne sont plus neutralisées entrainent 1’extrusion du réseau de mucines fortement expansé.

La sécrétion des mucines peut ¢galement étre régulée par différents stimuli. Elle correspond a
une libération massive et rapide de granules de mucus dans la lumiére des épithélia. Il existe
deux types de sécrétion régulée : ’accélération de la sécrétion basale et I’exocytose composée

(Figure 17).

Sécrétion basale Sécrétion basale
accélérée

Exocytose
composée

Figure 17. Les 3 types de sécrétion de mucus dans les cellules en gobelet
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Lors d’une stimulation, les cellules en gobelet peuvent secréter leur produit via un mécanisme
dit « d’exocytose composée » qui met en jeu les granules centraux ayant préalablement
fusionnés. La fusion de ces granules avec la membrane apicale induit une augmentation de la
surface de la membrane apicale donnant un aspect de profonde cavitation a la cellule. De
nombreuses molécules biologiquement actives, telles que des cytokines, des produits
bactériens, des facteurs de croissance et d’autres facteurs sont capables de moduler la

sécrétion des mucines.

3. Viscoélasticité du gel de mucus

Apres la sécrétion, les macromolécules de mucines vont pouvoir étre modifiées par des
facteurs extracellulaires tels que des endo et exoprotéases, qui peuvent cliver des séquences
peptidiques au sein du domaine du prépro-facteur de von Willebrand (vWB) (Wickstrom et
Carlstedt 2001 ; Ridley ef al., 2016) ou dans une séquence GDPH située dans le domaine
vWD4 ou le long de I’apomucine (Lidell ez al., 2003 ; Lidell et Hansson, 2006). L’activité
isopeptidasique de la transglutaminase 2 (TG2) peut également médier des liaisons covalentes
entre domaines CYS, supportant leur rdle dans la formation du réseau de mucines

(Recktenwald et Hansson, 2016).

Le rdle de protection physique du mucus dépend de la formation d’un réseau de mucines dont
la structure de base repose sur des liaisons disulfures. Ce réseau est également stabilisé par
des interactions plus faibles telles que des liaisons hydrophobes ou électrostatiques (Figure
18).
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Figure 18. Représentation schématique de I’organisation des mucines sécrétées dans les granules de

sécrétion et dans la couche de mucus (d’aprés Demouveaux ef al., 2018).
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Le grand nombre de résidus de sulfate et d’acide sialique exposés a la surface des mucines
sécrétées confére une charge globale nette négative, responsable des répulsions
¢lectrostatiques requises pour adopter une structure « random coil » en milieu aqueux.

La force ionique est aussi un facteur trés important dans la viscoélasticité du mucus. A des
concentrations modérées de sels, les oligosaccharides sont soumis a de fortes répulsions
¢lectrostatiques du fait de leur charge négative. L’ajout de sels diminue la pression osmotique
dans le réseau de mucines et réduit la capacité du mucus a gonfler et a former des interactions
moléculaires (McCullagh et al., 1995 ; Celli et al., 2007). Lorsque la charge nette est neutre,
les mucines ont tendance a s’agréger. Les ions extracellulaires HCO; permettent de
séquestrer le Ca’ intracellulaire, qui est nécessaire pour le gonflement du mucus et sa

viscoélasticité (Muchekehu et Quinton, 2010).

Il existe une forte corrélation entre viscoélasticité du mucus et pH. Ce phénomene a été tres
bien étudi¢ dans le contexte de I’acidification du mucus gastrique lors de la digestion (Cao et
al., 1999). A pH 2-4, la couche de mucus passe d’un état de solution a un état de type gel pour
protéger I’épithélium gastrique de I’autodigestion.

La viscoélasticité¢ du mucus dépend également de la concentration en mucines sécrétées, de la
présence d’autres molécules comme les peptides en tréfle (TFF ou trefoil factor family) qui

stabilisent et augmentent la viscosité du gel de mucus.

4. La O-glycosylation des mucines

La O-glycosylation est la principale modification post-traductionnelle des mucines. Elle joue
un role majeur pour leurs propriétés physiques et biologiques. Les glycanes sont reliés a 1’axe
peptidique par une liaison O-glycosidique entre un résidu de sérine/thréonine et une GalNAc.
Des monosaccharides comme la N-acétylglucosamine (GIcNAc), le galactose (Gal), le fucose
(Fuc) et divers acides sialiques sont ensuite ajoutés a cette GalNAc de fagon séquentielle par
I’action de glycosyltransférases. Des groupements sulfates peuvent également exister en

périphérie.

Les O-glycanes se décomposent en trois parties qui correspondent aux différentes étapes du
processus de O-glycosylation qui se déroulent dans les différents saccules golgiens et dans le
réseau transgolgien : le noyau (initiation), le squelette (élongation) et la périphérie (fin de

synthése des glycanes) (Hounsell ez al., 1996).
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Le noyau est la partie la plus proche de I’apomucine, il est constitué¢ d’une GalNAc qui peut

étre substituée par un ou deux résidus monosaccharidiques. Huit structures différentes ont été

décrites jusqu’a présent (Tableau 3).

Tableau 3. Les différents noyaux des O-glycanes

v

Désignation Structure Désignation Structure
Core 1 Core 5
Core 2 Core 6
B
\3
B
Core 3 Core 7
Core 4 Core 8

o

Le core 1 (Galp1-3GalNAc) a été découvert le premier (Carlson, 1968) dans les mucines

sous-maxillaires de porc. Il constitue le déterminant antigénique T (antigéne Thomsen-

Friedenreich). L’enzyme impliquée est appelée « core 1 1,3 galactosyltransférase » (Core 1

B3Gal-T1 ou T-synthétase). Elle est protégée de 1’adressage au protéasome par une

chaperonne appelée Cosmc (Core 1 B3Gal-T specific molecular chaperon), une protéine

transmembranaire de type II. Le glycane GalB1-3GalNAc est le O-glycane le plus fréquent,

rencontré dans de nombreuses glycoprotéines et mucines. L’absence de Core 1 peut étre lie

soit a un défaut de la T-synthétase, soit a I’absence d’une chaperonne Cosmc fonctionnelle,

comme il a été retrouvé dans le syndrome Tn, une maladie auto-immune rare caractérisée par

une glycosylation incompléte des glycoprotéines membranaires au niveau des cellules

sanguines (Ju et Cummings, 2005).
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Le core 2 est constitué a partir du core 1 par l’action des enzymes P1,6-N-
acétylgucosaminyltransférases (C2 B6GIcNAc-T). Le core 3 est synthétisé d’une manicre
similaire au core 1, par un transfert d’un résidu de GIcNAc sur le carbone 3 du résidu de
GalNAc, sous l’action de I’enzyme P1,3-N-acétylglucosaminyltransférase (B3Gn-T6 ou
C3GnT). Son expression est restreinte en majeure partie aux épithéliums du tractus gastro-
intestinal (estomac, cOlon et intestin gréle) et respiratoire et aux glandes salivaires (Iwai et al.,
2002 ; Lamblin et al., 2001). La syntheése du core 4 a partir du core 3 nécessite la méme
enzyme que pour la synthése du core 2, une B6GIcNAc-T4, appelée aussi C2/C4GnT. Les
cores 3 et 4 sont retrouvés seulement au niveau des mucines secrétées de certains tissus
comme les bronches, le colon et les glandes salivaires (Varki et al., 2009). Le core 5 est
constitué d’un résidu de GalNAc li¢ en a sur le résidu de GalNAc du point d’attache. Les
cores 6 et 7 comprennent respectivement un résidu de GlcNAc ou de GalNAc 1i¢ au résidu de
GalNAc. Le core 8 est constitué d’un résidu de Gal li¢ en a sur le résidu de GalNAc du point
d’attache. Les cores 5-8 sont plus rarement rencontrés, comme par exemple le core 5 dans le
méconium ainsi que la muqueuse et 1’adénocarcinome intestinal, le core 6 dans les mucines

de kystes ovariens mucineux, ou le core 8 dans les mucines du tractus respiratoire

La synthese des différents « cores » se fait de facon séquentielle. Apres transfert de la N-
acétylgalactosamine de liaison par les polypeptides N-acétylgalactosaminyltransférases
(ppGalNAcTfases), il y a soit fixation de galactose par la 31-3 galactosyltransférase de core 1,
soit fixation de N-acétylglucosamine par la 31-3 glucosaminyltransférase de core 3, ce qui
permet d’obtenir respectivement les noyaux de type 1 et de type 3. Secondairement, la
fixation de N-acétylglucosamine sur la N-acétylgalactosamine de liaison, permet d’obtenir le

core de type 2 a partir du type 1 et le core de type 4 a partir du type 3 (Figure 19).

‘ | Péripheriel
| Core z' Atg. glycaniques
| BL6GIcNAC-T (F:‘iuiil, sG;::)ac, Neu Ac

C @ @

B3~ g3~ e
GalNAc | | GaiNAc | | GalNAc |
1 1
\ Q Q Elongation/
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— i Type 1: GalB1-3GIcNAc
Type 2: Galp1-4GIcNAc B3
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— [:23
o
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Figure 19. La synthése des différents noyaux, ou « cores » de chaines O-glycaniques de mucines.
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La séquence protéique a laquelle est fixée la chaine glycosidique, ainsi que la concentration
en glycosyltransférases influencent fortement la composition de chaque core, et ce, de

manigere tissu-spécifique.

L’¢longation des chaines glycaniques de mucines se poursuit par la formation de chaines
lactosaminiques qui correspondent a [’addition de galactose et de N-acétylglucosamine,
formant des structures soit de type 1 (Galf1-3GIcNAc), soit de type 2 (Galf1-4GlcNAc),
antigéniquement distinctes (Tableau 4). Ces structures lactosaminiques peuvent &tre répétées
au sein d’une méme chaine osidique, formant un squelette poly N-acétyllactosaminique. Le
squelette peut étre linéaire, formant 1’antigeéne i. Il peut aussi étre ramifié. On parle d’antigéne
I, qui correspond a une structure branchée constituée de chaines de type 2, associées par une
liaison ($1-6) et une liaison (1-3) entre les deux résidus de GlcNAc et le méme résidu de Gal

(Tableau 4).

Tableau 4. Exemple de squelettes de chaines glycaniques de mucines

Type 1 Type 2

Chaines
.. o
lactosaminiques Qﬁ/

Antigene i

Structures

linéaires O—/)ﬁ_. /
B
B

Structures

branchées

La périphérie correspond a I’ajout de monosaccharides qui viennent se greffer sur le squelette
sous I’action de différentes glycosyltransférases. Il s’agit de résidus de fucose liés en al,2 sur

un Gal terminal et/ou en al,3 ou en al,4 sur une GlcNAc interne, de Gal 1ié en al,3 sur un
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résidu de Gal terminal, de GalNAc liée en f1,4 ou en al,3 sur un résidu de Gal ou encore
d’acide sialique 1i¢ en 02,3 sur un résidu de Gal terminal ou en 02,6 sur la GalNAc du point
d’attache. Les chaines glycaniques peuvent également étre sulfatées en périphérie en position
3 sur un résidu de Gal terminal, ou en position 6 sur un résidu de GIcNAc interne (Lo-Guidice
et al.,, 1994 ; Robbe et al., 2004). Ce domaine est porteur des activités antigéniques reliées
aux groupes sanguins (A, B, H, Lewis) (Tableau 5). Les mucines des sujets de groupe O se
terminent par Fuc(a1-2)Gal. Les mucines des sujets sécréteurs de groupe A ou B ont en plus
respectivement un résidu de GalNAc ou un résidu de Gal. Chez les sujets non sécréteurs, qui
n’expriment pas la fucosyltransférase FUT2 (environ 20% de la population), les
oligosaccharides se terminent par un résidu de Gal seul. Des résidus de fucose ajoutés a des
disaccharides terminaux de type 1 ou 2 générent différentes structures (H1, Le”, Leb, H2, Le*,

Le).

Tableau 5. Exemple de déterminants antigéniques portés par les O-glycanes de type mucine

Antigéne H Antigéne A Antigéne B

=
&
2,
mﬁ"
N
&
2,
w2
=
N
(=7
2
@
&
(=7

Antigéne sialyl-Tn

Les monosaccharides sont transférés par des glycosyltransférases a partir de leur forme
activée, un glycosyl-nucléotide synthétisé dans le compartiment cytoplasmique a partir de
précurseurs d’origine endogene. Les glycosyltransférases sont spécifiques du monosaccharide

a transférer, du substrat accepteur et du type de liaison formée. Les Gal, GalINAc et GIcNAc

50

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

sont activés par I’'UDP (Uridine diphosphate), le Fuc par le GDP (Guanidine diphosphate) et
le Neu5SAc par le CMP (Cytidine monophosphate). On estime a plusieurs centaines le nombre
de glycosyltransférases nécessaires a 1’¢laboration de 1’ensemble des structures glucidiques
d’un organisme. Ces enzymes sont pour la plupart localisées dans le réticulum endoplasmique

et surtout dans I’appareil de Golgi.

5. La N-glycosylation des mucines

Les mucines, en plus d’étre O-glycosylées, sont souvent N-glycosylées. Cette modification
post-traductionnelle est moins abondante que la O-glycosylation mais elle est importante dans
la localisation, le trafic et 1’oligomérisation des protéines (Freeze, 2006). Ces chaines N-
glycosidiques se situent au niveau des extrémités N- et C- terminales de 1’axe peptidique (Bell
et al.,2003).

L’addition des N-glycanes sur les mucines commence au niveau de la face cytoplasmique du
réticulum endoplasmique par un transfert de GlcNAc-P provenant d’un UDP-GIcNAc au
dolichol phosphate (DOL-P) générant ainsi un Dol-P-P-GIcNAc sur lequel les sucres viennent
se greffer en bloc. Ces sucres sont reliés a la protéine par une liaison N-glycosidique entre
cette derniere et une asparagine (Asp). Tous les N-glycanes possédent le méme core constitué
de Manal-6(Manal-3)Manf1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X- ou X est un acide aminé
quelconque sauf la proline.

11 existe 3 types de N-glycanes (Figure 20): les oligomannoses, les complexes et les hybrides
(Stanley et al., 2009). Les antennes N-acétyllactosaminiques peuvent étre substituées par de
I’acide sialique en 02,3 ou 02,6 sur des résidus de Gal terminaux, ou par des résidus de Fuc,

aboutissant a la formation de déterminants de groupes A, B, H, ou Lewis.

Oligomannose Complex Hybrid

[ N-Acetylgalactosamine (GalNAc) @ N-Acetylneuraminic acid (NeuSAc) O Galactose (Gal)

W N-Acetyiglucosamine (GIcNAc) @ Mannose (Man)

Figure 20. Les 3 types de N-glycanes
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Des groupements sulfates ont été localisés sur certaines N-glycoprotéines, soit sur le C3 de

résidus de Gal, soit sur le C6 de résidus de GlcNAc internes.

6. La C-mannosylation des mucines

C’est une modification post-traductionnelle qui lie un résidu oa-mannopyranosyl et un
tryptophane par une liaison carbone-carbone (Figure 21). Cette réaction est catalysée au
niveau du réticulum endoplasmique grace a une enzyme utilisant le dolichol-phospho-
mannose comme donneur de mannose et le motif Trp-X-X-Trp comme accepteur protéique.

Cette glycosylation particuliére a été initialement découverte en 1994 sur la ribonucléase 2
(Hofsteenge et al., 1994). Elle a ensuite été caractérisée dans les domaines CYS de MUCSAC
et MUCSB (Perez-Vilar et al., 2004), contrairement aux domaines CYS de MUC2 (Ambort et
al., 2011). La C-mannosylation pourrait participer a la maturation des mucines en favorisant

leur exportation dans 1’appareil de Golgi, ou en participant a leur conformation.

polypeptide chain
C-mannosylation <han
\ o A
( polypeptide
C2 carbon chain
Glycan indol atorm
(mannose) '\

28

Tryptophan

Figure 21. Représentation schématique d’une protéine C-mannosylée (d’aprés Mazola et al., 2011).
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lll. Les mucines dans I'appareil respiratoire

1. L’appareil respiratoire

L’appareil respiratoire est constitué de différents organes permettant les échanges gazeux
entre I’air extérieur et le sang, notamment en oxygénant les organes et en ¢liminant le dioxyde
de carbone. L’air est inspiré au niveau des orifices nasaux, passe ensuite dans le pharynx, le
larynx puis la trachée et arrive aux poumons ou les échanges gazeux avec le sang se font dans
les alvéoles pulmonaires.

L’appareil respiratoire se divise en 2 parties : les voies aériennes supérieures et les voies
aériennes inférieures (Figure 22). Les voies supérieures comprennent la cavité buccale, la
cavité nasale, le pharynx et le larynx. Leurs roles sont la filtration, 1’humidification et le
réchauffement de I’air inspiré. Les voies aériennes inférieures comprennent la trachée, les
bronches supérieures et les bronchioles. Elles ont un rdle de conduction de Dair, de

réchauffement et de protection.

trachée bronchioles

bronche
droite

poumon
gauche

poumon en coupe

droit
entier

diaphragme J coeur sacs alvéolaires

Figure 22. Schéma du systéme respiratoire

a) La trachée

La trachée est un organe tubulaire reliant le larynx aux bronches. Elle est constituée de deux
segments: le segment cervical et le segment thoracique. Elle est en forme de demi-cercle dont
la partie postérieure, presque plate, est faite de tissu mou constitué¢ de la partie membraneuse.
La partie antérieure de la trachée est constituée d'une alternance d’anneaux cartilagineux et de
membrane (Allen, 2015) ce qui lui permet de ne pas se refermer et d’étre maintenue lors de

changement de pression. Le bas de la trachée se divise en deux axes de plus petits diametres
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appelés bronches primaires puis en 3 bronches pour le poumon droit et deux pour le poumon
gauche permettant le transport de 1’air. Ces bronches se ramifient ensuite en bronchioles pour

terminer sur les alvéoles pulmonaires ou se feront les échanges gazeux.

b) Le poumon

Les bronches secondaires se ramifient entre 23 et 25 fois dans le poumon humain de sorte a
former une arborescence de conduits de plus en plus petits. Les bronches ont encore un aspect
cylindrique constitué d’anneaux cartilagineux. Plus elles s’enfoncent dans le poumon plus
elles deviennent lisses et perdent leurs anneaux. Elles deviennent alors des bronchioles. Ces
derniéres se ramifient également en diminuant de diamétre au fur et & mesure pour enfin
former les alvéoles qui seront le site des échanges gazeux de part la finesse de leur paroi.

Ces ramifications sont entourées de vaisseaux sanguins et de capillaires ainsi que de tissus
constituant les lobes. Le poumon droit est constitu¢ de 3 lobes et le poumon gauche constitué
de 2 lobes du fait de la place occupée par le cceur. Les lobes sont entourés par la cavité
pleurale contenant du liquide et des cellules, facilitant le glissement des poumons dans la

cavité thoracique.

c) L’épithélium trachéo-bronchique

L’¢épithélium trachéo-bronchique est constitué de 3 tuniques (Figure 23) :
- La muqueuse
- La sous-muqueuse contenant les glandes tubulo-acineuses et séro-muqueuses

- L’adventice contenant les vaisseaux et les nerfs.

i
{ Cellules
| 18— ciliées
L Cellules
caliciformes

Vaisseau

sanguin

Muscle lisse

Glande
sous-muqueuse

Figure 23. Représentation schématique de I’épithélium bronchique
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L’¢épithélium des voies aériennes inférieures évolue d’un épithélium pseudostratifi¢ dans la
trachée vers un épithélium monocouche cuboide au niveau des bronchioles terminales (Figure
24). 11 est composé principalement de cellules basales, de cellules ciliées, de cellules
caliciformes, de cellules neuroendocrines et de cellules Club (ou cellules de Clara).

Les cellules basales sont les seules a ne pas €tre en contact avec la lumicre bronchique. Elles
donnent a I’épithélium sa cohésion. Les cellules ciliées sont prismatiques. Leur pdle apical est
recouvert de 200 a 300 cils, de 5 a 7 um, qui battent de facon synchrone. Les cellules
caliciformes ou cellules a mucus sont également prismatiques. Elles sécretent les mucines
dans la lumiére de I’épithélium. Les cellules neuroendocrines, pyramidales, sont minoritaires.
Elles ont un role de sécrétion (calcitonine, sérotonine), de chémorécepteurs sensibles a
I’hypoxie et de niche de cellules souches pour la régénération et la néoplasie. Les cellules

Club, cuboidales, sécretent les protéines du surfactant et servent de cellules progénitrices.

Capillaire g)

o
£
=
5
g
g
[
o
g
5
g
°
g
g 8
@O =
s g
2 o
ﬁ 3]
@
2
L2 L]
g 9%
S Q%
) ] o
S o3
s 0
[ @ @
o % (\
s 2 i i /
N Z ol o
_—
S
.
5
oo - L 00 "
C ) = B
e =e © & e &
Cele Celue  Celues Celule Celule Celile CoM®  Celuies
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Figure 24. Organisation des voies aériennes inférieures et de I’épithélium associé (d’aprés Bustamante-
Marin et Ostrowski, 2017). (A) L’épithélium de la trachée est un épithélium pseudo-stratifi¢ comprenant des
cellules ciliées et des glandes sous-muqueuses (B). L’épithélium des bronchioles est formé de cellules Club, de
cellules ciliées et de cellules neuroendocrines (C). L’épithélium alvéolaire contient quelques cellules ciliées et

des cellules alvéolaires (D).

Chez les individus sains, la protéine CFTR est exprimée dans I’ensemble des cellules

¢pithéliales avec une expression beaucoup plus forte dans les cellules des glandes sous-
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muqueuses (Trezise et Buchwald, 1991; Engelhardt et al., 1992). Trés récemment, il a été
montré qu’une population trés rare de cellules pulmonaires, les ionocytes, expriment trés
fortement CFTR et pourraient jouer un réle majeur dans la régulation du pH luminal et par
conséquent étre un acteur clé¢ dans la pathogénése de la mucoviscidose (Plasschaert et al.,

2018 ; Montoro et al., 2018).

d) La clairance muco-ciliaire

La clairance muco-ciliaire est un mécanisme de défense mécanique innée de I’appareil
respiratoire, permettant [’évacuation des particules toxiques inhalées (polluants
environnementaux, microorganismes, poussieres...). L’air respiré est continuellement filtré le
long de I’arbre trachéo-bronchique et les polluants aériens sont pi¢gés dans la couche de
mucus recouvrant les parois des voies aériennes. Grace au battement ciliaire, le mucus est

progressivement dirigé vers le pharynx ou il sera avalé puis éliminé.

Deux ¢léments sont essentiels pour le fonctionnement de la clairance muco-ciliaire : le liquide
de surface (ASL : airway surface layer) d’une épaisseur de 7 um et le battement ciliaire.
L’ASL se situe a la surface des cellules épithéliales, elle est formée de deux couches : le
liquide périciliaire (PSL : periciliary surface layer) et le mucus (Davis et Lazarowski, 2008)

(Figure 25).

Epithélium de
surface

Glande
sous-muqueuse

Figure 25. Clairance muco-ciliaire (d’aprés Frizzell et Hanrahan, 2012)
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La composition exacte du PSL n’est pas encore totalement définie. C’est un fluide aqueux
renfermant différentes molécules participant a la protection des voies aériennes telles que le
lysozyme, la lactoferrine, et des molécules anti-oxydantes (glutathion, superoxyde
dismutase...) (Cantin et al., 1990 ; Loxham et Davies, 2017). Le liquide périciliaire contient
aussi des protéines solubles sécrétées par les cellules séreuses et muqueuses des glandes sous-
muqueuses qui participent a la protection de D’épithélium grace a leurs propriétés
antiprotéasiques, antibactériennes ou antioxydantes. Les cils baignent dans le PSL, ils sont
présents sur les cellules ciliées et permettent 1’évacuation des poussiéres et micro-organismes

en les évacuant vers le pharynx a une vitesse d’environ 10 a 20 battements par seconde.

Le mucus est quant a lui composé de sels, de glycoprotéines dont les majoritaires sont
MUCSAC et MUCSB et d’eau (Ma et al., 2018). 11 est produit par les cellules caliciformes
dans la trachée et les bronches, et par les cellules de Clara au niveau des bronchioles. Le

mucus piege les particules et les évacue grace au battement ciliaire.

Chez les patients atteints de mucoviscidose, le dysfonctionnement du canal CFTR entraine un
déséquilibre entre le transport du Na® et du CI ainsi qu’une diminution de la sécrétion de
liquide (Figure 26). Ainsi le volume du liquide périciliaire est fortement diminué, ce qui a
pour conséquence d’affecter la clairance muco-ciliaire qui devient inefficace et incapable
d’éliminer le mucus déshydraté, épaissi et visqueux. De plus, ’hyperplasie des cellules a
gobelet cause une surproduction de mucines et une accumulation du mucus obstruant

progressivement les voies aériennes.

sain fibrose kystique

PCL

4
Na* cr

N mucus

4 PCL

B crir cacc

¥ enac

. Canaux K*
XX Na*/K--ATPase

M narkeacr

Sécréti

dabsorption
Réabsorption

K* ¢ Na K* ¢ Na
Figure 26. Schéma du transport ionique des voies aériennes chez les individus sains et les patients CF. La
dysfonction du canal CFTR entraine un déséquilibre entre le transport des fluides et des ions Na' et CI’, ayant

pour conséquence une diminution du volume périciliaire et la déshydratation de la couche de mucus.
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Chez certains patients CF, il a également été décrit des anomalies au niveau des cellules
ciliées conduisant a une diminution de la fonction ciliaire qui seraient liées aux cycles répétés
d’infections et d’inflammations (Rao et Grigg, 2006). L’immobilit¢ du mucus infecté, son
accumulation et la création de zones hypoxiques sous ces plaques de mucus causent

progressivement la détérioration de I’épithélium respiratoire chez les patients CF.

2. Les mucines sécrétées de I’appareil respiratoire

a)  MUC5AC

La protéine MUCSAC est codée par le géne mucSac localisé sur le chromosome 11 et
s’étendant sur 150kb. L’apomucine a un poids moléculaire d’environ 641 kDa. La région
centrale se compose de 3500 acides aminés et renferme 9 domaines CYS de 110 acides
aminés chacun (Figure 27). Entre les 5 premiers domaines CYS s’intercalent des régions PTS
sans tandem repeat alors que les 4 derniers domaines CYS sont entrecoupés par des domaines
PTS et des tandem repeat riches en sites de O-glycosylation. La région N-terminale présente
une grande homologie de séquence (environ 45%) avec celle de MUC2, elle est riche en
cystéine permettant la formation de polymeres par ponts disulfures et contient en plus un
motif « leucine zipper » pour faciliter la dimérisation de MUCSAC. La région C-terminale
renferme de nombreux sites de N-glycosylation, ainsi que les domaines D4, B, C du pré-pro

facteur de von Willebrand et des domaines cystine knot.

Plusieurs facteurs sont capables d’induire la transcription de MUCS5AC tels que les cytokines,
les facteurs de croissance ou encore une infection bactérienne. C’est pour cela que son

expression et/ou sa localisation sont souvent altérées dans différentes pathologies.

D’ domain . Cys domain
D domain O B domain

d
O

0 mucin domain (non repetitive) . C domain
O

mucin domain (repetitive) . CK domain

Figure 27 : Structure schématique de la mucine MUCSAC
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MUCSAC est fortement exprimée au niveau du tractus respiratoire ainsi qu’au niveau du

pancréas, de I’estomac et de la vésicule biliaire.

b)  MUC5B

La mucine MUCS5B est retrouvée dans de nombreux organes tels que les yeux, 1’oreille
interne, la cavité nasale, la trachée, les poumons. Elle est codée par le géne mucSb s’étendant
sur plus de 36kb. Cette mucine a la capacité de former des diméres covalents, au niveau de
son extrémité N-terminale, stockés dans les granules de sécrétion des cellules. Avec
MUCSAC, elle est la mucine majoritaire du mucus pulmonaire et est produite au niveau des
glandes sous-muqueuses (Davies ef al., 1999). Les régions N- et C-terminales sont constituées
respectivement des domaines D1, D2, D’, D3 similaires aux domaines du pré-pro facteur de
von Willebrand et des domaines D4, B, C et CK. La région centrale est formée de séquences

répétitives ou non riches en PTS et de 5 domaines CYS.

MUC5B
‘ D’ domain . Cys domain
. D domain O B domain
@ mucin domain (non repetitive) . C domain

- mucin domain (repetitive) . CK domain

Figure 28. Représentation des domaines structuraux de la mucine MUC5B (d’apres Ridley et

Thornton, 2018).

Les profils de glycosylation de MUCS5AC et MUCSB au niveau des voies aériennes ne sont
pas identiques : méme si certaines structures oligosaccharides sont portées par les deux types
de mucines, il semblerait que MUCS5AC soit plus fucosylée alors que MUCSB serait plus
sialylée (Raclawska et al., 2016). De plus le répertoire de glycosylation de MUCSAC semble
préservé entre individus alors qu’il varie pour MUCS5B (Kirkham et al., 2002 ; Welsh et al.,
2017).
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c) Le mucus respiratoire

L’organisation macromoléculaire de MUCSAC et de MUCSB dans le mucus respiratoire n’est
pas encore totalement élucidée et ce, car la majorité des travaux a été réalisée a partir de
mucines purifiées. Les marquages immunohistochimiques suggerent que ces deux mucines
sont spatialement séparées dans le mucus (Kesimer et al., 2013 ; Lachowicz-Scroggins et al.,
2016 ; Bonser et al., 2016). Des études récentes chez le porc ont démontré que MUCSB serait
libérée a partir des canaux des glandes sous-muqueuses sous forme de faisceaux de mucines
de 5 a 50 um de diameétre et de plusieurs centaines de um de long (Hoegger et al., 2014a;
Ermund et al., 2017 ; Ostergaard et al., 2017). Ces faisceaux seraient probablement dus a
I’association de multiméres de mucines (Figure 29). Au contraire, MUCS5AC serait sécrétée a
partir des cellules caliciformes et aurait 1’apparence de fils de 1 a 4 um de diamétre

(Ostedgaard et al., 2017).

B mucus stasis ; E
A mucociliary transport 5
Y P <100pm
~gum ) —
¢~ = ﬂ BES s J
~7um § oI QMG ~3um IR o o P B o pof
Q ' / { .‘“

m MUC5AC
W MUCS5B

Healthy Disease
Figure 29. Les mucines sécrétées dans les voies aériennes saines et pathologiques (d’aprés Ridley et
Thornton, 2018). (A) Dans les voies aériennes saines, la barriére de protection est formée majoritairement de
MUCSB (en bleu) et en moindre quantité de MUCSAC (en rouge). Un faisceau de MUCSB émanant des glandes
sous-muqueuses est représenté. L’hydratation optimale des voies aériennes permet le maintien des propriétés
rhéologiques du mucus, facilitant la clairance muco-ciliaire. (B) Dans les pathologies respiratoires obstructives,
la concentration des mucines augmente, ce qui obstrue le liquide périciliaire, compresse les cils et rend déficiente

la clairance muco-ciliaire.

Une fois a la surface de 1’épithélium, les faisceaux de MUCSB pourraient étre partiellement
recouverts de MUCSAC (Kesimer et al., 2013 ; Hoegger et al., 2014a ; Lachowicz-Scroggins
etal., 2016 ; Bonser et al., 2016 ; Ermund et al., 2017 ; Ostegaard et al., 2017).
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Aucune ¢étude n’a encore permis de déterminer si le MUCSB produit par les cellules a gobelet
et co-sécrété avec MUCSAC ¢était capable de s’organiser et de s’associer pour former des

faisceaux.

3. Pathologies respiratoires obstructives

a) Asthme

L’accumulation de mucus dans les voies respiratoires est une grande cause de mortalité chez
les patients atteints d’asthme. Cette accumulation de mucus est due a une augmentation du
nombre de cellules a gobelets présentes au niveau de 1’épithélium bronchique chez ces
patients entrainant par la méme occasion une augmentation du nombre de vésicules stockant
les mucines. Cette accumulation est associée a une surexpression de la mucine MUCS5AC

dans certaines formes d’asthme (Ordonez et al., 2001).

b) COPD

La COPD ou Chronic Obstructive Pulmonary Disease est une maladie inflammatoire
chronique caractérisée par une obstruction des bronches par du mucus empéchant 1’air de
circuler correctement. Cette maladie fait suite a une exposition réguliére a des gaz irritants ou
particules et entraine des difficultés respiratoires, une toux, une respiration sifflante et une
forte production de mucus. Différents types d’obstruction sont connus comme 1’emphyséme

ou encore les bronchites chroniques.
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IV. Les mucines du tractus intestinal

1. Le tractus intestinal

a) Généralités

Le tractus intestinal débute a la sortie de I’estomac et se termine a 1’anus. Il est divisé en deux
parties appelées ’intestin gréle et le colon (Figure 30). L’intestin gréle, de faible diamétre et
d’une longueur de prés de 7 métres est constitué de trois parties : le duodénum, le jéjunum et
I’iléon. C’est lui qui réceptionne le bol alimentaire provenant de I’estomac au niveau du
duodénum finissant la digestion grace aux sels biliaires du foie et a I’acide pancréatique. Au
niveau du jéjunum sont absorbés les glucides et les protéines pour atteindre la circulation
sanguine. C’est ensuite dans I’iléon que la vitamine B12 et les sels biliaires intégrent la
circulation sanguine. Le bol alimentaire, ne contenant plus de nutriments mais essentiellement
des lipides atteint ensuite le colon, par des mouvements contractiles appelés péristaltisme. Son
diamétre est plus important que 1’intestin mais il ne mesure que 1,50 meétres environ. Il est
constitué¢ de plusieurs parties : le colon ascendant, transverse, descendant et sigmoide. C’est
dans cette partie du tractus intestinal que 1’eau et les €lectrolytes sont réabsorbés et les feces

concentrés jusqu’au rectum pour étre éliminés au niveau de 1’anus.

Duodénum Colon
transverse
Colon Colon
ascendant ascendant
[l1éon Jéjunum
Colon
Caecum sigmoide
Rectum

Figure 30 : Anatomie du tractus intestinal

b) Histologie du tractus intestinal

La paroi de I’intestin est constituée de 4 couches distinctes: la muqueuse, la sous-muqueuse,
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la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est constituée d’un épithélium cylindrique polarisé,
s’invaginant sous la forme de cryptes de Lieberkiihn régulicrement espacées entre elles et
reposant sur la musculaire muqueuse. Les cellules constituant I’épithélium sont de différents
types : des entérocytes en grande majorité mais également des cellules entéro-endocrines, des
cellules de Paneth, des cellules M et des cellules caliciformes produisant du mucus (Natividad

et Verdu, 2013) (Figure 31).

Loose mucus

Firm mucus

~~ Fresh mucus
> Secretory IgA
Se AMPs

OL/ Microbiota

£33 Dietary fibre

Figure 31 : Histologie du colon (d’aprés Martens er al., 2018). L’épithélium intestinal comprend des
entérocytes, des cellules entéroendocrines, des cellules de Paneth, des cellules tuft, des cellules M, des cellules
caliciformes et des cellules a gobelet sentinelles qui sont situées a I’entrée des cryptes et dont le rdle est
d’empécher la colonisation des cryptes par les bactéries. Le colon est colonisé par des bactéries commensales
capables de fermenter les fibres alimentaires en acides gras a chaine courte (SCFAs), source d’énergie pour les

entérocytes et les cellules caliciformes.

Il existe également des cellules « tuft » intestinales, dont la fonction de sentinelle mucosale
vient d’étre récemment découverte (Gerbe et Jay, 2016 ; Von Moltke et al., 2016 ; Howitt et
al., 2016). Ces cellules sont impliquées dans la réponse immune de type-2, qui est une
réaction immunitaire impliquée dans les réponses anti-parasitaires et les phénomeénes

d’allergie.
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2. MUC2

MUC?2 est une glycoprotéine dont I’apomucine a une masse moléculaire d’environ 540 kDa.
La région centrale comporte deux tandem repeat (Figure 32). Le premier, délimité par deux
domaines CYS, ne présente pas de polymorphisme de type VNTR contrairement au deuxi¢me
qui est formé de séquences répétitives variant de 50 a 100 acides aminés selon les individus.
La région N-terminale posse¢de les 4 domaines D (D1, D2, D’ et D3) communs aux mucines
sécrétées localisées sur le chromosome 11p15.5. La région C-terminale contient 18 sites
potentiels de N-glycosylation et est formée des domaines D4, des domaines B et C des pré-

pro facteurs de von Willebrand et d’un domaine cystine knot.
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Figure 32 : Structure et biosynthése de la mucine MUC?2 (d’aprés Johansson et al., 2011)

MUC?2 est la principale constituante du mucus intestinal ; jouant principalement le role de
protection de I’épithélium et de lubrifiant. Elle est retrouvée trés tot dans le tractus intestinal,
dés 9 semaines d’aménorrhée dans 1’iléon et dés 12 semaines d’aménorrhée dans le colon.
Elle est synthétisée dans le réticulum endoplasmique ou elle est dimérisée au niveau de son
extrémité C-terminale pour ensuite passer dans le réseau trans-golgien ou elle sera trimérisée
dans les vésicules de sécrétion (Godl et al., 2002).

Outre son rdle de protection, MUC2 est également décrite comme une protéine pro-
métastatique entrainant la formation et la progression de métastases lors de sa présence chez
des souris aprés injection de métastases coliques (Sternberg, 1999). Ces deux propriétés

diamétralement opposées de la mucine MUC2 seraient principalement dues a des défauts de
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glycosylation, et notamment une augmentation de la sialylation et de la sulfatation dans le cas

ou la mucine est pro-métastatique (Byrd, 2004).

3. Le mucus intestinal

Dans I’intestin gréle, il n’y a qu’une seule couche de mucus hydrosoluble alors que dans le
colon, le mucus est constitué de deux couches: un mucus insoluble adhérent aux cellules

épithéliales et un mucus hydrosoluble constamment renouvelé (Figure 33).
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Figure 33. Organisation du mucus dans ’intestin gréle et le c6lon (d’aprés Johansson et Hansson 2016).

Il n’existe pas de différence de composition protéique entre les 2 phases du mucus, elles sont
toutes deux constituées principalement de MUC2, la mucine majoritairement sécrétée dans
I’intestin. Le mucus adhérent est compact, fortement attaché a 1’épithélium et dépourvu de
bactéries alors que le mucus hydrosoluble est plus hydraté et volumineux, du fait de clivages

protéolytiques de MUC?2 et est colonisé par les bactéries.

Dans le tractus intestinal, le mucus forme une barriére physique continue entre le tissu sous-
jacent et les microorganismes ainsi que les toxines qu’ils produisent, et les autres substances
potentiellement nocives présentes dans la lumiére intestinale. Tout au long de I’intestin, il
constitue une protection efficace contre 1’action délétere des radicaux libres et offre un
microenvironnement stable a la surface de 1’épithélium. Le mucus exerce également un role
mécanique de lubrifiant et protege 1’épithélium face aux forces mécaniques associées au

processus de digestion et au passage du matériel fécal.
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Bien que le mucus soit produit par 1’hote pour protéger la surface de ’épithélium gastro-
intestinal, il peut aussi favoriser la colonisation par des microorganismes commensaux ou
pathogénes en fonctionnant comme source de nutriments et comme matrice dans laquelle ils
peuvent proliférer (Johansson et al., 2010; Juge, 2012). Pour ce faire, les bactéries doivent
produire des CAZymes (Carbohydrate-Active enZYmes) et des protéases leur permettant de
dégrader ces motifs spécifiques. Les CAZymes sont des enzymes qui catalysent la
dégradation, la modification ou la création des liaisons glycosydiques des sucres complexes et

des polysaccharides utilisés par les étres vivants.
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Figure 34. Voies microbiennes impliquées dans le métabolisme du mucus intestinal (d’aprés Martens ef al.,
2018). (A) La tres grande variété de O-glycanes portés par les mucines constitue une source de nutriments et des
sites potentiels d’adhésion pour les bactéries. Les CAZymes produites par le microbiote sont capables de
dégrader les O-glycanes. Les liaisons ciblées par différentes glycosylhydrolases, sulfatases et protéases de type
M60 sont représentées sur la figure et illustrent la maniére dont les bactéries dégradent les mucines. (B) Schéma
de I’organisation des PULs (polysaccharide utilization loci) pour 3 groupes de génes de Bacteroides impliqués
dans la dégradation des O-glycanes des mucines. Les génes sont colorés en vert, bleu ou rouge pour distinguer

les activités de sulfatases et d’estérases, de protéases ou de glycosylhydrolases respectivement.

La figure 34 illustre certaines familles de CAZymes impliquées dans la dégradation des

oligosaccharides portés par les mucines. Par exemple, le clivage de la partie protéique des
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mucines par la famille des protéases de type M60 (également connue sous le nom de Pfam
13402) dépend du type de structures glycaniques présentes sur les chaines latérales (Noach et
al., 2017). Les métalloprotéases a Zinc ZmpB de Clostridium perfringens vont cliver des
glycanes a proximité des résidus de Ser/Thr, avec une préférence pour les glycanes de core 1
ou 3 et sialylées en a2-3 ou en a2-6. Au contraire, les protéases BT4244 de Bacteroides
thetaiotaomicron préférent les structures simples de type antigéne Tn. Récemment il a été
montré que la trans-sialidase (RgNanH) de Ruminococcus gnavus, une bactérie commensale,
¢tait capable de cliver les résidus d’acide sialique sous forme de 2,7 anhydro-NeuSAc et de
les métaboliser ; ce qui lui permet d’adhérer au mucus intestinal (Crost et al., 2016 ; Owen et

al., 2017).

Dans I’intestin normal, 1’érosion de la couche de mucus du c6té de la lumiére est due a
I’action d’enzymes et au frottement des matiéres en cours de digestion ; cette érosion doit étre
compensée par des sécrétions en provenance de la muqueuse pour garantir I’intégrit¢ de la
barricre. Les sécrétions de mucus en provenance de tout le tractus gastrointestinal sont des

gels de faible viscosité, qui se déplacent lentement et se refusionnent s’ils sont sectionnés.

Comme dans les pathologies respiratoires, de profondes altérations de I’intégrité de la couche
de mucus sont observées dans les pathologies intestinales inflammatoires, telles que la
maladie de Crohn, dans laquelle I’épaisseur de la couche de mucus peut augmenter, et la
colite ulcéreuse ou une diminution de I’épaisseur du mucus est observée dans la partie

enflammée du tissu (Pullan ez al., 1994).
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V. Llinfection a Pseudomonas aeruginosa chez les patients
atteints de mucoviscidose

1. Présentation de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie gram négative sous forme de bacille appartenant a la famille
des Pseudomonadaceae. Elle tient son nom aeruginosa, signifiant vert-de-gris en latin, de sa
couleur verte caractéristique due a la sécrétion de certains pigments majoritairement vert
comme la pyocyanine (bleu-vert) ou la pyoverdine (jaune-vert). C’est une bactérie ubiquitaire
saprophyte vivant dans les sols, les milieux humides et a la surface des plantes. Elle se
déplace a 1’aide d’un flagelle unique et de nombreux pili et mesure en moyenne 2 um de long
et 0,6 um de diametre.

Le génome de la souche PAO1 de P. aeruginosa d’une taille de 6,3 millions de paires de base
a été entierement séquencé en 2000 et comprend 5570 cadres de lecture dont 8,4% codent
pour des protéines impliquées dans des fonctions de régulation et métaboliques (Stover et al.,
2000). La comparaison des génomes de souches différentes de P. aeruginosa a montré un
squelette commun et une partie variable constituée de régions appelées ilots génomiques
représentant 10% du génome : le pangénome. Cette grande diversité génétique lui permet une
grande capacité d’adaptation dans des environnements nutritifs assez pauvres et a des
températures trés variables.

Elle peut croitre a des températures pouvant aller de 4°C a 42°C mais sa température optimale
de croissance est de 37°C. Sa croissance est simple utilisant de nombreuses sources de
carbone disponibles. La plupart des especes utilisent un métabolisme oxydatif et sont aérobies
strictes méme si elles sont capables d’utiliser I’oxygéne libéré par la transformation du nitrate
en azote en conditions anaérobies pour se multiplier. Ces bactéries sont capables d’adhérer a
des surfaces inertes tel que le plastique ce qui font d’elles des bactéries souvent retrouvées
dans les infections suite a une intubation ou a la mise en place d’une prothése.

C’est une bactérie pathogeéne opportuniste mais non virulente pour les personnes saines
contrairement aux personnes immunodéprimées ou malades chez qui elle est responsable

d’infections nosocomiales souvent mortelles.
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2. Les facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa utilise un vaste arsenal de facteurs de virulence qui lui permettent de s’adapter
a différents environnements (Figure 35). On distingue deux classes principales de facteurs de
virulence :

- les facteurs sécrétés tels que les toxines ou les protéases

- les facteurs associés a la membrane bactérienne tels que le flagelle et les pili qui sont
essentiellement impliqués dans 1’adhérence et la motilité.
Les facteurs de virulence associés a la membrane sont la plupart du temps impliqués dans la
phase de colonisation précoce et ’infection chronique alors que les facteurs sécrétés sont

principalement responsables d’infections aigiies.
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Figure 35. Les facteurs de virulence de P. aeruginosa (d’aprés Hauser et Ozer, 2011).

a) Les facteurs de virulence associés a la bactérie

a-1. Le biofilm

Lors des infections, P. aeruginosa peut étre retrouvée sous 2 formes différentes : planctonique
ou en biofilm.
Le biofilm est une population structurée de bactéries adhérentes a une surface au sein d’une

matrice constituée d’exopolysaccharides, dont 1’alginate, leur permettant d’adhérer

solidement a une surface.
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Figure 36 : Etapes de formation d’un biofilm (d’aprés Filloux et Vallet, 2003)

La formation du biofilm débute par le recrutement de bactéries mobiles vers le site
d’attachement. Ceci est possible grace au flagelle permettant la motilité de la bactérie a 1’état
planctonique. La bactérie se fixe ensuite a cette surface grace a I’arsenal d’adhésines dont elle
dispose. Vient ensuite ’association, avec d’autres bactéries grace aux pili de type IV
essentiellement. Celle-ci va entrainer la formation du biofilm impliquant la répression du
flagelle FliC, du pili pilA, de CupAl et la sécrétion par les bactéries d’exopolysaccharides,
majoritairement de 1’alginate pour P. aeruginosa. Cette matrice peut représenter jusqu’a 85%
du volume total du biofilm (Filloux et Vallet, 2003). Les bactéries proches de la surface et
enfouies dans le biofilm sont anaérobies alors que celle de la surface ont un acces plus facile a
I’oxygene. Cependant des canaux aqueux présents dans la matrice permettent de véhiculer un
minimum d’oxygéne et de nutriments aux bactéries les plus profondes (DeBeer et al., 1994).

Sous cette forme, P. aeruginosa devient plus résistante aux défenses immunitaires et aux

traitements antibiotiques.
Il existe 3 types d’exopolysaccharides sécrétés par P. aeruginosa : 1’alginate, le Pel et le Psl.

- L’alginate

L’alginate est composé¢ de résidus D-mannuronique intercalés de résidus d’acide L-
guluronique liés entre eux par des liaisons osidiques de type B1-4. Les résidus hydroxyle
peuvent étre O-acétylés au niveau des carbones 2 et 3 faisant de l’alginate une structure
variable (Franklin ef al., 2011). L’alginate est ’EPS le plus sécrété chez les souches mucoides

leur permettant de créer un biofilm plus épais et plus résistant face aux traitements
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antibiotiques par rapport aux souches non mucoides (Hentzer et al., 2001). La synthése
d’alginate est déclenchée principalement dans I’environnement pulmonaire des patients et
plus rarement dans d’autres infections comme les infections aprés brilures ou dans les voies
urinaires (May et Chakrabarty, 1994). La production d’alginate par les bactéries entraine une
diminution de sécrétion d’autres facteurs de virulence telles que 1’exotoxine A ou encore
I’¢élastase (Ohman et Chakrabarty, 1982 ; Woods et al., 1991)

Les souches non-mucoides ne produisent pas d’alginate mais d’autres EPS leur permettraient
tout de méme de former un biofilm ; tel est le cas des souches PA14 et PAO1 (Vasseur et al.,

2005).
- Les Psl

Le locus Psl (Polysaccharide Synthesis Locus) est un locus constitué de 12 genes dont 11 de
ses genes sont nécessaires pour la synthése et ’export de Psl. Il se compose essentiellement
d’une répétition de pentasaccharose : le D-glucose, le D-mannose et le L-rhamnose (Byrd et
al., 2009). 11 n’est pas retrouvé, ni exprimé de la méme maniére chez toutes les souches. Des
¢tudes ont montré que Psl était indispensable au maintien du biofilm chez la souche PAO1
contrairement a la souche PA14 qui nécessite la production de Pel (Colvin et al., 2012 ;

Ghafoor et al., 2011).
- Les Pel

Pel (Polysaccharide Encoding Locus) est un exopolysaccharide chargé positivement composé
de N-acétylgalactosamine et de N-acétylglucosamine liées entre elles par des liaisons 1-4
(Jennings et al., 2015). Le locus Pel est constitué de 7 génes codant des protéines impliquées
dans les fonctions de syntheése et d’exportation de polysaccharides. Il a été identifié comme
¢tant a D’initiation et responsable du maintien des interactions cellules-cellules dans la

formation du biofilm (Colvin et al., 2011 ; Friedman et al., 2004).

Les souches isolées de patients atteints de mucoviscidose sont dans la plupart des cas des
souches mucoides rugueuses. Une étude récente de Gloag en 2018 a révélé des modifications
de la viscosité et de 1’¢lasticité du biofilm formé par ces souches, en fonction du temps. De
plus, il a été démontré que des les stades précoces de la formation du biofilm chez PAOI, Psl
dominait, rendant le biofilm plus rigide alors qu’au fil du temps I’expression de Pel

augmentait conférant une certaine malléabilité au biofilm (Gloag et al., 2018).
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La formation de biofilm par la bactérie lui permet une forte résistance aux antibiotiques
d’autant plus que les biofilms formés semblent étre différents selon les souches (Gagné-

Thivierge et al., 2018).

a-2. Le lipopolysaccharide (LPS)

C’est un composant lipidique majeur de la membrane externe des bactéries gram négatif. Il
est ancré a la membrane par sa partie lipidique appelé lipide A et est constitué d’un coeur
polysaccharidique et d’une autre partie polysaccharidique antigénique, I’antigéne O (Figure
36). Cette dernicre est la région la plus variable du LPS. Elle peut méme étre absente dans
certaines souches de P. aeruginosa ou il existe 20 variants d’antigéne O. La partie lipide A est
¢galement variable, elle peut étre acylée de différentes manicres activant ainsi différemment

I’immunité de I’héte par liaison au Toll-like récepteur (TLR).

} O-polysaccharide

Core polysaccharide

Outer membrane { Z—Lipid A

Lipopolysaccharide

JJ) . Phospholipid
= Periplasmic space

Peptidoglycan —=

Inner membrane { : <—— Membrane protein

Porin

Figure 37 : Schéma de la membrane des bactéries gram négatif

La capacité d’interaction des différentes formes de LPS avec la protéine CFTR joue un role
fondamental dans la pathogénie de la bactérie chez les personnes atteintes de mucoviscidose.
Les LPS entrainent également la production de cytokines en activant la réponse inflammatoire

via une interaction avec le TLR4 (Kipnis ef al., 2006).

a-3. Le flagelle

Le flagelle est un appendice extracellulaire qui joue un role primordial dans I’infection. Il
confere a la bactérie la capacité de nager dans un environnement aqueux ou contenant une

faible quantité d’agar (<0,4%), on parle de mobilit¢ de type « swimming ». Il permet
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¢galement la mobilité de type « swarming » qui consiste au déplacement de la bactérie sur des
surfaces semi-solides. Outre son rdle dans la motilité bactérienne, le flagelle est impliqué dans
I’adhérence, notamment aux mucines respiratoires humaines (Arora et al., 1998) et dans la
virulence bactérienne (Moens et Vanderleyden, 1996). Des mutants Fla de la souche P.
aeruginosa M2, caractérisée chez un modéle de souris brilées, ont montré une perte de la
virulence chez ce modele (Montie ef al., 1982).

P. aeruginosa est une bactérie monotriche, ce qui signifie qu’elle ne possede qu’un seul
flagelle polaire. Ce flagelle est formé de 3 sous-unités : le corps basal ancré dans la membrane
jouant le réle de moteur, le crochet et le filament composés de monomeres de protéines F1iC
et d’une coiffe composée de protéines FliD (Figure 38). Ces 2 parties ont des roles différents
selon les souches, 1’adhésion de PAK ne fait intervenir que la coiffe FliD sans implication de
FliC contrairement a la souche PAO1 qui utilise la coiffe et la flagelline pour 1’adhésion

(Scharfman et al., 2001).

Fid—_ g )
cq (FliR),

Export substrate

Current Opinion in Structural Biology

Figure 38 : Structure du flagelle (d’aprés Minamino, 2008).

D’une longueur allant de 15 a 20um, plus de 40 geénes sont engagés dans 1’expression du
flagelle. Ces geénes codent pour des protéines régulatrices, des composants d’assemblage ou

encore des protéines impliquées dans la force motrice du flagelle (Dasgupta et al., 2003).

73

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

La flagelline de P. aeruginosa est classée en 2 types a et b. La masse moléculaire de la
flagelline de type a varie de 45 a 52 kDa (Arora et al., 2004) contrairement au type b qui est
de 53kDa (Brimer et Montie, 1998). La flagelline de type a est glycosylée sur une sérine en
position 189 et sur une thréonine en position 260 et peut comporter jusqu’a 11
monosaccharides attachés par un rhamnose sur le peptide (Shirm et al., 2004). Chez la souche
PAK il a été démontré que 14 geénes étaient impliqués dans la glycosylation de cette flagelline
de type a (Arora et al., 2001).

La flagelline de type b de PAO1 est également glycosylée sur deux résidus sérine en position
191 et 195. Cette glycosylation est beaucoup moins importante que sur la flagelline de type a

et ne fait intervenir que 4 génes (Verma et al., 2006).

Le flagelle a un rdéle important dans la réaction de I’hote en réponse a I’infection. Il participe
a la réponse inflammatoire NFxB-dépendante en activant les TLR2 et 5 et les canaux
calciques qui induisent la production d’interleukine IL8 (Adamo ef al., 2004). 11 active aussi
la phagocytose par les cellules de I’'immunité innée. Lors d’infections chroniques, P.
aeruginosa est capable de s’adapter en arrétant la production de flagelle afin de limiter la
réponse de I’hote (Mahenthiralingam et al., 1994). En conclusion, le flagelle est primordial
pour 1’établissement de la virulence mais il est rapidement ¢éliminé par la bactérie afin de lui

permettre de persister dans I’organisme et d’échapper aux défenses immunitaires.

a-4. Les pili de type IV

Les pili de type IV, appelés aussi fimbriae, sont des appendices filamenteux de surface
(Figure 39). 11 existe 3 types de pili de type IV (type Iva, type [VDb et Tad) retrouvés chez P.
aeruginosa, le type IVa étant le pili majoritairement exprimé. Tous les pili de type IV sont
formés de différents complexes : PilA, PilS2 et Flp sont les sous-unités majeures de la piline ;
PilQ, PiIN2 et RcpA sont les sécrétines ; PilF et TadD sont des pilotines putatives ; PilB,
PilQ2 et TadA sont des ATPases impliquées dans la polymérisation du pilus ; PilT, PilU et

PilT2 sont impliquées dans la dépolymérisation des pili.
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Figure 39. Assemblage des pili de type IV de P. aeruginosa (d’aprés Burrows, 2012).

Les pili servent a la motilit¢é bactérienne sur une surface solide, appelée également
« twitching », par rétractation des pili. Cette motilité repose sur la polymérisation et la
dépolymérisation en continu de la piline majeure PilA. Aprés adhésion de PilY1 a une
surface, la dépolymérisation du pili entraine un raccourcissement de ce dernier et génére une

force de traction qui met en mouvement la bactérie.

Les pili, comme le flagelle, permettent 1’adhésion de la bactérie a une surface cellulaire ou
acellulaire, lui conférant un role crucial dans I’initiation de la colonisation. Les pili sont
directement impliqués dans la virulence : en absence de pili, les bactéries n’ont pas de toxicité
médiée par le SST3 (systeme de sécrétion de type 3). Les pili permettent le rapprochement
entre la cellule hote et la bactérie pour faciliter I’injection de toxines du SST3 (Hayashi et al.,

2015 ; Golovkine et al., 2016).

b) Les facteurs de virulence sécrétés par Pseudomonas
aeruginosa

Comme leur nom I’indique les exotoxines sont des toxines sécrétées par la bactérie afin de
perturber les défenses de 1’hote pour coloniser les tissus. Parmi elles I’exotoxine A (Exo0A),
une toxine ADP-ribosyltransférase, est de loin la plus toxique en interrompant la synthése
protéique des cellules eucaryotes en ajoutant un ADP-ribose au facteur d’¢élongation EF2
entrainant la mort de la cellule (Iglewski et al., 1977 ; Foley et al., 1995).

Il existe d’autres toxines moins toxiques mais néanmoins utiles a 1’infection telles que les

exotoxines S,T,U et Y. Ces toxines sont injectées dans la cellule eucaryote grace au complexe
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SST3 ayant une forme d’aiguille présente sur la paroi de P. aeruginosa (Hauser, 2009). Ces
toxines ont différentes actions, notamment sur le cytosquelette, sur la quantité d’AMPc

intracellulaire et sur la dégradation de la membrane plasmique.

Les élastases sont des protéases responsables de la destruction des tissus en clivant I’¢lastine
et le collagene. Il existe deux types d’¢élastase : I’¢lastase LasA (staphylolysine) et la LasB
(pseudolysine). Elles sont synthétisées dans le cytoplasme de la bactérie puis la séquence
signal de la préproforme de 1’¢lastase est clivée lors de son passage dans le périplasme. La
séparation du propeptide de la protéine mature ne se fait que juste avant la sortie a I’extérieur
de celle-ci (Galloway et al., 1991). Elles ont la capacité de moduler les défenses immunitaires

de I’hdte rendant la réparation tissulaire difficile (Heck et al., 1990 ; Estrellas et al., 2000).

Les rhamnolipides sont des glycolipides considérés comme des facteurs de virulence sécrétés
par P. aeruginosa. lls affectent la structure de 1’épithélium des voies respiratoires humaines
aux premiers stades de ’infection en perturbant les jonctions serrées par intégration aux
membranes cellulaires. Ils favorisent ainsi 1’invasion paracellulaire de la bactérie (Zulianello
et al., 2006). Ils sont également capables d’inhiber la phagocytose et de détruire les
macrophages et les leucocytes polymorphonucléaires (Jensen et al, 2007 ; McClure et

Schiller, 1996).

Les souches de P. aeruginosa sécrétent des pigments leur conférant cette couleur vert
émeraude reconnaissable. Ces pigments ne sont pas une coquetterie de la part de la bactérie
mais une de ses nombreuses armes de virulence (Lau et al., 2004). Cette pyocyanine,
métabolite toxique de la phénazine, supprime la réponse inflammatoire aigué par apoptose des

neutrophiles et nécrose des tissus respiratoires (Allen et al., 2005).

P. aeruginosa sécréte également des phospholipases de type C (PLC) dont certaines ont une
activit¢ hémolytique (PlcN et PlcH) et peuvent jouer un rdéle dans la mobilité de type

« twiching » (PlcB) (Barker et al., 2004).

3. Altérations du mucus respiratoire dans la mucoviscidose et infections par
Pseudomonas aeruginosa

Chez le patient mucoviscidosique, le mucus, extrémement visqueux, diminue I’efficacité du

processus de clairance muco-ciliaire et 1’adhésion de P. aeruginosa au mucus facilite la
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colonisation du systéme respiratoire (Welsh et al., 2001 ; Gibson et al., 2003). De multiples
modifications de glycosylation des mucines bronchiques préparées a partir de poumons de
patients mucoviscidosiques ont été rapportées. Ainsi, les mucines bronchiques sécrétées par
les patients atteints de mucoviscidose sont-elles davantage sulfatées et sialylées que celles
d’individus sains (Roussel et al., 1975 ; Boat et al., 1976 ; Lamblin et al., 1977 ; Chace et al.,
1983 ; Carnoy et al., 1993 ; Lazatin et al., 1994). Plus spécifiquement, il a été montré que les
motifs sialyl-Lewis® et 6-sulfo-sialyl-Lewis® étaient surexprimés dans des mucines
bronchiques de patients mucoviscidosiques trés infectés (Lo-Guidice et al., 1994 ; Davril et

al., 1999).

Il a ét¢ montré que le niveau d’expression des enzymes core 2/core 4 beta 1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase (C2/4GnT) et «2,3 sialyltransférase IV (ST3Gal IV),
indispensables pour la synthése du sialyl-Lewis®, était fortement augmenté dans les réactions
inflammatoires des poumons de patients CF et que I’exposition des tissus a du TNFa, de I'IL-
6 ou de I’IL-8 accroissait la quantité de motifs sialyl-Lewis™ portés par les mucines (Delmotte
et al., 2001 ; Delmotte et al., 2002 ; Muhlebach et Noah, 2002 ; Ishibashi et al., 2005 ; Groux-
Degroote et al., 2008 ; Colomb et al., 2012).

Par ailleurs, des analyses en cytométrie en flux ont indiqué que la coiffe FliD de P.
aeruginosa était capable de reconnaitre les glycoprotéines portant les motifs Le* ou sialyl Le®
alors que la flagelline F1iC ne reconnaissait que le motif Le* (Carnoy et al., 1993 ; Carnoy et
al., 1994 ; Scharfman et al., 1999; Colomb et al., 2014). Dans la mesure ou le motif sialyl-
Lewis" est un ligand préférentiel pour P. aeruginosa (Xia et al., 2007), ce motif pourrait donc

bien favoriser la primo-colonisation et I’infection par ce pathogéne.

L’origine de ces altérations de glycosylation des mucines retrouvées dans les poumons de
patients CF est a I’heure actuelle encore trés controversée. S’il est clairement admis que ces
motifs sialyl-Lewis™ peuvent apparaitre en réponse a une inflammation, il a également été
démontré que la pyocyanine de P. aeruginosa, et dans une moindre mesure d’autres facteurs
de virulence tels que le LPS, l’alginate et le flagelle de P. aeruginosa, étaient capable

d’induire I’expression de ces motifs sialylés (Figure 40) (Jeffries et al., 2016).
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Figure 40. La pyocyanine de P. aeruginosa est capable d’induire ’expression de mucines sialylées et de
sialyl-Lewis* (d’aprés Jeffries et al., 2016). (A) Les analyses immunohistochimiques de coupes de poumons de
souris exposées a la pyocyanine ou au PBS montrent une augmentation de 1’expression de motifs sialyl-Lewis®
apres exposition chronique a la pyocyanine. Les coupes sériées colorées au PAS montrent des cellules en gobelet
hyperplasiques et métaplasiques. (B) Les colorations Bleu Alcian/ HID et PAS de coupes de poumons de souris
exposées a la pyocyanine, au LPS, & 1’alginate et au flagelle purifiés de P. aeruginosa montrent une forte
augmentation de 1’expression des sialomucines dans les poumons de souris exposées aux glycoconjugués

bactériens, par comparaison au PBS.
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VI. Les modeles animaux d’étude de la mucoviscidose

L’utilisation de mode¢les animaux est devenue essentielle pour la compréhension de la
pathogénése de la mucoviscidose et pour le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Sachant que la mucoviscidose est une maladie qui affecte de nombreux
organes, il est important d’avoir a disposition des modeles animaux capables de reproduire

I’ensemble des manifestations respiratoires et intestinales.

De nombreux modeles ont été développés ayant chacun des avantages mais également des
limites (Figure 41). Méme si les modeles de souris CF ne présentent pas de phénotype
respiratoire similaire a la pathologie humaine, ils sont d’une grande utilit¢ pour la
compréhension de la physiopathologie des atteintes intestinales. Les mod¢les de furets CF et
de porcs CF reproduisent I’ensemble des phénotypes observés chez les patients CF ; des
manifestations inflammatoires et infectieuses dans les poumons a la formation d’un iléus
méconial in utero et au développement du diabéte associé a la mucoviscidose. Cependant ce

sont des modeéles trés couteux a entretenir.

Homme Porc Furet Lapin Rat  Souris
Troubles w ” \ & & a

Infection spontanée des poumons v v v ? X X
Retard de croissance v v v v v v
Intestinaux 4 v v v v v
Pancréatiques (fonction exocrine) v v v ? X X
Pancréatiques (fonction endocrine) v/ v v ? ? X
Hépatiques v v v ? ? X
Au niveau de la vésicule biliaire v v 4 ? NA X

Figure 41. Organes affectés dans différents modeles animaux KO pour le CFTR (d’apres Rosen ef al.,
2018). Les points d’interrogation indiquent que le phénotype n’a pas encore été déterminé dans 1’organe en
question ; les croix indiquent 1’absence de phénotype. NA : non applicable au rat qui ne posséde pas de vésicule

biliaire.
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1. Le modeéle de souris CF

Le modele murin CF « knock-out » a été le premier a étre développé et ce, dés 1992 (Clark et
al., 1992 ; Snouwaert et al., 1992). Depuis, au moins 15 modéles de souris CF ont été
rapportés, avec des souris dont la modification génétique entraine soit une absence
d’expression de CFTR soit 1’expression d’'un CFTR muté comme par exemple les souris
homozygotes pour AF508 ou G551D (Wilke ef al., 2011). Ces souris présentent un iléus
méconial, une obstruction des canaux biliaires, une stérilité et un phénotype intestinal tres
similaire a celui des patients CF. Les lésions pancréatiques chez le modéle murin sont
quasiment inexistantes (Davidson et Rolfe, 2001). Cependant, ces souris dépassent rarement
quelques semaines d’espérance de vie; Datteinte digestive est souvent fatale du fait

d’obstruction intestinale précoce.

Les premiers travaux de caractérisation des modeles de souris CF avaient conclu a une
absence de phénotype respiratoire (Snouwaert ef al., 1992) mais des études plus récentes ont
permis de démontrer que les souris CF présentaient des atteintes pulmonaires, méme si elles
ne sont pas aussi séveres que chez I’homme (Craig Cohen et al., 2004 ; Darrah et al.,
2013 ; Darrah et al., 2016). Les poumons des souris CF subissent des remodelages
morphologiques en cas d’expositions répétées a des molécules pro-inflammatoires et
acquierent spontanément des infections pulmonaires a Bordotella par exemple (Bruscia et al.,
2016 ; Darrah et al., 2017). Mais ces souris ne présentent pas d’infections respiratoires
chroniques, de bouchons de mucus ou encore de bronchiectasies. L’absence de 1ésions
pulmonaires sévéres peut s’expliquer au moins partiellement par le fait que les cellules
épithéliales pulmonaires de la souris sont différentes des cellules humaines, avec plus de 50%
de cellules de Clara, une faible proportion de glandes sous muqueuses et moins de cellules
ciliées (Pack et al., 1981 ; Grubb et Boucher, 1999). De plus, 1’absence d’activité du canal
CFTR semble étre partiellement corrigée par la surexpression de canaux CACC (calcium-

activated chloride channel) qui régulent le transport des ions CI" (Grubb et al., 1994).

Le phénotype observé dans la trachée et les voies aériennes supérieures des souris CF se
rapproche de celui des patients CF avec une hyperplasie des cellules a gobelet, des glandes
sous-muqueuses hyperplasiques, un volume de liquide périciliaire réduit et une clairance

muco-ciliaire moins efficace (Kent et al., 1996 ; Tarran et al., 2001 ; Bonvin ef al., 2008).
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Les modéles de souris CF s’averent pertinents pour étudier les susceptibilités a 1’infection par
différents pathogénes fréquemment retrouvés dans les poumons des patients CF. Par exemple,
les souris CF infectées de fagon chronique par P. aeruginosa, Burklolderia cepacia ou B.
cenocepacia ont été tres utiles pour investiguer les mécanismes d’interactions hote-pathogeéne

dans la mucoviscidose (Cigana et al., 2016 ; Bragonzi et al., 2017).

2. Le modeéle de rat CF

Tout comme la souris, le modéle de rat présente le double avantage d’une gestation courte et
de colts réduits en animalerie. Contrairement aux souris, les rats posseédent de treés
nombreuses glandes sous-muqueuses réparties aussi bien dans la trachée que dans les
poumons, comme chez ’homme. La trachée des rats CF se développe de fagon anormale avec
des anneaux de cartilage fragilisés et une surface de glandes réduite. Le volume du liquide
périciliaire est diminué, le pH de surface est hyperacide, de facon similaire a ce qui est
observé chez ’homme (Tuggle et al., 2014 ; Birket et al., 2016).

Cependant le modele de rats CF ne semble pas étre un bon modele pour caractériser les étapes
d’initiation et les premieres altérations biochimiques du mucus CF. Le transport muco-ciliaire
ne semble pas affecté chez les jeunes rats. Il faut attendre 6 mois pour observer cette
déficience muco-ciliaire ainsi que la formation de bouchons de mucus (Tuggle et al., 2014 ;
Birket et al., 2018). L’infection et I’inflammation spontanées ne sont pas non plus retrouvées
chez les rats CF, méme si les rats CF sont moins efficaces dans la lutte contre 1’infection

induite a P. aeruginosa (Birket et al., 2015).

3. Le modeéle de furet CF

Les cellules pulmonaires de furet présentent de trés fortes homologies en terme de biologie et
d’anatomie avec I’homme. C’est pourquoi le furet est trés utilisé pour étudier les mécanismes
d’infections pulmonaires telles que le virus de la grippe ou le syndrome respiratoire aigu
sévere (Darnell et al., 2007 ; Krammer et al., 2014). Les furets possédent comme 1’homme de
trés nombreuses glandes sous-muqueuses réparties dans la trachée et les bronches et
exprimant fortement la protéine CFTR ainsi que de nombreuses cellules a gobelet (Robinson

et al., 1986 ; Engelhardt ef al., 1992 ; Sehgal et al., 1996).
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Le modele de furet CF a été développé par Engelhardt et son équipe (Keiser et Engelhardt,
2011). Les furets CF nouveaux-nés présentent une atteinte digestive similaire a celle qui est
observée chez les patients CF, des 1ésions pancréatiques et hépatiques, une malnutrition, ainsi
qu’une forte prévalence d’iléus méconial (75%) souvent fatal. Pour que le modéele soit viable,
un mod¢le transgénique corrigé au niveau intestinal a été développé afin d’éviter tout risque

de déces prématuré di a une occlusion intestinale (Sun et al., 2010).

Les furets CF présentent un phénotype respiratoire sévere, qui peut étre hétérogéne selon les
individus. Les bouchons de mucus sont observés dans les voies aériennes inférieures et
supérieures. La dilatation des glandes sous-muqueuses et des canaux glandulaires,
I’hyperplasie des cellules a gobelet, la présence de cellules inflammatoires et la colonisation
du mucus par des bactéries pathogénes sont retrouvées chez tous les furets CF. La clairance
muco-ciliaire est tres affectée chez les furets CF. De plus, les furets CF présentent une tres
forte susceptibilité a I’infection qui nécessite de les traiter par antibiotiques des la naissance
pour garantir leur survie. Les furets CF sont un des rares mod¢les a exhiber une infection
pulmonaire spontanée, facteur crucial dans la pathogénese pulmonaire de la mucoviscidose.
Cependant les manifestations cliniques sont trés rapides et séveres, contrairement a la

progression plus lente observée dans les infections chroniques humaines.

4. Le modele de porc CF

Les caractéristiques anatomiques, physiologiques, biochimiques et génétiques du porc sont
comparables a I’homme et font de lui un modele animal intéressant. Il est utilisé depuis
quelques années pour la recherche biomédicale pour plusieurs raisons. Tout d’abord, la taille
des organes du porc tels que le cceur, les reins ou encore le foie est quasi similaire a la taille
des organes humains. Le porc est utilis¢é en médecine pour 1’apprentissage des points de
suture car la texture de leur peau est semblable a celle de la peau humaine. Son anatomie
cardio-vasculaire, son fonctionnement rénal, son systéme urinaire sont reconnus pour é&tre

similaire a ’homme et font de lui un modéle de choix pour plusieurs sujets de recherche.

En ce qui concerne 1’appareil respiratoire du porc, la distribution des glandes sous-muqueuses
dans les voies respiratoires est trés semblable a celle de I’homme, de méme que la présence de
cellules ciliées et de cellules a gobelets au niveau de 1’épithélium respiratoire. La protéine
CFTR est quant a elle fortement exprimée au niveau des cellules ciliées et des cellules a

gobelets constituant 1’épithélium nasal, trachéal et bronchique contrairement aux glandes

82

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

sous-muqueuses ou le transcrit est présent mais pas la protéine (Plog ef al., 2010). Dans le
tractus intestinal et le pancréas du porc la protéine CFTR est également détectée, ce qui
expliquerait la présence chez les porcelets CF, comme chez les nourrissons CF, d’une

insuffisance hépatique et d’un iléus méconial (Plog et al., 2010).

Plusieurs modeles de porcs CF ont été développés par une équipe américaine au cours de cette
derniére décennie, conduisant a une absence d’expression de CFTR ou a un CFTR muté
(AF508) (Rogers et al., 2008 ; Ostedgaard ef al., 2011). Plus récemment 1’équipe de Nicolai
Klymiuk a développé un autre modele de porcelets CF en utilisant une approche alternative
impliquant le ciblage de CFTR par un vecteur de clonage « Bacterial Artificial
Chromosome » (BAC) modifié (Figure 42). C’est ce modele que nous avons caractérisé¢ au

cours de la thése.

KO
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B Targefing vector 1 Targeting vector 2
l Nucleofection Nucleofection l
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" &)
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Figure 42. Développement et caractérisation moléculaire des porcs knock-out CFTR. (A) Remplacement de
la séquence CFTR dans I’exon 1 par un codon STOP. (B) Production de porc CF par ciblage séquentiel (d’aprés
Klymiuk et al., 2012).

Tous les porcs CF nouveaux-nés présentent un iléus méconial qui nécessite le recours a la
chirurgie quelques heures a peine apreés la naissance pour garantir leur survie. Les porcs CF

présentent également une insuffisance pancréatique et un phénotype intestinal sévere
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nécessitant des suppléments vitaminés pour prévenir la malnutrition, des laxatifs pour
prévenir I’obstruction intestinale et des inhibiteurs de pompes a proton pour contrdler I’acidité

gastrique (Ostedgaard et al., 2011).

Les porcs CF développent spontanément toutes les atteintes respiratoires observées chez les
patients CF, a savoir I’inflammation, 1’infection, le remodelage du tissu pulmonaire,
I’accumulation de mucus et 1’obstruction des bronches (Stoltz et al., 2010). Les porcelets CF
n’arrivent pas a éradiquer aussi efficacement que les WT les bactéries pathogenes telles que S.
aureus et ceci serait du a une diminution du pH de surface corrélée a une diminution des
défenses antimicrobiennes de 1’ASL (Stoltz ef al., 2010; Pezzulo et al., 2012). La clairance
muco-ciliaire est affectée des la naissance méme si le volume du liquide périciliaire n’est pas

diminué (Hoegger et al., 2014b).

En conclusion, le modéle de porc CF semble trés prometteur pour explorer les mécanismes a
I’origine des processus inflammatoires et infectieux des poumons CF et pour évaluer

I’efficacité de nouveaux traitements tels que des modulateurs de CFTR.
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CHAPITRE

Matériels et méthodes
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CHAPITRE

I Matériel biologique

1. Le modeéle de porcelets CF

Les expériences ont ét¢ menées conformément aux directives du Comité institutionnel de
protection et d'utilisation des animaux de I'INRA. Le protocole a été approuvé par le ministere
de 1'éducation nationale, de l'enseignement supérieur et de la recherche (n°1166-

2015071615392426).

Dans ce travail de thése, nous avons utilis¢ comme modéle animal d’étude de la
mucoviscidose le modele européen de porcelets KO pour le géne CFTR, développé par
Klymiuk e al. Des verrats et truies hétérozygotes CEFTR"™ ont été fournis par 1’équipe de
Klymiuk et envoyés a I'INRA de Nouzilly. C’est I’équipe du docteur Caballero-Posadas a

I’INRA de Nouzilly qui s’est ensuite chargée d’entretenir le mode¢le.

Des verrats et truies hétérozygotes CFTR™ ont été croisés pour générer des porcelets
CFTR"", CFTR"" et CFTR”. Dés la naissance, les portées ont été analysées par PCR
multiplex pour en déterminer le génotype. Les porcelets ont tous été sacrifiés dans les 12
heures suivant la naissance. Les porcelets nouveau-nés non infectés ont été sacrifiés par
¢lectronarcose puis exsanguinés. Les porcelets nouveau-nés infectés par P. aeruginosa ont été
sacrifiés par une overdose de pentobarbital administré en intraveineuse (Dolethal, Vétoquinol,

France) puis exsanguinés avant le prélévement d’échantillons.

Des échantillons des poumons, trachées, colons, iléons et lavages broncho-alvéolaires ont été
prélevés pour les analyses ultérieures. Une partie des tissus a été directement congelée dans
I’azote liquide et conservée a -80°C pour 1’analyse des ARN et des protéines. Une autre partie
des tissus a été fixée dans une solution de Carnoy pour les analyses immunohistochimiques et

histologiques. Les lavages broncho-alvéolaires ont été réalisés en instillant et en ré-aspirant
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deux fois 15 ml de PBS stérile avec une sonde cesophagienne insérée par intubation trachéale

dans les poumons excisés.

2. Développement d’'un modeéle 3D de culture primaire de cellules épithéliales
bronchiques de porcelets nouveau-nés CF et WT

Les cellules épithéliales ont été disséquées a partir des bronches par digestion enzymatique
(0,1% de mélange de protéases et 0,01% de désoxyribonucléase 1) pendant 24h a 4°C. La
digestion enzymatique a été stoppée par l'addition d'un volume de 10% de sérum feetal bovin
et les cellules ont été récupérées et ensemencées sur des membranes semi-perméables de
0,4um (Greiner bio-one) traitées au collageéne de type 1. Les cellules ont été cultivées jusqu'a
confluence dans le milieu DMEM/F12 supplémenté avec du SupplementMix (PromoCell C-
39165), de la glutamine (2mM) et de la pénicilline/streptomycine (100U/pg/ml) puis cultivées
en interface air-liquide (ALI). La différenciation de 1'épithélium a été évaluée par mesure de
la résistance électrique transépithéliale (TEER) et par la présence de cils et de cellules a
gobelets en utilisant les anticorps anti-B-Tubuline-Cy3 (Sigma, clone TUB 2.1) et anti-
MUCSAC (Sigma, clone 45M1). Les jonctions serrées ont été colorées avec un anticorps
monoclonal purifi¢ anti-ZO-1 (BD Biosciences, Rungis, France). Un anticorps anti-
cytokératine (DAKO, clone AE1/AE M3515) a été utilisé pour vérifier si 1’épithélium n’était

pas contaminé par d’autres cellules d’origine différente.

3. Culture d’explants bronchiques de porcelets nouveau-nés CF et WT

Des porcelets nouveau-nés ont ¢été sacrifiés a la naissance pour recueillir les explants
trachéaux. Les voies aériennes ont été extraites et transportées au laboratoire, immergées dans
un tampon froid de Krebs-glucose (NaCl 116 mM, CaCl, 1,3 mM, KCI 3,6 mM, KH,PO4 1,4
mM, NaHCO; 23 mM et MgSO4 1,2 mM, D-glucose 10 mM, 5,7 mM de pyruvate, 5,1 mM
de glutamate, pH 7,4) dans les 2h suivant le sacrifice. Tous les tissus conjonctifs et

pulmonaires ont été enlevés.
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Il. Infections a Pseudomonas aeruginosa

1. Infections expérimentales a Pseudomonas aeruginosa in vivo

Les porcelets ont été anesthésiés avec du Vetflurane®. La trachée de chaque porc a été
intubée et ventilée avec un Ventilateur Fabius® Tiro® (Dréiger, Telford, USA). Les
parametres du ventilateur étaient les suivants: en mode volume contr6lé, volume courant = §-
10 ml/kg, pression expiratoire positive = 5 cmH,O, fréquence respiratoire = 15
respiration/min, rapport inspiratoire/expiratoire = 0,5, 50% d'oxygene. La caréne des porcelets
a ¢été inoculée avec 2 ml de suspension luminescente de la souche PAKIux de P. aeruginosa
(5 x 10° cfu/ml) en utilisant une sonde cesophagienne. Les porcelets ont été ventilés

mécaniquement et sacrifiés 6 heures apres 1'infection.

2. Suivi de la colonisation des tissus par Pseudomonas aeruginosa ex vivo

Les poumons ont été prélevés et immédiatement imagés par un IVIS Spectrum (PerkinElmer,
Waltham MA). Les cotés antérieurs et postérieurs des poumons ont été exposés a la caméra,
et des images bioluminescentes ont été capturées. Une coupe sagittale de la téte a été réalisée
pour exposer les deux moitiés. Les régions d'intérét ont été placées sur un imageur
bioluminescent 2D pour intégrer les signaux luminescents et l'analyse a été réalisée en

utilisant le logiciel d’analyse Living Image 4.3.1.

3. Evaluation de la croissance de Pseudomonas aeruginosa sur culture
primaire de cellules épithéliales bronchiques CF et WT

Des cellules épithéliales bronchiques provenant de 3 porcelets CFTR™ et 3 CFTR™" ont été
cultivées a D'interface air-liquide et incubées avec la souche PAKIlux de P. aeruginosa
(MOI=0,1) pendant 6h a 37°C, dans la station d’imagerie IVIS Spectrum (PerkinElmer,
Waltham MA). La croissance de P. aeruginosa sur cellules bronchiques différenciées
CFTR"" et CFTR” a été déterminée en mesurant Dintensité du signal bioluminescent
provenant de la souche PAKIux. La bioluminescence a été capturée toutes les 15 min avec des
temps d’intégration allant de quelques secondes a 5 min en fonction de I’intensité des
signaux. Les régions d’intérét (ROIs) ont été placées sur I’image bioluminescente 2D pour
englober les signaux lumineux. L'analyse a été réalisée en utilisant le logiciel d’analyse

Living Image 4.3.1. Pour analyser les différences de croissance de P. aeruginosa sur cellules
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CFTR"" et CFTR™, les courbes ont été ajustées a ’aide d’un modéle de croissance

exponentielle non linéaire (Graphpad Prism 5.0) en utilisant le test F de la somme des carrés.

lll. Analyse de la O-glycosylation des mucines

1. Extraction et purification des mucines

Les différents tissus et le méconium ont été incubés dans un tampon d’extraction contenant du
chlorure de guanidine 4M et des inhibiteurs de protéases (EDTA 5 mM, benzamidine 10 mM,
N-éthylmaléimide SmM, soy bean trypsin inhibitor 0.1mg/ml, PMSF 1 mM, dithiothréitol 10
mM, azide de sodium 0.02%) durant une nuit. La densité du tampon a ensuite été ajustée a 1,4
g/ml par ajout de chlorure de césium. Les échantillons ont été transférés dans des tubes Quick
seal polyallomer de 13 ml (Beckman Coulter) qui sont scellés par chauffage.
L'ultracentrifugation a été réalisée a 308 400 g pendant 48 a 72 heures a température ambiante
avec un rotor 70.1 Ti (Optima XE-90 ultracentrifuge, Beckman Coulter, Fullerton,
California).

La récupération des fractions a été faite a l'aide d'un collecteur et d'une pompe péristaltique
réglée a un débit de 500 pl/min. La densité de chaque fraction a été mesurée par pesée, les

tubes contenant les mucines ayant une densité comprise entre 1,35 et 1,45 g/ml.

2. Détection des mucines

Vingt microlitres de chaque fraction ont ét¢ déposés sur membrane de nitrocellulose a I’aide
d’un appareil a slot-blot (BIO DOT SF, Biorad). La membrane a ensuite été colorée par une
coloration au Periodic Acid Schiff (PAS) permettant de colorer les glycoprotéines neutres en
rose/magenta. L’oxydation a été réalisée en incubant la membrane dans une solution d’acide
periodique a 1% dans 3% d’acide acétique pendant 5 minutes, suivie de 3 lavages dans 1’eau
distillée durant 3 minutes. La membrane a ensuite été incubée dans du réactif de Schiff
pendant 15 minutes puis elle a été décolorée pendant 10 minutes dans une solution de
metabisulfite de sodium 0,1% dans de ’'HCl 0,1mM. Les fractions répondant positivement a
cette coloration ont alors été dialysées contre de I’eau durant 3 jours avec un changement de
bain 2 fois par jour, dans des boudins de dialyse avec un seuil de 14 000 Daltons (MWCO :

14 000) puis les échantillons ont été€ congelés et lyophilisés.
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3. Libération chimique des oligosaccharides par p-élimination en milieu
réducteur

Les mucines purifiées ont ét¢ incubées au bain-marie a 45°C durant 20h dans une solution de
de NaOH 0,IM contenant du borohydrure de sodium (NaBH4) 1M. La réaction de [-
¢limination a été stoppée, a 4°C, par I’ajout d’une résine échangeuse de cations (Dowex 50x8,
20-50 mesh, forme H") jusqu’a I’arrét de dégagement gazeux. L’échantillon a ensuite été
filtré puis évapor¢ a 1’aide d’un évaporateur rotatif de type Buchi a 45°C. Cette évaporation a
été suivie par des co-évaporations au méthanol permettant d’éliminer les sels de borate
formés. Les glycanes sont, a cette étape, sous forme d’oligosacharide-alditols.

L’échantillon a ensuite été repris dans de 1’eau milliQ et passé au travers d’une colonne
échangeuse de cations (Dowex 50x2, 200-400 mesh, forme H"). Les oligosaccharides ont été
¢lués avec de I’eau milliQ alors que les peptides restent piégés sur la résine. L’échantillon a

été concentré par évaporation et repris par 3 ml d’eau milliQ, congelé et lyophilisé.

4. Perméthylation des oligosaccharides

Les oligosaccharides-alditols ont été repris dans une solution contenant 200ul de
diméthylsulfoxide (DMSO), 1g de NaOH en poudre et 300ul de iodométhane (ICH3). Les
tubes ont été mis sous argon pour respecter les conditions anhydres et mis sous agitation
durant 2h. La réaction a été arrétée par ajout de 1 ml d’acide acétique 5%. Les sucres
perméthylés ont été purifiés sur colonne Oasis HLB® (Waters, Milford, MA), préalablement
activée avec du méthanol 100% et équilibrée avec de I’eau milliQ. Apreés passage de
I’échantillon sur la colonne, celle-ci a été rincée avec une solution d’eau/méthanol (95/5) puis
les O-glycanes perméthylés ont ét¢ élués par du méthanol 100%. Les échantillons ont été

séchés sous un flux d’azote jusqu’a compléte évaporation.

5. Analyse des O-glycanes par spectrométrie de masse

Les analyses de spectrométrie de masse ont été réalisées sur un spectrometre de masse de
géométrie MALDI-TOF-TOF de type Analyzer 4800 (Applied Biosystems/MDS Sciex,
Toronto, Canada) a ionisation par désorption laser en mode positif [M+Na]". Les échantillons
ont été dissous dans un solvant méthanol/eau (50:50, v/v) a différentes dilutions et déposés
sur une cible MALDI en addition avec une matrice DHB (acide 2,5-dihydroxybenzoique) a
une dilution volume/volume. La puissance du laser appliquée sur la cible est de 2500 V. La

quantification du pourcentage relatif de chaque oligosaccharide a été calculée sur la base de

90

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

l'intégration des pics sur les spectres MS. Pour chaque structure d’intérét, 1’intensité de 10

pics d’expériences indépendantes a été mesurée. La moyenne de ces intensités a été calculée.

IV. Analyses histologiques et immunohistochimiques

1. Coloration a I’'hématoxyline et a I’éosine (HE)

Les coupes de 4um de tissus fixées en paraffine provenant de poumons, trachées, célons et
iléons de porcelets CFTR™ ou WT, infectés ou non par P. aeruginosa, ont été déparaffinées
dans des bains successifs de toluéne (20 min), d’éthanol 100 % (5 min), d’éthanol 95 % (5
min) et d’eau (5 min). Les lames ont été recouvertes d’hématoxyline de Harris pendant 4
minutes puis rincées avec de ’eau distillée pendant 5 minutes. Elles ont ensuite été plongées
dans un bain d’éosine pendant 1 min puis dans cinq bains successifs d’éthanol a 70% et 10
bains successifs d’éthanol a 85%. Les lames ont alors été immergées dans un bain d’éthanol
100% pendant 2 minutes puis lavées dans deux bains successifs de xylene pendant 2 minutes
chacun. Elles ont été¢ finalisées en déposant 10ul de Mowiol sur les tissus puis les lamelles.
Les coupes ont été examinées sous un microscope optique (Leica). Les images ont été traitées

a I’aide du logiciel ImagelJ.

2. Immunohistochimie des mucines MUC2, MUC5AC et MUC5B

Les tissus ont été déparaffinés et réhydratés dans des bains successifs de toluéne durant 20
minutes, suivis d’éthanol 100% pendant 5 minutes, d’éthanol 95% 5 minutes et enfin 5
minutes dans 1’eau du robinet. Les sites antigéniques ont ensuite été démasqués par un
traitement citrate pH6 0,1M a 95°C durant 20 min. L’étape de saturation a été réalisée en
incubant pendant 45 min les coupes dans une solution de gélatine de poisson a 1,2% dans du
PBS. Le tissu a ensuite été incubé a 4°C durant une nuit avec les anticorps primaires anti-
MUC2 (1:100; scl15334; H-300), anti-MUCS5SAC (1:150; clone 45M1) et anti-MUCS5B
(1:150 ; Santa Cruz Biotechnology) dilués dans la solution de saturation. Les lames ont
ensuite été rincées dans une solution de PBS-tween 20 0,1% et incubées avec les anticorps
secondaires Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit IgG (H+L ; 1:1000 ; Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) et Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (H+L ; 1:1000 ; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

1h a D’obscurité. Apres plusieurs ringages dans le PBS-Tween 20 0,1%, la lame est montée
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avec du Mowiol et examinée sous un microscope confocal (Zeiss LSM 510). La coloration

des noyaux a été réalisée avant le montage avec une solution de DAPI pendant 30 secondes.

3. Immunohistochimie avec les lectines SNA, UEA-1 et jacaline

Le méme protocole que celui suivi pour le marquage des mucines MUC2, MUCSAC et
MUCSB a été effectué pour marquer les coupes de tissus avec les lectines couplées a la
fluorescéine Sambucus Nigra (SNA; 1:80; FL-1301), Ulex Europaecus (UEAL ; 1 :80;
L9006 ; Sigma Aldrich) et la jacaline (1:3500 ; FL-1151 ; Clinisciences).

4. Coloration des mucines par PAS-Bleu Alcian

Cette coloration a ét¢ faite en réalisant au préalable une oxydation ménagée des acides
sialiques (Gilks et al. 1988).

Aprées déparaffinage, les lames ont été rincées dans une solution d’éthanol a 70% (v/v). Une
réaction de saponification a été effectuée sur ces lames en les incubant dans une solution
d’hydroxyde de potassium 0,5% (w/v) dans 70% d’éthanol durant 15 minutes. Aprés ringage
a I’eau du robinet durant 10 minutes les lames ont été refroidies a 4°C et oxydées 1h avec une
solution froide de 0,4mM d’acide periodique dans 1M d’HCI. Elles ont ensuite été rincées
dans I’eau du robinet durant 10 minutes. Les lames ont été traitées avec une solution
contenant 0,1% de borohydrure de sodium dans 1% de phosphate de sodium dibasique durant
20 minutes a température ambiante. Apres rincage pendant 10 minutes dans I’eau du robinet,
les lames ont été colorées dans une solution de 0,3% d’Alcian blue (8GX) et 3% d’acide
acétique pH 2,5 pendant 20 minutes a température ambiante. Les lames ont de nouveau été
rincées 10 minutes a 1’eau du robinet avant d’étre oxydées lh avec une solution d’acide
periodique 1% (v/w) a température ambiante. Elles ont ensuite été rincées 10 min a I’eau du
robinet avant d’étre colorées avec une solution de réactif de Schiff 10-15 minutes, rincées a
I’eau du robinet 10 minutes et montées entre lame et lamelles au Mowiol®. Les étapes des

différentes réactions sont décrites dans la figure 43.
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5) Oxydation périodique
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Figure 43. Etapes de la coloration PAS/BA avec oxydation ménagée des acides sialiques

5. Coloration des mucines par High Iron Diamin (HID)-Bleu Alcian

Une solution de 50 ml contenant 120 mg de N,N diméthyl-méta-phenylénediamine-
dihydrochloride et de 20 mg de N,N diméthyl-para-phénylénediamine-dihydrochloride a été
préparée et 1,4 ml d’une solution de fer a 30%, préalablement filtrée sur filtre de 0,22um, a
¢été ajoutée extemporanément.

Les lames ont été déparaffinées, rincées a 1’eau désionisée puis incubées avec cette solution
durant 16h. Les lames ont ensuite ¢té rincées a I’eau du robinet et incubées dans une solution
de bleu alcian/acide acétique pH2 durant 30 minutes. Les lames ont été rincées a I’eau du

robinet puis montées entre lame et lamelle.

V. Analyse de l'inflammation des tissus

L'état d'inflammation des trachées et des poumons de porcelets a la naissance a été évalué en
combinant la quantification de l'expression de geénes pro- et anti-inflammatoires par qPCR,
'évaluation du niveau d’expression des cytokines et des chimiokines dans les BAL par

ELISA ainsi que la coloration HE des coupes des tissus.
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1. Extraction d’ARNs, synthése d’ADNc et analyse par PCR quantitative

La technique de RT-qPCR a été utilisée pour mesurer 1’expression des genes TLR2, TLR4,
TLRS, NFkBI1, NF«kBIA, IL-8 et IL-10 de porcelets infectés et non infectés CFTR™" et
CFTR"". Les ARN totaux des cellules provenant de 1'épithélium de la caréne trachéale ont été
isolés en utilisant le kit Nucleospin® RNA (Macherey-Nagel, Diiren, Allemagne) selon le
protocole du fabricant. L'ADNc du premier brin a été synthétisé en utilisant le Supermix
iSCRIPTtm (Bio-Rad). La qualité et l'intégrité de ' ARN ont été évaluées en calculant le ratio
0D260/0D280 sur un spectrophotometre NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA) et par ¢électrophorése capillaire (Bioanalyzer Agilent 2100, Agilent Technologies, Inc.,
Santa-Clara, USA). La reverse-transcription a été réalisée a partir d’lpg d’ARN en présence
d’un ratio 1:1 d’oligo-dT et d’amorces hexamériques aléatoires grace au kit AffinityScript™

qPCR cDNA Synthesis Kit (Stratagene, Santa Clara, USA) dans un volume final de 20ul.

Tableau 6. Séquences des amorces, température d’hybridation des amorces (°C), tailles de fragments de

PCR attendues (pb) et numéro d’accession dans PubMed. Les génes de ménage utilisés dans cette étude sont

soulignés.
GENE Forward pri 030 i ».30 T Length ion n°
primer (5°-3%) Reverse primer (5’-3”) "l;oe::n)p ®p) Accession n

TLR2 ACGGACTGTGGTGCATGAAG GGACACGAAAGCGTCATAGC 62 101 NM_213761.1
TLR4 TGTGCGTGTGAACACCAGAC AGGTGGCGTTCCTGAAACTC 62 136 NM_001293316.1
TLRS CCTTCCTGCTTCTTTGATGG CTGTGACCGTCCTGATGTAG 61 124 NM_001123202.1
NFKBI1 CGTGTCTGCTGCTGCTGATG CCGCCAAGGAGATGTTGTCG 62 111 NM_001048232.1
NFKBIA TGGCTACCTGGGCATTGTG TAGCCCTGGTAGGTGACTCTG 60 174 NM_001005150.1

IL-8 TCCTGCTTTCTGCAGCTCTC GGGTGGAAAGGTGTGGAATG 62 100 NM_213867.1

IL-10 GGTTGCCAAGCCTTGTCAG AGGCACTCTTCACCTCCTC 60 202 NM_214041.1

B2M CAAGATAGTTAAGTGGGATCGAGAC TGGTAACATCAATACGATTTCTGA 58 161 NM_213978.1
RPL19 AACTCCCGTCAGCAGATCC AGTACCCTTCCGCTTACCG 60 147 XM _003131509.4
HMBS AGGATGGGCAACTCTACCTG GATGGTGGCCTGCATAGTCT 58 83 NM_001097412.1

© 2018 Tous droits réservés.

La RT-qPCR a été effectuée sur un appareil LightCycler® 480 II (Roche) en utilisant le
mélange iTaq Universal SYBR Green (Bio-Rad). Les séquences d'amorces, la température
d'hybridation et la longueur des amplicons sont décrites dans le tableau 6. Les conditions du

cycle étaient de 95°C pendant 5 min, suivies de 38 cycles avec une étape de dénaturation a
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95°C pendant 15s et 1’¢longation pendant 45s. Chaque réaction a été effectuée en triple. Les

AACt
2C

données quantitatives de RT-PCR ont été analysées en utilisant la méthode , ou la

quantité¢ de la zone ciblée, normalisée a 3 génes de référence endogenes et relative a un

A Lot % -AAt
controle expérimental, est donnée par 2.

2. Détermination du niveau d’expression des cytokines et des chimiokines dans
les BAL
Le facteur de nécrose tumorale TNF-q, les interleukines IL-6, IL-8 et Il-10 ont été analysés
dans le surnageant des BAL en utilisant des kits spécifiques ELISA Pig (Abcam®, Paris,

France) selon les instructions du fabricant.

VI. Analyse du transcriptome pulmonaire des porcelets

nouveau-nés

Quatre groupes d'animaux ont été analysés au niveau de 'ARNm. L'ARN total a été extrait a
partir de 9 carénes trachéales de porcelets CFTR™" et 10 CFTR™, en utilisant des colonnes
d'ARN (miRNeasy, Qiagen). Le plan expérimental a été choisi pour équilibrer le sexe,
l'infection et le génotype dans des groupes comparables. Il y avait deux femelles et trois males
dans chaque groupe expérimental (c'est-a-dire "-/- infecté", "-/- non infecté", "+/+ infecté",
"+/+ non infecté"), sauf dans le groupe "+/+ infecté¢" ou il y avait seulement 2 males.
L'intégrit¢ de I'ARN a été vérifiée avec le kit Bioanalyzer RNA 6000 Nano (Agilent
Technologies). Pour 1'analyse de 'ARNm, des banques d'ADNc ont été¢ générées a partir de
500 ng d'ARN total en utilisant le kit d'ARN total brin Truseq (Illumina), dans lequel les ARN
ont ét¢ transcrits de manicre inverse apres une déplétion ribosomale. Les banques, avec des
tailles finales d'environ 290 pb, ont été quantifiées avec le kit de quantification de
bibliotheque KAPA (Kapa Biosystems). Deux pools de 10 et 9 bibliothéques ont été préparés.
Apres dilution & une concentration de 4 nM pour chaque pool, 5 pi (20 fentomoles) ont été
chargés sur deux cellules de débit a haute sortie séparées sur la plateforme Nextseq 500. Le
séquencage a été effectué sur une plate-forme NextSeq 500 (Illumina) avec une composition

chimique appariée de 2 x 75 pb.
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VII. Analyse de I'expression des sialyltransférases par PCR

qguantitative

La transcription inverse a été réalisée sur 1pg d’ARN total a I’aide du kit Maxima® First
Strand cDNA synthesis dans un volume final de 20l (4pul de mix de réaction 5X, 2ul de Mix
enzymatique et 16ul d’eau stérile). Le mélange a été incubé pendant 10 minutes a 25°C, puis

15 minutes a 50°C et 5 minutes a 85°C.

L’expression des genes de sialyltransférases (ST3GALI et STOGALNACI) a été analysée par
PCR quantitative. Les amorces sont données dans le tableau 7. Les analyses par PCR
quantitative ont été réalisées sur I’appareil Mx3005p Quantitative System (Stratagene, La
Jolla, CA, USA). La réaction de PCR (25pul) a été réalisée avec 12,5ul de 2X Brilliant®
SYBR® Green qPCR Mastermix (Stratagene), 300 nM d’amorces et 4ul d’ADNc (1/40). Le
profil thermal est le suivant: la dénaturation initiale a été faite a 95°C pendant 10 minutes,
I’amplification a été réalisée en 40 cycles (dénaturation a 95°C pendant 30s, hybridation a
60°C pendant 1 min puis ¢élongation a 72°C pendant 30s) et le dernier cycle a été effectué a
72°C pendant 5 min. La fluorescence est mesurée a chaque cycle. L’analyse a été réalisée
grace au logiciel Mx3005p. Pour chaque paire d’amorces, la spécificité de I’amplification a
¢té¢ vérifiée par le controle des courbes de dissociation, I’analyse sur gel des produits
d’amplification et leur séquengage. L efficacité s’est avérée étre entre 99,5% et 101,4%.

Le geéne de I’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT) a été utilisé pour

normaliser I’expression des génes d’intérét.

Tableau 7. Séquences nucléotidiques des amorces de q-PCR

Amorces Séquence (5' - 3")

HPRT sens GGA-CTT-GAA-TCA-TGT-TTG-TG
HPRT anti-sens CAG-ATG-TTT-CCA-AAC-TCA-AC
ST6GalNAc! sens AGG-ACC-AGG-GGA-CAA-GAA-CT
ST6GalNAcl anti-sens  GTG-GTG-GCT-CCT-GTG-AGT-CT
ST3Gall sens GCA-TCC-TCT-CCG-TGA-TCT-TC
ST3Gall anti-sens CAA-GAT-GGT-TGT-CAC-GTT-GG
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VIIl. Adhésion de Pseudomonas aeruginosa sur mucines
purifiées

Dix microgrammes de mucines purifiées & partir de BAL ou de tissus de porcelets CFTR™" et
CFTR"" ont été déposées sur une membrane de nitrocellulose. La membrane a ensuite été
saturée avec du PFBB (Protein Free Blocking Buffer ; Thermo-Scientific) pendant 1 heure.
Des bactéries (10° UFC/mL dans une solution de PBS) ont été marquées au DAPI pendant 15
minutes a température ambiante dans 'obscurité. Les bactéries marquées ont été centrifugées
a 6 400 g pendant 5 minutes, lavées trois fois dans du PBS, remises en suspension dans 1 ml
de tampon de blocage et déposées sur la membrane. Aprés incubation pendant lh a
température ambiante dans I'obscurité, suivie de trois lavages dans du PBS contenant 0,5% de
Tween 20, la fluorescence des bactéries adhérentes a été détectée par un systeme d'imagerie

ChemiGenius 2 (Syngene).

Afin d’évaluer le role de I’acide sialique dans ’adhésion des bactéries aux mucines purifiées,
les mucines ont également été¢ préalablement désialylées chimiquement pendant 1 heure a
80°C dans une solution de TFA a 0,05 M avant d’étre déposées sur membrane de

nitrocellulose.

IX. Modulation de I’activité du canal CFTR sur des explants de
trachées de porcelets CFTR*/"
Les explants de trachées de porcelets nouveau-nés ont été immergés dans un tampon froid de
Krebs-glucose (NaCl 116 mM, CaCl, 1,3 mM, KCI 3,6 mM, KH,PO,4 1,4 mM, NaHCO; 23
mM et MgSO, 1,2 mM, D-glucose 10 mM, 5,7 mM de pyruvate, 5,1 mM de glutamate, pH
7,4) dans les 2h suivant le sacrifice. Les tissus ont été chauffés progressivement et incubés
pendant 24h dans un tampon de glucose Krebs-oxygéné additionné¢ de 100uM de GlyH101,
ou de CFTRinmib172 Ou sans inhibiteur (témoin) a 37°C dans une atmosphere a 5% de CO,. Le
tissu muqueux a été séparé de la partie sous muqueuse et les deux parties ont été congelées

dans de I'azote liquide pour I'analyse des O-glycanes.
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X.  Culture des cellules épithéliales cancéreuses de colon HT29-

5M21

Les cellules HT29-5M21 ont été cultivées dans un milieu de culture DMEM (Gibco)
contenant 10% de sérum de veau feetal, 1% de glucose et 1% d’une solution de pénicilline-
streptomycine. Apres décongélation en T25, les cellules ont été incubées a 37°C sous 5% de

CO,. Le milieu a été renouvelé tous les 2 jours.

Pour collecter le mucus produit par les HT29-5M21, les cellules ont été cultivées pendant 21
jours sans repiquage avec changement de milieu tous les 2 jours et quotidiennement a partir
de J14. Au bout de 21 jours, le milieu de culture contenant le mucus a été récupéré puis dilué
(v/v) dans du tampon d’extraction des mucines contenant du chlorure de guanidine 8M et des

inhibiteurs de protéases (v/v).

Xl. Purification des O-glycanes de mucines produites par les

cellules HT29-5M21

1. Séparation des oligosaccharides par chromatographie HPLC

Les mucines produites par les cellules HT29-5M21 ont été collectées, purifiées et les
oligosaccharides ont ¢été libérés par béta-élimination en milieu réducteur comme décrit
précédemment. Le mélange d'oligosaccharides alditols libérés a été soumis a un
fractionnement par HPLC (Dionex Chromeleon System, Sunnyvale, CA) sur une colonne de
silice greffée avec des groupements amine primaire (Supelcosyl, LC-NH2, 4,6 x 250 mm,
Supelco, Bellefonte, CA). La présence simultanée de glycanes neutres et acides rend
nécessaire 1’utilisation d’un gradient ternaire acétonitrile/eau/KH,PO4 (30 mM) : temps O,
CH;CN/H,0O/ KH,PO4 (80 :20 :0%) ; temps 60 (70 :0 :30%) ; temps 90 (50 :0 :50%) ; temps
100 (50 :0 :50%) ; temps 105 (80 :20 :0%) avec un débit de 1 ml/min. Les oligosaccharides
ont été détectés par spectroscopie UV a 200 nm en utilisant un détecteur UVD 170U (Dionex

Chromeleon System).
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2. Dessalage des oligosaccharides par chromatographie sur colonne de charbon

Les oligosaccharides séparés par HPLC ont été dessalés sur colonne de charbon (150 mg, 3
ml ; Carbograph SPE, Alltech). La colonne a été activée avec 10 ml de méthanol, puis
équilibrée par 10 ml d’une solution d’acide trifluoroacétique 0,1%. Aprés passage de
I’échantillon, la colonne a été lavée avec une solution de TFA 0,1% pour éliminer les sels.
Les O-glycanes ont ensuite été ¢lués par 1 ml d’une solution d’acétonitrile (ACN)/TFA 25%,
puis 1 ml d’ACN/TFA 50% et enfin 2 ml d’ACN/TFA 80%. L’¢luat est évaporé et lyophilisé.

Xll. Purification du flagelle de la souche PAO1 de Pseudomonas

aeruginosa

La purification du flagelle a été faite selon le protocole de Bucior ef al. en 2012 en utilisant
une souche mutante de P. aeruginosa délétée pour le pili (pilA).

Les bactéries ont été mises en culture toute la nuit dans un milieu LB a 37°C. Le lendemain,
100pl de cette culture ont été déposés sur LB-agar 1,5% et incubés a 37°C durant 16h. Les
bactéries ont ensuite été grattées et diluées dans 5 ml de PBS. Un volume de suspension
bactérienne équivalent a une densité optique de 20, a 600 nm, a été prélevé et resuspendu dans
1 ml de PBS. Cet échantillon a été¢ vortexé durant 30 minutes a température ambiante pour
« décrocher » le flagelle. Puis la suspension a été centrifugée a 20 000xg durant 10 min a 4°C,
le surnageant récupéré et centrifugé une seconde fois pour éliminer toutes traces de débris
cellulaires.

Le surnageant a été dialysé contre du PBS toute la nuit & 4°C et centrifugé a 20 000xg durant
20 min a 4°C pour ¢éliminer les protéines insolubles. Apres cela, 100 mM de MgCl, ont été
ajoutés au surnageant toute la nuit a 4°C afin de précipiter le flagelle.

Les étapes de dialyse, de centrifugation et de précipitation ont été répétées 2 fois minimum
afin d’obtenir un flagelle purifié. La pureté du flagelle a été vérifiée sur gel SDS-PAGE a
12,5%.

Xlll. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide des versions GraphPad Prism 5.0

(GraphPad Software, La Jolla, CA) ou du logiciel statistique R version 3.3.3. Les différences
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de niveau d’expression des O-glycanes, d'adhérence de P. aeruginosa aux mucines,
d'expression génique et de taux de cytokines entre les porcelets CFTR” et CFTR"" ont été
analysées a l'aide d'un test de Mann-Whitney-Wilcoxon. Le taux de croissance de P.
aeruginosa dans 1'épithélium des voies respiratoires CFTR” ou CFTR™" a été ajusté en
utilisant un modele de croissance exponentielle non linéaire (Graphpad Prism 5.0). Une valeur

de p <0,05 était considérée comme statistiquement significative.
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CHAPITRE

Contexte de la these
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CHAPITRE

La mucoviscidose est la maladie génétique héréditaire la plus fréquente dans les populations
caucasiennes. Elle touche principalement les fonctions digestives et respiratoires. Les atteintes
du tractus respiratoire restent encore aujourd’hui la premicre cause de morbidité et de
mortalité chez les patients CF. Les mutations du geéne codant pour la protéine CFTR affectent
la rhéologie des sécrétions, réduisant 1’hydratation et augmentant la viscosit¢é du mucus.
L’hyperviscosit¢ du mucus diminue la clairance muco-ciliaire. Le mucus stagne dans les
voies aériennes et constitue ainsi un terrain favorable pour le développement de bactéries,
virus et champignons conduisant le plus souvent a des cycles d’infections chroniques
associées a des réactions inflammatoires exacerbées provoquant la destruction progressive des

tissus pulmonaires.

Les mod¢les animaux de mucoviscidose sont essentiels pour mieux appréhender la pathogénie
de la maladie et pour pouvoir développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Au cours des
deux derniéres décennies, ce sont les modeles murins de mucoviscidose qui ont été les plus
utilisés, aussi bien pour la recherche fondamentale que pour la recherche clinique. Ces
modeles de souris KO pour le géne CFTR ou portant la mutation AF508 se sont révélés tres
utiles pour la compréhension de la physiopathologie des atteintes intestinales et pour 1’étude
de la susceptibilit¢ a DI’infection par différents pathogeénes pulmonaires. Cependant, le
phénotype respiratoire des souris CF reste trés ¢loigné de celui des patients atteints de
mucoviscidose. Il est donc impératif de disposer de mod¢les animaux capables de reproduire
I’ensemble des manifestations cliniques pulmonaires humaines telles que 1’obstruction des
bronches par un mucus visqueux et déshydraté, I’inflammation persistante et les infections
bactériennes chroniques afin de pouvoir identifier des cibles potentielles de traitement et
tester de nouvelles thérapies expérimentales. Dans ce contexte, I’équipe de Nikolai Klymiuk a
Munich a développé un modele de porc en utilisant une approche impliquant le ciblage de
CFTR par un vecteur de clonage « Bacterial Artificial Chromosome » (BAC) modifié. Ce
modele de porc CF a ensuite été transféré a ’INRA de Nouzilly qui a en charge la production

et le maintien du modéle.
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Afin de s’assurer que ce mode¢le reproduit le plus finement possible le phénotype respiratoire
des patients atteints de mucoviscidose, il est nécessaire de caractériser le mucus respiratoire
de ces porcelets CFTR™. Pour ce faire, un consortium a été créé regroupant différentes
équipes : I’équipe du Dr Barbry (Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, Sophia
Antipolis) chargée de I’analyse transcriptomique des poumons de porcelets ; 1’équipe des Dr
Ignacio Caballero et Mustapha Si-Tahar (Infectiologie Santé Publique, INRA de Nouzilly et
Centre d’étude des pathologies respiratoires, Tours) chargée de la production du modele et
des infections in vivo par P. aeruginosa et notre équipe chargée de la caractérisation
biochimique du mucus. Ce consortium a été financé par les associations Vaincre la
Mucoviscidose et Grégory Lemarchal dans le cadre d’un projet visant & mieux comprendre les
mécanismes de régulation aboutissant a des altérations de la glycosylation des mucines
bronchiques des porcelets CFTR”. Ma thése, financée par 1’association Vaincre la

Mucoviscidose, s’inscrit directement dans ce projet.

Des travaux préliminaires réalisés dans I’équipe avant le début de la thése avaient mis en
évidence une augmentation de la sialylation des mucines respiratoires des porcelets CFTR™".
De nombreuses ¢tudes ont montré une augmentation de la sialylation et de la sulfatation des
mucines chez les patients CF, en lien avec la sévérité de la maladie sans pouvoir conclure ni
sur ’origine de ces modifications ni sur I’impact de ces changements de glycosylation quant a
la capacité des bactéries pathogenes a coloniser le mucus. Les objectifs de ma thése ont donc
été :
* de conforter les résultats préliminaires d’augmentation de la sialylation des mucines
bronchiques des porcelets CFTR™ en analysant un plus grand nombre d’échantillons ;
e de caractériser d’éventuelles autres altérations de la composition biochimique des
mucines dés la naissance;
* d’identifier les mécanismes moléculaires responsables de ces altérations ;

e et d’évaluer I'impact de ces altérations sur la colonisation par P. aeruginosa.
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Résultats
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Caractérisation phénotypique et physiologique du tractus
respiratoire des porcelets CETR” 3 la naissance

De nombreuses études ont montré une augmentation de la sialylation et de la sulfatation des
mucines pulmonaires chez les patients CF en lien avec la sévérité de la maladie, sans pouvoir
conclure sur ’origine de ces modifications. En 2012, Klymiuk et al. ont développé un
nouveau modele porcin de mucoviscidose caractérisé par I’absence d’expression de protéines
CFTR. Dans le cadre d’une collaboration entre son équipe et notre consortium, nous avons
conjointement décidé de caractériser ce modele porcin afin d’évaluer la pertinence de ce
modele dans le contexte de la mucoviscidose.

Nous nous sommes plus particuliérement attachés a la caractérisation des altérations
biochimiques du mucus respiratoire a la naissance des porcelets CFTR™, c’est & dire a la
détermination des modifications de glycosylation et/ou d’expression des mucines. Nous avons
¢galement analysé I’état infectieux et inflammatoire du tractus respiratoire des porcelets a la
naissance afin de déterminer si ces altérations du mucus pouvaient étre la conséquence d’un
processus inflammatoire. En parallele, nous avons évalué I’efficacité de la clairance muco-

ciliaire a éliminer des souches luminescentes de P. aeruginosa in vivo.

I Altérations de la glycosylation des mucines respiratoires

1. Analyse de la glycosylation des mucines a partir des lavages broncho-
alvéolaires

Dans cette étude, nous avons tout d’abord comparé les profils de glycosylation des mucines
extraites et purifiées 4 partir de lavages broncho-alvéolaires provenant de porcelets CFTR™
(n=20) et CFTR"" (n=22), prélevés moins de 12h aprés la naissance. Les mucines sécrétées
ont été¢ purifiées par ultracentrifugation en gradient de chlorure de césium puis les
oligosaccharides ont été libérés chimiquement de 1’axe peptidique et perméthylés avant d’étre

analysés par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF en mode réflectron positif.
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La perméthylation permet d’accroitre de fagon significative la détection des ions (donc des
structures O-glycaniques) et de quantifier de maniere relative les différents oligosaccharides
présents dans les échantillons. Le pourcentage relatif d’expression de chaque ion a été calculé
en intégrant les hauteurs des pics respectifs. Chaque ion détecté sur le spectre peut
correspondre a une ou plusieurs compositions glycaniques et a une ou plusieurs structures
isomériques. Il est par conséquent nécessaire de fragmenter les ions en spectrométrie de
masse avant de déterminer leur structure exacte. La composition en monosaccharides a été
assignée en prenant en compte la masse de chaque monosaccharide et en tenant compte des

voies de biosyntheése des O-glycanes.
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Figure 44. Spectres MS des O-glycanes perméthylés issus des mucines pulmonaires purifiées a partir de

lavages broncho-alvéolaires de porcelets CFTR """

(A) et CETR” (B). Les ions détectés correspondent a des ions
de type [M+Na]" ou [M+2Na-H]" pour les espéces sulfatées. Symboles : Fuc : triangle rouge ; GIcNAc : carré

bleu ; GalNAc : carré jaune ; Gal : rond jaune ; NeuAc : losange violet ; Sulfate : S

La figure 44 montre deux spectres de masse qui ont été obtenus lors de 1’analyse des O-

glycanes perméthylés provenant des mucines purifiées a partir des LBA de porcelets CFTR™

et CFTR™ prélevés 4 la naissance.
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Les profils de glycosylation des mucines respiratoires sont tres différents entre les deux
génotypes. Les mucines de porcelets CFTR”™ présentent un niveau de sialylation plus
important que les CFTR™", avec par exemple une forte expression des ions a m/z 895, 1140,
1256 et 1344 qui correspondent a des O-glycanes portant de I’acide N-acétylneuraminique
(Neu5Ac). D’autres structures sialylées, comme les ions a m/z 925, 1099 et 1170, comportant
des résidus d’acide N-glycolylneuraminique, sont également surexprimées chez les porcelets

++

CFTR™ par rapport aux porcelets CFTR ™"

Les ions ont été fragmentés par spectrométriec de masse en tandem afin de déterminer la
structure exacte de ces O-glycanes sialylés (Figures 45 et 46). La fragmentation en mode
MS/MS des ions parents produit des ions de type B, C, Y et Z par rupture des liaisons

glycosidiques et des ions A et X par clivage intracyclique.

Le spectre de fragmentation de 1’ion & m/z 895 nous indique que cet ion correspond en fait a
deux structures isomériques : NeuAca2,3Gal1,3GalNAc ou GalB31,3(NeuAca2,6)GalNAc
(Figure 45). Le spectre (figure 45C) montre que I’ion parent correspond a un trisaccharide
compos¢ du point d’attache des O-glycanes, c’est-a-dire d’un résidu de N-
acétylgalactosamine (GalNAc), d’un résidu de galactose (Gal) et d’un résidu d’acide N-
acétylneuraminique (NeuAc). Grace aux ions fragments C1B a m/z 259 (figure 45B) et Z1 a
m/z 298 (figure 45A) qui correspondent respectivement au Gal 1i¢ a la GalNAc et a la
GalNAc du point d’attache, la présence simultanée des deux structures isomériques est
clairement mise en évidence. En effet, chacun des ions est le marqueur d’une des deux
structures. De plus, les autres ions fragments permettent de donner la structure compléte des
deux isomeres. Les ions fragments a m/z 398 (B1 et Bla) et 520 (Y2 et Y1a) correspondent
au NeuAc situé en position terminale (figure 45A) et greffé au point d’attache (figure 45B).
L’ion fragment a m/z 620 (C2) correspond au disaccharide (NeuAc-Gal) du trisaccharide

linéaire (figure 45A).
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Figure 45. Spectre de fragmentation MS/MS en mode positif de I’ion & m/z 895 (sialyl-TF). (A) et (B)

représentent les schémas de fragmentation du sialyl-T et (C) le spectre de fragmentation. Les ions détectés

correspondent a des ions de type [M+Na]".

L’analyse du spectre de fragmentation de ’ion a

a m/z 1140 (figure 46B) montre que 1’ion

parent correspond au core 2 substitu¢ par un résidu d’acide N-acétylneuraminique sur le

résidu de galactose terminal (figure 46A).

100

Intensité relative %

z1g: 543
23 Y2p: 765 Y1B: 561
C2: 620
C1B: 416

248.2

487.4

765

1205.0

Figure 46. Spectre de fragmentation MS/MS en mode positif de I’ion a m/z 1140. (A) représente le schéma

de fragmentation du tétrasaccharide et (B) le spectre de fragmentation. Les ions détectés correspondent a des

ions de type [M+Na]".
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L’ion fragment Y23 a m/z 765 correspond au noyau seul suite a la perte de I’acide sialique au
niveau du résidu de Gal tandis que 1’ion fragment CIf @ m/z 416 correspond a ce résidu de
NeuAc. L’ion fragment Yloa a m/z 881 correspond au trisaccharide NeuAc-Gal-GalNAc.
L’ion fragment C2f3 a m/z 620 concorde avec le disaccharide NeuAc-Gal. Enfin, les ions

fragments Y1B et Z1P a m/z 561 et m/z 543 correspondent au disaccharide GlcNAc-GalNAc.

Le niveau d’expression des différentes structures sialylées portées par les mucines
respiratoires des porcelets CFTR™ et CFTR™" a été quantifié de maniére relative a partir des
spectres MS et montre des différences significatives entre les deux génotypes (p=0,000051).
Plus de 50% des O-glycanes sont sialylés dans les échantillons CFTR™ contre 21,5% chez les
CFTR"". Comme le montre la figure 47, I’expression des O-glycanes sialylés correspondant

aux ions a m/z 895, 925, 1140 et 1256 est significativement augmentée (p<0.05) dans les

/-
LBA de porcelets CFTR™.
25
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Figure 47. Pourcentage relatif des O-glycanes sialylés majoritaires dans les LBA des porcelets.

En dehors des structures sialylées, les mucines respiratoires des porcelets exhibent un certain

nombre de structures neutres, fucosylées ou non, ainsi que quelques structures sulfatées

(Tableau 8).
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Tableau 8. Structures ou séquences proposées pour les oligosaccharides neutres et acides identifiés sur les

mucines respiratoires issues des LBA de porcelets CFTR™ et CFTR", infectés ou non par P. aeruginosa.

Le pourcentage relatif de chaque oligosaccharide a été calculé en intégrant les surfaces des pics sur les spectres

MS. Les résultats sont présentés comme la moyenne + déviation standard du pourcentage d’expression de

chaque oligosaccharide pour une méme condition.

Symboles : Fuc : triangle rouge ; GIcNAc : carré bleu; GalNAc: carré jaune ; Gal: rond jaune; NeuAc:

losange violet ; Sulfate : S

© 2018 Tous droits réservés.

Proposed structures or sequences of [M+Na]l*or CFTR +/+ | CFTR-/- | CFTR CFTR -/-
oligosaccharides [M+2Na-HJ* for +/+ infected
sulfated infected
species
Y. 534 15.6+6.7 9.5+2.1 0 2.0+1.8
J 575 1.7+1.5 3.6x1.7 0 4.1+3
O/J 622 0.2+0.5 0.9+0.6 0 0
J 663 0 1+0.9 0 0.6+0.9
.\7 691 0 0.1+0.2 0 0
y. 708 7.9+1.8 6.8+5.2 5.2+1.6 3.6+2.6
A
O\J 721 0 0.8+0.5 0 0.7+0.5
{ 749 2.2+1.2 0.1+0.2 0 0
P /3 779 14.4+8.5 7.0+4.1 0 1.5+1.1
/4 o /j
5» 867 2.8+1.6 0.7+0.8 0 0.7+1
/ .> 895 3.7£2.2 18.7+2.5 | 51.1+3 30.9+1
/j >] 925 1.7+0.8 5+1.2 12.2+1.5 | 6+1.05
> 936 0.2+0.5 0.1+0.2 0 0.5+0.8
?j 953 5.4+2.6 5.5+3.8 0 6.6+1.7
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c—: 983 7.1+6.1 4.0+£1.4 0 0.8+1.2
C
5] 1024 3+2.5 0 0 0
B
;j 1041 0.3+£0.1 0 0 0
¢> 1069 0 0.5+0.6 0 2.8+2.1
A
} 1071 9.6+5.8 5+2.7 0 0
?] 1099 0.2+0.5 1.4+1 10.4+£3.7 | 0.6x0.8
C
')j 1110 0.1+0.3 0.4+0.8 0 0
57 1112 0.6+0.8 0.3+0.4 0 0
Aﬂ 1127 0 0 0 0
A
Bj 1140 4.4+25 9.5+2 0+0.5 2.6x0.9
5: 1157 3.1+x1.9 1.4+0.5 0 1.4x2
{
>j 1170 1+1.4 1.1+1.1 0 0.2+0.3
1 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1198 0.4+0.2 0.6+1 0 0.2+0.3
/ 1228 1.4+0.9 0.6+0.6 0 0
e
2 Hex, 1 HexNAc, 1 Fuc, 1 SO3, 1245 0 0.4+1 0 0
GalNAcol
.> 1256 0.7+0.4 7+3.5 15.7+2 17.5+1.4
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1 Hex, 1 HexNAc, 1 Fuc, 1 NeuAc, 1314 0.1+0.2 0.2+0.3 0 0

GalNAcol

2 Hex, 2 HexNAc, 1 SO3, GalNAcol 1316 0.6+0.5 0 0 0.3+0.3
C 1331 2.5+1 1.3+0.9 1.6x1.1 3.2+0.1
%%

1344 0.6x0.3 1.8+0.6 1.5+0.1 4+1.5
> .
e ;

3 Hex, 1 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1361 2.2+1.2 0.3+0.5 0 0.2+0.3
%>j 1374 1.2+0.9 0.5+0.5 0 0.3+£0.5
e,

1402 3.8+4.3 0.2+0.2 0 0.2+0.3

2 Hex, 1 HexNAc, 2 Fuc, 1 S0O3, 1419 0.3+0.4 0.3+0.5 0 0.2+0.2

GalNAcol

3 Hex, 2 HexNAc, GalNAcol 1432 0.5+0.6 0.2+0.2 0 0.1+0.1

2 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1473 4.9+3.5 0.1+0.2 0 0.1+0.2

1 Hex, 1 HexNAc, 2 NeuAc, GalNAcol 1501 0.3+0.2 0.9+0.9 0 0

2 Hex, 1 HexNAc, 1 Fuc, 1 NeuAc, 1518 0 0 0 0.4+0.6

GalNAcol

3 Hex, 1 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 1535 0 0 0 0.1+0.2

2 Hex, 1 HexNAc, 1 Fuc, 1 NeuGec, 1548 0 0.1+0.2 0 0.4+0.5

GalNAcol

2 Hex, 2 HexNAc, 1 NeuAc, GalNAcol 1589 0.2+0.4 0.3+0.1 0 0

3 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1606 0 0 0.1+0.1

2 Hex, 2 HexNAc, 1 NeuGc, GalNAcol 1619 0.3+0.5 0.1+0.2 0 0

2 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1647 1+0.7 0.1+0.1 0 0.1+0.2

3 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1677 0 0 0 0.1+0.1

1705 0 0.2+0.4 01 1.2+1.1

2 Hex, 1 HexNAc, 1 Fuc, 1 NeuAc, 1718 0 0+0.1 0 1.9+1.5

GalNAcol

3 Hex, 2 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 1780 0 0 0.1+0.1

3 Hex, 2 HexNAc, 1 NeuAc, GalNAcol 1793 0 0.2+0.5 0 0

3 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1851 0 0 0 0.1+0.1

4 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1881 0.4+0.2 0 0 0

2 Hex, 4 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1892 0.1+0.1 0 0 0

1 Hex, 2 HexNAc, 3 Fuc, 1 NeuAc, 1907 0.1+0.3 0.2+0.4 0 0

GalNAcol

3 Hex, 4 HexNAc, GalNAcol 1922 0 0 0 1.3+0.7

3 Hex, 3 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 2025 0 0 0 0.1+0.1

4 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 2055 0.2+0.4 0 0 0

2 Hex, 4 HexNAc, 1 NeuAc, GalNAcol 2109 0+0.1 0.5+0.5 0 1.4+1.1
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2 Hex, 2 HexNAc, 3 Fuc, 1 NeuAc, 2111 0 0.3+0.6 0 0
GalNAcol

1 Hex, 3 HexNAc, 3 Fuc, 1 NeuAc, 2152 0.2+0.3 0.3+0.6 0 0
GalNAcol

3 Hex, 5 HexNAc, GalNAcol 2167 0+0.1 0.3+0.6 0 0

1 Hex, 2 HexNAc, 3 Fuc, 2 NeuAc, 2268 0.1+0.3 0.1+0.3 0 0
GalNAcol

3 Hex, 4 HexNAc, 1 NeuGc, GalNAcol 2313 0 0.4+0.4 0 0.9+1.1

Au total, plus de 80 O-glycanes différents ont été identifiés sur ces mucines. Les O-glycanes
sont majoritairement basés sur du core 1 pour les structures sialylées ou sur du core 2 pour les

structures neutres et les structures fucosylées comme I’illustre la figure 48.
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Figure 48. Spectre de fragmentation MS/MS en mode positif de I’ion a m/z 983. (A) représente le schéma de
fragmentation du tétrasaccharide et (B) le spectre de fragmentation. Les ions détectés correspondent a des ions

de type [M+Na]".

L’ion fragment Cla ou C1B a m/z 259 indique un résidu de galactose en position terminale.
L’ion fragment Y1o/Z1B a m/z 284 indique que la GalNAc du point d’attache est disubstituée.
L’ion fragment B2o indique la présence d’un disaccharide composé d’un résidu de Gal
terminal li¢ a un résidu de GlcNAc. L’ion fragment Y1a a m/z 520 indique qu’un résidu de
Gal est li¢ a la GalNAc du point d’attache. L’ensemble de ces ions nous permet de conclure
que le O-glycane correspondant a 1’ion a m/z 983 est un oligosaccharide de core 2 dont la

structure est : GalB1,3(GalB1GIlcNAcB1,6)GalNAc.

Les résidus de fucose sont soit greffés sur un résidu de galactose pour former des antigénes de
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groupe sanguin H soit greffés sur une chaine lactosaminique de type 2 pour former les

déterminants de type Lewis”™ et Lewis”.

2. Analyse de la glycosylation des mucines respiratoires le long de I’arbre
trachéo-bronchique

Chez les porcelets CFTR™, le mucus est déshydraté et plus visqueux, conduisant a une plus
forte rétention des mucines sécrétées a la surface de 1’épithélium. Afin de s’assurer que les
modifications de sialylation des mucines issues des BAL de porcelets CFTR™ ne soient pas
dues a des disparités dans la collecte des échantillons de BAL entre les 2 génotypes, nous
avons analysé les profils de glycosylation des mucines non plus issues de lavages broncho-
alvéolaires mais provenant de trachées (muqueuses et glandes sous muqueuses) et de
bronches de porcelets CETR™ et CFTR"™". Pour cela, de nouveaux types de prélévements ont

été faits (Figure 49).

(RUI0

(

4
\\\(«
</

Figure 49. Représentation schématique des régions trachéo-bronchiques prélevées pour ’analyse de la
glycosylation des mucines

Le poumon gauche de chaque porcelet a été utilisé pour prélever le LBA. La trachée et les
bronches du poumon droit ont été découpés en 2 parties ; le mucus a été gratté et le tissu
systématiquement récupéré pour chaque zone de la trachée. Il n’a pas été possible de séparer

la muqueuse de la sous-muqueuse dans les bronches, du fait de la faible épaisseur du tissu.

Afin de s’assurer que les échantillons de muqueuses et de sous-muqueuses étaient
correctement séparés dans la trachée, une partie des échantillons a été fixée en paraffine et les

coupes de tissus ont été colorées au PAS (Figure 50).
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Figure 50. Analyse histologique des échantillons de muqueuses et sous-muqueuses trachéales. Coloration

au PAS des échantillons de muqueuse (A) et sous-muqueuse (B) de trachées de porcelets CFTR ™

La partie sous-muqueuse ne renferme que les glandes sous-muqueuses et ne contient pas de
cellules a gobelet de la surface (Figure 50B). Par contre méme si la partie muqueuse ne
contient majoritairement que les cellules a gobelet de la surface épithéliale, il y a présence de

quelques glandes sous-muqueuses, comme indiqué par des fléches sur la figure (Figure 50A).

Les mucines ont été purifiées par ultracentrifugation en gradient de chlorure de césium
comme précédemment et les O-glycanes de chacune des régions de D’arbre trachéo-
bronchique ont été¢ analysés par spectrométrie de masse. Les mémes structures glycaniques
sont retrouvées tout le long de cet arbre trachéo-bronchique mais avec des niveaux

d’expression trés variable en fonction de I’étage du tractus respiratoire.

La quantification relative de I’expression des glycanes sialylés dans chacun des échantillons
indique une trés forte augmentation de la sialylation des mucines dans la partie distale des
bronches, par rapport aux autres zones de ’arbre trachéo-bronchique, et ce, quelque soit le
génotype (Figure 51). Alors que les oligosaccharides sialylés représentent entre 13 et 40% des
oligosaccharides totaux dans la trachée et les bronches proximales, plus de 60% des glycanes

sont sialylés dans les bronches distales.
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Figure 51. La sialylation des mucines respiratoires des porcelets CFTR™ est altérée dans la partie haute

de la trachée. Pourcentage relatif des O-glycanes sialylés provenant des différentes parties de 1’arbre trachéo-

bronchique des porcelets CETR” et CFTR™" (n=3 et n=5).

C’est au niveau de la partie haute de la trachée qu’est retrouvée la différence la plus

significative entre les génotypes en terme de sialylation des mucines (Figure 51). Chez les

CFTR”, les mucines sont plus sialylées dans la muqueuse que dans les glandes sous-

muqueuses (p=0,006), alors que chez les CFTR ™", la situation est inversée (p=0,0078).
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Figure 52. Pourcentage relatif des O-glycanes sialylés majoritaires portés par les mucines de la muqueuse

et des glandes sous-muqueuses du haut de la trachée des porcelets CFTR™ et CFTR™" (n=3 et n=5).
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3. Analyses histologiques et immunohistochimiques des coupes de tissus de
trachées de porcelets

a) Coloration PAS/BA

L’augmentation de la sialylation des mucines au niveau de la trachée des porcelets CF a été
confirmée par une coloration Periodic Acid Schiff/Bleu Alcian.

Dans le protocole que nous avons utilis¢, les résidus d’acide sialique sont tout d’abord
saponifiés au niveau de leur groupement acétyl (Figure 43). Aprés une oxydation periodique
ménagée suivie d’une réaction de béta-¢limination, les acides sialiques sont spécifiquement
colorés en bleu par le Bleu Alcian. La réaction au PAS ne colore dans ce cas que les
monosaccharides neutres car les groupements OH vicinaux des acides sialiques ont été oxydés
au préalable. Ce protocole permet donc une meilleure discrimination entre structures sialylées
exclusivement marquées en bleu et structures neutres exclusivement marquées en rose. La
coloration violette observée sur des coupes de tissus indique donc la présence simultanée des
deux types de glycanes.

Dans un protocole classique de coloration PAS/BA, les acides sialiques sont colorés a la fois

en rose par le PAS et en bleu par le BA.

CFTR™* CFTR”

T L b % Yo

Figure 53. Coloration PAS/BA des trachées de porcelets CFTR. (A) Coupe de trachée CFTR” (200x)

montrant des mucines neutres dans les glandes sous-muqueuses (coloration rose) et des mucines acides dans les
cellules a gobelets (coloration bleue). (B) Agrandissement (400x) des cellules a gobelets des trachées de
porcelets CFTR™. (C) Coupe de trachée CFTR™* (200x) montrant des mucines sialylées dans les glandes sous-
mugqueuses (coloration bleue/violette) et des mucines neutres dans les cellules a gobelets (coloration rose). (D)

Agrandissement (400x) des glandes sous-muqueuses de trachées de porcelet CFTR"".
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La figure 53 confirme que les mucines de la trachée des porcelets CETR™ sont beaucoup plus
sialylées que celles des porcelets CFTR™". Dans la trachée des CFTR™, les glandes sous
muqueuses sont majoritairement colorées en rose/magenta alors que les granules de sécrétion
des cellules a gobelet sont soient bleues indiquant une trés forte densité de mucines sialylées,
soit violettes indiquant un mélange de mucines acides et neutres (Figure 53A-B). Au
contraire, dans la trachée des CFTR"" les glandes sous muqueuses sont colorées en

violet/bleu alors que les cellules a gobelet sont colorées en violet (Figure 53C-D).
b) Immunomarquage des trachées avec la lectine SNA

La lectine SNA a également été utilisée sur les coupes de trachées afin de détecter les liaisons
de I’acide sialique en 02,6. Ce marquage a confirmé la présence d’acide sialique en plus forte
quantité au niveau des trachées des porcelets CFTR™. Ces résidus d’acide sialique liés en 02,6
sont retrouvés aussi bien dans les cellules a gobelet de la surface épithéliale que dans les

glandes sous-muqueuses.

CFTR+/+ CFTR-/-

Figure 54. Inmunomarquage des trachées de porcelets avec la lectine SNA marquée a la fluorescéine

c) Coloration HID/BA

La détection des structures sulfatées étant parfois difficile du fait de la perméthylation des O-
glycanes avant 1’analyse par spectrométrie de masse, nous avons décidé d’étudier les
éventuelles variations de la sulfatation des mucines en utilisant une coloration de type High
Iron Diamine (HID)/BA. Cette coloration colore en brun les structures sulfatées et en bleu les

acides sialiques.
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Les mucines trachéales semblent beaucoup moins sulfatées que sialylées, et ce, quelque soit le
génotype. Ce résultat confirme ce qui avait été observé lors de 1’analyse par spectrométrie de
masse. De méme, les mucines présentes dans les cellules a gobelet sont plus sulfatées que
celles retrouvées au niveau des glandes sous-muqueuses aussi bien chez les CETR™ que chez
les CFTR"". La coloration HID ne permet pas de conclure quant a des différences de quantité

de mucines sulfatées entre les deux génotypes.

CFTR"" CFTR”

Figure 55. Coloration HID des trachées de porcelets. La couleur brune correspond au marquage des mucines

sulfatées et la coloration bleue aux mucines sialylées.

Il. Les altérations de glycosylation ne sont pas corrélées a des
modifications d’expression ou de localisation des mucines a

la naissance

Afin de caractériser au niveau tissulaire les différences associées au mucus entre CFTR™" et
CFTR"", la localisation des deux principales mucines pulmonaires sécrétées, MUCSAC et
MUCSB, a été analysée par immunofluorescence en microscopie a fluorescence et confocale
(Figure 56). Nous n’avons pas observé de différences de localisation ou d’expression des

mucines entre les 2 génotypes.
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Figure 56. Immunolocalisation de MUCSAC et de MUCSB dans le tractus respiratoire des porcelets.

Double marquage anti-MUCSAC en vert (anticorps monoclonal 45-M1) (A,D,G et J) et anti-MUCS5B en rouge
(anticorps polyclonal H-300) (B,E,H et K). Les noyaux sont marqués en bleu. (C, F, I et L) sont les
superpositions des deux images. Dans les trachées des porcelets CFTR™* (A-C) et CFTR™ (D-F), MUCSAC est
exclusivement retrouvée a la surface des cellules a gobelets tandis que MUCSB est localisée dans les glandes
sous-muqueuses et a la surface des cellules a gobelets. Dans les poumons des porcelets CFTR"" (G-I) et CFTR™
(J-L), MUCSAC et MUCSB sont localisées a la surface des cellules a gobelets tandis que les sous-muqueuses

bronchiques et les alvéoles ne contiennent que du MUCS5B.

Dans la trachée, MUCSB est observée dans les glandes sous muqueuses et les cellules a
gobelet de la surface épithéliale tandis que MUCSAC est exclusivement retrouvée dans les
cellules caliciformes bordant la lumiére trachéale (Figure 56 A-F). Plus profondément, dans

les poumons, les cellules a gobelets des bronchioles sont remplies soit de MUCSAC soit de
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MUCS5B (Figure 56 G-L). Les glandes sous muqueuses des bronches et les alvéoles

pulmonaires expriment exclusivement la mucine MUC5B chez les CFTR”™ ou CFTR ™",

Au niveau de la trachée, les 2 mucines ne semblent pas co-localisées dans les mémes
vésicules de sécrétion. Il semblerait que les 2 mucines soient présentes dans les mémes

cellules mais dans des vésicules de sécrétion différentes (Figure 57).

Figure 57: Localisation de MUCSAC (vert) et MUCSB (rouge) dans les trachées de porcelets. (A)
Microscopie a épi-fluorescence (B) Reconstruction 3D obtenue a partir d’une série d’images de microscopie

confocale. Les noyaux sont marqués en bleu.

Les différences de glycosylation des mucines des porcelets CFTR” ne peuvent donc étre

corrélées a des différences d’expression ou de localisation des mucines a la naissance.

En 2017, deux équipes ont analysé¢ 1’organisation et la morphologie structurale des mucines
dans la trachée. Ils ont utilisé comme modéle d’étude les porcelets CFTR” et les CFTR"",
Les deux équipes ont conclu que MUCSAC était majoritairement sécrété sous forme de
filaments qui viendraient partiellement recouvrir les faisceaux de MUCS5B libérés a partir des
canaux des glandes sous-muqueuses (Ostedgaard et al. 2017 ; Ermund et al. 2017). Pour
mettre en évidence cette organisation du gel de mucus, 1’équipe d’Ostedgaard a émis comme
hypothese que la lectine WGA marquait préférentiellement la mucine MUCSB et la jacaline

marquait préférentiellement la mucine MUCSAC (Figure 58).

122

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

Muc5AC
i
4§ "

Fii

Figure 58. Les lectines WGA et jacaline marquent préférentiellement MUCSB et MUCSAC
respectivement (d’aprés Ostedgaard ef al. 2017). (A) Double marquage anti-MUCS5B (blanc) et WGA (rouge)
ou anti-MUCS5AC (blanc) et Jacaline (vert) des glandes sous-muqueuses des trachées de porcelets. (B) Double
marquage anti-MUCSB (blanc) et WGA (rouge) ou anti-MUCSAC (blanc) et Jacaline (vert) de la surface

épithéliale et des cellules en gobelet. Les noyaux sont marqués en bleu et 1’actine en jaune. (Echelle : 10 pm)

L’équipe d’Ostedgaard a donc utilisé ce double marquage lectinique pour montrer que
I’apparence morphologique des mucines CF et non-CF différait (Figure 59). Les faisceaux de
MUCS5B semblent plus attachés aux canaux dans la trachée des porcelets CFTR™. Ces
++

. Les filaments de

MUCS5AC recouvrent les faisceaux de MUC5B uniquement chez les CETR ™.

faisceaux sont aussi plus enchevétrés que chez les porcelets CFTR

WGA JAC

MUC5AC MUCS5AC MUCS5B
thread ¥ sheet strand
. Y

~ “,/= e ) R

7
Goblet Ciliated I SMG duct
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P d
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Figure 59. Les trachées des porcelets CFTR” présentent des faisceaux de mucus enchevétrés (d’aprés
Ostedgaard ef al. 2017). (A) Trachées de porcelets CFTR”"et CFTR"" stimulées 4 la méthacoline. La WGA est
colorée en rouge et la jacaline en vert. (B) Filaments de MUCSAC recouvrant les faisceaux de MUCS5B chez les

porcelets CETR™. (échelle, 50 um). (C) Modéle de sécrétion des mucines dans la trachée de porec.
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La lectine WGA (wheat germ agglutinin) reconnait spécifiquement les résidus de D-GIcNAc.
La jacaline se fixe uniquement sur des O-glycanes et reconnait 1’antigéne TF (GalB31-
3GalNAc) mono- ou di-substitué par un ou deux résidus d’acide sialique. Elle reconnait donc
les antigeénes sialyl-TF et disialyl-TF. Elle reconnait également les antigénes Tn (GalNAcal-
Ser/Thr) et le core 3 (GIcNAcB1-3GalNAc) (Tachibana et al. 2006). Nos études structurales
réalisées par spectrométrie de masse et portant sur ’analyse de la glycosylation des mucines
dans les muqueuses et dans les glandes sous-muqueuses nous ont permis de démontrer que les
motifs TF et sialyl-TF étaient présents aussi bien dans les glandes sous-muqueuses que dans
les cellules a gobelet. De méme, la GIcNAc est un monosaccharide majeur des O-glycanes

puisqu’il entre dans la composition de toutes les chaines lactosaminiques.

Nous avons donc décidé de marquer les coupes de trachées de porcelets CFTR” et CFTR"*

avec des anticorps anti-MUCSAC ou anti-MUCS5B et la jacaline (Figure 60).

CFTR*/* CFTR"

Jacalin Jacalin Jacalin 20um| Jacalin

MUCS5AC MUCS5AC

20um| Merge 20um| Merge

Figure 60. Co-marquage de la jacaline (vert) et des mucines MUCSAC et MUCSB (rouge) dans la trachée
des porcelets CFTR™" et CFTR™".
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La jacaline marque aussi bien les mucines présentes dans les cellules a gobelet que celles

présentes dans les glandes sous-muqueuses.

L’équipe d’Ermund a utilisé¢ quant a elle la lectine LTL pour marquer MUCS5B et la lectine
UEA-1 pour marquer MUCSAC (Figure 61). Elle est parvenue aux mémes conclusions en

terme d’organisation morphologique des mucines dans la trachée.

& MUCSB mucin

secreting cells

-

Figure 61. Les trachées des porcelets présentent des faisceaux de mucus enchevétrés (d’aprés Ermund et al.
2017). (A) Trachée de porcelet stimulée a la méthacoline. UEA-1 est colorée en rouge et LTL en vert. Les
filaments de MUCSAC recouvrent les faisceaux de MUCS5B. (B) Modéle de sécrétion des mucines dans la

trachée de porc.

La lectine UEA-1 reconnait les résidus de fucose liés en a, et plus particulierement les
déterminants antigéniques de type H (Fucal,2Gal). La lectine LTL reconnait les mémes
groupements fucosylés que UEA-1 et reconnait aussi 1’arabinose qui n’est pas un
monosaccharide présent sur les O-glycanes de mucines. Nos analyses en spectrométrie de
masse ont montré que les déterminants antigéniques de type H et les structures fucosylées
¢taient retrouvés aussi bien sur les mucines des cellules en gobelet que sur les mucines des
glandes sous-muqueuses. Nos analyses immunohistochimiques ont permis de confirmer que
la lectine UEA-1 marque les mucines MUCSAC et MUCSB de la surface épithéliale et des

glandes sous-muqueuses des trachées de « nos » porcelets CFTR™ et CFTR™* (Figure 62).
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Figure 62. Co-marquage de UEA-1 (vert) et des mucines MUCSB (rouge) dans la trachée des porcelets
CFTR"" et CFTR™".

Méme si toutes les mucines MUCS5B ne sont pas co-marquées par UEA-1, confirmant ainsi
une hétérogénéité en terme de glycosylation des mucines sécrétées, il parait évident que les
mucines MUCS5B de la surface épithéliale sont reconnues par UEA-1 et il est donc difficile
d’imaginer que UEA-1 soit spécifique des mucines MUCSAC produites par les cellules en

gobelet de la surface.

lll. Les perturbations du mucus précedent I'inflammation et
I'infection
De nombreuses modifications de la glycosylation des mucines bronchiques, en particulier la

sialylation et la sulfatation, ont été observées chez les patients atteints de mucoviscidose. Il a

été proposé que ces modifications découlaient principalement de processus inflammatoires ou
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infectieux (Lo-Guidice et al. 1994 ; Colomb et al. 2012). Nous avons donc évalué 1’état
inflammatoire et infectieux des poumons et trachées des porcelets CFTR™ 4 la naissance afin
de déterminer si 1’augmentation de sialylation des mucines précédait ou non toute
inflammation ou infection. Ce travail a été réalis¢ en collaboration avec I’équipe du docteur
Caballero-Posadas de I’'INRA de Nouzilly qui a analysé¢ 1’expression des génes codant pour
différentes cytokines et interleukines par PCR quantitative ainsi que le dosage ELISA des

interleukines 1L-8 et IL-6.

1. Analyse histologique des tissus

Une coloration HE a été réalisée sur des coupes de 4um de poumons et de trachées de

porcelets CFTR"* et CFTR”" inclus en paraffine (Figure 63).

CFTR™*

Figure 63. Etude histologique des poumons et trachées de porcelets CFTR™* et CFTR™ avant infection.
Les tissus ont été analysés par coloration a 1’éosine-hématoxyline et les cellules sécrétrices ont été colorées par
une coloration PAS. Coupe de trachée (100x) de porcelet non infecté CFTR"" (A) et CFTR”" (B) et de poumon
(20x) de porcelet non infecté CFTR™" (C) et CFTR™ (D).

2. Dosage ELISA des IL-6 et IL-8

Un dosage ELISA a permis de déterminer les quantités d’interleukines IL-8 et I1-6 présentes
dans les BAL des porcelets a la naissance (Figure 64). Aucune modification significative n’a

¢été observée au niveau de ces interleukines entre les porcelets WT et CF.
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Figure 64. Dosage ELISA du niveau d’expression des interleukines IL-8 et IL-6 des poumons de porcelets

CFTR"" et CFTR™.
3. Dosage de I’expression des génes de I'inflammation par PCR quantitative

Le niveau d’expression de différents génes codant pour des protéines pro-inflammatoires a été
analysé par RT-qPCR afin de conforter notre hypothése d’absence d’inflammation chez les
porcelets CF dés la naissance (Figure 65). Aucune variation de I’expression des geénes codant
pour les Toll Like Receptor 2, 4 et 5, pour les facteurs de transcription NF-kB1, NF-kBIA
ainsi que les geénes codant pour les interleukines 8 et 10, impliquées dans les mécanismes de

réponse aux infections, n’a été détectée entre les deux génotypes.

TLR2 TLR4 TLR5
15 15 15
H T 2 T
§1.o gm J_ gm 1
3 3 3
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2 ] 2
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««‘3‘ 04@3‘
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Figure 65. Analyse en qPCR de D’expression des geénes impliqués dans PI’inflammation. Le niveau

d’expression des génes TLR2, TLR4, TLRS5, NFKB1, NFKBIA, IL-8 et IL-10 a été mesuré¢ par RT-qPCR, a

+H+

partir de tissus prélevés au niveau du carrefour bronchique des porcelets CFTR"* et CEFTR™ dés la naissance.
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IV. Analyse transcriptomique des poumons de porcelets CFTR”

et CFTR** 3 la naissance

Afin d’¢lucider les mécanismes moléculaires aboutissant a I’augmentation de sialylation des
mucines constatée a la naissance chez les porcelets CFTR”, nous avons entrepris de comparer
les transcriptomes des carénes bronchiques issues de 5 CFTR” et 5 CFTR"" par RNAseq
(travail réalis¢ par 1’équipe du Dr Barbry). Le transcriptome des poumons de 5 porcelets

CFTR” et 4 CFTR"" infectés par P. aeruginosa a également été analysé dans cette étude
(Figure 66).

L - 1
»
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Figure 66. Analyse transcriptomique des poumons de porcelets nouveau-nés. (A) Représentation
schématique du plan d’expérience. (B) Analyse RNAseq dans le locus CFTR chez les porcelets CFTR™" et
CFTR™ confirmant I’absence de I’ARNm codant pour CFTR chez les porcelets CFTR™". (C) Corrélation entre le

log2(CFTR”/CFTR") chez les porcelets non infectés (vertical) et infectés par P. aeruginosa (horizontal).
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De facon surprenante, seule 1’expression du geéne codant pour le canal CFTR est fortement
impactée chez les porcelets CFTR™ (Figure 66). Cependant nous avons pu observer une
expression plus forte de certains transcrits tels que TRIB3, CHACI et DUOX2 chez les
porcelets CFTR™" infectés ou non par P. aeruginosa qui pourraient collectivement contribuer
au développement d’un phénotype pro-inflammatoire. CHAC1 (p=0.004) et TRIB3 (p=0.02)
codent pour deux protéines impliquées dans la réponse UPR (unfolded protein response) dont
le but est d’augmenter les capacités de repliement, de maturation, voire de dégradation du
réticulum endoplasmique (Mungrue ef al. 2009). Une corrélation entre le phénotype CF et la
réponse UPR a déja été rapportée précédemment (Blohmke ez al. 2012). CHACI affecte le
niveau de glutathion et peut ainsi jouer un rdle dans la balance oxydante (Crawford et al.,

2015).

Nous avons également observé une augmentation du niveau d’expression de DUOX2
(p=0.06), une importante NADPH oxydase produisant du H,O, dans les tissus des voies
aériennes (Fischer, 2009). DUOX2 génére de 1’hypothiocyanite (OSCN) qui est un composé
antimicrobien sous 1’action d’une lactoperoxydase (LPO). L’efficacité de ce systeme de
défense dépend de I’activité du canal CFTR pour fournir du thiocyanate, qui est le substrat de

la LPO (Figure 67).

{OSCNLactoferrin) works Dy following mechanisms

Lactoferrin - Disrupts microbial biofirn (Lactoferrin)
- Kills bacteria {OSCN /Lactoferrin)
- Targets to compensate and to restant arway
peroxidase system (OSCN ) using endogenous H,0,

Alrwayperomuse o \

Respiratory tract
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Figure 67. Représentation schématique du systeme de défense antimicrobien DUOX/LPO dans les

poumons.

L’ensemble de ces résultats suggérent que les poumons et la trachée des porcelets CFTR™ se
trouveraient en condition de stress oxydant. Cependant ces effets n’ont ét€¢ mesurés qu’au

niveau ARNm et restent a confirmer.

130

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

V. L’ascenseur muco-ciliaire est incapable d’éliminer

Pseudomonas aeruginosa chez les porcelets CFTR” ala
naissance

Ce travail a été réalisé a I'INRA de Nouzilly en collaboration avec 1’équipe du Dr Ignacio
Caballero.

1. Evaluation de I’efficacité du transport muco-ciliaire in vivo

Dans notre étude, nous avons évalué¢ D’efficacité du transport muco-ciliaire a éliminer la

bactérie P. aeruginosa en inoculant le carrefour bronchique des porcelets nouveau-nés avec la

souche PAK-Lux de P. aeruginosa luminescente.
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Figure 68. Le transport muco-ciliaire est inefficace chez les porcelets CFTR™. P. aeruginosa est observée

dans le larynx et le pharynx des porcelets CFTR* pour étre éliminée par les narines alors que le pathogéne reste

au point d’infection chez les porcelets CFTR ™.
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Les poumons des nouveau-nés, une fois prélevés, ont été¢ imagés immédiatement a I’aide d’un
IVIS spectrum (Figure 68). Les faces antérieures et postérieures du poumon ont été exposées
a la caméra et la bioluminescence a été capturée avec des temps d’intégration allant de
quelques secondes a 5 minutes. Une coupe sagittale de la téte du porcelet a été effectuée et les

2 moitiés ont été exposées a la caméra aux mémes temps d’exposition que pour les poumons.

Les analyses ont été réalisées 3 fois et montrent clairement des différences de localisation ex-
vivo de la bactérie dans les voies respiratoires entre les deux génotypes. P. aeruginosa est
principalement retrouvée dans le larynx, le pharynx et le museau des CFTR"* suggérant un
transport muco-ciliaire fonctionnel et efficace. En revanche, chez les CFTR” ", P. aeruginosa

reste localisée dans la trachée au niveau du site d’infection.

2. Evaluation de I’efficacité du transport muco-ciliaire ex vivo

La dynamique de déplacement de P. aeruginosa a également été évaluée ex-vivo en utilisant
trois explants de trachées de chaque génotype. Apres inoculation de celles-ci avec la souche
PAK-Lux fluorescente de P. aeruginosa, les explants ont été imagés a 1’aide d’un IVIS

spectrum (Figure 69).
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Figure 69. Suivi par imagerie bioluminescente de la souche PAK-Lux sur des explants de trachée de
porcelets. (A) Représentation schématique de la distribution de P. aeruginosa avant et aprés 15 minutes
d’infection. Chaque point représente le pathogéne sur différents porcelets. Deux des porcelets CFTR™" (1 et 2)
avait déja éliminé le pathogeéne avant la fin de I’étude. (B) Vitesse moyenne d’élimination de P. aeruginosa au

niveau des explants de trachées. ** p<0.01, Student’s #-test.
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Comme pour les résultats obtenus in vivo, les CFTR”” présentent une diminution significative
de la clairance bactérienne et de la vitesse moyenne de déplacement de la bactérie. Ces
observations nous indiquent un défaut majeur dans la clairance muco-ciliaire engendrant un

impact sur la colonisation des voies respiratoires par P. aeruginosa chez les patients CFTR™".
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Etude des mécanismes moléculaires induisant
I’"hypersialylation des mucines trachéales des porcelets
CFTR”

I L’hypoxie peut-elle altérer la glycosylation des mucines
respiratoires ?

La conséquence d’un dysfonctionnement de CFTR étant un défaut d’exportation des ions
HCOj5™ induisant une acidification du milieu extracellulaire, nous avons cherché a vérifier si
ce processus d’acidification jouait un role dans les changements de glycosylation du mucus.
Pour cela nous avons placé des porcs sous hypoventilation de facon a induire une hypoxie
conduisant elle aussi a une acidification du liquide péri-ciliaire (ASL). Les résultats obtenus
en comparant la glycosylation des mucines de deux cochons normalement ventilés a celui
d’un cochon hypo-ventilé ne semblent pas indiquer de changement significatif de la

sialylation induit par ce traitement (Figure 70).
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Figure 70. Glycosylation des LBA de porcs CFTR™* placés ou non sous hypoventilation. Pourcentage relatif
d’expression des O-glycanes neutres, sialylés et sulfatés portés par les mucines purifiées a partir des LBA de

porcs adultes placés ou non sous-hypoventilation pendant 6h.

Les structures sialylées représentent respectivement 54,6% et 58% des O-glycanes totaux
chez les porcs contréle et hypoventilé. Cette étude a été faite sur des porcs adultes CFTR ™ et
sur un petit nombre d’échantillons. Les mucines des porcs adultes sont plus sialylées que

celles des porcelets a la naissance. Ce résultat est cohérent avec ce qui est décrit chez
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I’homme (Walther ef al., 2013). Les mucines étant déja fortement sialylées chez nos porcs
controle, il se peut que I’effet éventuel de I’hypoxie n’ait pas été tres marqué. Cependant il ne
nous a pas paru pertinent de refaire les manipulations sur des porcelets pour observer une

éventuelle augmentation de la sialylation.

Il. Régulation du niveau d’expression des sialyltransférases

Une des hypothéses pour expliquer I’augmentation de sialylation des mucines est une
régulation du niveau d’expression génique et/ou protéique des sialyltransférases impliquées
dans la biosynthese des structures glycaniques sialylées. Une liste de 23 génes humains
codant pour des sialyltransférases a été extraite de la base de données CAZY, ce qui a permis

d’identifier 21 génes orthologues chez le porc (Sus scrofa) (Tableau 9).

Tableau 9. Comparaison du niveau d’expression des génes codant pour les sialyltransférases dans les

poumons de porcelets CFTR™" et CFTR™ infectés ou non par P. aeruginosa.

ANNOTATIONS -[-vs +[+ -/- vs +/+, infected +/+, infected vs ctrl -/-, infected vs ctrl

Label Geneid Reads | log2FC adj::r:: P log2FC a;j\::asl't]eed log2FC a’:j‘:‘ aslt:: log2FC a;{::aslze:
ST3GAL1 ENSSSCG00000005943 1073 0.31 1.00 0.21 0.81 0.68 0.01 0.58 0.02
ST3GAL2 ENSSSCG00000025089 156 0.12 1.00 -0.50 0.45 -0.15 0.71 -0.76 <0.01
ST3GAL3(1) ENSSSCG00000023597 30 0.15 1.00 0.08 0.95 0.11 0.80 0.03 0.92
ST3GAL3(2) ENSSSCG00000029461 33 -0.02 1.00 -0.39 0.64 0.38 0.31 0.01 0.98
ST3GAL4 ENSSSCG00000015232 1074 -0.05 1.00 0.03 0.98 -0.33 0.15 -0.25 0.21
ST3GALS ENSSSCG00000008227 30 -0.11 1.00 -0.12 0.92 -0.76 0.01 -0.77 0.01
ST6GAL1 ENSSSCG00000025770 1610 -0.25 1.00 -0.11 0.93 0.08 0.88 0.21 0.53
ST6GAL2 ENSSSCG00000008141 31 -0.29 1.00 0.08 0.95 -0.16 0.72 0.22 0.53
ST6GALNAC1 | ENSSSCG00000017172 598 -0.21 1.00 0.17 0.85 0.32 0.28 0.69 <0.01
ST6GALNAC2 | ENSSSCG00000017177 925 -0.04 1.00 0.26 0.61 -0.65 <0.01 -0.36 0.05
ST6GALNAC4 | ENSSSCG00000005628 281 0.18 1.00 -0.44 0.45 0.42 0.13 -0.20 0.46
ST6GALNAC6 | ENSSSCG00000005623 309 0.11 1.00 -0.39 0.52 -0.04 0.92 -0.55 0.02
ST8SIA4 ENSSSCG00000014180 759 -0.02 1.00 0.01 0.99 -0.37 0.04 -0.34 0.03

Par analyse RNAseq, 13 de ces transcrits ont ét¢ détectés mais nous n’avons pas observé de
différence significative d’expression entre les deux génotypes. Aprés infection par P.
aeruginosa, les niveaux d’expression des ST3GAL1 et STOGALNACI ¢taient 1égerement
augmentés chez les porcelets CFTR” alors que les ST3GAL2, ST3GALS et ST6 GALNAC6

étaient diminués.
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Nous avons également évalué le niveau d’expression génique des sialyltransférases
ST6GALNACI et ST3GAL1 par RT-PCR quantitative. Ces sialyltransférases greffent
respectivement un résidu de NeuAc en a 2,6 sur la GaINAc du point d’attache ou en a 2,3 sur
un résidu de Gal et sont impliquées dans la biosynthése du sialyl-TF et sialyl-Tn qui sont
majoritairement retrouvés au niveau des mucines pulmonaires de porcelets. L’analyse par
qPCR confirme qu’il n’y a pas de variation significative de I’expression génique de ces

sialyltransférases entre les deux génotypes (Figure 71).

45
35

25

ey
Transcrits/HPRT

Transcrits/HPRT

2 T 15

05

WT | CFTR -/- WT CFTR -/- |
ST3Gall ST6GalNAc1

Figure 71. Etude de I’expression des sialyltransférases ST3Gall et ST6GalNAcl chez les porcelets CFTR™
et CFTR™".

La quantification des éventuelles variations d’expression protéique de ces sialyltransférases
aprés broyage des tissus de poumons et trachées puis séparation des protéines par SDS/PAGE
n’a pas non plus permis de mettre en évidence des différences d’expression entre les 2
génotypes.

L’augmentation de la sialylation observée chez les porcelets CFTR” n’est donc pas en

corrélation avec une variation de I’expression des sialyltransférases ST3Gall et

ST6GalNAcl.
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lll. L’activité du canal CFTR peut-elle réguler la glycosylation
des mucines respiratoires ?

Pour évaluer le réle de l'activité des canaux CFTR sur la glycosylation des mucines, nous
avons testé deux inhibiteurs de CFTR, GlyH-101 et CFTR;nh.172. La glycine hydrazyde (GlyH-
101) bloque le canal CFTR en position ouverte. Le compos¢ entre depuis la partie
extracellulaire du pore pour bloquer le canal, il est soluble dans 1’eau et actif a faible
concentration (Muanprasat et al. 2004). Au contraire, 1’effet du thiazolidinone (CFTRiph-172)
passe par une stabilisation de 1’état fermé du canal CFTR (Caci ef al. 2008). Il n’est soluble

que dans des solutions salines et présente une efficacité plus faible.

Des explants de trachées de porcelets CFTR ™" ont 6té traités 24h par ces inhibiteurs de CFTR,
puis les mucines de la muqueuse et de la sous-muqueuse ont été purifiées et les O-glycanes

analysés par spectrométrie de masse (Figure 72).

H Control
25 B GlyH101

P=0,01585 OCFTRinh172

P=0,01587 I

10 1 P=0,04909
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0 T

Trachea-mucosa Trachea-submucosal glands

Relative percentage of expression of sialylated oligosaccharides
.
&

Figure 72. Augmentation de la sialylation des mucines respiratoires aprés inhibition de I’activité du canal
CFTR. Pourcentage relatif de ’expression des O-glycanes sialylés dans des explants de trachées traités ou non

avec des inhibiteurs de I’activité du canal CFTR (GlyH101 et CFTR;uy.172)-

La mesure du taux de structures sialylées dans les glandes sous-muqueuses des deux trachées
traitées aux inhibiteurs de CFTR a montré une augmentation de la sialylation d’un facteur 2,7
et 2,1 pour GlyH101 (p = 0,0158) et CFTRph-172 (p = 0,01587) respectivement, par rapport
aux trachées non traitées. Dans la muqueuse, nous avons noté¢ un effet significatif de GlyH101

sur la sialylation (p = 0,049) et une 1égére augmentation, non significative, de la sialylation (p
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=0,0851) avec I’inhibiteur CFTRjuh.172. Ces résultats démontrent un effet direct de I’activité
du canal CFTR sur la sialylation des mucines dans la mucoviscidose, en 'absence de toute

autre modification a la naissance.

Le fait qu’il existe un effet direct entre activité du canal CFTR et sialylation des mucines a la
surface de I’épithélium respiratoire peut étre expliqué, au moins partiellement, par les
découvertes récentes de Montoro et al. et Plasschaert et al. en 2018 d’un nouveau type
cellulaire dans le tractus respiratoire humain et murin. Ces cellules appelées ionocytes
pulmonaires s’apparentent aux branchies des poissons et expriment tres fortement la protéine
CFTR. Elles se situent a la surface de I’épithélium en faible quantité (environ 1% des

cellules).

IV. Le stress du réticulum endoplasmique peut-il altérer la
glycosylation des mucines respiratoires ?

Les analyses RNAseq ont mis en évidence un lien entre absence de I’expression du géne
CFTR et stress du réticulum. Afin de déterminer si ce stress peut expliquer les modifications
d’acidité¢ des mucines, nous avons entrepris de traiter des cellules nasales de patients (n=5)
avec de la thapsigargine, qui est un inhibiteur des pompes a calcium du réticulum
endoplasmique. Nous avons également traité ces cellules par I’inhibiteur CFTRjph.172 afin de
conforter les résultats obtenus sur les explants de trachées de porcelets. Nous avons ensuite
comparé les profils de glycosylation des mucines extraites et purifiées a partir des cellules
contrles et stimulées et nous avons mesuré les variations du taux de sialylation de ces
mucines dans les différentes conditions (Figure 73). Les cellules contrdles ont été traitées par
du DMSO, qui a été utilis¢ pour diluer la thapsigargine et le CFTRisn172. La méme
augmentation de la sialylation des mucines a été observée apres avoir traité les cellules avec

de la thapsigargine ou I’inhibiteur de I’activité du canal CFTR.
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Figure 73. Le stress du réticulum et I’inhibition de P’activité du canal CFTR altérent la sialylation des
mucines. Pourcentage relatif d’expression des O-glycanes neutres, sialylés et sulfatés portés par les mucines

purifiées a partir de cellules nasales de patients traitées par de la thapsigargine ou I’inhibiteur CFTRinh-172.

Afin d’évaluer le stress du réticulum, nous avons fixé les cellules nasales dans du para-
formaldéhyde puis nous avons marqué les cellules avec un anticorps anti-thioflavine (Figure
74). La thioflavine sert & marquer les vésicules en cas de stress du réticulum. On observe un
marquage accru de la thioflavine aussi bien aprés utilisation de thapsigargine que de
I’inhibiteur CFTR;nh.172. Ces résultats suggerent que I’absence de canal CFTR génére un stress
du RE dans les cellules qui pourraient étre a 1’origine des altérations de sialylation des

mucines.

Thioflavin T Phalloidin A594 Merge/Hoechst

Figure 74. L’inhibition de I’activité du canal CFTR induit un stress du réticulum. Les cellules nasales de

\M CFTR inhibitor 172 1 |M Thalslarln DMSO 1/2000

patients ont été cultivées a ’interface air-liquide puis traitées pendant 15h avec de la thapsigargine ou le
CFTRjuh.172- Les cellules fixées ont été marquées par des anticorps anti-thioflavine (vert) et anti-phalloidine

(rouge). Les noyaux sont marqués en bleu.
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Les altérations de sialylation des mucines favorisent
I"infection des tissus par Pseudomonas aeruginosa

I. Pseudomonas aeruginosa adhére préférentiellement aux
mucines sialylées

Afin de déterminer si la sialylation des mucines du tractus respiratoire pouvait impacter la
primo-colonisation de P. aeruginosa chez les porcelets CFTR™, nous avons réalisé des tests
d’adhésion de la bactérie sur des mucines purifiées de porcelets CFTR” et CFTR™",
préalablement infectés ou non par P. aeruginosa. En absence d’infection préalable, 1’adhésion
de la bactérie est beaucoup plus forte sur les mucines des porcelets CFTR™ que sur celles des
CFTR"". En revanche, si les porcelets ont préalablement été infectés par P. aeruginosa,

I’adhésion est forte quel que soit le génotype des animaux (Figure 75).

BSA 2l
NI +/- NI +/+
NI -/- | +/+

Figure 75. Adhésion de la souche PAO1 de P. aeruginosa sur les mucines bronchiques de porcs CFTR™" et

CFTR™ avant et aprés infection. P. aeruginosa adhére préférentiellement sur les mucines pulmonaires des
CFTR™ infectées.

Afin de confirmer le role des acides sialiques dans cette adhésion, les mucines ont été
préalablement désialylées chimiquement avant d’évaluer I’adhésion de P. aeruginosa sur ces
mucines (Figure 76). La capacité¢ d’adhésion de P. aeruginosa aux mucines désialylées est
fortement diminuée, suggérant un role majeur des acides sialiques comme ligands de la

bactérie.
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Figure 76. P. aeruginosa adhére préférentiellement aux mucines respiratoires sialylées des porcelets

CFTR™. Une perte d’adhésion est observée aprés désialylation chimique des mucines.

Il. Pseudomonas aeruginosa croit préférentiellement dans des
cellules épithéliales bronchiques issues de porcelets CFTR”

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Ignacio Caballero.

1. Validation du modéle de culture primaire de cellules épithéliales
bronchiques des porcelets CFTR”

Un modele de cultures primaires polarisées de cellules épithéliales bronchiques issues de 5
porcelets CFTR” et 3 CFTR™, cultivées a Dinterface air-liquide, a été développé. Nous
avons observé une augmentation de la résistance électrique transépithéliale, passant de 300 Q
cm” en début de culture jusqu’a 4000 Q cm®, suggérant la formation de jonctions cellulaires
fortes. La différenciation des cellules en épithélium a été évaluée par la présence de cils et de
mucus a l’aide d’anticorps dirigés contre la f—Tubuline-Cy3 et MUCSAC. Les jonctions
épithéliales ont ét¢ marquées par 1’anticorps ZO-1. Au début de la culture (J5), un marquage
léger et diffus de ZO-1 est observé dans le cytoplasme des cellules. Le marquage s’intensifie
jusqu’au jour 15 et se localise au niveau des jonctions cellulaires. Un anticorps anti-
cytokératine a été utilisé pour vérifier que 1’épithélium n’était pas contaminé par des cellules

d’une autre origine (Figures 77 et 78).
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Figure 77. Reconstitution 3D de cultures primaires de cellules pulmonaires polarisées issues de poumons
de porcelets CFTR” (A) ou CFTR"™" (B). Les cellules sont cultivées a I’interface air-liquide. Les cellules ont
été fixées puis marquées avec des anticorps anti tubuline (rouge) et anti MUCSAC (vert). Les noyaux sont

marqués au DAPI (bleu).

Figure 78. Immunofluorescence de cellules polarisées différenciées de porcelets CFTR” et CFTR""
cultivées en condition air-liquide. (A) et (B) Immunomarquage des cellules épithéliales bronchiques (400x) des
porcelets CFTR™"(A) et CFTR"* (B) aprés 5 jours de culture. L expression des cils et des mucines a été observée
a I’aide d’anticorps anti-B-Tubuline-Cy3 (rouge) et anti-MUCSAC (vert), respectivement. (C) et (D) CFTR™ (C,
400x) et CF TR (D, 630x) Les jonctions épithéliales ont été visualisées a 1’aide d’un anticorps anti-human ZO-
1 (vert). Les cellules ont ét¢é marquées au DAPI (bleu) et au CellMask (blanc) pour visualiser les noyaux
cellulaires et le cytoplasme. (E) L’absence de contamination par d’autres types cellulaires est confirmée par un
marquage avec un anti-cytokératine (vert) (400x). (F) et (G) Reconstitution 3D de 1’épithélium respiratoire aprés
15 jours sous culture air-liquide. Les cellules ont ét¢é marquées au DAPI (bleu), avec un anti-cytokératine (vert)

et un anti-f-Tubuline-Cy3 (rouge) (630x).
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2. Croissance de Pseudomonas aeruginosa dans les cellules épithéliales

Nous avons ensuite déterminé si le taux de croissance bactérienne était différent entre les 2
génotypes, ce qui suggérerait des altérations du systéme de défense immunitaire inné de
I’héte. Comme le montre la figure 79, la croissance de la souche PAKlux de P. aeruginosa est
significativement plus faible dans les cellules épithéliales bronchiques CFTR*, par rapport

aux CFTR™" (p<0.05).
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Figure 79. Suivi de la croissance de P. aeruginosa sur cellules épithéliales différenciées par imagerie

bioluminescente de la souche PAK-Lux.

lll. Modifications de la sialylation et de la sécrétion des mucines en
réponse a l'infection

-/- +/+ J O r . . . \ .
Les porcelets CFTR™ et CFTR™" ont été infectés in vivo par P. aeruginosa. Aprés avoir
vérifié Defficacité de D’infection, nous avons caractérisé les altérations biochimiques du

mucus et étudié le transcriptome des poumons de porcelets infectés.

1. Validation du modéle d’infection des porcelets par Pseudomonas
aeruginosa

L’infection des porcelets a tout d’abord été confirmée par coloration HE des lames de tissus

de poumon et de trachée infectés par la souche PAK de P. aeruginosa (Figure 80).
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4 Ngn-infected_ '

Infectefi

Figure 80. Coloration HE des tissus de poumons et de trachées des porcelets CFTR"* et CFTR™ infectés.

++

(A) et (B) Coupe de poumons (20x) de porcelets non infectés CFTR”" et CFTR”" montrant I’absence de cellules

immunitaires. (C) et (D) Coupe de poumons (600x) de porcelets infectés CFTR™" et CFTR™ indiquant une
réponse inflammatoire avec la présence de leucocytes, principalement des neutrophiles dans les espaces

alvéolaires.

Apres infection, les tissus des porcelets des deux génotypes présentent une trés forte
inflammation avec présence de leucocytes, majoritairement des polynucléaires neutrophiles,

dans les alvéoles.

La réponse inflammatoire aprés inoculation de P. aeruginosa au niveau du carrefour
bronchique des porcelets a également été analysée par RT-PCR quantitative des geénes codant
pour des cytokines et interleukines pro-inflammatoires et dosage ELISA des cytokines pro-

inflammatoires et comparée entre les deux génotypes (Figure 81).

Aucune modification majeure n’a été observée entre les deux génotypes a 1I’exception d’une
légére augmentation de I’expression de I’'IL-8 dans les lavages broncho-alvéolaires des

orcelets CFTR™". La réponse inflammatoire n’est donc pas affectée par le phénotype CFTR™".
p
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Figure 81. La réponse inflammatoire a I’infection par P. aeruginosa n’est pas affectée par le génotype. (A)
Analyse en qPCR en temps réel de I’expression des génes TLR2, TLR4, TLRS, NFKB1, NFKBIA, IL-8 et IL-10
au niveau du carrefour bronchique des porcelets CFTR"" et CFTR™ aprés infection par P. aeruginosa. (B)

Dosage ELISA de la quantité d’IL-8 dans les BAL des porcelets CFTR " et CFTR™",

2. Analyse transcriptomique de la réponse inflammatoire des poumons des
porcelets CFTR” et CFTR** apres infection par Pseudomonas aeruginosa

Nous avons comparé le transcriptome des poumons de porcelets CFTR™ et CFTR™ infectés
par P. aeruginosa afin d’évaluer 'impact du génotype sur la réponse inflammatoire suite a
I’infection (Figure 82). Nous n’avons pas observé de différence significative du niveau

d’expression des geénes impliqués dans la réaction inflammatoire.
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Figure 82. Réponse transcriptionnelle des poumons de porcelets CFTR™ suite a D’infection par P.
aeruginosa. (A-D) Analyse RNAseq (échelle de lecture verticale) dans les locus génomiques TNF (A), IL-6 (B),
CXCL2 (C) et IL1B1 (D) chez les porcelets CFTR” et CFTR"" infectés ou non. (E) Log2 (infecté/contrdle)

+H+

entre les porcelets CFTR™" (horizontal) et CFTR™ (vertical). (F) Heatmap des différences d’expression entre les

transcrits des porcelets infectés et non infectés CFTR"" et CFTR™".

3. Altérations de la glycosylation des mucines respiratoires des porcelets en
réponse a I'infection par Pseudomonas aeruginosa

Nous avons comparé la glycosylation des mucines provenant de LBA de porcelets CETR" et
CFTR” infectés ou non par P. aeruginosa. Les LBA ont été collectés six heures aprés
I’infection puis les mucines ont été purifiées et les oligosaccharides libérés et analysés par
spectrométrie de masse. De fagon surprenante, 1’infection par P. aeruginosa induit les mémes
altérations de la sialylation des mucines que celles observées de facon constitutive chez le
porcelet CFTR™" 4 la naissance, 4 la fois chez les CFTR™" (de 14 + 4,9% des oligosaccharides
totaux chez les non infectés a 93,2 + 5% chez les infectés) et chez les CFTR” (de 51 + 6,2%

des oligosaccharides totaux chez les non infectés a 72 + 4% chez les infectés) (Figure 83).
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Figure 83. La sialylation des mucines respiratoires des porcelets CFTR”" et CFTR” augmente de facon
significative en réponse a ’infection par P. aeruginosa. Pourcentage relatif des O-glycanes sialylés provenant

des LBA des porcelets CFTR™ et CFTR"" infectés par P. aeruginosa.

De plus, les O-glycanes sialylés dont 1’expression augmente fortement chez les CFTR™" aprés
infection (et chez les CFTR™) sont les mémes que ceux exprimés constitutivement chez les

CFTR 4 la naissance avant infection, autrement dit une augmentation des glycanes & m/z

895, 1140, 1256 et 1344 (Figure 84).
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Figure 84. Pourcentage relatif des O-glycanes sialylés majoritaires portés par les mucines respiratoires des

porcelets CFTR™" et CFTR™ infectés ou non par P. aeruginosa.

Ces travaux suggerent un réle majeur des acides sialiques durant le processus de colonisation

des voies respiratoires par ce pathogéne.
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4. Altérations de I’expression des mucines respiratoires des porcelets en
réponse a l'infection par Pseudomonas aeruginosa

Afin de déterminer si I'infection des tissus respiratoires des porcelets par P. aeruginosa
modifie D’expression ou la localisation des mucines sécrétées, des marquages
immunohistochimiques des mucines MUCS5SAC et MUCSB ont été effectués sur coupes de

tissus (Figure 85).

CFTR™* CFTR”

Poumon

Trachée

Figure 85. Immunomarquage des mucines MUCSAC (vert) et MUCSB (rouge) sur les tissus de poumon et

de trachée de porcelets CFTR™* et CFTR™ infectés par P. aeruginosa.

Aucune délocalisation ou modification de la quantité de mucine n’a été observée au niveau
des tissus pulmonaires des porcelets. Par contre, au niveau des trachées, nous avons observé
une forte sécrétion des mucines au niveau de la lumiére trachéale. Les mucines sécrétées nous
semblent recouvrir 1’épithélium en formant des strates avec une alternance de MUCS5B et
MUCSAC. Les mucines ne semblent pas se mélanger et restent bien distinctes.

Ces résultats suggerent que les mucines sont un moyen de défense des cellules contre les
pathogenes car apres infection les cellules sont vidées de leur mucus afin de créer une barricre

« organisée » pour mieux lutter contre les bactéries.
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Caractérisation de la glycosylation et de l'expression des
mucines du tractus intestinal des porcelets CFTR™

I Glycosylation des mucines méconiales

Le méconium est un mélange de sécrétions gastro-intestinales et pancréatico-biliaires, de
mucus, de débris cellulaires, de cellules desquamées et de liquide amniotique. Dans notre
modéle de porcelets CETR™", 100% des porcelets présentent un iléus méconial 4 la naissance.
Notre hypothese est que les mucines et les oligosaccharides retrouvés dans le méconium
pourraient présenter les mémes altérations de sialylation que celles observées au niveau des
mucines bronchiques. Des échantillons de méconium provenant de 10 porcelets CFTR™ et 15
porcelets CFTR” ont ét¢ inclus dans D’étude. Les mucines ont été purifices, les

oligosaccharides libérés et analysés par spectrométrie de masse (Figure 86).
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Figure 86. Spectres MS des O-glycanes perméthylés issus des mucines purifiées a partir de méconium de
porcelets CFTR™" (A) et CFTR™” (B). Les ions détectés correspondent a des ions de type [M+Na]™ ou

[M+2Na-H]" pour les espéces sulfatées.

Les résultats obtenus indiquent des modifications du niveau d’expression de certaines
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structures glycaniques mais nous n’avons pas observé d’apparition ou disparition de O-
glycanes en fonction du génotype. Comme pour les poumons des porcelets CETR™, nous

avons observé une augmentation significative du taux global de sialylation des mucines

(Figure 87).
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Figure 87. Augmentation significative de la sialylation des mucines dans le méconium des porcelets
CFTR™. Pourcentage relatif d’expression des O-glycanes neutres, sialylés et sulfatés portés par les mucines

purifiées a partir de méconium de porcelets CFTR"" et CFTR™".

La présence de I’iléus méconial chez les porcelets CFTR™ pourrait donc étre expliqué a la
fois par des changements de glycosylation et par un défaut fonctionnel de I’intestin dont le

lien avec I’expression du CFTR reste a déterminer.

Il. Glycosylation des mucines du colon et de I'iléon des
porcelets CFTR”

De méme que pour le méconium, nous avons émis I’hypothése d’une altération de la
composition biochimique du mucus intestinal (clon et iléon) des porcelets CFTR™ a la

naissance, par rapport aux porcelets CFTR""

. Des prélévements provenant de coOlons et
d’iléons de 13 porcelets CFTR™" et 18 porcelets CFTR™ ont été inclus. La purification des

mucines a été réalisée puis les analyses de glycosylation ont été effectuées (Figures 88 et 89).
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Figure 88. Augmentation significative de la sialylation des mucines dans I’iléon des porcelets CFTR™

Pourcentage relatif d’expression des O-glycanes neutres, sialylés et sulfatés portés par les mucines purifiées a

partir d’iléons de porcelets CFTR """ et CFTR™".

80

%k
70

60

W CFTR+/+

50
CFTR-/-
40

%%
%%

Quantité relative (%)

30

20
) -
0
Neutres NeuAc SO3

Figure 89. Augmentation significative de la sialylation des mucines dans le célon des porcelets CFTR™.
Pourcentage relatif d’expression des O-glycanes neutres, sialylés et sulfatés portés par les mucines purifiées a

partir de colons de porcelets CFTR """ et CFTR™".

Dans I’iléon des porcelets CFTR™, I’augmentation significative de la sialylation des mucines
est corrélée avec une diminution significative du taux de sulfatation des mucines, le
pourcentage de structures neutres n’étant pas affecté.

La situation est différente dans le colon puisque nous avons observé une augmentation
significative a la fois du taux de sialylation et du taux de sulfatation des mucines et une

diminution significative du taux de structures neutres.
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La sialylation des mucines semble donc é&tre profondément affectée par 1’absence
d’expression du canal CFTR, et ce dans tout le tractus respiratoire et intestinal. Sachant que
les acides sialiques jouent un role majeur dans les propriétés rhéologiques et dans la viscosité
du mucus, ces altérations présentes dés la naissance pourraient expliquer la présence de

bouchons de mucus et d’iléus méconial chez les patients atteints de mucoviscidose.

lll. Expression et localisation des mucines du c6lon et de I'iléon des
porcelets CFTR”

1. Coloration PAS/BA des mucines

Des coupes de colons et iléons de porcelets CFTR” et CFTR™" ont été colorées au PAS/BA

dans le but de visualiser des différences de sialylation des mucines.

CFTR”
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Figure 90. Coloration PAS/BA des célons de porcelets CFTR"" et CFTR™

La coloration PAS/BA des coupes de colon montre une coloration bleue plus marquée au
niveau des mucines de I’intestin des porcelets CFTR™", par rapport aux mucines des porcelets
CFTR"", ce qui permet de confirmer les résultats obtenus par spectrométrie de masse (Figure
90). La lumiére du colon des porcelets CFTR” est obstruée par du mucus et 1’épithélium

colique montre une hyperplasie mucineuse.

La coloration bleue spécifique des acides sialiques est également plus prononcée dans 1’iléon
des porcelets CFTR”™ que dans I’iléon des CFTR™* (Figure 91). L’épithélium de I’iléon des

porcelets CFTR ™" ne présente que quelques rares cellules en gobelet renfermant des mucines,

/-

contrairement aux CFTR™ dont I’épithélium peut présenter une hyperplasie mucineuse.
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CFTR*/* CFTR™

Figure 91. Coloration PAS/BA des iléons de porcelets CFTR"" et CFTR™

2. Immunomarquage des mucines MUC2

La mucine MUC2 étant la mucine majoritairement sécrétée dans le tractus intestinal, nous
avons immunomarqué des coupes de tissus de cdlons avec un anticorps anti-MUC2 (Figure
92). Nous avons ¢galement utilis¢ la lectine UEA-1 spécifique de motifs fucosylés qui,
d’aprés nos analyses en spectrométrie de masse, sont fréquemment retrouvés sur les O-

glycanes de mucines intestinales.

CFTR*/* CFTRY-

Figure 92. Co-marquage de UEA-1 (vert) et des mucines MUC2 (rouge) dans le célon des porcelets
CFTR" et CFTR™".
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La sécrétion de MUC2 est plus importante dans la lumiere de I’épithélium colique des

++

porcelets CETR™, comparés aux CFTR™*. On observe a nouveau une hyperplasie mucineuse.
De méme, chez les CFTR™, le marquage avec la lectine UEA-1 est plus intense et homogéne
a la surface de 1’épithélium alors que les cellules a mucus du fond des cryptes ne sont pas
toutes positives au marquage UEA-1. La diminution du marquage avec UEA-1, qui signifie
une diminution du nombre de résidus de fucose dans le fond des cryptes pourrait étre corrélée

avec une augmentation de la sialylation des mucines. Chez les CFTR™", le marquage semble

identique entre la surface de 1’épithélium et le fond des cryptes.
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Identification de ligands glycaniques reconnus par le flagelle
de Pseudomonas aeruginosa

1. Modélisation moléculaire de l'interaction moléculaire entre
FliC et les oligosaccharides sialylés

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Docteur Jérome de Ruyck de notre Unité.

Parmi les nombreuses protéines constituant le flagelle de P. aeruginosa, les lectines FIiC et
F1liD ont été décrites comme étant capables de reconnaitre les motifs Lewis™ et sialylLewis".
(Scharfman et al., 2001). A I’heure actuelle, seule la structure cristalline des domaines D1 et

D2 de FliC a été élucidée (Figure 93) (PDB ID 4NX9 ; Song et Yoon, 2014).

Figure 93. Structure cristallographique du monomére de FliC (d’apres Song et Yoon 2014).

Nous avons donc utilisé cette structure cristalline afin de déterminer par modélisation
moléculaire si F1iC était capable d’interagir avec les 3’sialylTF, 6’sialylTF et disialylTF, qui
sont les oligosaccharides sialylés majeurs retrouvés de fagcon constitutive dans la trachée des
porcelets CFTR et en réponse a I’infection par P. aeruginosa. La modélisation a permis de
montrer que 1’affinité était plus forte pour le 6’sialylTF par rapport au 3’sialylTF, suggérant
que la nature de la liaison entre le résidu d’acide sialique et le monosaccharide (Gal ou
GalNAc) est importante dans la reconnaissance par F1iC.

L’affinité la plus forte a été observée avec le disialylTF, le résidu d’acide sialique li¢ en 6 sur
la GalNAc entrant dans le site actif de FliC (Figure 94B). Pour les 3 oligosaccharides testés,

c’est systématiquement 1’acide sialique qui participe a I’interaction (Figure 95).
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D’aprés la modélisation, il semble que I’interaction entre FliC et les oligosaccharides
implique une lysine (lysine 308) permettant une liaison de 4A environ avec le groupement

carboxylate de I’acide sialique.

Figure 94 : Modélisation moléculaire de D’interaction de différents oligosaccharides avec FLiC (A)
Interaction du 3’sialylTF avec FliC. (B) Interaction du 6’sialylTF avec FliC. (C) Interaction du disialyTF avec
FliC. (D) Interaction entre le 6’sialylTF et FliC impliquant la lysine 308.

Figure 95 : Modélisation moléculaire de ’interaction des 3 oligosaccharides avec FIiC.
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Il. Glycosylation des mucines produites par les cellules HT29-

5M21

Les cellules HT29-5M21 ont été cultivées pendant 21 jours puis les mucines sécrétées ont été

collectées, purifiées et les oligosaccharides analysés par spectrométrie de masse. Comme le

montre le spectre de masse (Figure 96), les oligosaccharides majoritairement exprimés par les

mucines des cellules HT29-5M21 sont les antigenes TF a m/z 534, sialyl-TF a m/z 895 et

disialyl-TF a m/z 1256, ainsi que la structure disialylée a m/z 1705.
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Figure 96. Spectre de masse en mode positif des O-glycanes perméthylés de mucines sécrétées par les

cellules épithéliales d’adénocarcinome colique HT29-5M21. Les ions détectés correspondent a des ions de

type [M+Na]".

lll. Purification des antigenes sialyl-TF et disialyl-TF a partir des
mucines produites par les cellules HT29-5M21

Comme décrit ci-dessus, les antigénes sialyl-TF et disialyl-TF sont des O-glycanes

majoritaires produits par les mucines des cellules HT29-5M21. Etant donné que la

modélisation moléculaire a permis de mettre en évidence une possible interaction entre F1iC

et ces antigénes, nous avons décidé de les purifier a partir des mucines produites par les

cellules HT29-5M21 (figure 97). Ces oligosaccharides seront ensuite utilisés pour déterminer

© 2018 Tous droits réservés.
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par résonnace plasmonique de surface les parameétres physiques de leurs interactions avec le
flagelle.

Nous avons donc cultivé ces cellules en grande quantité puis récupéré le mucus, purifié les
mucines et libéré les oligosaccharides par une hydrolyse chimique. Les oligosaccharides ont
ensuite été séparés par chromatographie liquide haute performance en phase normale, sur une

colonne de type amino (Figure 97).
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Figure 97. Profil chromatographique en phase normale des O-glycanes de mucines produites par les

cellules HT29-5M21.

Les différentes fractions ont été collectées puis dessalées. Les oligosaccharides ont ensuite été
perméthylés avant d’étre analysés par spectrométrie de masse en tandem. Les spectres de
fragmentation obtenus pour les ions a m/z 895 (siayl-TF) et 1256 (disialyl-TF) sont présentés
dans les figures 95 a 97. Le premier O-glycane a m/z 895 a étre élué (temps de rétention de 34
minutes) correspond au 6’sialyl-TF formé d’un résidu de NeuAc lié en 2,6 sur la GalNAc du
point d’attache, elle-méme substituée par un résidu de Gal 1i¢ en 1,3 (Figure 95). L’ion
fragment C1 a m/z 259 est caractéristique d’un résidu de Gal non substitu¢ en position
terminale. L’ion fragment & m/z 284 (Y 1a/Z1p) indique que la GalNAc du point d’attache est

di-substituée par deux résidus monosaccharidiques.
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Figure 98. Spectre de fragmentation MS/MS en mode positif de ’ion a m/z 895. La structure encadrée
correspond a I’ion parent identifié dans la fraction éluée & 34 minutes sur le profil chromatographique. Les ions

détectés correspondent a des ions de type [M+Na]".
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Figure 99. Spectre de fragmentation MS/MS en mode positif de ’ion & m/z 895. La structure encadrée
correspond a I’ion parent identifié dans la fraction éluée a 49 minutes sur le profil chromatographique. Les ions

détectés correspondent a des ions de type [M+Na]".
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Le deuxieme O-glycane a m/z 895 a étre ¢lué ( temps de rétention de 49 minutes) correspond
au 3’sialyl-TF linéaire composé¢ d’un résidu de NeuAc li¢ en 2,3 sur un résidu de Gal lui-
méme lié en 1,3 sur la GalNAc du point d’attache (Figure 99). L’ion fragment Z1 & m/z 298
indique que la GalNAc du point d’attache est substitué par un seul monosaccharide. L’ion
fragment C2/Y2 a m/z 245 indique que le galactose est reli¢ a deux monosaccharides. Les
ions fragment Y2 a m/z 520 et C2 a m/z 620 indiquent respectivement que le galactose est 1ié
sur la GalNAc du point d’attache et que le galactose est substitué par un résidu d’acide

sialique.

L’antigéne disialyl-TF a m/z 1256 est ¢lué¢ a 73 minutes apres séparation par HPLC en phase
normale. L’ion fragment Y1a/Y28 @ m/z 506 indique que la GalNAc du point d’attache est
disubstituée par 2 monosaccharides dont I’un est un galactose. L’ion fragment Z18 a m/z 659
indique que la GalNAc du point d’attache est disubstituée par 2 monosaccharides dont 1’un est
un résidu d’acide sialique. Ces 2 ions caractéristiques nous permettent de confirmer que la

structure de I’ion a m/z 1256 est : NeuAca2,3Gall31,3(NeuAca2,6)GalNAc.
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Figure 100. Spectre de fragmentation MS/MS en mode positif de I’ion a m/z 1256. La structure encadrée
correspond a I’ion parent identifié dans la fraction éluée & 73 minutes sur le profil chromatographique. Les ions

détectés correspondent a des ions de type [M+Na]".
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IV. Purification du flagelle de Pseudomonas aeruginosa

Des études précédentes ont permis de démontrer que le flagelle de P. aeruginosa et plus
particulierement FliD permet a la bactérie de se fixer aux mucines en reconnaissant les motifs
Lewis™ et sialyl Lewis® (Arora et al. 1998, Scharfman et al. 2001). Nous avons cherché a
déterminer si le flagelle de P. aeruginosa était également capable de reconnaitre les antigénes
sialyl-TF et disialyl-TF. Pour cela, nous avons dans un premier temps purifié¢ le flagelle de P.
aeruginosa a partir de la souche PAO1 délétée pour PilA, en suivant le protocole de Bucior et
al. (Bucior et al. 2012). Ce protocole permet de purifier spécifiquement les flagelles et les
pili, en utilisant différentes étapes de centrifugations et précipitations au MgCl,. Comme le
montre la Figure 101, le flagelle est correctement purifié et il n’y a pas d’autres protéines
contaminantes dans 1’échantillon. En utilisant le méme protocole, nous avons purifié

uniquement les pilis exprimés par le mutant AF1iC de la souche PAOLI.
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Figure 101. Purification du flagelle de P. aeruginosa. Le flagelle (MM=53 kDa) de P. aeruginosa a été purifié
a partir de la souche APilA de PAO1. Le mutant AFliC n’exprime pas de flagelle mais exprime des pili
(MM=12kDa). Un gel SDS-PAGE a 12,5% d’acrylamide, coloré au bleu de Coomassie, a permis de vérifier la

pureté des protéines purifiées.

Aprés grattage de 50 boites de Pétri (de 9 cm de diamétre), ce qui correspond a environ 10"

bactéries au total, ce protocole nous permet de purifier approximativement 1,5 mg de flagelle.

161

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



© 2018 Tous droits réservés.

Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

Développement d’un test rapide et sensible pour mesurer
I"'adhésion des bactéries sur mucines

Dans le cadre de la thése, nous avons développé un test d’adhésion des bactéries sur mucines
purifiées préalablement immobilisées sur membrane de nitrocellulose (Figure 102). Ce test a
¢été utilisé pour étudier 1’adhésion de P. aeruginosa sur les mucines bronchiques des porcelets

CFTR™.

Adhésion des bactéries
fluorescentes

Slot blotting o K 7 \
des mucines X
(10ug) l

7 Mucines

L/ [

Membrane de nitrocellulose

—— —
| {

Figure 102. Schéma du principe du test d’adhésion des bactéries sur mucines purifiées. Les mucines sont
immobilisées sur membrane de nitrocellulose puis les bactéries fluorescentes sont incubées sur la membrane.

Apres lavages, ’intensité de fluorescence est lue a ’aide d’un imageur.

De nombreuses équipes travaillant sur I’adhésion bactérienne utilisent des plaques en
plastique de 96 puits. Il existe deux inconvénients majeurs a I’utilisation de ces plaques :

- certaines bactéries pathogénes adhérent facilement au plastique

- pour pallier & ce probléme, il faut intégralement couvrir la surface du puits avec de la
mucine, ce qui est extrémement consommateur de mucines.

Pour se dispenser de plastique, nous avons développé un nouveau test utilisant comme

support d’adhésion une membrane de nitrocellulose.

I Mises au point des conditions du test
1. Choix du saturateur

Plusieurs agents saturants ont été testés : 5% de lait en poudre ou 0,5% de BSA tous deux

dilués dans du PBS et une solution commerciale de type Protein Free Blocking Buffer
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(Pierce®). La solution commerciale nous a donné le meilleur rapport signal/bruit et a donc été

notre choix pour la suite des tests.

2. Choix du fluorophore

Afin de pouvoir visualiser les bactéries, nous avons choisi de les rendre fluorescentes. Trois
fluorophores ont été testés : le syto9, I’isocyanate de fluorescéine (FITC) et le 4,6-diamidino-
2-phénylindole (DAPI). Le syto9 et le FITC nécessitaient des temps de marquage plus long
que le DAPI, ce qui augmentait le taux de mortalit¢ des bactéries et la perte rapide de la
fluorescence. De plus, les mucines déposées sur membrane et marquées uniquement au FITC
émettent un signal lors de la révélation. Le FITC et le syto9 ne s’avérent donc pas étre de
bons fluorophores pour le marquage des bactéries. Le DAPI a donc été retenu pour la suite

des tests.
3. Quantités minimales de mucines a utiliser

Afin de déterminer la quantité de mucines minimales a utiliser dans les tests, une gamme de
concentrations de mucines a été faite. Des mucines humaines provenant de jéjunum, célon et
iléon ont été déposées sur membrane de nitrocellulose a des quantités allant de 1 a 20ug et

incubées avec la souche K12 de E. coli marquée au DAPI.
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Figure 103. Relation entre P’intensité de fluorescence et la quantité de mucines utilisées. Les mucines
humaines de cblon (A), de jéjunum (@) et d’iléon ([J) ont été immobilisées sur membrane de nitrocellulose a

des concentrations allant de 1 & 20 pg de mucines.

Comme le montre la figure 103, au dessus de 2pg de mucines déposées le signal augmente de

fagon proportionnelle a la quantité de mucines jusqu’a environ 10pug pour atteindre un plateau
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a 20pg. Ces résultats suggerent qu’au dela de 20pg de mucines I’augmentation du signal sera
négligeable. Nous avons donc décidé d’utiliser 20pg de mucines pour la suite des tests

d’adhésion.

Il. L'adhésion des bactéries sur la mucine commerciale
gastrique de porc (PGM) ou les mucines produites par la
lignée cellulaire HT29-MTX ne reflete pas I'adhésion des
bactéries sur les mucines humaines

De nombreuses études portant sur I’adhésion des bactéries sur mucines utilisent une mucine
gastrique de porc commerciale (PGM) plus facilement accessible que de la mucine humaine
La figure 104 ne montre pas de différence significative d’adhésion entre les bactéries L.casei
shirota, connues pour transiter temporairement dans le tractus gastro-intestinal et la souche
commensale E. coli K12 qui colonise le mucus.

Il en est de méme pour les mucines provenant de la lignée cellulaire intestinale HT29-MTX
qui sont elles aussi souvent utilisées dans les tests d’adhésion de bactéries. En effet, nous
avons observé une plus forte adhésion de différentes bactéries et levures sur des mucines
intestinales humaines comparées a 1’adhésion sur HT29-MTX ou encore sur PGM (Figure
104). Par exemple, aucune différence d’adhésion n’est observée entre PGM et HT29-MTX
incubées avec les souches L. casei shirota et Y. enterocolitica alors que L. casei shirota est
connue pour adhérer aux mucines intestinales contrairement a Y. enterocolitica.

BPGM Ocolon BHT29

=
,_1}_¢
=g

=
——

s
8

Relative percent of microorganism binding to mucins
N a
B 2

0 l%mﬂmﬁmimimim

E. coli K12. E.coliNissle  L.paracasei L.rhamnosus L.plantarum L. caseishirota S. cerevisiae S. enterica S. sonnei Y.
CNCM 1-3856 enterocolitica

Figure 104. Etude de I’adhésion de différents probiotiques et microorganismes pathogénes sur de la
mucine gastrique de porc commerciale, de la mucine intestinale HT29-MTX et de la mucine humaine de

colon.
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Ces résultats suggerent que la PGM et les mucines de la lignée cellulaire HT29-MTX ne sont
pas les meilleurs modeles pour étudier les adhésions bactériennes dans un contexte intestinal.

Comme le montre la figure 104, les microorganismes utilisés dans cette étude ne présentent
pas tous les mémes profils d’adhésion aux mucines utilisées dans le test. Les trois agents
pathogenes, S. enterica, S. sonnei et Y. enterocolitica, présentent une forte capacité d'adhésion
aux mucines du coOlon. Les deux souches d'E. coli, 1a bactérie E. coli K12 commensale et le
probiotique E. coli Nissle 1917, ont également montré une forte liaison aux mucines
intestinales humaines. Parmi les autres bactéries probiotiques testées, seule L. casei shirota ne
présente aucune adhérence avec les mucines intestinales. L. rhamnosus se fixe de facon plus
modérée, alors que toutes les autres bactéries et levures (S. cerevisiae) présentent une forte

capacité de liaison.

lll. Influence des résidus d’acide sialique ou de la nature du
« core » sur I'adhésion des microorganismes aux mucines
humaines

Pour déterminer si la sialylation peut étre un facteur clé dans I’adhésion des microorganismes
aux mucines, nous avons désialylé chimiquement les mucines intestinales humaines et
comparé le niveau d'adhésion de bactéries et de levures aux mucines natives et a leurs
homologues désialylées (Figure 105A). La perte des résidus d’acide sialique entraine une
diminution importante du taux d'adhésion allant de 47 % pour L. rhamnosus et 89% pour la
souche S. cerevisiae, jusqu'a 96 % pour L. paracasei et 97 % pour Y. enterocolitica. Pour tous
les microorganismes testés, leur capacité d’adhésion aux mucines intestinales désialylées est
proche de celle de la PGM non désialylée.

Dans les mucines intestinales humaines, les acides sialiques sont principalement liés en 02-6
au premier résidu de GalNAc, qui est également substitué par un résidu de GIcNAc lié en 1,3

pour former un glycane de core 3.
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Figure 105. Influence des résidus d’acide sialique sur I’adhésion des microorganismes aux mucines. (A)
Les bactéries et les levures se lient préférentiellement aux mucines du c6lon humain natif. L’adhésion des
microorganismes marqués au DAPI a la PGM (gris foncé), aux mucines purifiées de cdlon humain (gris clair) et
a leurs homologues désialylées (bandes) a été quantifiée. (B-C) Spectres MS des O-glycanes perméthylés isolés

a partir de mucines du c6lon humain natives (B) et désialylées (C), acquis en mode ion positif [M + Na]".
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Pour déterminer si seuls les résidus d'acide sialique sont importants pour la liaison des
microorganismes ou si la structure centrale peut jouer un rdéle dans la reconnaissance, nous
avons ensuite évalué la liaison des bactéries aux mucines provenant de tumeurs malignes de

kystes ovariens humains.
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Figure 106. Toutes les mucines sialylées ne sont pas des ligands pour les microorganismes. (A) Spectre MS
des O-glycanes perméthylés isolés a partir de mucines de kyste ovarien malin humain, acquis en mode positif [M
+ Na]". (B) Adhésion des microorganismes marqués au DAPI aux mucines purifiées de kyste ovarien natif
humain (points blancs et noirs) et a leurs homologues désialylées (points gris foncé, blancs). La désialylation

chimique des mucines de kystes ovariens augmente de maniére significative 1’adhésion de Y. enterocolitica.
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Comme le montre la figure 106A, les O-glycanes de mucines de kyste ovarien présentent une
forte proportion de glycanes sialylés (plus de 50% des O-glycanes identifiés).

Cependant, contrairement aux oligosaccharides des mucines intestinales, les glycanes sialylés
des kystes ovariens reposent principalement sur une structure de core 1, avec une faible
proportion de glycanes sialylés basés sur un core de type 2. Comme le montre la figure 106B,
la plupart des microorganismes testés ne présentent aucune adhérence significative avec les
O-glycanes présents sur les mucines natives des kystes ovariens. Seule une faible adhérence
sur ces mucines peut étre détectée pour E. coli Nissle 1917 et Y. enterocolitica. Lorsque les
mucines sont désialylées, deux des microorganismes testés, la bactérie Y. enterocolitica et,
dans une moindre mesure, la levure S. cerevisiae CNCM [-3856, reconnaissent et se fixent
aux mucines de kystes ovariens. Ces résultats semblent indiquer que, selon le type de core
constituant les O-glycanes, les résidus d'acide sialique peuvent constituer une partie cruciale

du site de liaison ou masquer un site potentiel d'adhésion.

IV. Adhésion des microorganismes aux mucines humaines tout
au long du tractus gastro-intestinal

Nous avons ensuite évalué 1’adhésion des microorganismes aux mucines humaines purifiées
tout le long du tractus gastro-intestinal, a savoir l'estomac, le jéjunum, l'iléon (intestin gréle)
et le colon. Comme le montre la figure 107, la plus forte adhésion a toujours été observée
pour les mucines du c6lon humain, quel que soit le microorganisme testé. Nous avons observé
une augmentation de I’adhérence de 1,4 a 4,5 fois aux mucines du c6lon par rapport aux
mucines jéjunales humaines. La plus faible adhésion est retrouvée pour L. rhamnosus et la
plus élevée pour Y. enterocolitica. Chaque microorganisme testé présente des profils
d’adhésion différents aux mucines humaines. Par exemple, la bactérie pathogene S. sonnei
montre une trés forte adhésion aux mucines coliques (comparée aux autres bactéries testées),
une adhésion 2,5 fois moindre aux mucines jéjunales, une adhésion 5,8 fois moindre aux
mucines gastriques et une diminution de 11 fois sur les mucines iléales. Au contraire,
l'adhésion de L. rhamnosus aux mucines gastro-intestinales humaines est trés faible et peu de
différences ont été observées entre les différentes mucines.

Comparativement aux mucines du cdélon humain, ’adhésion des microorganismes aux
mucines gastriques et iléales reste faible, avec une diminution d'environ 5 a 11 fois pour

toutes les bactéries et levures testées.
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Figure 107. Adhésion des microorganismes aux mucines du tractus gastro-intestinal. L’adhésion des micro-
organismes marqués au DAPI aux mucines humaines purifiées a partir de I’estomac (bandes verticales), du
jéjunum (bandes obliques) et de I’iléon (damier) a ¢été quantifiée. Les micro-organismes se lient

préférentiellement aux mucines coliques et aux mucines jéjunales.

Pour mieux comprendre la différence de liaison des microorganismes aux mucines jéjunales
humaines par rapport aux mucines iléales et gastriques, nous avons caractérisé le répertoire de
glycosylation des différentes mucines (Figure 108). Les mucines gastriques humaines sont
principalement constituées de glycanes de core 2. La plupart des oligosaccharides sont neutres
et fortement fucosylés. Seules 10% des structures portent des résidus d'acide sialique. Parmi
ces oligosaccharides sialylés, les antigénes sialyl TF et disialyl TF, basés sur un core 1, sont
les plus exprimés. Environ 3% des oligosaccharides sont des petits glycanes sialylés de core
2. Une caractéristique majeure des mucines gastriques humaines est 1'expression des antigénes
de groupes sanguins, portés par environ 80% des O-glycanes. Dans le jéjunum, les glycanes
sont basés sur un core 1, un core 2 ou un core 3. Environ 45 a 50% des O-glycanes sont
sialylés, les oligosaccharides sialylés étant majoritairement basés sur des core 1 et 3 et les
résidus d’acide sialique sont greffés en 02,3 sur le Gal ou en 02,6 sur la GalNAc du point
d’attache. Environ 35 a 40% des oligosaccharides portent des antigénes de groupes sanguins.
Dans l'iléon, les oligosaccharides sont principalement neutres et fortement fucosylés, mais
contrairement aux mucines gastriques, ils sont principalement basés sur un core 3, avec

quelques glycanes basés sur un core 4 (GIcNAcB1-3 (GIcINAcB1-6) GalNAc). Environ 55%
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des oligosaccharides portent des déterminants de groupes sanguins ou des Lewis et seulement
30% des glycanes sont sialylés. La plupart des résidus d'acide sialique sont liés en a2-6 au

premier résidu de GalNAc et portés par une structure de core 3.
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Figure 108. Caractéristiques structurales de la glycosylation des mucines gastriques, jéjunales et iléales

W Core3

™ Sialylated core 3

humaines. Illustration schématique de la répartition des oligosaccharides sialylés et non sialylés basés sur des

core 1,2 ou 3.
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CHAPITRE

Discussion et perspectives
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CHAPITRE

La mucoviscidose est la plus répandue des maladies autosomales récessives létales dans la
population Caucasienne. Le pronostic de cette pathologie est conditionné principalement par
des infections respiratoires chroniques a P. aeruginosa responsables d’exacerbations de la
symptomatologie pulmonaire délétéres sur 1’état général et nutritionnel des patients.
Contrairement aux autres pathogeénes qui peuvent étre éradiqués, P. aeruginosa est capable de
s’adapter au mucus visqueux qui tapisse les poumons des patients atteints de mucoviscidose,
de s’y multiplier et de former des biofilms résistants aux antibiotiques et aux mécanismes de
défense immunitaire. Les raisons de cette adaptation ainsi que celles de D’extréme
vulnérabilité des patients a P. aeruginosa ne sont toujours pas €lucidées. Notre hypothése, a
I’origine de ces travaux de thése, était que les altérations de la composition biochimique du
mucus pulmonaire créaient un environnement favorable a la colonisation du mucus par la

bactérie.

Pour valider cette hypothése, nous avons tout d’abord comparé le phénotype pulmonaire des
porcelets CFTR™ et CFTR"™" a la naissance et nous avons ainsi mis en évidence de profondes
modifications de la glycosylation des mucines chez les porcelets CFTR™". Nous avons ensuite
cherché a identifier quels mécanismes moléculaires étaient a I’origine de ces changements de
composition biochimique des mucines et nous avons pu démontrer que le dysfonctionnement
du canal CFTR jouait un rdle direct sur la sialylation des mucines, en générant tres
probablement un stress du réticulum endoplasmique. Enfin, nous avons évalué I’'impact du
changement d’environnement pulmonaire sur la capacité¢ de P. aeruginosa a coloniser le
tractus respiratoire des porcelets CFTR™, ce qui nous a permis de montrer I’importance des

acides sialiques dans les étapes d’adhésion de la bactérie aux mucines.
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I Comparaison des phénotypes pulmonaires des porcelets

CFTR” et CFTR*/* 3 Ia naissance

Les O-glycanes des mucines jouent un role fondamental dans la viscosité et les propriétés
rhéologiques des mucines (Demouveaux et al. 2018). Ce sont également des éléments-clés
dans les processus de colonisation ou d’infection bactérienne puisque les oligosaccharides
peuvent servir a la fois de ligands et de nutriments pour les bactéries. Nous avons donc dans
un premier temps caractérisé les répertoires de glycosylation des mucines respiratoires des
porcelets CFTR™ et CFTR"" en purifiant les mucines a partir de lavages broncho-alvéolaires.
Nous avons ainsi pu mettre en évidence une augmentation significative de la sialylation des

mucines provenant des porcelets CFTR ™",

Chez les patients atteints de mucoviscidose, il est démontré que le mucus est moins hydraté et
plus visqueux, ce qui peut potentiellement conduire a une ségrégation plus forte des mucines
sécrétées a la surface de I'épithélium. Les travaux de Hoegger et al. ont également démontré
que le mucus des porcelets CFTR™ ne se détachait pas des glandes sous-muqueuses (Hoegger
et al. 2014a). Pour s’assurer que les mucines retrouvées dans les BAL des porcelets CFTR™
soient bien le reflet de I’ensemble des mucines sécrétées dans la lumiere de 1’épithélium
pulmonaire, nous avons recueilli et purifi¢é les mucines a partir des tissus de trachées et
poumons des porcelets. Pour la trachée, nous avons pu séparer les mucines provenant des
glandes sous-muqueuses des mucines sécrétées par les cellules a gobelet (méme si ces
dernicres étaient parfois contaminées par quelques glandes sous-muqueuses). Dans les
bronches, il n’a pas été possible de séparer les muqueuses et sous-muqueuses du fait de la
faible épaisseur des tissus. La quantification relative du niveau d'expression des O-glycanes
sialylés le long de l'arbre trachéobronchique a permis de confirmer que les mucines des
porcelets CFTR™ étaient plus sialylées que celles des porcelets CEFTR™". L augmentation de
cette sialylation a été observée tout le long du tractus respiratoire méme si les différences ne
sont significatives que dans la trachée. Ceci peut s’expliquer par le fait que les mucines des
bronches sont beaucoup plus acides que celles de la trachée, aussi bien chez les CFTR”™ que

chez les CFTR ™",

L’augmentation du pourcentage de sucres sialylés n’a été observée qu’a la surface de la

trachée, mais pas dans les glandes sous-muqueuses. Ce résultat est cohérent avec des études
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antérieures démontrant que les altérations de la glycosylation des mucines humaines dans la
mucoviscidose n'étaient retrouvées que dans les expectorations des patients et n'étaient pas
observées dans les sécrétions provenant des glandes sous-muqueuses (Schulz et al. 2005 ;
Schulz et al. 2007). Cela explique également les divergences entre notre étude et les travaux
de Tang et al. qui ont démontré que le génotype des porcelets n’avait aucun impact sur la
glycosylation des mucines pulmonaires (Tang et al. 2016). Dans cette étude, seules les
sécrétions des glandes sous-muqueuses avaient été analysées car ils avaient stimulé les
trachées avec de la méthacholine puis aspiré le liquide périciliaire 5 minutes apres la
stimulation. La méthacholine est connue pour induire exclusivement la sécrétion des glandes

SOouS-muqucusces.

De nombreuses études, conduites ces trois derniéres décennies sur de nombreux modeles
cellulaires et animaux de mucoviscidose et chez I’Homme, ont décrit des altérations de la
glycosylation des mucines et de certains glycoconjugués dans les voies aériennes des patients
atteints de mucoviscidose (Schulz et al. 2007 ; Xia et al. 2007 ; Chace et al. 1983 ; Davril et
al. 1999 ; Kreda et al. 2012). Deux investigations cliniques (Chace et al. 1983, Davril et al.
1999) ont montré que la sulfatation et la sialylation des mucines respiratoires des patients
atteints de mucoviscidose augmentent avec la sévérit¢ de la maladie et que les mucines
respiratoires présentent une sialylation plus ¢élevée chez les patients CF que chez les individus
non CF sains. D'autres études ont rapporté une grande variation inter-échantillon et/ou n'ont
pas détecté de différences statistiquement significatives (Kreda et al. 2012). Cette
hétérogénéité dans les résultats s’explique trés probablement par le fait que dans la plupart des
¢tudes, les sujets controles non CF ¢étaient des patients présentant d’autres pathologies
respiratoires comme des bronchites chroniques ; les individus sains ne pouvant pas expectorer
(Boat et al. 1976; Chace et al. 1985; Davril et al. 1999; Lamblin et al. 1977). La plupart de
ces travaux antérieurs ont conclu que les altérations de la glycosylation des mucines dans la
mucoviscidose dépendent du processus d’infection et/ou d’inflammation.

Dans notre étude, nous avons analysé la glycosylation des mucines de porcelets nouveau-nés
et nous avons montré au préalable qu’il n’y avait aucun signe et aucun marqueur détectable
d’une éventuelle inflammation ou infection des tissus des porcelets CFTR™ & la naissance.
Ces travaux constituent donc un nouveau paradigme pour 1’augmentation de la sialylation des
mucines du tractus respiratoire dans la mucoviscidose, en démontrant que cette altération est

préexistante a tout cycle d’inflammation/infection.
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Dans un deuxi¢me temps, nous avons évalué les altérations possibles de la localisation et/ou
de la sécrétion des deux principales mucines sécrétées dans les voies respiratoires: MUCS5AC
et MUCS5B. Nous n’avons observé aucune différence d’expression des deux mucines dans les
voies respiratoires des porcelets CFTR™ et CFTR™ & la naissance et en absence
d'inflammation et d'infection. La distribution de ces deux mucines est similaire chez les
porcelets CFTR ™" et CFTR™". MUCS5B est retrouvée dans les glandes sous-muqueuses et dans
les cellules a gobelets et MUCSAC uniquement dans les cellules a gobelet bordant la surface
de I’épithélium. La localisation est identique chez ’homme ; les génes codant pour MUCS5B
sont détectés dés la 13°™ semaine de vie feetale au niveau de 1’épithélium trachéal puis
majoritairement détectés dans les glandes sous muqueuses a 23 semaines (Reid et al. 1997).
Nos travaux sont en accord avec ceux publiés sur le modéle de porcelet CFTR développé aux

Etats-Unis par Rogers et al. (Rogers et al. 2008 ; Meyerholz et al. 2010; Tang et al. 2016).

La clairance muco-ciliaire est un des ¢éléments clés dans la défense et la lutte contre les
infections bactériennes au niveau pulmonaire. Nous avons donc évalué [D’efficacité¢ du
transport muco-ciliaire a éliminer les bactéries des poumons chez les porcelets CFTR™ 4 la
naissance. Une étude précédente avait déja mis en évidence une anomalie du transport muco-
ciliaire chez les porcs CFTR™ nouveau-nés du fait d’un mucus collant et visqueux au niveau
des canaux des glandes sous-muqueuses (Hoegger et al. 2014b). Dans cette étude, le transport
muco-ciliaire a été évalué par détection par tomodensitométrie de particules de tantale. Ces
particules sont beaucoup plus grandes (350 x 25 um) que les bactéries (P. aeruginosa 0,8 x 3
um) et ne présentent pas la méme affinité pour le mucus (Hoegger et al. 2014a; Hoegger et al.
2014b). Cette approche ne prend pas en compte l'impact possible d'une stimulation
bactérienne sur le transport muco-ciliaire. Par exemple, il a ét¢ démontré que l'activation de
TLR2, TLR4 et TLRS qui est impliquée dans la reconnaissance de P. aeruginosa (Mclsaac et
al. 2012) augmente les battements ciliaires (Fowler ef al. 2013 ; Luan ef al. 2017). En effet, le
transport muco-ciliaire défectueux rapporté par Hoegger ef al. n'a été observé qu'apres
stimulation cholinergique par la méthacholine, qui stimule la sécrétion de mucus dans les
voies respiratoires. Une récente étude montre clairement que ces billes fluorescentes ne lient
pas les faisceaux de mucines mais sont plutot intégrées dans I'"ASL et ne reflétent donc pas un
transport muco-ciliaire réel (Ermund et al. 2017). Notre approche a consist¢ a évaluer
l'efficacité du transport muco-ciliaire en réponse a une infection bactérienne, en tenant compte
des facteurs de variabilit¢ mentionnés ci-dessus. En utilisant une souche PAK-Lux de P.

aeruginosa inoculée dans la trachée de porcelets nouveau-nés, nous avons démontré que le
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transport muco-ciliaire est incapable d’éliminer les bactéries pathogénes in vivo, dés la

naissance.

II. Mécanismes moléculaires régulant la sialylation des

mucines respiratoires

Dans ce travail de thése, nous avons cherché a identifier des mécanismes moléculaires qui
pourraient expliquer I’augmentation de sialylation des mucines pulmonaires des porcelets
CFTR”. Nous avons tout d’abord étudié le niveau d’expression génique et protéique des
sialyltransférases STOGALNACI et ST3GALI. Ces sialyltransférases greffent respectivement
un résidu de NeuAc en a 2,6 sur la GalNAc du point d’attache ou en a 2,3 sur un résidu de
Gal et sont impliquées dans la biosynthése du sialyl-TF qui est majoritairement retrouvé au
niveau des mucines pulmonaires de porcelets. Aucune variation du niveau d’expression des
geénes ou des protéines n’a été observée entre les deux génotypes. Plusieurs hypothéses
peuvent étre avancées pour expliquer ce résultat. Il est possible que les modifications de
sialylation des mucines ne soient dues qu’a certains types cellulaires présents au niveau de
I’épithélium. Comme nous avons extrait les ARN a partir du tissu entier (et non pas apres
avoir trié les cellules), le signal de détection a pu étre « dilué¢ ». Deux études trés récentes ont
reporté 1’existence de cellules trés particuliéres dans le tractus respiratoire : les ionocytes, qui
expriment tres fortement la protéine CFTR. Ces cellules se situent a la surface de 1’épithélium
mais ne représentent qu’environ 1% des cellules épithéliales (Montoro et al. 2018 ;
Plasschaert et al. en 2018). Il est possible également que la quantité protéique de
sialyltransférases n’influe pas sur l’activit¢é de ces derniéres dans le cas présent. Les
changements d’activité des sialyltransférases pourraient s’expliquer par des changements
d’environnement cellulaire et moléculaire. Il a ét¢ démontré que le liquide de surface des
voies aériennes (ASL) est plus acide dans les modéles animaux atteints de mucoviscidose
(Pezzulo et al. 2012) et chez 'homme. La perte de sécrétion des ions HCOj;™ et Cl ainsi que
l'action d'une adénosine triphosphatase H'/ K™ non gastrique (ATP12A) contribuent toutes
deux a réduire le pH de I’ASL, donnant un mucus déshydraté et plus visqueux et entrainant
une altération du transport muco-ciliaire. La diminution du pH pourrait aussi réguler l'activité

intracellulaire des glycosyltransférases.

176

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

Nous avons ensuite évalué I'impact de l'activité des canaux CFTR sur la sialylation des
mucines des voies respiratoires. Pour cela, deux inhibiteurs pharmacologiques bloquant le
canal CFTR ont été testés sur des explants de trachées de porcelets CFTR™" : GlyH101 et
CFTRinn-172. Une augmentation significative de la sialylation des mucines a pu étre observée
dans les échantillons traités avec les inhibiteurs. Les analyses ont été faites a la fois sur les
mucines provenant des cellules en gobelet de la surface et sur les mucines sécrétées par les
glandes sous-muqueuses. De maniére surprenante, nous avons observé une augmentation de
la sialylation des mucines provenant des glandes sous-muqueuses non observée chez les
porcelets CETR™ a la naissance . Contrairement 4 la surface de 1'épithélium, les glandes sous-
mugqueuses sont innervées de maniere complexe et la sécrétion de mucines glandulaires est
controlée par des neurotransmetteurs basolatéraux, par opposition aux cellules caliciformes de
surface qui sécrétent des mucines en réponse a I'ATP ou 'UTP luminaux (Kim 1994). 11 a
déja été démontré que la sécrétion des glandes est réduite dans des expériences ex vivo, par
rapport a des expériences in vivo dans lesquelles l'apport sanguin des glandes est intact (Ueki
et al. 1980). Cela pourrait affecter le renouvellement des mucines des glandes et interférer
avec leurs modifications par les sialyltransférases. Dans nos expériences in vivo, les glandes
sous-muqueuses sont innervées et aucune dérégulation de la sécrétion de mucines n'est
attendue chez les porcs CFTR™". Ces résultats indiquent un lien direct entre I’activité du canal
CFTR et la modification de glycosylation des mucines. Par ailleurs le lien entre CFTR et
sialylation des mucines est renforcé par les données obtenues lors de 1’analyse de la
glycosylation des mucines intestinales qui ont aussi montré une augmentation de la sialylation

des mucines du tractus intestinal des porcelets CFTR™".

L’augmentation de sialylation des mucines d’échantillons traités avec des inhibiteurs de
I’activité du canal CFTR a été reproduite en traitant des cellules nasales de patients avec de la
thapsigargine qui est un inhibiteur des pompes a calcium du réticulum endoplasmique. Il se
pourrait que le dysfonctionnement du canal CFTR génére un stress du réticulum entrainant
une modification de sialylation des mucines. Ces résultats semblent cohérents avec 1’analyse
transcriptomique des poumons de porcelets CFTR ™" réalisée dans le cadre de cette thése. Cette
analyse n’a révélé que trés peu de différences entre les deux groupes d’animaux mais nous
avons quand méme pu observer une expression plus forte de certains transcrits tels que
TRIB3, CHACI et DUOX2 chez les porcelets CFTR™. CHACI et TRIB3 codent pour deux
protéines impliquées dans la réponse UPR dont le but est d’augmenter les capacités de

repliement, de maturation, voire de dégradation du réticulum endoplasmique (Mungrue et al.
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2009). Une corrélation entre le phénotype CF et la réponse UPR a déja été rapportée
précédemment (Blohmke et al. 2012).

lll. Impact de I'’environnement pulmonaire sur la capacité de
Pseudomonas aeruginosa a infecter le tractus respiratoire

des porcelets CFTR”

La premicre étape de la colonisation bactérienne dans un tissu est le plus souvent une étape
d’adhésion de la bactérie au mucus. Nous avons par conséquent comparé la capacité de P.
aeruginosa i se fixer aux mucines purifiées a partir de trachées de porcelets CFTR™ et
CFTR"". Le test d'adhésion que nous avons développé pour étudier 1’adhésion des bactéries
sur des mucines purifiées immobilisées sur des membranes de nitrocellulose a clairement mis
en évidence une adhésion préférentielle de P. aeruginosa aux mucines sialylées des porcelets
CFTR™. Aprés désialylation chimique des mucines, les bactéries sont incapables de se lier
aux mucines, suggérant un réle prédominant des O-glycanes sialylés dans le processus
d’adhésion de P. aeruginosa au mucus. Ce résultat est en accord avec des études antérieures
montrant que de nombreuses souches de P. aeruginosa, qu'elles soient mucoides ou non, sont
capables de reconnaitre les résidus d’acide sialique a la surface des cellules ou sur les mucines
et en particulier les oligosaccharides de type sialyl Lewis™ (Ramphal et Pyle 1983, Scharfman
et al., 2001, Scharfman et al., 1999, Xia et al., 2007) et que I’adhésion de P. aeruginosa aux
mucines se produit par une interaction entre les glycanes sialylés et la coiffe FliD du flagelle
bactérien (Arora et al., 1998). La caractérisation biochimique et structurale des O-glycanes

++ .
a confirmé un

portés par les mucines des voies respiratoires des porcelets CFTR” et CFTR
niveau plus élevé de sialylation des mucines des porcelets CFTR™, ce qui pourrait expliquer

la fixation préférentielle de P. aeruginosa a ces mucines de porcelets CFTR™".

Dans le cadre de la thése, un modéle de culture primaire de cellules épithéliales bronchiques
polarisées issues de porcelets CETR™ et CFTR™", cultivées a ’interface air-liquide, a été
développé. Nous avons ainsi pu démontrer que la croissance de P. aeruginosa était plus forte
dans les cellules des porcelets CFTR”" que dans celles issues des CFTR™". Ces résultats
indiquent que 1’environnement pulmonaire, et particuliecrement le mucus sialylé, des porcelets
CFTR™ semble étre un environnement favorable pour 1’adhésion et la colonisation du

pathogene.
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L’importance des acides sialiques dans le processus d’infection de P. aeruginosa a également
¢été mis en évidence dans nos études de caractérisation des mucines respiratoires des porcelets
CFTR™ et CFTR™" infectés par le pathogéne. Nous avons en effet démontré une trés forte
augmentation de la sialylation des mucines aprées infection, et ce quelque soit le génotype. De
plus, les O-glycanes sialylés dont ’expression augmente fortement chez les CFTR™" aprés
infection (et chez les CFTR™) sont les mémes que ceux exprimés constitutivement chez les
CFTR™ 4 la naissance avant infection. Des études précédentes ont montré que les bactéries
sont capables de réguler la glycosylation des mucines afin de se créer une niche écologique
favorable (Joncquel Chevalier Curt ef al. 2015). Ces résultats suggeérent donc que I’existence
de ces O-glycanes sialylés des la naissance pourrait constituer un avantage pour la
colonisation du tractus respiratoire par P. aeruginosa et pourraient étre un facteur

prédisposant a I’infection dans la mucoviscidose.

L’analyse de I’expression des mucines dans les tissus pulmonaires des porcelets infectés
indique une forte sécrétion des mucines au niveau de la lumiére trachéale. Ces mucines
composées de MUCSAC et de MUCSB sont organisées sous forme de strates et sont
certainement sécrétées rapidement apres ’infection dans la lumiere de 1’épithélium pour

constituer une barriere physique de protection (Ridley et Thornton 2018).

IV. Conclusion générale et perspectives

En conclusion, nous rapportons ici pour la premicre fois une augmentation précoce de la
sialylation des mucines respiratoires dans les poumons de porcelets CFTR™, associ¢e 4 une
adhésion plus forte de P. aeruginosa aux mucines sialylées. Ce modele expérimental, qui
reproduit étroitement la maladie humaine, a permis de démontrer que ces altérations
apparaissent des la naissance, c'est-a-dire avant qu'une infection ou une inflammation ne soit
détectée. Nous avons également démontré en utilisant deux modes différents d'infections in
vivo ou in vitro avec des bactéries vivantes que la clairance muco-ciliaire est défectueuse a la
naissance chez les animaux CFTR™”. Les cultures primaires de cellules épithéliales
bronchiques dérivées des mémes tissus montrent que la croissance de P. aeruginosa est
favorisée dans les cellules des porcelets CFTR™".

Cette augmentation de la sialylation, qui peut également résulter de l'inflammation chez des

personnes non atteintes de mucoviscidose, pourrait étre bénéfique pour la défense de I'hote,

179

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



© 2018 Tous droits réservés.

Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

car elle pourrait permettre une meilleure élimination, via la clairance muco-ciliaire et
I’adhésion des bactéries aux mucines, des agents pathogenes inhalés. Cependant, dans les
poumons de personnes atteintes de mucoviscidose, ces propriétés altérées des mucines
peuvent étre préjudiciables car elles sont associées avec une diminution de 1’efficacité de la
clairance muco-ciliaire, une diminution des défenses immunitaires permettant d’éliminer les
pathogénes et une meilleure adhésion des bactéries. Cela a pour conséquence une
augmentation du temps de résidence des bactéries vivantes, leur permettant de s'échapper de
la couche de mucus et de survivre suffisamment longtemps dans le liquide périciliaire pour
infecter les tissus voisins. Nous proposons que ces trois propriétés contribuent de manicre
coopérative a la colonisation bactérienne et au développement de l'inflammation pulmonaire

observée dans la mucoviscidose (Figure 109).

Mucines formant un gel BENEFI UE

Couche de mucus — Pseudomonas aeruginosa Q

o Sy Adhési
{ Clairance J eston
o, Muco-cilaire __ Couche périciliaire
-_ -
Sécrétion de mucines Cils
Cellules en gobelet .. .
Cellules épithéliales Elimination des
pathogénes
4

Colonisation des tissus
des voies respiratoires

v

Figure 109. L’environnement pulmonaire des porcelets CFTR™ facilite 1a colonisation de P. aeruginosa.

Ce travail de thése a permis de mieux comprendre comment P. aeruginosa est capable de
croitre et de survivre dans les poumons CFTR™ dont la composition biochimique du mucus
est profondément altérée dés la naissance. Les données obtenues a partir de ces études
fournissent de nouvelles pistes pour la conception de glycomimétiques sialylés ou de

peptidomimétiques ciblant P. aeruginosa et pour le développement de nouvelles stratégies
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thérapeutiques pour le traitement des infections bactériennes. Pouvoir diminuer le taux de O-
glycanes sialylés dans les poumons pourrait également étre bénéfique sur le plan
thérapeutique pour les patients atteints de mucoviscidose en aidant a combattre 1'adhérence

bactérienne au mucus.

Plusieurs perspectives peuvent étre envisagées pour poursuivre ce travail. Tout d’abord, afin
de mieux décrypter les mécanismes conduisant a I’hypersialylation des mucines sécrétées a la
surface des cellules en gobelet, il serait intéressant de comparer le transcriptomes des
ionocytes pulmonaires (qui expriment fortement le CFTR) provenant des porcelets CFTR” et
CFTR"". Des travaux préliminaires réalisés par 1’équipe du Dr Pascal Barbry sur un porcelet
CFTR™ et un CFTR™" semblent indiquer quun grand nombre de génes varie entre les 2
génotypes, contrairement a ce que nous avons observé en réalisant le transcriptome global du
poumon des porcelets. Parmi ces genes, ceux codant pour les protéines ST3Gall,
ST6GalNAc2 et MUCSAC sont surexprimés dans les ionocytes de porcelets CFTR™
contrairement & ceux codant pour les protéines MUCSB et CFTR (Figure 110). Ces
changements d’expression de génes codant pour des glycosyltransférases pourraient expliquer
les changements de sialylation des mucines de porcelets CFTR™. 1l faudrait, par
immunohistochimie, pouvoir vérifier si les mucines sécrétées a proximité des ionocytes sont
trés fortement sialylées. Pour cela, il faudrait marquer des coupes sériées a I’aide d’anticorps
anti-Foxil pour détecter la présence de CFTR et a I’aide de lectines SNA ou MAA ou alors

par coloration PAS/BA des mucines.

MUC5AC ST3GAL1

Figure 110 : Analyse des transcrits de MUCSAC et ST3GALI1 dans les ionocytes pulmonaires de porcelets
CFTR™ et CFTR™
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Nos résultats préliminaires semblent indiquer que le flagelle de P. aeruginosa est capable de
se fixer aux antigeénes sialylTF et disialylTF. Pour confirmer ces résultats, nous envisageons
d’étudier les parameétres physico-chimiques de [D’interaction entre le flagelle et les
oligosaccharides par résonnance plasmonique de surface (SPR) et par cristallographie en co-
cristallisant si possible le flagelle avec son ligand. Ces travaux devraient permettre de définir
des glycomimétiques ou des peptidomimétiques efficaces pour empécher P. aeruginosa de se
fixer aux mucines et de coloniser le mucus.

D’un point de vue plus fondamental, il serait intéressant de pouvoir déterminer si les
changements de sialylation des mucines en réponse a l’infection par P. aeruginosa sont
majoritairement une réponse de 1’hdte comme moyen de défense ou alors une régulation de la
glycosylation par la bactérie pour se créer une niche favorable. Nous envisageons pour cela de
co-infecter des cellules Calu-3 cultivées en interface air-liquide par différentes souches de P.
aeruginosa inactivées ou non a la chaleur, par des mutants (ApilA, AFIiC etc...), par des
glycoconjugués purifiés (LPS, pili, flagelle), et par des surnageants de culture bactériens
(contenant les métabolites de P. aeruginosa). Ce travail devrait nous permettre d’évaluer le
role des différents glycoconjugués et des métabolites bactériens sur la sialylation des mucines
et nous permettre de déterminer si des isolats cliniques, des souches mucoides ou non

mucoides ont le méme effet ou non.

Nous avons démontré que la sialylation des mucines est altérée des la naissance des porcelets
CFTR”, avant les cycles d’inflammation et/ou d’infection et que ces modifications peuvent
constituer un facteur de prédisposition a I’infection par P. aeruginosa. Sachant que P.
aeruginosa n’est que trés rarement le pathogéne primo-colonisateur des poumons de patients
atteints de mucoviscidose, il serait intéressant d’évaluer I’impact de cette sialylation sur la
primo-colonisation du tractus respiratoire par S. aureus et sur la persistance de cette bactérie

dans les poumons CF.

Le modeéle de porcelet CFTR” est un modéle animal trés difficile a entretenir et trés colteux.
Un nouveau modele de rat KO est en cours de développement. Le géne CFTR est délété par
I’utilisation d’une paire d’endonucléases a doigt de zinc (ZFN ; Tuggle et al., 2014). Dans la
mesure ou I’organisation de 1’épithélium respiratoire du rat est proche de celle de I’'Homme, il
serait intéressant de vérifier si les mémes altérations de sialylation des mucines sont observées
chez les rats CFTR” & la naissance. Si c’est le cas, ce modéle permettrait d’évaluer
I’efficacité de glycomimétiques ou de peptidomimétiques pour lutter contre I’infection a P.

aeruginosa.
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Abstract: Mucus is the habitat for the microorganisms, bacteria and yeast that form the commensal
flora. Mucins, the main macromolecules of mucus, and more specifically, the glycans that cover them,
play essential roles in microbial gastrointestinal colonization. Probiotics and pathogens must also
colonize mucus to have lasting positive or deleterious effects. The question of which mucin-harboured
glycan motifs favour the adhesion of specific microorganisms remains very poorly studied. In the
current study, a simple test based on the detection of fluorescent-labeled microorganisms raised
against microgram amounts of mucins spotted on nitrocellulose was developed. The adhesion of
various probiotic, commensal and pathogenic microorganisms was evaluated on a panel of human
purified gastrointestinal mucins and compared with that of commercially available pig gastric mucins
(PGM) and of mucins secreted by the colonic cancer cell line HT29-MTX. The latter two proved to be
very poor indicators of adhesion capacity on intestinal mucins. Our results show that the nature of the
sialylated cores of O-glycans, determined by MALDI MS-MS analysis, potentially enables sialic acid
residues to modulate the adhesion of microorganisms either positively or negatively. Other identified
factors affecting the adhesion propensity were O-glycan core types and the presence of blood group
motifs. This test should help to select probiotics with enhanced adhesion capabilities as well as
deciphering the role of specific mucin glycotopes on microbial adhesion.

Keywords: bacterial adhesion; mucin; O-glycosylation; sialic acids; probiotics; bacterial pathogens

1. Introduction

According to the FAO/WHO (Food and Agriculture Organisation of the United Nations/World
Health Organisation), probiotics are live microorganisms which, when taken in adequate amounts, can
provide health benefits to the host [1]. Most current probiotics used belong to the genera Lactobacillus
and Bifidobacterium, with a few other species, such as Bacillus sp., Escherichia coli, and Streptococcus sp.
Probiotics are known to exert numerous beneficial effects, helping to prevent or treat a variety of health
problems or diseases, such as diarrhea caused by infections or antibiotics, irritable bowel syndrome,
inflammatory bowel disease and allergic disorders. They play a role in reducing the incidence
of common upper respiratory tract infections and help to manage vaginal infections. They are
presumed to modulate the commensal intestinal flora. The mechanisms of action displayed by these
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phylogenetically diverse microorganisms range from immunomodulation [2,3] and epithelial barrier
maintenance [4] to direct antagonism with pathogens via bacteriocin production [5,6] and competitive
exclusion [7,8]. Short chain fatty acids, such as formic, acetic, propionic, butyric and lactic acids, are
produced by probiotics during carbohydrate catabolism and play an important role in the decrease of
pH that inhibits the growth of enteric pathogens [9,10].

As for the intestinal commensal microbiota residing in close association to the host epithelial
mucus, adhesion to intestinal mucosa is expected to be a crucial property for ingested probiotics.
The increased host-bacterial interactions favoured by bacterial adhesion are thought to enable health
benefits to the host. Probiotics can also prevent the attachment of pathogens to the intestinal mucus [11].

The mammalian gastrointestinal tract is covered by mucus, a viscoelastic gel that lines and
protects the intestinal epithelium, separating it from the lumen content. The large intestine is covered
with a bilayer of mucus, with the outer layer providing a habitat for bacteria, whereas the inner layer
maintains them at a safe distance from the epithelial surface and is devoid of microorganisms under
healthy conditions [12]. The mucus thickness varies along the intestine, being thicker in the colon than
in the small intestine [13]. This mucus traps and transports bacteria and is a rich source of nutrients
used for bacterial metabolism and growth [14]. The main constituents of mucus are mucins, which are
produced, stored and released by goblet cells. Mucins are large glycoproteins in which the glycans
constitute more than 80% of the molecular mass. To date, 20 human MUC genes have been assigned to
the MUC gene family, some of them belonging to the secreted gel-forming mucin family, whereas the
others are classified in the membrane-bound family [15].

The expression of mucins is organ- and tissue-dependent. In the adult human stomach,
two mucins, MUC5AC and MUCS, are secreted by different categories of cell types. MUC5AC
is highly expressed in mucous neck cells at the surface of the gastric epithelium [16,17], whereas MUC6
is expressed in mucous neck cells and the principal cells of the body and in pyloric glands of the
antrum [16,18,19]. In the small intestine and the colon, the mucus layer mainly consists of MUC2 [12],
even though low levels of MUC5B can also be found [20].

In humans, MUC2 is coated with more than 100 different O-linked glycan chains [21-23]. Mucin
oligosaccharides can serve both as binding sites and energy sources for intestinal microbiota and the
differences in mucin glycosylation determined along the intestine [22] and between individuals can
influence the tropism of some bacteria for specific regions of the gastrointestinal tract [24] as well as
the host specificity in terms of microbiota [25].

O-glycosylation of mucins is initiated by the addition of N-acetyl-galactosamine (GalNAc) to Ser
and Thr residues and further proceeds with sequential addition of monosaccharides: galactose (Gal),
N-acetyl-glucosamine (GlcNAc), Fucose (Fuc), GalNAc and sialic acid residues [26]. Sulphate residues
are also found in the periphery of O-glycans. Three regions may be distinguished within mucin
O-glycans, in direct correlation with their biosynthesis: the core, backbone and peripheral regions [27].
The core region corresponds to the first GalNAc mono- or di-substituted with «- or 3-Gal, 3-GlcNAc
and o-GalNAc. This complex pattern of core types can be further complicated by the addition of
N-acetyl-neuraminic acid (NeuAc) which is potentially linked to the first GalNAc residue. In animals,
N-acetyl-glycolyl acid residues can be found in place of NeuAc. The backbone regions consist of
alternating Gal and GlcNAc in 31-3 (for the type 1 chains) and 314 (for the type 2 chains) linkages [28].
Fuc, Gal, GaINAc and NeuAc residues are the four monosaccharides found at the periphery or at
internal positions of the polylactosamine backbones. Sulphate residues are also found to substitute Gal,
GalNAc or GlcNAc residues. The peripheral region characterizes the mucin by conferring a specific
charge to the molecule as well as having antigenic properties.

Glycosylation of mucins varies along the gastrointestinal tract of healthy human individuals.
In the human stomach, more than 70 different oligosaccharides are carried by mucins. These are
mostly neutral and highly fucosylated based on a core of 2-Gal31-3[GlcNAc1-6]GalNAc [29].

In contrast to gastric mucins, human intestinal mucin O-glycans are mainly based on sialylated
core 3 structures (GlcNAcB1-3GalNAc) [22]. Extensive differences in the glycosylation patterns
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of mucins along the intestinal tract have been described [30,31], characterized by the presence of
decreasing gradients of fucose and ABH blood group expression from the ileum to the rectum as
well as an increasing acidic gradient [21]. The high degree of diversity in the expression of glycans
in the different parts of the intestine creates an enormous repertoire of potential binding sites for
microorganisms that could explain the regio-specific colonization of bacteria in the human gut.

In this context, we developed a rapid and sensitive test for the characterization of the binding
capacities of probiotic microorganisms to human purified mucins spotted on a nitrocellulose membrane,
allowing us to compare the adhesion of probiotics to mucins with that of commensal bacteria known to
colonize mucus and pathogenic bacteria known to interact with the epithelial mucosa and/or mucins.
Five different probiotic bacteria and one yeast were used in this study. The E. coli strain, Nissle 1917, has
proven to be efficient in the treatment for maintaining remission in ulcerative colitis [32] and helps to
stop acute diarrhea in infants and toddlers [33]. Lactobacilli have long been considered to be good for
health and due to their beneficial and protechnological properties, numerous Lactobacillus species are
used as probiotics with recognized effects in the treatment of gastrointestinal disease [34]. Members of
the Lactobacillus plantarum species have been found to reduce the concentration of cholesterol and
fibrinogen and reduce the risk of cardiovascular disease and atherosclerosis [35]. Lactobacillus rhamnosus
displays a wide array of probiotic properties, including the reduction of diarrhea, atopic eczema and
respiratory infections [36]. Lactobacillus paracasei improve nutrition and aid gastrointestinal and
respiratory disease prevention and therapy [37]. The Lactobacillus casei strain, Shirota, may favourably
affect metabolic abnormalities in obese subjects [38]. The yeast, Saccharomyces cerevisisne CNCM 1-3856,
is recommended to improve the symptoms of irritable bowel disease [39].

The E. coli strain, K12, was used as a positive control for adhesion to mucins, as it is a commensal
bacterium that colonizes the intestinal mucosa. Three intestinal pathogens were evaluated, all of
them expressing outer membrane proteins able to bind to mucosa: Yersinia enterocolitica, which causes
abdominal pain, diarrhea, vomiting and weight loss [40,41]; Shigella sonnei, which is responsible for
bloody diarrhea [42] and Salmonella enterica, which is among the most important agents responsible for
food outbreaks occurring worldwide [43].

The correlation between the adhesion levels of each microorganism tested and the O-glycan
pattern of mucins points to important features that mediate the specific binding action of each
studied species.

2. Methods

2.1. Bacteria and Yeast Culture

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei and Lactobacillus plantarum were grown in
Lactobacilli MRS broth (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). E. coli K12 and Nissle 1917, Salmonella
enterica, Shigella sonnei and Yersinia enterocolitica were grown in LB medium. All of the
abovementioned strains were a kind gift from the “Institut de microbiologie du CHRU de Lille”.
Saccharomyces ceraevisiae (sold by Lesaffre, Marcq-en-Barceul, France, under the name Ibsium) was
grown in YEP medium (Yeast Extract Peptone: peptone 20 g/L, yeast extract 10 g/L) complemented
by 2% glucose. All cultures were performed for 16 h at 37 °C under shaking. L. casei Shirota was
directly obtained by centrifugation of commercially available Yakult at 3500 g for 10 min, followed by
two washes with PBS. This product claims to contain exclusively L. casei Shirota.

2.2. Isolation and Purification of Mucins from Human Tissues and Cell Lines

Human mucins were purified from different regions of the gastrointestinal tract and from
malignant ovarian cysts. Human adult stomachs, jejunums, ileums and colons were obtained from
the France Transplant Association from kidney donors, in accordance with protocols approved by the
National Ethical Committee. Samples of mucosa were snap-frozen in liquid nitrogen and stored in
liquid nitrogen until use. Malignant ovarian cyst mucins were collected by Dr Bara in accordance with
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protocols approved by the National Ethical Committee. The use of human tissues for this study was
approved by the local hospital ethics committee and the French Ministry of Higher Education and
Research (DC-2008-242).

Mucins from HT29-MTX were obtained by collecting the culture medium of cells after 21
days of growth. HT29-MTX were maintained in standard Dulbecco’s modified Eagle’s minimal
essential medium supplemented with 10% (v/v) heat-in-activated foetal calf serum, 2 mM L-glutamine,
100 unit/mL penicillin and 100 unit/mL streptomycin at 37 °C in 5% COs.

Mucins were solubilized in 4 M guanidine chloride solution containing 5 mM
ethylenediaminetetraacetic acid, 10 mM benzamidine, 5 mM N-ethylmaleimide, 0.1 mg/mL
soy bean trypsin inhibitor and 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride.

CsCl was added to an initial density of 1.4 g/mL and mucins were purified by isopycnic
density-gradient centrifugation (Beckman Coulter LESO K ultracentrifuge; 70.1 Ti rotor, 417,600 g
at 15 °C for 72 h). Fractions of 1 mL were collected from the bottom of the tube and analyzed for
periodic acid-Schiff (PAS) reactivity and density. The mucin-containing fractions were pooled, dialyzed
against water and lyophilized. Pig gastric mucin type III (PGM) was supplied by Sigma-Aldrich.

2.3. Release of Oligosaccharides from Mucin by Alkaline Borohydride Treatment

Mucins were submitted to 3-elimination under reductive conditions (0.1 M KOH, 1 M KBH4 for
24 h at 45 °C) and the mixture of oligosaccharide alditols was dried on a rotavapor (Buchi, Flawil,
Swisserland) at 45 °C. Borate salts were eliminated by several co-evaporations with methanol before
purification by cation exchange chromatography (Dowex 50 x 2, 200400 mesh, H + form).

2.4. Permethylation and Mucin Glycosylation Analysis by MALDI TOF MS

Permethylation of the mixture of oligosaccharide alditols was carried out with the sodium
hydroxide procedure described by Ciucanu and Kerek [44]. Briefly, oligosaccharides were incubated
for 2 h at room temperature in 200 puL of dimethylsulfoxide, a spatula tip of sodium hydroxide and
300 pL of iodomethane. After derivatization, the reaction products were dissolved in 1 mL of acetic
acid solution (5%, v/v) and further purified on a C18 Sep-Pak column (Oasis HLB, Waters, Milford,
MA, USA). The cartridge was preconditioned with 3 mL of methanol. After washing the cartridge
with 4 mL of 5% methanol, glycans were eluted in 4 mL of methanol. Permethylated oligosaccharides
were analyzed by MALDI TOF MS in positive ion reflective mode as [M+Na]*. Quantification through
the relative percentage of each oligosaccharide was calculated based on the integration of peaks on
MS spectra.

2.5. 1-D Bacterial Overlay

The 1-D bacterial overlay procedure was adapted from Odenbreit et al. [45]. In brief, purified
mucins (1pg/pL in PBS or 4 M guanidine chloride in PBS) were spotted on dry nitrocellulose
membranes using a Bio-Dot SF (Biorad Hercules, CA, USA) which were saturated with PFBB (Protein
Free Blocking Buffer) (Thermo-Scientific, Waltham, MA, USA) for 1 h. Bovine serumalbumin at 1
ng/uL was used as a negative control. Bacteria were labeled either with 2.5 ug/mL DAPI or 50 uM
syto9 in PBS for 15 min or with FITC at 0.1 mg/mL (for Gram— bacteria) or 0.2 mg/mL (Gram+
bacteria) in carbonate buffer (NaCl 0.15 M, NaHCOQOj3 0.1 M) for 1 h. Labeled bacteria were collected
by centrifugation at 3000x g for 5 min, washed three times in PBS, suspended in 1 mL of blocking
buffer and added to the membrane in blocking buffer. In the case of FITC, an additional step, involving
2 h of incubation in blocking solution before the final three washes, was included to reduce the
background signal. After incubation for 1 h at room temperature in the dark, followed by three
washes of membranes in PBS containing 0.5% Tween 20, the fluorescence of adherent bacteria was
detected by a ChemiGenius 2 imaging system (Syngene, Frederick, MD, USA). Mucins were chemically
desialylated for 1 h at 80 °C in a 0.05 M trifluoroacetic acid (TFA) solution.
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2.6. Statistical Analysis

Data are reported as means £ SDs of at least 3 replicates. Student’s t-test was used for
statistical analysis.

3. Results

3.1. Development of a New Assay to Evaluate the Adhesion of Microorganisms on Mucins

Teams working on microorganism adhesion to mucins mainly use 96-welled plates coated with
mucins. These assays usually require high amounts of mucins and are not suitable for bacteria like
Pseudomonas aeruginosa which have a tendency to adhere to plastic. To circumvent these limitations,
a new assay was developed using nitrocellulose membrane as a support. Mucins were spotted on
a nitrocellulose membrane that was further blocked with a saturating agent to avoid the unspecific
binding of microorganisms. Several blocking reagents were tested in this study—5% milk powder in
PBS, 0.5% BSA in PBS and PFBB (Pierce protein free blocking buffer) with which the best signal/noise
ratio was obtained. Bacteria were labelled with fluorescent dyes before incubation on the membrane.
DAPI was preferred to FITC and syto9, which, respectively need long labelling times and are associated
with fast loss of the fluorescent, as already mentioned by Stiefel et al. [46]. DAPI was therefore chosen
for further experiments. The results obtained with L. paracasei are shown in Figure 1. Clear differences
in fluorescence can be observed depending on the mucin coated, with mucins from the colon indicating
much higher adhesion than mucins from other sources. No signal was detected with the negative
control, bovine serum albumin (BSA).

Figure 1. Adhesion of DAPI-labeled L. paracasei on mucins. Purified mucins were spotted on

nitrocellulose membrane before incubation with DAPI-labeled bacteria. Fluorescence signaling was
detected using the Chemigenius2 Bio-imaging system before quantification with GeneTools software.
Spotted samples were BSA (1); pig gastric mucin (2); and human mucins purified from ileum (3);
jejunum (4); colon (5); stomach (7) and ovarian cysts (8). After chemical removal of sialic acids, mucins
from human colon and ovarian cysts were spotted respectively at positions (6) and (9).

To establish the optimal conditions required to obtain a strong signal without using excessive
amounts of purified mucins, mucins from human jejunums, ileums and colons were spotted at quantities
ranging from 1 pug to 20 ug and the signal obtained with DAPI labelled E. coli K12 was quantified. As
shown in Figure 2, above 2 ug of coated mucins, the signal proportionally increased with the amount
of mucin spotted on the membrane until approximately 10 pg of mucins. The level of fluorescence only
slightly increased between 10 ug and 20 ug, suggesting that it is not necessary to increase the amount of
mucin spotted on the membrane above this range, as the gain of signal will then be negligible. For the
following experiments, mucins were systematically spotted at a quantity of 20 ug.
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Figure 2. Relationship between the intensity of fluorescence and the number of mucins spotted.
Mucins from the human colon (A), jejunum (®) and ileum (0) were spotted at different quantities on
nitrocellulose membrane and the signal of bound fluorescent-labeled E. coli K12 was quantified. Above
20 pg of mucins per spot of 9 mm?, the signal reaches a plateau.

3.2. Adhesion of Microorganisms on Commercially Available Pig Gastric Mucins (PGM) or Mucins from
HT29-MTX Cell Lines Does Not Reflect Adhesion on Human Intestinal Mucins

Most assays developed to evaluate the capacity of adhesion of bacteria or yeasts on mucins use
PGM as the standard material, taking for granted that the adhesion on this material will reflect the
overall affinity of the microorganisms for mucins. As seen in Figure 1, the results obtained with PGM
are poorly informative. Even though a signal is detectable with PGM for all tested bacteria while no
signal is seen with BSA used as a negative control, the difference of binding between bacteria described
as only transiently passing through the gastrointestinal tract (L. casei Shirota) and bacteria known to
colonize mucus (the commensal E. coli K12) is very low.

Mucus and mucins from the mucus-secreting HT29-MTX intestinal epithelial cell lines are also
widely used to investigate the adhesion of microorganisms. In this study, we first compared the
binding of bacteria or yeasts on PGM, HT29-MTX and purified human intestinal mucins. As seen in
Figure 3, the level of adhesion obtained with human intestinal mucins was considerably higher than
with PGM or HT29-MTX. Given the reported differences in binding, which vary depending on the
origin and site of the mucin utilized for binding assays, care should be taken in the interpretation of
the data when using PGM or HT29-MTX as a unique source of mucin to assay bacteria binding to
intestinal mucin. For example, no real difference in the level of adhesion with PGM or HT29-MTX is
detected between L. casei shirota and Y. enterocolitica when the latest clearly binds to intestinal mucins
contrary to the first.

As shown in Figure 3, the microorganisms used in this study displayed different patterns of
binding to human intestinal mucins. The three pathogens, S. enterica, S. sonnei and Y. enterocolitica,
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presented a high capacity for adhesion to colonic mucins. The two strains of E. coli, the commensal
E. coli K12 and the probiotic E. coli Nissle 1917, also showed a high rate of binding to human intestinal
mucins. Among the other probiotic bacteria tested, only L. casei Shirota exhibited no significant
adhesion to intestinal mucins. L. rhamnosus showed moderate binding, whereas all other bacteria and
yeast (S. cerevisiae) displayed strong binding capacities.
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E. coli K12. E. coli Nissle L. paracasei L.rhamnosus L.plantarum L. caseishirota S. cerevisiae S. enterica S. sonnei Y.
CNCM I-3856 enterocolitica
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Figure 3. The adhesion of various probiotic and pathogenic microorganisms on commercially available
pig gastric mucins or mucins from HT29-MTX cell lines does not reflect the adhesion on human intestinal
mucins. The binding of DAPI-labeled microorganisms to pig gastric mucins (dark grey), human purified
colonic mucins (light grey) and mucins from HT29-MTX (striped) was quantified by slot-blot overlay
assays. No correlation was observed between the level of adhesion of microorganisms to colonic mucins
and to HT29-MTX or PGM. Data shown is a representative experiment + SD of three replicates.

Bacterial adhesion to mucins mostly mediated by interaction between mucin O-glycans and
bacterial adhesins. Because bacteria showed differences in their patterns of binding to mucins, we
next compared the repertoire of glycosylation of PGM, HT29-MTX and human intestinal mucins.
Oligosaccharides were released by reductive 3-elimination from the protein backbone, permethylated
and analysed by MALDI-TOF-TOF mass spectrometry in the positive ion mode (Figure 4).
HT29-MTX mucin O-glycans are mainly composed of Thomsen-Friedenreich (TF) (Galp1-3GalNAc) at
m/z 534 and sialyl TF antigens (NeuAcoa2-3GalB1-3GalNAc or Gal31-3(NeuAcx2-6)GalNAc) at m/z
895, each representing around 35% of the whole O-glycans detected in these cells. Fifty-five percent of
oligosaccharides were sialylated, with major sialylated glycans identified at m/z 691, 895, 1256, 1344
and 1705. The ions at m/z 691 corresponded to sialyl Tn antigens (NeuAca2-6GalNAc) and the ions
at m/z 1256 were disialylated TF antigens (NeuAcx2-3Galp1-3(NeuAcx2-6)GalNAc). The two other
major sialylated glycans corresponded to ions at 11/z 1344 and 1705 on the MS spectrum (Figure 4A).
They were both based on a core 2 glycan (Gal$1-3(GlcNAcp1-6)GalNAc) elongated with a galactose
residue on the GIcNAc in the upper branch and carrying one (for the ion at m/z 1344) or two sialic
acid residues (for the ion at /2 1705). Around 75% of all identified glycans were based on a core 1
structure (Galp1-3GalNAc) further elongated by GlcNAc residues or substituted with fucose residues.

Pig gastric mucin oligosaccharides have been well characterized in previous studies [47-49].
They contain a high proportion of core 1 and core 2 O-glycans, as illustrated on the MS spectrum
by the ions at m/z 534 and 708 for the core 1 glycans and the ions at m/z 1024, 1331, 1473 and 1647
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for the core 2 glycans. Many ions correspond to several structural isomers based either on core 1 or
core 2, as shown for the ions at m/z 779, 953, 1157 and 1402. Most of the oligosaccharides from pig
gastric mucins are elongated by type 2 lacNAc chains, capped or not, by Fucx2 linked to Gal to form
blood group H antigen, as seen in the Figure 4B for the ions at m/z 708, 1157 and 1331. An additional
GalNAc may be «1-3 linked to the galactose residue to give a blood group A antigen. This was the case
for the ions at m/z 1402 and 1647, for example. Apart from sialyl TF antigens, which are expressed at a
very low level, no sialylated oligosaccharides were recovered in pig gastric mucins.
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Figure 4. MS spectra of permethylated O-glycans isolated from mucins purified from HT29-MTX (A);
from pig gastric mucins (B) and from human colonic mucins (C). Mucin O-glycans were released from the
protein backbone and permethylated before analysis by MALDI-TOF mass spectrometry in the positive
ion mode [M+Na]*. Monosaccharide symbols are used according to the Consortium for Functional
Glycomics (CFG) nomenclature. Key: fucose (red triangle), GIcNAc (blue square), sialic acid (purple
diamond), galactose (yellow circle), GaINAc-ol (yellow square) and sulfate residue (S). Note that for
simplified comprehension, only the structure corresponding to the major isomer was drawn on the MS
spectrum of PGM. Other isomers with the same monosaccharide composition might be present.

On the contrary, human intestinal mucins are highly acidic and almost all the glycans are based
on a core 3 structure (GlcNAcf31-3GalNAc), as we have previously published [21,22]. Moreover, many
of them had sialic acid «2-6 residues linked to the first GalNAc, as illustrated on the MS spectrum by
the ions at m/z 936, 1140, 1314, 1675 and 1746 (Figure 4C). Only few minor glycans possessed core 1 or

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Bélinda Ringot-Destrez, Université de Lille, 2018

Microorganisms 2018, 6, 49 90of 18

core 2 structures. Numerous intestinal mucin O-glycans carry blood group and Lewis antigens, as well
as more specific antigens like Sda/Cad determinants (GaINAc[1-4(NeuAcx2-3)Galf31-), for example,
the ion at m/z 1385.

3.3. Influence of Sialic Acid Residues and/or Core Structure on Bacterial and Yeast Adhesion to Human Mucins

To determine if sialylation could be a key factor in the binding of microorganisms to mucins, we
next chemically desialylated human intestinal mucins and compared the level of adhesion of bacteria
and yeast to native mucins and their desialylated counterparts (Figure 5A). The removal of sialic acids
resulteds in a dramatic decrease in the level of adhesion, ranging from 47% for L. rhamnosus and 89%
for the tested strain of S. cerevisiae to up to 96% for L. paracasei and 97% for Y. enterocolitica. For all the
microorganisms tested, the level of binding to desialylated human intestinal mucins was near the same
as that of native PGM.

In human intestinal mucins, sialic acids are mainly «2-6 linked to the first GalNAc, which is also
substituted by a GlcNAc residue 31,3 linked to form a core 3 glycan. To determine whether only the
sialic acid residues are important for the binding of microorganisms or if the core structure can play a
role in the recognition, we next evaluated the binding of bacteria to malignant human ovarian cyst
mucins. As shown in Figure 6A, ovarian cyst mucin O-glycans exhibited a high proportion of sialylated
glycans (more than 50% of all the O-glycans identified). However, in contrast to intestinal mucin
oligosaccharides, sialylated glycans from ovarian cysts were mainly based on a core 1 structure, with a
small proportion of sialylated core 2 glycans. As depicted by Figure 6B, most tested microorganisms
showed no significant adhesion with the O-glycan structures found on native mucins from ovarian
cysts. Only a low level of adhesion on these mucins was detected for E. coli Nissle 1917 and Y.
enterocolitica. When treated under mild acidic conditions to remove sialic acids from O-glycans, ovarian
cystic mucins gained the capacity to be used as a ligand by two of the tested microorganisms, the
bacteria Y. enterocolitica and to a lower extent, the yeast S. cerevisine CNCM 1-3856. These results seem
to indicate that depending on the type of core harboured by mucin O-glycans, sialic acid residues can
either constitute a crucial part of the binding site or mask a potential site of adhesion.
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Figure 5. Influence of sialic acid residues on the adhesion of microorganisms to human mucins.

(A) Bacteria and yeast preferentially bind to native human colonic mucins. The binding of DAPI-labeled
microorganisms to pig gastric mucin (dark grey), human purified colonic mucins (light grey) and their
desialylated counterparts (striped) was quantified by slot-blot overlay assays. A strong decrease of
binding was observed for all microorganisms tested after chemical desialylation of mucins, the level of

adhesion reaching that of PGM. Data shown is a representative experiment + SD of three replicates.

(B,C) MS spectra of permethylated O-glycans isolated from native (B) and desialylated human colonic
mucins (C), acquired in the positive ion mode [M+Na]*. Monosaccharide symbols are used according
to the Consortium for Functional Glycomics (CFG) nomenclature. Key: fucose (red triangle), GIcNAc
(blue square), sialic acid (purple diamond), galactose (yellow circle), GalNAc-ol (yellow square) and

sulfate residue (S).
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Figure 6. Not all types of sialylated mucin O-glycans are ligands for microorganisms. (A) MS spectrum

of permethylated O-glycans isolated from human malignant ovarian cyst mucins, acquired in the
positive ion mode [M+Na]*. Monosaccharide symbols are used according to the Consortium for
Functional Glycomics (CFG) nomenclature. Key: fucose (red triangle), GIcNAc (blue square), sialic
acid (purple diamond), galactose (yellow circle), GalNAc-ol (yellow square) and sulfate residue (S).
(B) Binding of DAPI-labeled microorganisms to human purified native ovarian cyst mucins (white,
black dots) and their desialylated counterparts (dark grey, white dots) was quantified by slot-blot
overlay assays. Sialic acid residues from ovarian cyst mucin O-glycans were not recognized by

microorganisms. Chemical desialylation of ovarian cyst mucins significantly increased the binding of

Y. enterocolitica. Data shown is a representative experiment & SD of three replicates.

3.4. Adhesion of Microorganisms to Mucins Purified along the Gastrointestinal Tract

We next evaluated the binding of microorganisms to human mucins purified all along the

gastrointestinal tract, i.e., human stomach, human jejunum and ileum (small intestine) and human
colon. As shown in Figure 7A, the strongest binding was always observed for human colonic mucins,
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whatever the microorganism tested. We noticed a 1.4 to 4.5-fold increased adhesion level to colonic
mucins compared to human jejunal mucins, the difference of adhesion being the lowest for L. rhamnosus
and the highest for Y. enterocolitica. Each microorganism tested depicted different patterns of binding
to human mucins. For example, the pathogenic bacteria S. sonnei showed very strong binding to
colonic mucins (compared to the other bacteria tested), a 2.5-fold decreased adhesion to jejunal mucins,
a 5.8-fold decreased adhesion to gastric mucins and an 11-fold decrease for ileal mucins. On the
contrary, the adhesion of L. rhamnosus to human gastrointestinal mucins was very weak and little
difference was observed between mucins.
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Figure 7. Adhesion of microorganisms along the gastrointestinal tract. (A) Binding of DAPI-labeled
microorganisms to human purified mucins from the stomach (vertical strips), jejunum (oblique strips)
and ileum (chequerwise) was quantified by slot-blot overlay assays. Microorganisms bind preferentially
to colonic mucins and to jejunal mucins. Data shown is a representative experiment += SD of three
replicates. (B) Structural features of human gastric, jejunal and ileal mucin glycosylation. Schematic
illustration of the repartition of sialylated and non-sialylated oligosaccharides based on core 1, 2 or 3
glycans, carried by mucins.

Compared to human colonic mucins, the binding of microorganisms to gastric and ileal mucins
remains weak, with around a 5 to 11-fold decrease for all tested bacteria and yeast.

To better understand the difference in the binding of microorganisms to human jejunal
mucins compared to ileal and gastric mucins, we characterized the glycosylation of the different
mucins (Figure 7B). Human gastric mucins were mainly based on core 2 glycans. Most of the
oligosaccharides were neutral and highly fucosylated. Only 10% of the structures were acidic, carrying
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sialic acid residues. Among these sialylated oligosaccharides, sialyl TF and disialyl TF antigens
(NeuAca2-3GalB1-3(NeuAca2-6)GalNAc), based on a core 1 structure, were the most expressed.
Around 3% of oligosaccharides were short sialylated core 2 glycans. A major feature of human gastric
mucins was the expression of blood group antigens, carried by around 80% of the O-glycans. In the
jejunum, glycans were either based on a core 1, core 2 or core 3 structure. Around 45-50% of O-glycans
were sialylated, with mainly core 1 and core 3 sialylated oligosaccharides linked at «2-3 to Gal residues
or at a2-6 to the first GalNAc. Around 35-40% of oligosaccharides carried blood group antigens. In the
ileum, oligosaccharides were predominantly neutral and highly fucosylated, but, in contrast to gastric
mucins, they were mainly based on a core 3 structure, with some glycans based on a core 4 structure
(GlcNACcp1-3(GlcINAcB1-6)GalNAc). Around 55% of the oligosaccharides carried blood group and
Lewis determinants and only 30% of glycans were sialylated. Most of the sialic acid residues were
«2-6 linked to the first GalNAc and carried by a core 3 structure.

4. Discussion

The large intestine is lined by two layers of mucus, the innermost of these remaining devoid of
microorganisms under healthy conditions. This means that intestinal cells are usually not directly
exposed to probiotic or commensal intestinal flora. For this reason, evaluating the efficacy of probiotics
on protecting the human intestinal mucosa requires the use of either biological samples or the disposal
of cell culture models covered by mucus, which is not the case for the Caco2 cells very often used in
studies aimed at evaluating the adhesion of probiotics to the gastrointestinal tract.

Other studies regarding the adhesion properties of potential probiotics within the mucus have
either been directly performed on HT29 cell cultures or performed on mucins purified from this
material. Our results show that no interpolation can be made regarding the adhesion on colonic
mucins from the binding obtained on HT29 purified mucins. HT29 cells are derived from a colic
tumour, and it has been shown that glycosylation is strongly affected by carcinogenesis. Indeed, HT29
secreted mucins mostly harbour TF, sialyl TF and disialyl TF antigens based on a core 1 structure,
whereas the predominating healthy colonic structures are based on core 3 glycans. Moreover, mucins
from mucus secreting HT29 cells are mainly MUC5AC mucins whereas major secreted mucins from
the intestine are MUC2 mucins.

An alternative to HT29 mucins commonly found in the literature is pig gastric mucin (PGM).
This mucin, also called PGM type-II or type-II], is often erroneously taken as MUC2. Here, again,
the results presented show that even if this commercially available mucin is very convenient to use,
the adhesion levels obtained with this material do not allow conclusions to be drawn on the binding
propensity of microorganisms for intestinal mucins.

The bacterial overlay presented here is suitable for the performance if a fast screen, allowing
the identification of probiotics with high mucus adhesion propensity. Nevertheless, it does not have
the ability to proclaim that a given microorganism will be able to bind in vivo to the areas of the
gastrointestinal tract from which purified mucins have been extracted. Indeed, the main criteria for
bacteria to be able to reside in a given area of the intestine, is that they are able to reach the mucus of
this organ as a living organism. To exert health benefits, the minimum concentration of live probiotic
bacteria at point of delivery should be above 107 cfu mL~! [50]. The viability of probiotics must
therefore not be altered by the passage through the adverse acidic environments of the stomach and the
entry into the duodenum that not only involves a change in pH, but also exposes microorganisms to
bile salts which act as detergents, causing cell damage and cytotoxicity [51,52]. Actually, less than 10%
of the strains tested can grow in the gastrointestinal tract [53] and gut microorganisms have evolved
highly conserved mechanisms for tolerance to gastrointestinal stresses [54,55]. In some cases, the
adhesive properties of bacteria to mucins are positively affected by the passage through the stomach
and duodenum and their adhesion propensity may be increased compared to the same types of bacteria
that are not submitted to the harsh pH treatments [56].
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The dramatic loss of microorganism adhesion observed when intestinal mucins were chemically
desialylated (Figure 5A) emphasizes the role played by sialic acids in this process. The involvement
of sialic acid in the binding of gut microorganisms to mucins is well documented. For instance,
the recently described adhesin domain, CBM40, present in the human gut symbionte Ruminococcus
gnavus is specific towards sialoglycans with a millimolar binding affinity towards «2,3- or
«2,6-sialyllactose. It also mediates adhesion to mucins [57]. In another study [58], the crucial role
played by sialic acid residues bound to mucin O-glycans on the adhesion observed for two lactobacilli
strains and one bifidobacteria strain was assessed. Lactobacillus exhibits numerous mechanisms for
adhesion to mucus, among which mucus-binding proteins (MUBs) have been well characterized.
The MUB proteins contain repeated functional domains (Mub repeats), which share homology with
the Pfam-MucBP (mucin-binding protein) domains (PF06458). Mub repeats have been shown to adhere
to pig gastric mucins and hen intestinal mucus [59]. Adhesion assays of MUB from Lactobacillus reuteri
on mammalian tissue sections and a mucus-secreting intestinal cell line demonstrated the binding of
MUB to sialylated mucin glycans [60]. The importance of sialic acid in mucin binding has also been
assessed for bacteroidetes, whose adhesin NanU has been demonstrated to bind to Neu5Ac with high
affinity in Bacteroides fragilis [61].

The importance of sialic acids in adhesion to mucins also applies to pathogenic bacteria.
The best-documented example is Helicobacter pylori which shows the influence of blood group
motives containing O-glycans at the surface of the gastric mucosa, recognized by the adhesin BabA.
Upon infection by H. pylori, the rate of sialylated mucins, scarce in a healthy stomach, increases
significantly [62—-64]. Glycans harboured on these mucins present the motif, SLex, the specific ligand
for sialic acid-binding adhesin (SabA) [65]. Pathogens like Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis
and Streptococcus mitis present the capacity to adhere to sialylated mucins via serine rich region proteins
(SRR proteins) [66] or Hsa adhesin [67]. Our results show that the nature of the sialylated core of
O-glycans potentially enables sialic acid residues to modulate the adhesion of microorganisms, either
positively or negatively. This should be further studied on a broader range of bacteria and on purified
O-glycan structures.

In this study, we demonstrated that sialylated core 3 glycans are key factors in the binding
of intestinal commensals, probiotics and pathogens to mucins. However, we also showed that
microorganisms have the ability to bind, to a lesser extent, to gastric mucins, which are mainly
composed of non-sialylated core 2 O-glycans. These results may be explained by the high expression of
blood group antigens on gastric mucins. Indeed, several studies have reported the capacity of bacterial
adhesins to recognize blood group determinants. For example, FedF, the adhesion on F18 fimbriae
from shiga-secreting E. coli, binds to ABH type 1 and sulphated H type 2 blood group antigens [68].
Family 1 of solute-binding proteins from Bifidobacterium, which is part of the ABC transporters,
has been identified as able to bind mucin O-glycans, human milk oligosaccharides and blood group
antigens [69]. Blood group antigens are also expressed by mucins from the jejunum and ileum and
may be recognized by microorganisms, thus at least partly explaining their binding.

In conclusion, we have developed a rapid and sensitive assay to evaluate the binding of
microorganisms to mucins, with smaller amounts of material than in conventional mucin binding
experiments. We have demonstrated its efficiency to study biologically relevant interactions between
mucin glycotopes and bacteria. The use of human mucins rather than mucins derived from cell culture
or from commercial sources is crucial to identify the exact oligosaccharide structures involved in
bacteria—host crosstalk. This will help to clarify the molecular mechanisms of O-glycan mediated
interactions in infectious diseases as well asselecting probiotics with a high capacity for mucus adhesion
and colonization.
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The gastrointestinal mucosal surface is the primary interface between internal host
tissues and the vast microbiota. Mucins, key components of mucus, are high-molecular-
weight glycoproteins characterized by the presence of many O-linked oligosaccharides to
the core polypeptide. They play many biological functions, helping to maintain cellular
homeostasis and to establish symbiotic relationships with complex microbiota. Mucin
O-glycans exhibit a huge variety of peripheral sequences implicated in the binding of
bacteria to the mucosal tissues, thereby playing a key role in the selection of specific
species and in the tissue tropism displayed by commensal and pathogenic bacteria.
Bacteria have evolved numerous strategies to colonize host mucosae, and among these
are modulation of expression of cell surface adhesins which allow bacteria to bind to
mucins. However, despite well structurally characterized adhesins and lectins, information
on the nature and structure of oligosaccharides recognized by bacteria is still disparate.
This review summarizes the current knowledge on the structure of epithelial mucin O-
glycans and the interaction between host and commensal or pathogenic bacteria
mediated by mucins.

Introduction
The number of bacteria constituting the human microbiota is nearly the same as the number of cells
in the human body and most of these microorganisms are located in the gastrointestinal tract [1].
This extremely complex living system plays a key role in the protection of the host against mechanical,
physical and biological aggressions. This defensive system is permitted by the permanent cross-talk
between the microbiota, mucosal barrier and immune system and is based on bacteria—bacteria
dialogue, bacteria-mucin interactions and bacteria—epithelial cell cross-talk. The mucus continuously
covering the mouth, oesophagus, stomach, small intestine and colon is the interface allowing the
dialogue that takes place between the commensal flora and the host. Mucins, which are the main
Received: 14 October 2016 component of the mucus protecting the underlying epithelium, are heavily glycosylated proteins
Revised: 16 December 2016 harbouring specific glycan motifs, some of them being recognized by bacterial adhesins and lectins.
Accepted: 23 January 2017 This review covers the current knowledge on these two partners, mucins and adhesins, so crucial to
Version of Record published: human-bacteria interactions with a special focus on those for which both the adhesin and the ligand
13 April 2017 are known.
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The gastrointestinal mucus

The gastrointestinal mucus layer

The gastrointestinal mucosa consists of a single layer of columnar epithelial cells tightly linked via intracellular
junctions and covered by a layer of secreted mucus. The mucus constitutes the first physical barrier between
the lumen and epithelial cells; it serves to protect epithelium from physical, chemical and biological damages,
and provides a matrix for a wide range of antimicrobial molecules. The gastrointestinal mucus layer is
constantly renewed with an average mucus production of 5-101/day [2]. Its thickness varies all along the
gastrointestinal tract, being thickest in the stomach and the colon compared with the small intestine. In
humans, for example, adherent colonic mucus is thought to measure ~150 pm [3].

The mucus covering the gastrointestinal tract is organized in two layers: a loosely adherent outer layer easily
removed and an inner layer firmly attached to the epithelium and devoid of bacteria [3-5]. The gastrointestinal
tract is a natural reservoir for commensal microbiota, found exclusively in the outer mucus layer. This mucus
traps and transports bacteria, and is a rich source of nutrients used for bacterial metabolism and growth [6].
Mucins are the major structural components of mucus, extensively decorated by O-glycans, which play a key
role in the interactions between the host and bacteria.

Gastrointestinal mucins

Mucins are secreted by specialized epithelial cells such as goblet cells that cover and protect many human
organs. They are very high-molecular-weight glycoproteins, consisting of a protein backbone containing a
central domain of amino acids repeated in tandem with a wide variety of oligosaccharide chains (>50% of the
total weight). To date, 20 human MUC genes have been assigned to the MUC gene family, some of them
belonging to the secreted gel-forming mucin family, whereas the others are classified in the membrane-bound
family [7].

In the adult human stomach, two mucins, MUC5AC and MUCS, are secreted by different categories of cell
types. MUC5AC is highly expressed in mucous neck cells of the surface of the gastric epithelium, whereas
MUCES is expressed in mucous neck cells and principal cells of the body and in pyloric glands of the antrum
[8-11]. In the small intestine and the colon, the mucus layer mainly consists of MUC2, but low levels of
MUCS5B can also be found in the colon [12]. The transmembrane mucins MUC3, MUC4, MUC12, MUC13
and MUCI7 are constitutively expressed, whereas MUC1 and MUCI16 are up-regulated in response to infection
and cancer [13,14]. Secreted mucins predominate in works describing the interaction of bacterial adhesins with
human mucosa, but transmembrane mucin O-glycans can also serve as a target for bacterial adhesion [15].

Glycosylation of intestinal mucins
O-glycosylation of mucins occurs by the addition of N-acetyl-galactosamine (GalNAc) to Ser and Thr residues
and further proceeds with sequential addition of monosaccharides: galactose (Gal), N-acetyl-glucosamine
(GleNAc), Fucose (Fuc), GalNAc and sialic acid residues [16]. Sulphate residues are also found in the periphery
of O-glycans. In mucin O-glycans, three regions may be distinguished, which correspond to the different steps
of the O-glycan biosynthesis process: core, backbone and peripheral regions (Table 1) [17,18]. The core region
corresponds to the first GaINAc mono- or di-substituted with - or B-Gal, B-GlcNAc and o-GalNAc. This
complex pattern of core types can be further complicated by the structural diversity introduced by sialylation,
with N-acetyl-neuraminic acid (NeuAc) and N-acetyl-glycolyl acid residues being potentially linked to the first
GalNAc residue. The backbone regions consist of alternating Gal and GIcNAc in B1-3 (for the type 1 chains)
and B1-4 (for the type 2 chains) linkages. Fuc, Gal, GaINAc and NeuAc residues are the four monosaccharides
found at the periphery or at internal positions of the polylactosamine backbones, most often in the o-anomeric
configuration. Sulphate residues are also found, substituting Gal, GalNAc or GIcNAc residues. The peripheral
region characterizes the mucin by conferring specific charge to the molecule and antigenic properties. For
example, the terminal monosaccharides may form histo-blood group antigens such as A, B, H and Lewis histo-
blood group structures: Lewis®, Lewis™ Lewis®, Lewis’ and sialyl Lewis structures [17,18]. Other related carbohy-
drate antigens such as Sda/Cad antigen (GalNAc attached to Gal also substituted with NeuAc) are also found;
their expression is most often tissue-specific or depends on physio-pathological conditions.

Glycosylation of mucins varies all along the gastrointestinal tract of healthy human individuals. In the
human stomach, >70 different oligosaccharides are carried by mucins, mostly neutral and highly fucosylated
[19]. Only few sialylated glycans are identified and no sulphated glycans are recovered. Almost all the gastric

390 © 2017 The Author(s); published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society
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Table 1 Mucin type O-glycosylation. The different core
types of mucin O-glycans

Core type Structure Core type Structure
Core 1 Core 5
Core 2 Core 6
ﬁ \j
g
Core 3 Core 7
/j E\j
Core 4 >] Core 8
ﬁ f
f

Monosaccharide symbols according to the Consortium for Functional
Glycomics (CFG) nomenclature. Key: Fuc (red triangle), GIcNAc (blue
square), sialic acid (purple diamond), galactose (yellow circle), GalNAcol
(yellow square).

O-glycans are constructed on a tetrasaccharide core 2-based structure: Fucol-2Galp1-3[GIcNAcB1-6]GalNAc
[19]. The lower branch is never elongated, except for the presence of blood group A or B antigens. The
extreme heterogeneity of gastric mucin glycosylation is mainly due to the elongation of the upper branch with
several lactosaminic units, mainly of type 2, and substitution by peripheral residues such as blood group A, B

Table 2 Examples of backbone chains found on mucin O-glycans

Backbone repeat Type 1 Type 2
Lactosaminic chains
C/ O
P
i antigen _
Poly N-acetyllactosamine chains -
B
B
B p
P
| antigen -

Branched N-acetyllactosamine chains
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Table 3 Examples of peripheral sequences found
on O-glycans

H antigen A antigen B antigen

,_
2 p—O
%)
3 ::e':
|
Eg [)
|

is® Lewis® Sda/Cad
o o p f
ﬁ o
B
(4
Lewis* Lewis” Sialyl-Tn antigen

W
4

or H antigens. Around 80% of O-glycans carry blood group epitopes, suggesting that the variation in gastric
mucin glycosylation between human individuals is mainly due to the blood group status [19].

In contrast with gastric mucins, human intestinal mucin O-glycans are mainly based on sialylated core 3
structures [20-22]. Extensive differences in the glycosylation pattern of mucins along the intestinal tract have
been described [21,22], characterized by the presence of decreasing gradients from ileum to rectum of fucose
and ABH blood group expression and of an increasing acidic gradient. The high degree of diversity in the
expression of glycans in the different parts of the intestine creates an enormous repertoire of potential binding
sites for microorganisms that could explain the regio-specific colonization of bacteria in the human gut. In
human foetal mucins, no gradient of glycosylation pattern is observed from the small intestine to the colon,
suggesting that regio-specific glycosylation of the human gut is acquired after birth, probably due to bacterial
primo-colonization and gut post-natal absorptive and digestive functions [23].

Mucin glycans and bacterial adhesion

As described previously, mucin O-glycans are highly pleiotropic in their role in regulating interactions with
microorganisms. Mice lacking key glycosyltransferases involved in O-glycan biosynthesis, such as core 3 syn-
thase, C1GalT1 (core 1 synthase) or B1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase 2, display altered mucosal barrier
function, greater bacterial translocation into mucosal tissues, and altered bacterial community composition and
susceptibility to infection [24-28]. Human non-secretors, i.e. characterized by the lack of functional FUT2
allele and the absence of ABH antigens on various epithelial cell types, possess a significantly distinct
microbiota community composition compared with secretors [29].

Taken together, these data illustrated the key roles exerted by mucin O-glycans in bacterial adhesion and
regio-specific colonization of epithelial tissues. Bacteria have evolved a variety of lectins and adhesins implicated
in their interactions with the host [5,30] and are capable of modulating their expression to rapidly adapt to
changes in host glycosylation as observed in numerous diseases [31-35].

Escherichia coli adhesins
E. coli is a Gram-negative bacterium belonging to the Enterobacteriaceae family. It is a commensal bacterium
residing in the gastrointestinal tract but has the potential to act as an opportunistic pathogen, causing infections
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such as urinary tract infections or sepsis/meningitis [36]. Like most of the Gram-negative and Gram-positive
bacteria, E. coli strains use extracellular appendages such as flagella, pili and fimbriae for adherence to their
host. Fimbriae are long, proteinaceous adhesion organelles comprising fimbrial adhesins having a two-domain
organization: the external N-terminal domain is a lectin, whereas the C-terminal pilins connect to the rest of
the fimbrius. Fimbrial adhesins are dependent on their glycan epitope for recognition and these glycan epitopes
are age-, organ- and species-specific. F17G, the adhesin on F17 fimbriae from enterotoxigenic E. coli, recognizes
GIcNAc in a terminal non-reducing position or internally in O-glycans from intestinal mucins [37]. FedF, the
adhesin on F18 fimbriae from shiga-secreting E. coli, binds to ABH type 1 and sulphated H type 2 blood group
antigens [38]. CfaE, the adhesin of colonization factor antigen I fimbriae (CFA/I) of enterotoxigenic E. coli,
mediates binding of E. coli to human small intestine by recognizing sialylated proteins, which constitute the
first step in diarrhoea pathogenesis [39].

Flagella are composed of thousands of copies of flagellin subunits, are critical elements in the virulence strat-
egies of many bacterial pathogens and play a role in biofilm formation. Several studies have highlighted the role
of flagella in the adherence to mucus [40,41]. The flagella of enterohaemorrhagic E. coli EDL 933 O157:H7 and
enteropathogenic E. coli E2348/69 O127/H6 have been shown to bind to mucus and mucins from bovine intes-
tine, which may contribute to colonization of mucosal surfaces [42]. Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)
secretes a two-partner adhesin, EtpA, that is conserved within the ETEC pathovar and interacts both with the
tips of ETEC flagella and with glycans carried by the transmembrane and secreted intestinal mucins at epithe-
lial surfaces, forming a molecular bridge promoting bacterial adhesion and intestinal colonization [15].

Lactobacillus species

Lactobacillus species are commensal bacteria of the human gut and above all are of significant importance to
the food and health industries because of their use as probiotic supplements. Lactobacillus exhibits numerous
mechanisms for adhesion to mucus, among which mucus-binding proteins (MUBs) are well characterized. The
MUB proteins contain repeated functional domains (Mub repeats), which share homology with the
Pfam-MucBP (mucin-binding protein) domains (PF06458). MUB and most MucBP domain-containing pro-
teins exhibit a C-terminal sortase recognition motif (LPXxTG) for covalent attachment to peptidoglycan,
repeated regions with adhesion properties and an N-terminal region for the secretion of the protein. Mub
repeats have been shown to adhere to pig gastric mucin and hen intestinal mucus [43]. Adhesion assays of
MUB from Lactobacillus reuteri on mammalian tissue sections and mucus-secreting intestinal cell line demon-
strated a binding of MUB to sialylated mucin glycans [44]. Adhesion was inhibited equivalently by fetuin and
asiolofetuin, as well as by mucus from different hosts, suggesting a weak or no host specificity for MUB
binding to mucus components. Mub proteins were also shown to interact in vitro with a large repertoire of
immunoglobulins [45].

Many other proteins are involved in the binding of lactobacilli to the gastrointestinal mucus [46]. These pro-
teins include the elongation factor Tu whose expression is up-regulated in the presence of mucus [47-51] and
heat-shock GroEL isolated from Lactobacillus johnsonii [52]. Slp-A, an S-layer protein in Lactobacillus acidoph-
ilus, has been proposed as a mucus-binding adhesin because slpA knockouts showed decreased adhesion cap-
ability [53]. Mucus adhesion-promoting protein (MapA) of Lactobacillus fermentum 104R [54],
collagen-binding protein of L. reuteri NCIB 11951 [55] and mucus/mucin-binding protein (32-Mmubp) of L.
fermentum BCS87 [56] were all identified as binding proteins to gastrointestinal mucus.

Both the Gram-negative and Gram-positive bacteria produce pilins to assemble pili on their cell surface for
twitching motility, biofilm formation or immunomodulation. Lactobacillus rhamnosus strains utilize their pili
to adhere to and to colonize the intestinal mucus [57]. Pili are long and monomers covalently linked in a
sortase-dependent manner: SpaA, SpaB and SpaC. SpaC, covering the pilus length, is thought to play a pivotal
role in the adhesion to mucus [57].

Bacteroidetes

The Bacteroidetes, a dominant bacterial phylum in the human gut, has evolved a sophisticated multi-protein
system for sensing, binding and depolymerizing their target glycans [58]. Starch utilization systems (Sus) or
Sus-like systems have been identified in every human gut Bacteroidetes genome sequenced to date. The Sus-like
systems, although glycan-dependent, all include a Ton-B-dependent porin (SusC), a glycan-binding protein
(SusD), glycoside hydrolases that initiate glycan degradation and a sensor/regulator that up-regulates expression
of the locus when oligosaccharides are present. The SusD-like protein BT1043 of Bacteroides thetaiotaomicron
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has been shown to target mucin O-glycans [59] and its crystal structure has been elucidated in the presence of
LacNAc. Another type of SusD family protein, NanU, has been demonstrated to bind to Neu5Ac with high
affinity in Bacteroides fragilis [60].

Bifidobacterium

Bifidobacterium is one of the major phyla of the gastrointestinal tract in infants and remains at significant
levels in adults. In the last few decades, several strains of Bifidobacterium, such as Bifidobacterium longum, B.
infantis, B. breve and B. bifidum, were characterized by the capabilities for consuming human milk oligosac-
charides [61]. Furthermore, B. infantis harbours oligosaccharide-binding proteins that favour host-derived
glycans such as mucin O-glycans [62]. Half of the Family 1 of solute-binding proteins, part of ABC transpor-
ters, were identified to bind mucin O-glycans, human milk oligosaccharides and blood group antigens. B.
longum subsp. longum isolated from human faeces encodes a putative fimbrial protein possessing five variants
(A, B, C, D and E types) with significant variations in their affinity to porcine colonic mucins [63]. Other
strains of Bifidobacterium of intestinal origin express cell surface adhesins, giving them the ability to adhere to
the gastrointestinal tract, including transaldolase from B. bifidum [64], sortase-dependent pili of B. bifidum
PRL2010 [65] and Tad pili in B. breve [66].

Helicobacter pylori adhesins

Until 1984 and the discovery of Campylobacter pyloridis, further baptized Helicobacter pylori, the stomach was
seen as a sterile organ, devoid of microbiota due to its acid production [67]. Indeed, the microbial load in the
stomach is 10-10° CFU bacteria/ml gastric content, many orders of magnitude below the load in the colon
(10'°-10"* CFU/ml) [68,69]. Other bacterial species such as Veillonella, Lactobacillus and Clostridium have
been found in gastric juice; however, these bacteria may just be transient [70]. The main difference between
transient bacteria and H. pylori is that they only establish small colonies for short periods of time, but are not
able to colonize the gastric mucosa and to cross-talk with the host. The ability of H. pylori to reside in the
stomach mucus results from the capacity of this bacteria to buffer its environment by increasing the pH from
very acidic to milder conditions using an urease, but also from its propensity to bind glycan structures present
on stomach mucins.

In healthy individuals, H. pylori binds to Le® motifs present on the stomach mucin MUC5AC via the blood
group antigen-binding adhesin (BabA) present on the bacteria [71,72]. BabA-mediated binding to MUC5AC is
a crucial adhesion process for H. pylori and the expression of this adhesin is a virulence factor associated with
increased risk for overt disease [71,73]. Whereas strong Le"-binding strains of H. pylori possess the allele
babA2, LeP-non-binding strains of H. pylori usually possess a silent allele of babA gene sequence, babAl,
which can be activated by recombination into the babB locus. Once at this second locus, a BabB/A chimeric
adhesin is expressed that presents some Le"-binding capacity thought lower than that of Bab2 [74]. These
changes in expression allow a fine modulation of adhesive properties during cycles of periodic activation and
deactivation. The majority of H. pylori strains are generalists, which bind to Le" as well as to ALe® and Ble®, in
contrast with specialists that bind blood group O/Leb exclusively [75]. Recent studies have investigated the
molecular interactions involved in BabA binding to Le" and blood group A and B antigens [76,77]. By using
X-ray crystallography, it was shown that BabA J99 uses eight amino acids to bind to Le®. Among them, N206,
which interacts with Le" Fuc4, is located in the hypervariable crown loop and may thus explain the differences
seen in the affinity of the H. pylori strains towards Le® glycan [76]. The X-ray structures of BabA adhesin alone
and in complex with ABO/Le" receptors revealed a three-pronged Le"-binding site: the conserved cystein-
clasped loop 2 (CL2) is implicated in the recognition of the o1,2-linked secretor fucose, whereas the diversifica-
tion loop 2 (DL2) binds to the reducing end B1,3-GlcNAc-Gal-Glc moiety of the type 1 chain oligosaccahride,
and the DL1 region recognizes the peripheral GaINAc and Gal residues constituting, respectively, blood group
A or B antigens [77]. CL2, DL1 and DL2 co-operate to modulate and orientate binding of BabA towards ABO/
Le® type 1 chain antigens.

Upon infection by H. pylori, the rate of sialylated mucins, scarce in a healthy stomach, increases signifi-
cantly [34,78,79]. Glycans harboured on these mucins present the motif SLe*, the specific ligand for the sialic
acid-binding adhesin (SabA) [80]. This adhesin plays therefore a major role for the binding of the bacteria
on diseased gastric tissues [81]. Structural studies on the extracellular region of SabA adhesin showed con-
served amino acids among sabA orthologues and also between SabA and BabA, implicated in the highly
selective ligand-binding site [82].

394 © 2017 The Author(s); published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society



Biochemical Society Transactions (2017) 45 389-399 Theése de Bélinda Ringot-Destrez, Universifexdert ifl§y 5018
DOI: 10.1042/BST20160167 ... PRESS

Bacteria

Adhesin

0O-glycan

Colon

Signaling
pathways

Munosaccﬁaride Vv
release ™ /
\i_ O-glycan degradation

Generation of a new O-
glycan motif serving as a
ligand for the bacteria

'Glycosyltransferases
expression modulation

|
-
"

i

Figure 1. Interplay at the host mucosal surface between secreted mucins and bacteria.

(A) Bacteria can penetrate the mucus layer underlying the epithelium and can bind to mucins through adhesins and/or lectins
recognizing O-glycan motifs. (B) Some bacteria may secrete glycosidases capable of releasing monosaccharides favouring its
growth and/or generating motifs favouring its colonization process, leading to differently glycosylated mucins. (C) Adhesion of
bacteria to mucins may lead to activation of several intracellular signalling pathways, leading to modulation of certain
glycosyltransferase gene transcripts. The up-regulation of glycosyltransferases implicated in the biosynthesis of mucin
O-glycans may result in a remodelling of secreted mucins, with neo- or expression of glycan antigens favouring bacterial
attachment or limiting its binding.

The adherence-associated lipoprotein AB (AlpAB) has also been implicated in H. pylori binding to the
gastric mucosa, but the ligand of this adhesin seems to be the laminin constituting the basement membrane
[83]. We have recently shown that H. pylori binding may also be achieved through recognition of
LacdiNAc-specific adhesin (LabA), recognizing specifically the glycan Fucol-2Galpfl-3(GalNAcBI-
4GlcNACcB1-6)GalNAc and being a plausible cause for the tropism of H. pylori for the gastric mucosa [84].

Conclusion

Bacteria have adopted various strategies to infect their targets or colonize their host, binding to mucins being a
crucial step for many of them (Figure 1). This binding necessitates the presence, at the surface of the bacteria,
of adhesins specific for glycan or peptidic motifs present on mucins. The host reacts to the infection with
pathogenic bacteria by modulating the expression of either mucins themselves [85] and/or by a change in
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mucin glycosylation [33]. In the same way, it has been shown that bacteria modulate the expression of their
genes coding adhesins responsible for the binding to mucins in response to exposure to these glycoproteins
[86]. The understanding of the interplay between bacteria and human epithelium requires the identification of
new adhesins and their ligands on mucins as well as the study of the mechanisms of regulation reciprocally
involved between these two partners. With advances in microarray technologies, O-glycan microarrays can
provide a sensitive, high-throughput tool allowing the analysis of adhesin-mediated bacterial binding in a
format compatible with limited sample amounts.
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