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Accueil et mot de bienvenue : Pierre Foucaud, Président de Vaincre la Mucoviscidose

Conférence d’ouverture par le Pr. Isabelle Durieu, responsable du CRCM adulte de Lyon (site
constitutif) et animatrice de la Filiere de santé maladies rares « Muco-CFTR » :
« Mucoviscidose a I’ére des thérapies modulatrices de CFTR : pistes de recherche a privilégier pour les
patients »

Sessions de présentations orales, modérées par:
Madame Dominique Pougheon Bertrand et le Pr Jean-Christophe Pageés

Session 1 : Thérapies ciblées et permissivité dans la lutte antibactérienne

ALCARAZ Matthéo : Efficacité et mode d’action d’un inhibiteur de la biosynthése des acides
mycoliques chez Mycobacterium abscessus.

LOUIS Mélissande : Le peptide natriurétique humain ANP comme arme anti-biofilm de Pseudomonas
aeruginosa : effet et mécanisme d’action.

NOVELLI Marine : Criblage d’inhibiteurs des pompes d’efflux et pharmacomodulation pour améliorer
I’efficacité des antibiotiques.

BORN-BONY Maélys : Le transfert adoptif de MSDC module le rétablissement des souris aprés une
infection pulmonaire a Pseudomonas aeruginosa.

SARRAZIN Morgane : Les Cyclipostines/Cyclophostines de nouvelles perspectives dans le traitement des
infections a Mycobacterium abscessus chez les patients atteints de mucoviscidose.

Pause (15 min)

Session 2 : Dynamique de la colonisation bactérienne

HARDOUIN Pauline : Caractérisation du microbiote pulmonaire de patients atteints de la
mucoviscidose par métaprotéomique.

TOURE Hamadoun : Mycobacterium abscessus résiste & la réponse cytotoxique innée de I’héte infecté.
BASTIEN Sylvére : Evolution de Pseudomonas aeruginosa et de ses interactions avec Staphylococcus
aureus chez les patients atteints de mucoviscidose.

PONT Stéphane : Pathogénicité de Pseudomonas aeruginosa et réponse immunitaire innée associée au
cours d'une infection persistante dans un modéle d'embryon de poisson zébre.
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Session 3 : Vivre avec la mucoviscidose

FRENOD Cécile : ExPaParM : une recherche collaborative pour définir des Patient-Reported Experience
Measures (PREM).

LOIZEAU Virginie : Habiter avec la mucoviscidose : la contribution de I'analyse sociologique des
pratiques d’hygiéne domestique a la prévention des risques respiratoires.

Session 4 : La face cachée de I'inflammation

BLEUSE Solenne : Etude de la régulation de TTP, protéine anti-inflammatoire en contexte CF.
BRIOTTET Maélle : Biosynthese des médiateurs lipidiques de la résolution de I'inflammation dans la
mucoviscidose et leurs effets sur la clairance mucociliaire.

DELION Martial : Profil inflammatoire des cellules épithéliales bronchiques suite a la restauration de la
fonction de CFTR : correcteurs versus expression génique.

Session 5 : Modeles d’étude

DUMORTIER Claire : Les iPSCs ; nouvelle source cellulaire pour I’étude du réle de CFTR dans la maladie
osseuse.

MOTTAIS Angélique : Modele murin humanisé F508del : un nouveau modeéle préclinique pour la
mucoviscidose ?
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Session 6: Comprendre I'impact des traitements d’aujourd’hui et trouver ceux de demain

SERGHERAERT Johan : Evaluation de I’effet de traitements correcteurs et potentialisateurs de CFTR sur
I’évolution de marqueurs liés a la pathologie osseuse liée a la mucoviscidose.

LEPISSIER Agathe : Mécanismes d’action impliqués dans la réponse respiratoire aux modulateurs de
CFTR.

MESINELE Julie : Lumacaftor-ivacaftor : facteurs impliqués dans la réponse au traitement et impact sur
la fonction respiratoire.

MITRI Christie : Développement d'une approche thérapeutique pour le traitement de I’ensemble des
patients atteints de mucoviscidose.
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Recherche Fondamentale
Infection

ALCARAZ Matthéo

EFFICACITE ET MODE D’ACTION D’UN INHIBITEUR DE LA BIOSYNTHESE DES ACIDES MYCOLIQUES CHEZ
MYCOBACTERIUM ABSCESSUS

Matthéo ALCARAZ, Frangoise Roquet-Banéres1, Jan Abendroth2, Tom Edwards2, Laurent Kremerl
1. Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier, CNRS UMR 9004, Université de Montpellier, Montpellier, France 2. Seattle Structural
Genomics Center for Infectious Disease, Seattle, USA.

Objectifs

Mycobacterium abscessus est un pathogene émergent et opportuniste pouvant causer des infections pulmonaires séveéres,
notamment chez les patients atteints de mucoviscidose. Cette espéce bactérienne est particulierement résistante a la plupart des
antibiotiques, dont les anti-tuberculeux tel que l'isoniazide (INH) qui cible I’énoyl ACP réductase InhA, enzyme clé dans la
biosynthése des acides mycoliques. Dés lors, il apparait nécessaire d’identifier de nouvelles entités chimiques et cibles
thérapeutiques pour améliorer les traitements contre M. abscessus. Dans cette étude, nous décrivons I'activité et le mode d’action
de la 4-hydroxy-2-pyridone NITD-916 (1) chez M. abscessus.

Matériels et méthodes

L’activité in vitro de NITD-916 est déterminée par la mesure de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) vis-a-vis d’un large
panel d’isolats cliniques de M. abscessus. Des tests d’infection dans la lignée monocytaires THP-1 différenciée en macrophages
ont été effectués afin d’évaluer I'activité du composé contre les formes bacillaires intracellulaires. Pour évaluer le mode d’action
de ce composé, un radiomarquage métabolique a été effectué, suivi de I'analyse des lipides radiomarqués par chromatographie
a couche mince. La sélection de mutants résistants spontanés a NITD-916 et le séquengage du gene inhAMAB, a permis de
décrypter le mécanisme d’action de ce composé. La résolution de la structure cristallographique de INnhAMAB complexée au NADH
et au NITD-916 a été mise a profit pour confirmer le mécanisme d’inhibition de ce composé.

Résultats

Les souches cliniques présentent une sensibilité élevée a NITD-916 avec une CMI de 1,56 pg/ml. Par ailleurs, NITD-916 est actif in
cellulo, causant une réduction de la charge bactérienne intramacrophagique. Le composé réduit également le nombre ainsi que
la taille des cordes intra- et extracellulaires, caractéristiques des variant rugueux de M. abscessus et impliquées dans la virulence.
L’analyse lipidique des cultures traitées au NITD-916 indiquent que le composé inhibe la synthése de novo des acides mycoliques.
Des mutants hautement résistants au composé (CMI>100ug/ml) présentent une mutation dans le géne inhAMAB entrainant un
changement d’acide aminé G96S ou G96V. La surexpression de ces alleles mutés entraine une augmentation de la CMI, suggérant
que la protéine INhAMAB est la cible de NITD-916 chez M. abscessus. Les études cristallographiques montrent un réseau
d’interaction entre NITD-916 et le site actif de INhAMAB et que le remplacement de la Gly96 par un acide aminé plus volumineux
provoque un encombrement stérique empéchant la fixation de I'inhibiteur dans le site actif de I'enzyme.

Discussion et conclusions

Ces résultats indiquent que NITD-916 présente une forte activité contre les formes intra- et extracellulaires de M. abscessus en
agissant comme un inhibiteur direct de la protéine INhAMAB, conduisant a I'arrét de la synthése des acides mycoliques. lls ouvrent
la voie a d’autres études destinées a améliorer I'activité et les propriétés pharmacologiques des 4-hydroxy-2-pyridones. Enfin, ils
confortent I'idée que INhAMAB est une cible attractive a exploiter dans de futurs développements thérapeutiques.

Références

(1) Manjunatha UH et al. Direct inhibitors of InhA are active against Mycobacterium tuberculosis. Sci Transl Med. 2015;7(269):269ra3-269ra3.
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Recherche Clinique
Infection
LOUIS Mélissande

LE PEPTIDE NATRIURETIQUE HUMAIN ANP COMME ARME ANTI-BIOFILM DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA : EFFET
ET MECANISME D’ACTION

1LOUIS Mélissande, 1Clamens Thomas, 1Desriac Florie, 1Rodrigues Sophie, 2Kipnis Eric, 2Grandjean Teddy,1Bouffartigues Emeline, 1Cornelis
Pierre, 1Chevalier Sylvie, 1Feuilloley Marc G.J., 1Tahrioui Ali and 1Lesouhaitier Olivier

1.Laboratoire de Microbiologie Signaux et Microenvironnement LMSM EA 4312, Université de Rouen Normandie, 27000 Evreux, France
2.Univ. Lille, CNRS, Inserm, CHU Lille, Institut Pasteur de Lille, U1019-UMR9017-ClIL-Centre, d'Infection et d'Immunité de Lille, Université de
Lille, F-59000, Lille, France

Objectifs

Dans la présente étude, nous avons évalué |'effet d’'une hormone, le peptide natriurétique auriculaire (ANP) sur les biofilms de P.
aeruginosa. .

Matériels et méthodes

Essentiel des résultats a été obtenu par I'utilisation d'un systeme de formation de biofilm en conditions dynamiques. Les images
de ces biofilms ont été réalisé avec un microscope confocal a balayage laser.

Résultats

. Nous avons observé, dans un premier temps, que I’ANP inhibe également fortement la formation des biofilms de P. aeruginosa.
Par ailleurs, contrairement au CNP, nous avons constaté que I’ANP est aussi capable de déstabiliser des biofilms matures de P.
aeruginosa. Une exposition a I’ANP (2h; 10 nM) provoque une importante dispersion d’un biofilm mature de P. aeruginosa PA14
(- 73 %).). Cet effet dispersif de ’ANP est dose-dépendant et impacte des biofilms formés par différentes souches de P. aeruginosa
(PA14, H103, PAK, souches cliniques). Nous avons également observé que I’exposition des biofilms a un cocktail d’ANP et de divers
antibiotiques (Tobramycine, Polymyxine B, Imipenem) est plus puissant en termes de dispersion des biofilms que I'effet
d’antibiotique seul mettant en évidence un rdle d’adjuvant pour I’ANP. Enfin, nous avons identifié la protéine senseur AmiC de P.
aeruginosa comme étant la cible de I’ANP, puisqu’un biofilm mature du mutant AamiC est insensible a I’ANP. De méme, la présence
du régulateur de I'opéron ami, a savoir la protéine AmiR est indispensable pour visualiser I'effet dispersif de I’ANP.

Discussion et conclusions

Ces résultats suggerent que 'ANP pourrait étre un nouvel outil thérapeutique dans la recherche de molécules capables de
disperser les biofilms formés par P. aeruginosa, notamment chez les patients atteints de mucoviscidose.

Références

Non communiquées
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Recherche Fondamentale
Microbiologie
NOVELLI Marine

CRIBLAGE D’INHIBITEURS DES POMPES D’EFFLUX ET PHARMACOMODULATION POUR AMELIORER L’EFFICACITE
DES ANTIBIOTIQUES

Marine Novellil, Jacques Siad1, Jean-Michel Brunell, Martin Picard2, Jean-Michel Bollal
1. Membranes et cibles thérapeutiques, Faculté de Pharmacie d’Aix-Marseille Université, Marseille 2. Laboratoire de biologie physico-
chimique des protéines membranaires, IBPC, Université Paris Diderot — Paris 7, Paris

Objectifs

Les infections pulmonaires provoquées par des bactéries pathogenes multi-résistantes représentent une menace préoccupante
chez les personnes atteintes de la mucoviscidose. Cette maladie génétique conduit a la sécrétion abondante par les poumons d’un
mucus visqueux favorable aux infections bactériennes. La surexpression des systemes d’efflux est 'un des mécanismes majeurs
associé au phénotype MDR (Multi-Drug Resistance). Les pompes d’efflux permettent le rejet vers le milieu extérieur de composés
toxiques pour la bactérie, laissant un niveau de concentration intracellulaire en dessous du seuil d’efficacité. Les pompes RND
(Resistance-Nodulation-cell Division), retrouvées uniquement chez les bactéries a Gram négatif, effluent un large panel de
substrats incluant toutes les familles d’antibiotiques [1]. Notre projet consiste a développer des inhibiteurs des pompes d’efflux
(IPE) comme adjuvant aux antibiotiques déja présents sur le marché afin de restaurer leur efficacité sur les bactéries MDR.

Matériels et méthodes

La chimiotheque, comprenant de nombreux dérivés de polyamines, est testée contre les souches de Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli sauvages, dépourvues ou surexprimant les systemes d’efflux. Dans un premier temps, des tests de potentialisation
d’antibiotiques substrats des pompes d’efflux sont effectués grace a la plateforme de criblage BAC-Screen de I'Unité. Lorsque
ceux-ci montrent une activité inhibitrice, des relations structure-activité nous permettent de guider la synthese de nouveaux
dérivés. Dans un second temps, leur mécanisme d’action est étudié sur bactéries entieres [2] et sur les pompes AcrAB-TolC d’E.
coli et MexAB-OprM de P. aeruginosa reconstituées en protéoliposomes [3].

Résultats

Sur les 160 composés criblés, 7 présentent une activité potentialisatrice sur E. coli et 4 sur P. aeruginosa. Deux molécules dérivées
des ianthelliformisamines [4] ont montré une activité sur les deux espéces. Les premieres pharmacomodulations ont pu étre
effectuées sur I'une d’entre elles, aboutissant a plus de 17 dérivés testés comme préalablement.

Discussion et conclusions

Les composés les plus efficaces sont en cours d’étude pour déterminer leur mécanisme d’action et ainsi valider leur spécificité vis
a vis des pompes d’efflux. A I'issue de ce travail, un programme de « scale-up » de synthese sera développé pour le(s) composé(s)
répondant a I’ensemble des critéres mis en ceuvre et permettre d’envisager des tests de toxicité préalables aux essais sur animaux
infectés.

Références

1. Masi M, Réfregiers M, Pos KM, Pages JM. 2017. Mechanisms of enveloppe permeability and antibiotic influx and efflux in Gram-negative
bacteria. Nat. Microbiol. 2, 17001. 2. Lieutaud A, Pieri C, Bolla JM, Brunel JM. 2020. New Polyaminoisoprenyl Antibiotics Enhancers against
Two Multidrug-Resistant Gram-Negative Bacteria from Enterobacter and Salmonella Species. J Med Chem. 63, 10496-10508. 3. Verchére A,
Dezi M, Adrien V, Broutin |, Picard M. 2015. In vitro transport activity of the fully assembled MexAB-OprM efflux pump from Pseudomonas
aeruginosa. Nat Comm. 22, 6890. 4. Pieri C, Borselli D, Di Giorgio C, De Méo M, Bolla JM, Vidal N, Combes S, Brunel JM. 2014. New
lanthelliformisamine derivatives as antibiotic enhancers against resistant Gram-negative bacteria. ) Med Chem. 22, 4263-72.
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Recherche Clinique
Infection
BORN-BONY Maélys

LE TRANSFERT ADOPTIF DE MSDC MODULE LE RETABLISSEMENT DES SOURIS APRES UNE INFECTION PULMONAIRE
A PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Maélys BORN-BONY 1, Bérengéere VILLERET 1, Mélodie BOUTE 1, Ignacio GARCIA-VERDUGO 1, Jean-Michel SALLENAVE 1
1. Université de Paris, INSERM 1152, Physiopathologie et épidémiologie des maladies respiratoires, F-75018 Paris, France

Objectifs

1) Caractérisation de MDSC (cellules myéloides dérivées de la moelle osseuse) WT et CFTR KO a I'état basal et apres infection a
P.a.in vitro 2) Déterminer si le transfert adoptif des MDSC a un impact modulateur sur I'infection pulmonaire a P.a. in vivo.

Matériels et méthodes

In vitro: - Les MDSC ont été obtenus par différenciation de la moelle osseuse de souris WT ou CFTR KO dans des milieux
contenant de I'lL-6 et du GM-CSF dans un protocole de 5 a 7 jours. - Les MDSC ont été caractérisés par une analyse par
cytométrie en flux - Les MDSC ont été infectés par la souche PAO1 pendant 4 heures. Les concentrations de cytokines dans
les surnageants ont été évaluées par ELISA et I'expression des genes cellulaires a été mesurée par gPCR. - Des essais
d’inhibition des splénocytes ont été effectués pour évaluer et définir la capacité d’inhibition des MDSC In vivo: - Dans un
protocole a forte dose bactérienne (1e8 CFU / souris, létale), des souris C57 / B6 ont été infectées par voie intra-nasale avec PAO1,
puis transférées avec différentes doses de MDSC isogéniques (0,25e6 a 1e6) par voie endo-trachéale. La survie, la perte de poids
et le score de gravité ont ensuite été mesurés. - Dans un essai a faible dose de bactéries (5e6 UFC/souris, non létale), des
souris C57/B6 ont été infectées par voie intra-nasale par PAO1, transférées avec des MDSC comme ci-dessus, puis sacrifiées a
différents temps. Un lavage broncho-alvéolaire et des extraits pulmonaires ont été recueillis pour étudier la concentration de
cytokines, la charge bactérienne et pour analyser les populations immunitaires (cytospins et FACS).

Résultats

In vitro: 1) Les cellules de moelle osseuse de souris CFTR WT et KO différenciées dans un milieu contenant de I'lL-6 et du GM-CSF
expriment des marqueurs MDSC typiques et de bonne foi (Arg-1, S100A8, S100A9...) et inhibent la prolifération des splénocytes.
2) Bien que la sécrétion de cytokines et I'expression des génes inflammatoires pulmonaires n’aient montré aucune différence
entre les MDSC WT et CFTR KO avant et aprés I'infection PAO1, nous avons confirmé que les MDSC CFTR KO avaient une capacité
inhibitrice réduite par rapport aux MDSC WT. In vivo: Le transfert adoptif de MDSC module I'infection pulmonaire a PAO1. Une
faible dose de MDSC (250 000 MDSC / souris) semble améliorer la survie et la récupération des souris, tandis que des doses plus
élevées (500 000 ou 1e6 MDSC / souris) ont montré une tendance a I'aggravation de I'infection et a une survie plus faible.

Discussion et conclusions

Bien que préliminaires, nos résultats suggeérent qu’un transfert adoptif MDSC a la suite d’une infection pulmonaire P.a. peut avoir
un impact sur le rétablissement des souris. D’autres expériences permettront de disséquer davantage les mécanismes impliqués
et de déterminer si le MDSC peut étre une nouvelle cible thérapeutique pour les patients atteints de mucoviscidose.

Références

Non communiquées

FINANCEMENTS

VAINCRE LA MUCOVISCIDOSE : Oui
ASSOCIATION GREGORY LEMARCHAL : Non 6
BLANCHE POUR VAINCRE : NON
AUTRE :




Recherche Fondamentale
Infection

SARRAZIN Morgane

LES CYCLIPOSTINES/CYCLOPHOSTINES DE NOUVELLES PERSPECTIVES DANS LE TRAITEMENT DES INFECTIONS A
MYCOBACTERIUM ABSCESSUS CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE MUCOVISCIDOSE.

M. Sarrazinl, C. D. Spilling2, J-L. Herrmann3, L. Kremer4, J-F. Cavalierl, S. Canaanl
1. Aix-Marseille Univ, CNRS, LISM, Marseille 2. University of Missouri-St. Louis, USA. 3. UVSQ, INSERM UMR1173, Versailles 4. IRIM, INSERM,
Montpellier

Objectifs

M. abscessus est un pathogene émergent responsable d’atteintes pulmonaires sévéres chez les patients atteints de
mucoviscidose. Cette mycobactérie présente une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques rendant parfois les traitements
inefficaces et laissant peu d’alternative de guérison. Dans ce contexte, nous étudions de nouveaux composés appelés Cyclipostins
et Cyclophostines (CyC) qui présentent une activité antibactérienne sur M. abscessus similaire aux meilleurs antibiotiques de
référence. De plus, I'identification des cibles impactées par ces molécules a conduit a I'obtention d’une quarantaine de protéines,
dont la protéine Erm(41) responsable de la résistance aux macrolides, antibiotiques centraux dans I'antibiothérapie contre M.
abscessus. Le blocage d’Erm(41) permettrait de contrer la résistance et de rétablir la sensibilité aux macrolides. Ce projet a donc
pour objectif d’approfondir I’étude du mécanisme d’action des composés sur la bactérie, de tester sur des bactéries résistantes
aux macrolides I'effet de I'association des CyC avec les macrolides et de caractériser I'inhibition d’Erm(41) par les CyC.

Matériels et méthodes

L’étude de la pénétration des CyC chez les mycobactéries et sur des bactéries responsables d’infections pulmonaires chez les
patients a été réalisée grace a la synthéese de CyC fluorescents qui nous a permis de suivre et de quantifier leur pénétration par
microscopie de fluorescence et par fluorimetrie. L'étude de I'activité de I’association CyC-macrolide sur des souches de M.
abscessus sensibles et résistantes aux macrolides a été réalisée par la méthode de I’échiquier. Enfin, afin de déterminer le meilleur
CyC pour l'inhibition d’Erm(41), nous avons produit et purifié la protéine en grande quantité. Ceci nous a permis d’analyser
I'interaction d’Erm(41) avec plusieurs CyC par des moyens biochimiques (test de compétition, spectrométrie de masse, etc...).

Résultats

Nous avons pu montrer que la pénétration des CyC est un phénomene spécifique aux mycobactéries. En effet, tous les CyC testés
sont capables de franchir leur paroi et cela indépendamment de leur activité. En revanche, bien que les CyC soient capables
d’interagir avec les protéines présentes dans un lysat de P. aeruginosa et S. aureus, il semblerait que nos composés soient en fait
incapables de franchir leur paroi cellulaire. Les premiers tests de synergie des CyC avec I'azithromycine et la clarithromycine,
deux macrolides fréquemment utilisés dans le traitement, sur la souche sauvage de M. abscessus ont pu montrer que les CyC sont
capables de potentialiser I'activité de la clarithromycine in vitro sur la croissance bactérienne. En parallele, I'’étude de I'interaction
des CyC avec la protéine Erm(41) purifiée a permis de montrer que les CyC sont bien capables d’interagir avec la protéine et que
cette interaction est covalente. Ces résultats ont permis de valider que la protéine Erm(41) est bien une cible des CyC.

Discussion et conclusions

Les résultats obtenus sont plutét encourageants sur I'utilisation des CyC en thérapeutique et nous confortent dans I'idée que
I’association CyC-macrolide sera efficace contre les souches résistantes. En outre, le marquage spécifique des mycobactéries par
les CyC fluorescents, nous permet d’envisager également leur utilisation pour le diagnostic des infections a M. abscessus.
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Les composantes du microbiote pulmonaire

HARDOUIN Pauline

CARACTERISATION DU MICROBIOTE PULMONAIRE DE PATIENTS ATTEINTS DE LA MUCOVISCIDOSE PAR
METAPROTEOMIQUE

Pauline Hardouinl, Olivier Pible1, Hélene Marchandin2, Raphaél Chiron3, Jean Armengaud1l, Lucia Grengal

1 Laboratory ‘Innovative technologies for Detection and Diagnostics’ CEA- Marcoule, Bagnols-sur-Céze, France 2 Equipe PHySE, HydroSciences
Montpellier, CNRS, IRD, Université de Montpellier, Montpellier, France 3 Centre de Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose
(CRCM), Centre Hospitalier Universitaire de Montpellier, Montpellier, France

Objectifs

Une meilleure connaissance du microbiote des voies respiratoires des patients atteints de la mucoviscidose est essentielle pour
mieux comprendre la physiopathologie sous-jacente de la maladie. En effet, le microbiote fait partie des facteurs contribuant a
I'exacerbation des symptomes des patients et aux résultats des traitements. Dans le but de déchiffrer I'évolution des
communautés microbiennes associées a la mucoviscidose et les interactions hote-microbiote, nous rapportons ici le
développement d'une approche basée sur la métaprotéomique et son application pour étudier l'effet de la méthode
d'échantillonnage des expectorations sur la composition du microbiote pulmonaire des patients atteints de la mucoviscidose.

Matériels et méthodes

Afin d’établir rapidement le profil des composants majeurs du microbiote a partir d’expectorations, une approche de
métaprotéomique a été appliquée. Une premiere étape de prétraitement a été réalisée sur les échantillons frais de sputum visant
a perturber le mucus et isoler la fraction contenant le microbiote. Les protéines extraites ont été soumises a une digestion a la
trypsine en gel. Les peptides résultants ont été analysés par spectrométrie de masse en tandem. Le profil taxonomique du
microbiote a été obtenu en exploitant I'information des données brutes par application d’une stratégie d’analyse développée par
notre équipe permettant d’identifier les taxons présents au sein de I'échantillon et d’estimer leurs abondances relatives. Les
protéines validées ont ensuite été annotées par KEGG a l'aide du service web GhostKoala afin de récupérer les informations
fonctionnelles du métaprotéome.

Résultats

Les différentes composantes du microbiote pulmonaire (bactéries, archées et champignons), y compris les non-cultivables ou les
moins explorés comme Burkholderia, Streptococcus and Chryseobacterium, ont été identifiés et quantifiés dans trois paires
d'échantillons d’expectoration spontanés et induits. L'analyse comparative des données métaprotéomiques a révélé I'absence de
différences significatives en termes de signal microbien détecté et de diversité taxonomique entre les deux types d'échantillons.
De méme, la méthode d'échantillonnage n'a pas d'impact sur le profil fonctionnel du microbiote et de I'h6te. En effet, les termes
fonctionnels liés a la mucoviscidose tels que l'inflammation, le métabolisme des lipides et I'infection ont été identifiés a la fois
dans les échantillons spontanés et induits.

Discussion et conclusions

L'approche de métaprotéomique permet une caractérisation taxonomique et fonctionnelle approfondie du microbiote
pulmonaire de la mucoviscidose a partir d'échantillons d'expectoration indépendamment de la méthode d'échantillonnage. Les
résultats préliminaires obtenus ouvrent la voie a de nombreuses applications comme |’évaluation de l'impact de thérapies de
modulateurs de CFTR de nouvelle génération sur le microbiote pulmonaire ainsi que les influences que le microbiote peut avoir
sur le résultat des traitements.
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MYCOBACTERIUM ABSCESSUS RESISTE A LA REPONSE CYTOTOXIQUE INNEE DE L’HOTE INFECTE
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Misguichl, Sébastien Szuplewski2
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Objectifs

Mycobacterium abscessus (Mabs) est un pathogéene opportuniste de 'Homme et I'espéce la plus pathogene parmi les
mycobactéries a croissance rapide (MCR) qui sont majoritairement saprophytes. Mabs cause des infections pulmonaires séveres
et difficiles a éradiquer chez les personnes atteintes de mucoviscidose. Les causes de sa pathogénicité restent encore mal
comprises, de méme comment Mabs infecte et colonise son hote. Dans ce travail, nous avons taché de répondre a ces questions
en utilisant la drosophile et la souris comme organismes modéles.

Matériels et méthodes

Des drosophiles sauvages et déficientes pour certains composants de I'immunité innée (cellulaire et/ou humorale) ont été
infectées par nano-injection avec 10 colony forming units (CFU) de Mabs suspendues dans 50 nL d’eau au niveau du thorax. La
mortalité des mouches a été quotidiennement suivie pendant 10 jours. Des macrophages primaires de souris « Black 6 » ont été
infectées a MOI 10 puis mis en contact ou non avec des cellules NK autologues. Les pourcentages de cellules vivantes et/ou
infectées ont été déterminés par cyrtométrie en flux.

Résultats

La drosophile est sensible de maniere dose-dépendante a I'infection par Mabs. Apreés injection, les mycobactéries sont rapidement
internalisées par les macrophages. Elles y sont présentes pendant les 4 premiers jours de I'infection. Ce maintien intracellulaire
de Mabs par les macrophages est crucial pour la survie de la drosophile. En effet, la déplétion des macrophages (en pré-injectant
des liposomes de clodronate avant les bactéries) augmente la susceptibilité des mouches a l'infection. Ces résultats ont été
confirmés de maniére génétique en surexprimant un géne pro-apoptotique dans les macrophages. De maniére surprenante, au
contraire, la déplétion génétique des thanacytes, une sous-population de cellules sanguines récemment décrite, confere de la
résistance a I'infection. Nous montrons que les thanacytes induisent une apoptose caspase-dépendante dans les macrophages
infectés par I'intermédiaire des granzymes B et H. Cette cytolyse conduit a I'épuisement de la principale population cellulaire
capable de contréler l'infection sans tuer les bactéries intracellulaires, entrainant une bactériémie puis la mort des mouches. Nous
avons confirmé la résistance des Mabs a la lyse cytotoxique des phagocytes chez la souris apres contact des macrophages
primaires infectés avec des cellules NK autologues. En effet, les NK tuent les macrophages infectés sans pour autant affecter la
charge bactérienne.

Discussion et conclusions

Collectivement, nos résultats démontrent : (i) I'existence d’une population de cellules cytotoxiques chez la drosophile, une
premiére chez les insectes ; (ii) la propension de Mabs a résister a la réponse innée cytotoxique de I'hOte, typique des
mycobactéries pathogénes strictes comme M. tuberculosis. Cette capacité de Mabs pourrait partiellement expliquer sa
pathogénicité supérieure parmi les MCR qui sont majoritairement saprophytes.
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Objectifs

Les capacités d’adaptation du pathogene opportuniste Pseudomonas aeruginosa (PA) lui permettent de coloniser une grande
variété d’environnements. Dans le cas des infections pulmonaires survenant chez les patients atteints de mucoviscidose (CF), PA
évolue in-vivo vers un état de faible virulence mais de haute résistance. Cette adaptation génétique de PA affecte également ses
interactions avec les microorganismes co-colonisateurs, tels que Staphylococcus aureus (SA). Les souches d’infections précoces
de PA sont ainsi en compétition avec SA, alors que les souches d’infections chroniques sont capables de coexister. Nous cherchons
a caractériser les facteurs génétiques de PA impliqués dans la mise en place de cette coexistence bactérienne.

Matériels et méthodes

Pour 11 patients CF, un couple de PA isolées du méme échantillon mais présentant les deux états d’interaction avec SA ont été
identifiés grace a des tests de compétition. Les génomes de ces paires d’isolats de PA ont été séquencés afin de comparer, pour
chaque patient, les caractéristiques génétiques de I'isolat de coexistence par rapport a I'isolat de compétition.

Résultats

Les résultats indiquent que les deux isolats co-isolés appartiennent au méme clone, suggérant |’existence de transitions in vivo
entre les phénotypes coexistant et compétiteur de PA. De plus, en comparaison aux isolats compétiteurs, les génomes des PA
coexistants accumulent des mutations non-synonymes affectant des génes ainsi nommés « patho-adaptatifs », témoignant d’un
phénomene de sélection positive. Parmi les genes spécifiquement mutés chez les isolats coexistants figure I'opéron yecS-fliY, muté
dans 66,7% des cas. La fonction de cet opéron et son réle dans I'interaction de coexistence restent a explorer.

Discussion et conclusions

En conclusion, notre étude montre que I'établissement de la coexistence avec SA est liée a la patho-adaptation de PA dans
I’environnement pulmonaire des patients atteints de mucoviscidose, et met également en évidence plusieurs de ses facteurs.
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PATHOGENICITE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA ET REPONSE IMMUNITAIRE INNEE ASSOCIEE AU COURS D'UNE
INFECTION PERSISTANTE DANS UN MODELE D'EMBRYON DE POISSON ZEBRE
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Laboratory of Pathogen Host Interaction, CNRS UMR5235, Université de Montpellier, Montpellier, France

Objectifs

L'objectif de ce travail est d'établir un modéle d’infection persistante a P. aeruginosa in vivo facile a utiliser, afin de mieux
caractériser l'interaction héte-pathogene sous-jacente a la persistance de P. aeruginosa, de comparer la virulence de souches
cliniques, et de tester de nouvelles molécules anti-Pseudomonas.

Matériels et méthodes

Nous utilisons comme modele d'infection I'embryon de poisson zébre, un vertébré aux caractéristiques uniques pour I'étude des
interactions hote-pathogéene grace a de nombreux outils génétiques et a la possibilité d'imagerie in vivo en temps réel. Suite a une
blessure a la queue, les embryons sont incubés en présence d’isolats cliniques issus de patients atteints de mucoviscidose
(collaboration P. Plésiat, CHU Besangon), induisant la colonisation de la plaie. La capacité des souches a persister au sein de I'hote
pendant trois jours est évaluée, ainsi que la localisation bactérienne (intracellulaire vs extracellulaire) dans les tissus. De plus, les
isolats cliniques sont caractérisés phénotypiquement (résistance au complément et a la phagocytose, capacité a former un
biofilm...) et leur séquence génomique est analysée.

Résultats

Nous avons identifié un isolat clinique (hnommé B) qui persiste au sein de I'h6te sans induire de mortalité, alors que les autres
isolats testés sont totalement éradiqués en deux ou trois jours. Tous les isolats cliniques sont trés sensibles a I'action bactéricide
du complément, mais contrairement aux souches non-persistantes, I'isolat B résiste aux macrophages et forme des biofilms in
vitro.

Discussion et conclusions

Nous avons pu développer un modéle simple de colonisation persistante chez un hote vertébré, basé sur I'analyse d'isolats
cliniques issus de patients atteints de mucoviscidose. D'autres études de microscopie confocale seront réalisées pour évaluer la
localisation des bactéries au cours de la colonisation persistante, ainsi que le recrutement de cellules immunitaires tels que les
macrophages et neutrophiles. Nos résultats offrent un nouveau modeéle d'infection persistante pour tester des molécules anti-
Pseudomonas dans un contexte normal ou CF (a l'aide d'une lignée de poisson cftr-/-).
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Objectifs

Cette recherche collaborativel permet d’explorer les conditions de la prise en charge des patients, de définir les domaines et
criteres d’un parcours de qualité a leurs aux yeux, pour construire un questionnaire de recueil de I’expérience patient2 du parcours
mucoviscidose.

Matériels et méthodes

Le groupe de recherche réunit des chercheurs académiques, des professionnels des CRCM et 7 co-chercheurs patients adultes et
parents d’enfants atteints de mucoviscidose. Design en 4 phases : 1) mise en place de |'étude, recrutement des co-chercheurs,
formation aux méthodes de recherche qualitative, définition des 