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Résumé

La fibrose kystique (FK), causée par des mutations dans le gene codant pour le canal chlorure
CFTR, est caractérisée par des infections bactériennes chroniques des voies aériennes (VA),
impliquant en particulier Pseudomonas aeruginosa (PA) et Staphylococcus aureus (SA). Les
facteurs de virulence (VirF) sécrétés par celles-ci sont responsables de la destruction progressive
des VA et altérent la capacité de réparation du tissu épithélial. Il existe cependant des molécules
spécifiques permettant de corriger le défaut de CFTR et de moduler l'activité de canaux
potassiques, deux actions qui pourraient favoriser la réparation épithéliale de par leur action.
Leur efficacité pourrait toutefois étre altérée par les VirF de P. aeruginosa ou S. aureus. Mon
objectif a été d’identifier le potentiel de réparation épithélial du Trikafta et du ML277,
modulateurs respectivement spécifiques des canaux CFTR et KvLQT1 (canal potassique sensible

au voltage, du syndrome du QT long), impliqués dans les processus de réparation.

Des cultures primaires de cellules bronchiques des VA de patients FK ont été traitées avec la triple
combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta, I’activateur de KvLQT1 ML277, et la combinaison
de ces deux derniers, en plus d’étre exposées aux VirF de cultures de P. aeruginosa ou S. aureus.
L’efficacité de ces traitements sur les processus de réparation fut évaluée, suite a des lésions,
selon la vitesse de réparation des plaies, la prolifération cellulaire et les dynamiques de migration

guidée cellulaire.

Les VirF de P. aeruginosa et S. aureus altérent la vitesse de fermeture Iésionnelle, la prolifération
cellulaire et les dynamiques de migration cellulaire. Les traitements Trikafta et ML277 permettent
cependant d’améliorer ces processus de la réparation épithéliale, et ce, en absence comme en
présence des VirF bactériens nocifs a la réparation. La combinaison du Trikafta et du ML277
n‘amene cependant pas l'effet additif espéré sur la réparation épithéliale. Ces résultats
témoignent finalement de I'effet bénéfique du Trikafta et du ML277 sur la réparation épithéliale

malgré la condition infectieuse, favorisant I'intégrité fonctionnelle de I'épithélium des VA FK.

Mots-clés : Fibrose kystique, infections bactériennes, Iésions épithéliales, transport ionique

membranaire, réparation épithéliale, nouvelles avenues thérapeutiques



Abstract

Cystic fibrosis (CF), caused by mutations in the gene coding for the chloride channel CFTR, is
characterized by chronic bacterial infections in the airways, particularly by Pseudomonas
aeruginosa (PA) and Staphylococcus aureus (SA). The virulence factors (VirF) secreted by these
bacteria are responsible for the progressive destruction of the airways and impair the repair
process of the epithelia. Nevertheless, there are specific molecules that correct the CFTR defect
and modulate potassium channel activity, both of which could be beneficial at promoting
epithelial repair. However, their efficacy could be altered by P. aeruginosa or S. aureus VirF. My
objective was to identify the repair potential of Trikafta and ML277, respectively specific

modulators of CFTR and KvLQT1 channels, involved in repair processes.

Primary cultures of airways epithelial cells from CF patients were treated with the triple
combination of CFTR modulators Trikafta, the KvLQT1 activator ML277, and the combination of
the latter two, in addition to being exposed to VirF from P. aeruginosa or S. aureus cultures. The
efficacy of these treatments on repair processes was evaluated, following wound injury, by the

rate of wound repair, cell proliferation and guided cell migration dynamics.

P. aeruginosa and S. aureus VirF alter wound repair rates, cell proliferation and cell migration
dynamics. Nevertheless, Trikafta and ML277 treatments improve these epithelial repair
processes, both in the absence and presence of repair-damaging P. aeruginosa or S. aureus VirF.
However, the combination of Trikafta and ML277 did not have the hoped-for additive effect on
epithelial repair. Overall, these results show the beneficial effect of Trikafta and ML277 epithelial
repair despite the infectious condition, promoting the functional integrity of the CF airways

epithelia.

Keywords: Cystic fibrosis, bacterial infections, epithelial damage, membrane ion transport,

epithelial repair, new therapeutic avenues
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quorum sensing

guorum quenching

réticulum endoplasmique

récepteurs de type RIG-I
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rotations par minute

résistance transépithéliale

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
small-colony variants

standard error of the mean

syndrome du QT long

segment transmembranaire

température ambiante

Twik-related acid-sensitive potassium channel
transition épithélio-mésenchymateuse
trypsine immunoréactive

récepteurs de type Toll

facteur de nécrose tumoral

Twik-related potassium channel

canal potassique Twik a deux domaines pore

flasque de culture cellulaire de 75cm?

17



UA
UPS
VA
VEMS
VirF
WB

unité arbitraire

systeme ubiquitine-protéasome

voies aériennes

volume expiratoire maximal par seconde
facteurs de virulence

immunobuvardage
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Chapitre 1 — Introduction

1.1 l’appareil respiratoire

La respiration chez I'humain est assurée par I'appareil respiratoire divisé selon plusieurs
ramifications, des voies aériennes (VA) aux alvéoles, qui permettent une oxygénation efficace de
I’ensemble des organes du corps humain par échanges gazeux (1). En plus d’assurer la respiration,
notre systeme respiratoire possede d’autres fonctions physiologiques essentielles afin d’assurer
I'homéostasie et l'intégrité fonctionnelle de I'épithélium respiratoire, notamment par des
mécanismes de défense contre les agressions extérieures contenues dans l'air inspiré
(pathogenes, poussieres, gaz irritants) (2). Ces fonctions sont rendues possibles grace au maintien
de l'intégrité de la barriere épithéliale et des fonctions spécifiques des cellules composant les

différents épithéliums bordant les VA et les alvéoles (3).

1.1.1 Anatomie et fonctions du systéme respiratoire

L’appareil respiratoire est divisé fonctionnellement en deux portions : la premiere conductrice et
la seconde respiratoire. La portion conductrice est composée, premiérement dans la région
extrathoracique (voies supérieures), des cavités nasales, du pharynx et du larynx (Figure 1),
assurant la premiere ligne de défense, par filtration, contre I'inhalation de polluants dans I'air, en
plus de leurs fonctions de réchauffement et d’humidification de Iair (1,2). S’ensuit la région
trachéo-bronchique (voies inférieures), composée de la trachée qui bifurque en deux bronches
primaires, ramifiées subséquemment dans chagque poumon en bronches secondaires,
préterminales et terminales, un ensemble responsable non seulement de la conduction de I'air
inspiré vers la portion respiratoire, mais également de sa purification. La région alvéolaire (voies
inférieures), composée des bronchioles respiratoires, des conduits et sacs alvéolaires, et

finalement des alvéoles, permet les échanges gazeux afin d’oxygéner les organes (1,3).

Le nombre d’alvéoles chez un individu dépend de son volume pulmonaire, mais on en dénombre

en moyenne un total de 480 millions, chacune étant entourée de nombreux capillaires sanguins
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afin de permettre I'apport de dioxygéne dans la circulation systémique par I'air inspiré, et le rejet

du dioxyde de carbone dans I'air ensuite expiré (1).

Extrathoracic
Region

I——
Pharynx Nasal Part
Oral Part

Posterior
Nasal Passage

Anterior

Nasal Passage \

Larynx
Trachea
Tracheobronchial Main Bronchi 4[
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Bronchi (
Bronchioles h ﬂ Bronchiolar
Alveolar Interstitial
Bronchioles
Terminal Bronchioles
Alveolar Respiratory Bronchioles
Region

Alveolar Duct +
Alveoli

Figure 1. -

Anatomie de I'appareil respiratoire (4)

Divisions de I'appareil respiratoire selon les régions extrathoracique (portion conductrice; voies
supérieures), trachéo-bronchique (portion conductrice; voies inférieures) et alvéolaire (portion

respiratoire; voies inférieures).
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Les fonctions d’intégrité de I'appareil respiratoire sont, quant a elles, assurées grace a une

différenciation épithéliale spécifique se produisant le long des subdivisions des VA.

1.1.2 Histologie de I’épithélium des voies aériennes

La ramification de I'appareil respiratoire méne a un amincissement progressif et une composition

cellulaire transitoire des épithéliums constituant ces embranchements, afin que ces derniers

puissent remplir leurs fonctions (1). Les cellules épithéliales des VA présentent des structures et

fonctions spécifiques selon leur localisation dans I'appareil respiratoire (3) :

Les cellules ciliées sont reconnaissables a leur forme allongée et aux cils couvrant leur c6té
apical, au nombre de 200 a 300 par cellule et d’environ 7 um de hauteur. Ces cils assurent,
de par leur battement coordonné dans le liquide périciliaire (PCL), le déplacement du
mucus emprisonnant les particules inspirées vers les voies supérieures afin qu’il soit
éliminé (3). Les cellules ciliées expriment un ensemble de canaux et transporteurs, dont
le canal chlorique CFTR (« cystic fibrosis transmembrane conductance regulator »),
assurant un transport ionique, et secondement liquidien, ce tout permettant de maintenir
un volume de PCL adéquat pour la fonction ciliaire. Les jonctions serrées et desmosomes
présents entre ces cellules et celles adjacentes permettent également la formation d’une
barriére physique imperméable (5).

Les cellules caliciformes (goblet), de forme cylindrique, sont les cellules responsables de
la production de mucus (en plus des glandes sous-muqueuses) dans la région trachéo-
bronchique, de par leurs sécrétions de mucines (glycoprotéines) grace a leurs granules
sécrétoires présentes au niveau apical (5).

Les cellules basales, petites et de forme triangulaire, aident a I'ancrage des cellules ciliées
et caliciformes a la membrane basale, mais surtout a la régénération cellulaire, aussi bien
normale qu’aprés une lésion, de par leur qualité de cellules progénitrices (3,5,6).

Les cellules Club, en forme de dome allongé, sont surtout présentes dans I’épithélium des
bronchioles et y agissent en tant que cellules sécrétrices de mucines et surfactant, ainsi

que cellules progénitrices lors de dommages épithéliaux (3).
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e Les cellules neuroendocrines, petites et triangulaires, ont une fonction encore mal
comprise, mais celle-ci pourrait étre liée aux peptides qu’elles secretent dans leurs
granules neurosécrétrices (5).

e Les ionocytes, un type cellulaire récemment identifié, sont plus rares dans I'épithélium
des VA (1-2% des cellules épithéliales) mais semblent avoir une contribution significative
au transport ionique transépithélial, de par leur forte expression du canal chlorique CFTR

(7-9).

La distribution des cellules épithéliales varie selon la région de I'appareil respiratoire (Figure 2).
La différenciation des voies supérieures en voies inférieures méne a une transition d’un
épithélium stratifié pavimenteux non kératinisé, composé de cellules non ciliées, a un épithélium
pseudostratifié cylindrique cilié et muqueux, composé surtout de cellules ciliées, ainsi que de
cellules caliciformes et glandes sous-muqueuses qui assurent la production de mucus. A mesure
des ramifications, le nombre de cellules ciliées, caliciformes et basales diminue progressivement

pour laisser place a un épithélium bronchiolaire composé surtout de cellules Club (3,5).
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Figure 2. — Histologie des voies conductrices et respiratoires de I’appareil respiratoire (3)

A la surface membranaire des cellules épithéliales des VA sont présentes de multiples protéines
de transport ionique, dont I'activité cohésive permet I'accomplissement des différentes fonctions

d’intégrité des épithéliums des VA, essentielles a la physiologie du poumon (section 1.1.4).
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1.1.3 Transport ionique transépithélial aux voies aériennes

C’est a partir des mouvements ioniques transépithéliaux que sont régulés les différents gradients
électrochimiques et osmotiques essentiels a I’'homéostasie liquidienne dans les poumons. Ces
mouvements sont assurés grace aux protéines de transport d’ions et de liquide (aquaporines,
AQP) présentes a la membrane plasmique des cellules épithéliales, et plus particulierement
certains canaux sodiques, potassiques et chloriques, qui permettent ce maintien de I'équilibre

ionique et hydrique (10).

1.1.3.1 Transport sodique

Le mouvement des ions Na* (sodium) est régulé par différentes protéines a la membrane
cellulaire, telles que les co-transporteurs NKCC (Na*-K*-2Cl) et Na*/HCOs;, mais il est
principalement orchestré par le canal ENaC (canal sodique épithélial) apical, et la pompe Na*/K*-
ATPase basolatérale. Ces deux derniers jouent un réle majeur dans la régulation du gradient
osmotique, contrélant le mouvement liquidien au niveau épithélial (11). Ceci est plus
particulierement représenté au niveau alvéolaire ou les cellules alvéolaires de type | et ll, grace a
ces protéines de transport ionique a leur membrane, sont responsables de la réabsorption
liquidienne. Ce phénomene est essentiel durant le développement des poumons ou, a la fin de la
grossesse, I'épithélium pulmonaire passe d’une activité de sécrétion a une absorption ionique,

afin de réabsorber le liquide foetal et permettre les échanges gazeux (12—-14).

Dans les poumons développés, le transport sodique transépithélial consiste en I'absorption
apicale du sodium par le canal ENaC, ensuite transporté du c6té basolatéral par la pompe Na*/K*-
ATPase (11). Ce mouvement ionique engendre un gradient osmotique qui méne a I'absorption
des liquides (par voie paracellulaire et par les AQP a la surface des cellules alvéolaires). Ce
déplacement est essentiel au maintien d’un environnement presque exempt de liquide au niveau

alvéolaire, afin d’assurer les échanges gazeux (11,15).

1.1.3.2 Transport potassique

En plus de la pompe Na*/K*-ATPase, le mouvement transépithélial des ions K* (potassium) est

régulé par divers canaux potassiques, positionnés a la membrane apicale comme basolatérale des
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cellules épithéliales. Ces canaux sont essentiels pour le controle du potentiel membranaire (11).
Plus d’une centaine de canaux K* ont été découverts, et on en dénombre parmi eux, plus d’une
trentaine exprimés dans I'épithélium respiratoire (16). Ces derniers sont divisés en 3 classes selon
le nombre de segments transmembranaires (STM) qui entrent dans leur composition : les canaux
a 2 STM et a rectification entrante (Kir), ceux a 4 STM et 2 pores (Task, Trek, Twik), et ceux a 6
STM. Cette derniére classe comprend deux sous-groupes : les canaux activés par le calcium (KCa)
(a I'exception de BKCa qui présente 7 STM), et ceux activés par les changements du potentiel
membranaire (Kv), comme le KvLQT1 (16) qui contribue pour une large part de la conductance

potassique au niveau de I’épithélium des VA (17).

1.1.3.2.1 Canal KvLQT1

Le KvLQT1 (KCNQ1, Kv7.1) est un canal potassique voltage-dépendant de faible conductance (1,8-
5,8 pS) activé par 'AMPc que I'on retrouve a la membrane des cellules épithéliales (18,19). Cette
protéine, encodée par le géne KCNQ1 du chromosome 11 et composée de 676 acides aminés,

consiste en la sous-unité a KCNQ1 liée a une de ses sous-unités B KCNE (Figure 3) (20).

Sous-unité a KCNQ1 Sous-unité B KCNE
[ e 1 [ 1

STMs voltage-dépendants STMs du pore

NH, COOH COOH

Figure 3. —  Structure 2D du canal potassique KvLQT1

Canal potassique KvLQT1 composé de sa sous-unité a KCNQ1 a 6 STM (S1-S6) et de sa sous-unité B KCNE.
Inspirée de Chen et al., 2009, et créée avec BioRender.com.
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Le canal KvLQT1 a premierement été caractérisé pour son réle au niveau des courants cardiaques
(21), composé des sous-unités a KCNQ1 et B KCNE1L. Il a été découvert en 1997 a l'identification
du géne causant le syndrome du QT long (SQTL), un trouble du rythme cardiaque dans lequel
I'intervalle QT est prolongé (22). Ce retard de repolarisation, causé par des mutations du gene,
peut provoquer une arythmie cardiaque, des torsades de pointe, ou ultimement un arrét

cardiaque (20).

Le canal KvLQT1 est également présent dans les VA, ou il est constitué des sous-unités a KCNQ1
et B KCNE2 ou KCNE3 (23). Il contribue, avec les canaux KCa et Karp, au transport potassique
responsable du maintien du potentiel membranaire dans les cellules épithéliales des VA, un
gradient électrochimique permettant d’assurer I’'absorption sodique et la sécrétion chlorique a la
membrane apicale des cellules (11,18,23). La fonction de KvLQT1 réside deuxiemement dans la
régulation de I'expression des canaux ENaC et CFTR, et donc ultimement dans le contrdle du
transport transépithélial des ions Na* et Cl (chlorure) (24—-27). Enfin, le canal KvLQT1 joue un role
essentiel a la physiologie pulmonaire : comme expliqué plus tard (section 1.1.4.3.5), les canaux
potassiques contribuent également a la régulation des processus de migration, prolifération et

réparation épithéliale (27-30).

1.1.3.3 Transport chlorique

Le mouvement des ions Cl" dans les cellules épithéliales des VA est assuré par plusieurs protéines,
comme les canaux chloriques CFTR et ANO1 (TMEM16A), le transporteur SLC26A9, et les co-
transporteurs NKCC et CI-HCOs™ (9,11). Comparativement a la contribution moindre des autres
protéines de transport chlorique apicales, le canal CFTR représente |'acteur majeur de la sécrétion
chlorique dans les VA, en plus du transport transépithélial des ions bicarbonate (HCO3) et autres
anions qu’il assure également (9,11,31,32). Le role essentiel du transport chlorique s’illustre par
exemple pendant le développement des poumons, ou les mouvements ioniques et hydrigques
sécrétoires dans la région alvéolaire sont principalement assurés via une sécrétion de Cl-, afin
d’exercer une pression favorisant une croissance pulmonaire optimale chez le fétus, avant de
transitionner vers des mouvements d’absorption ioniques et hydriques (33). A I’Age adulte, la

sécrétion chlorique qu’assurent les canaux CFTR dans les poumons développés permet de
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balancer I'absorption sodique présente et ainsi maintenir un volume liquidien adéquat au

battement des cils a la surface des cellules (9) (voir a la suite de la section).

1.1.3.3.1 Canal CFTR

La protéine CFTR, de faible conductance (6-10 pS), est codée par le géne CFTR situé sur le bras
long du chromosome 7 (7g31.2), de 250 Kb de longueur et possédant 27 exons (34,35). Composée
de 1480 acides aminés, sa structure a 5 domaines comprend, de I'extrémité N-terminale a celle
C-terminale, un premier domaine transmembranaire composé de 6 STM (MSD1), un premier
domaine de liaison a IATP (NBD1), un domaine régulateur R, puis un 2° domaine
transmembranaire a 6 STM (MSD2), et finalement un 2¢ domaine de liaison a I’ATP (NBD2) (36).
Ces domaines remplissent des fonctions distinctes : les MSD forment le pore du canal (avec les
STM et les boucles intracellulaires), les NBD contrélent son ouverture par liaison et hydrolyse
d’ATP, et le domaine R détermine son activité, de par sa phosphorylation qui permet le

rapprochement des NBD et la formation des deux sites de liaison a I’/ATP (Figure 4) (35).

MSD1 MSD2
N\ AN

Site de liaison
. de I'ATP
NBD1 RomEnE NBD2 |
Site de
phosphorylation
COOH
Figure 4. —  Structure 2D du canal chlorique CFTR

MSD : domaine transmembranaire; NBD : domaine de liaison de I’ATP; Domaine R : domaine de régulation;
S$1-S12 : segments transmembranaires. Inspirée de Lopes-Pacheco, 2016, et de McDonald et al., 2021, et
créée avec BioRender.com.
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Les structures NBD, et I’hydrolyse de I’ATP par ces derniers, vaut au canal CFTR sa place dans la
famille des transporteurs ABC (« ATP-binding cassette »), chez qui cette protéine représente un
unique membre : elle est |la seule dont la production créer un canal ionique, et donc I'activité ne

dépend pas uniquement de I'hydrolyse d’ATP (35,36).

La régulation du canal CFTR est complexe, requérant en effet la présence de plusieurs éléments
comme I'ATP, ou l'activité phosphatase ou kinase qui dépend de ’AMPc, d’ou la caractéristique
AMPc-dépendante du canal (35). L'ouverture de la protéine est premiérement régulée par la
phosphorylation du domaine R par la PKA (protéine kinase A) ou la PKC (protéine kinase C) (Figure
5). Une fois phosphorylé, le domaine R permet la dimérisation des deux domaines de liaison de
I’ATP NBD1 et NBD2, révélant une conformation « téte-a-queue » qui permet la liaison de I’ATP,
puis son hydrolyse en ADP au niveau intracellulaire. Cette réaction mene a des changements
conformationnels des STM pour permettre I'ouverture du canal, et donc la sécrétion d’ions Cl- au

niveau extracellulaire (35,36).

NH: ATP
NBD1 NBD2
ATP Domaine R
|
L (_—cooH
Figure 5. - Modélisation de I’activation du canal chlorique CFTR

MSD : domaine transmembranaire; NBD : domaine de liaison de I’ATP; Domaine R : domaine de régulation;
$1-S12 : segments transmembranaires; Cl- : ions chlorure. Inspirée de Rogan et al., 2011, et de McDonald
etal., 2021, et créée avec BioRender.com.
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La protéine CFTR est soumise a un processus complexe de maturation afin d’atteindre la
membrane plasmique de la cellule. Premiérement, la synthése et le repliement de la protéine
sont réalisés progressivement dans le réticulum endoplasmique (RE), domaine par domaine
(MSD1-NBD1-domaine R-MSD2-NBD2) (32). Une fois le dernier domaine NBD2 de CFTR
synthétisé, s’ensuit le processus de maturation de la protéine : lorsque bien assemblée et
adéquatement repliée, elle est transportée par des chaperonnes cytoplasmiques a I'appareil de
Golgi pour sa glycosylation. La protéine CFTR finalement mature est alors transportée par
vésicules sécrétoires a la membrane plasmique apicale de la cellule pour y exercer sa fonction de
canal. CFTR possede une demi-vie de 12 a 24 heures et est renouvelé a un taux de 10% par minute,
son internalisation étant réalisée par des endosomes pour procéder a son recyclage ou sa

dégradation (32,37).

Ce processus complet est cependant sujet a des erreurs dans les différentes étapes décrites. Les
protéines CFTR sont alors soumises a un controle de qualité rigoureux afin d’assurer que seules
celles correctement assemblées atteignent la membrane (32). Une protéine CFTR mal repliée est
reconnue par les protéines chaperonnes du RE afin d’étre dégradée par le systeme de
dégradation des protéines associée au RE (ERAD), qui implique le systéme ubiquitine-protéasome
(UPS). Ce dernier s’assure de la qualité de maturation de CFTR dans la membrane du RE et dans
le cytoplasme, et donc de l'ubiquitination d’une protéine CFTR mal repliée afin qu’elle soit

délivrée au protéasome pour étre dégradée, au lieu d’étre transportée a la membrane (32,37).

A la différence de sa fonction de réabsorption dans les cellules alvéolaires (38,39), le canal CFTR
assure une sécrétion chlorique dans les cellules épithéliales des VA (principalement les cellules
sécrétoires, ainsi que celles basales, ciliées et les ionocytes) (40), en équilibre avec I'absorption
sodique menée par le canal ENaC. Ce balancement permet de maintenir un gradient osmotique

adéquat afin de conserver un volume de PCL propice au battement ciliaire (Figure 6) (9).

De par cette opposition entre les mouvements sécrétoires et réabsorbants, la fonction de CFTR
est donc essentielle au contrdle du volume du PCL : en entrainant I’hydratation de cette couche,
CFTR maintient un volume adéquat a la fonction ciliaire pour la clairance mucociliaire (CMC) (9).

CFTR est également essentiel au maintien d’autres fonctions physiologiques dans le poumon,
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telles que I'activité antimicrobienne, de par la sécrétion d’ions HCO3™ qui contrélent I'acidité du
liquide de surface des VA (ASL; pH d’environ 7,1), et la réparation épithéliale (9,41,42), comme

détaillé dans la section 1.1.4.3.5.

apical

basolatéral

Figure 6.— Echanges ioniques transépithéliaux dans les cellules des VA, responsables des
mouvements liquidiens

Représentation des transports transépithéliaux d’ions régulant I'absorption et la sécrétion ionique et
liquidienne (H20) dans les voies aériennes, médiées en partie par les protéines ENaC, Na*/K*-ATPase, NKCC,
Na*-HCOs’, CFTR, et les AQP. Inspirée de Hanssens et al., 2021, et créée avec BioRender.com.

1.1.4 Fonctions de I’épithélium des voies aériennes

L’épithélium des VA est central a la défense des poumons contre les agressions extérieures. Il
représente 'interface entre le milieu interne et I’environnement externe, en agissant en tant que
barriére physique contre les nombreuses particules inspirées qui se déposent dans les VA, mais
également grace a la mise en place de la CMC, la réponse inflammatoire et la sécrétion de
molécules antimicrobiennes. Sa physiologie repose sur le maintien de plusieurs fonctions
pulmonaires essentielles, tant au niveau de la défense des VA, que de leur intégrité pour une

santé respiratoire optimale.

31



1.1.4.1 Clairance mucociliaire

La CMC représente la premiere ligne de défense contre les pathogenes qui s’accumulent dans les
VA (43). Comme introduit précédemment, cette fonction est accomplie grace aux différents
transports ioniques réalisés au niveau des cellules épithéliales des VA. Le potentiel membranaire
maintenu par le transport potassique assure I’équilibre entre sécrétion de Cl" et réabsorption de
Na*, permettant le transport des fluides au niveau des VA afin de conserver le volume adéquat

de PCL, nécessaire a la CMC (9,11).

L'accomplissement de la CMC réside dans la composition de I’ASL, constitué d’une couche de
mucus et du PCL sous-jacent. La fine couche supérieure de mucus est composée de plusieurs
mucines, les principales présentes étant MUC5AC et MUCSB, qui forment un gel afin de piéger
dans le mucus toute particule étrangére inspirée (9,43). Cette couche est également constituée
d’eau et de différentes autres protéines. La forte composition en eau agit comme tampon pour
le PCL, afin que ce dernier maintienne son volume lors des variations d’hydratation des VA (44).
Quant aux autres protéines présentes dans la couche de mucus, telles que les lysozymes,
lactoferrines, défensines, lactoperoxydases, elles lui attribuent des propriétés antioxydantes,
antiprotéases et antimicrobiennes, permettant de neutraliser les pathogeénes emprisonnés dans
le mucus (45). Cette couche de mucus est alors évacuée grace au mouvement ciliaire, possible

grace au PCL (9).

La couche de PCL est constituée a 96% d’eau (et 4% d’ions, lipides, protéines et mucus) et est
responsable de la lubrification de la surface des VA et de la fonction ciliaire. De par son contact
direct avec les cellules ciliées et sa hauteur similaire a celle des cils (environ 7 um), le PCL sépare
la couche de mucus de I'épithélium cilié, permettant un environnement favorable au battement
coordonné des cils, selon un rythme métachronal (43,46). Ce mouvement assure la remontée du

mucus vers les voies supérieures (pharynx, bouche) afin qu’il soit évacué (9).

Il a été proposé que le PCL serait constitué de nombreuses mucines et glycoprotéines attachées
aux cils et a la surface épithéliale, formant un filet qui empécherait les mucines de la couche du

mucus, ainsi que les particules piégées dans celui-ci, d’entrer dans le PCL (47). Cette théorie
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expliquerait comment la couche de mucus et le PCL co-existent a une telle proximité, sans pour

autant se mélanger (44).

1.1.4.2 Réponse inflammatoire

La CMC ne suffisant pas entierement a la défense de I'épithélium des VA, ce dernier combat
également les agents pathogenes inspirés grace a ses fonctions immunitaires : en présence de
microorganismes, les cellules épithéliales déclenchent une réponse inflammatoire afin de

neutraliser leur virulence (48).

La reconnaissance des agents pathogenes est réalisée grace aux récepteurs de reconnaissance de
formes (PRR), exprimés en partie par les macrophages circulants dans I’ASL, qui identifient les
motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP) et associées aux dégats (DAMP), des
structures conservées dans les espéces microbiennes. Les PRR sont transmembranaires, comme
les récepteurs de type Toll (TLR) et de lectine de type C (CLR), ainsi que cytoplasmiques, tels que
les récepteurs de type NOD (NLR) et de type RIG-I (RLR) (49).

Cette reconnaissance, majoritairement réalisée par les macrophages, régule a la hausse la
transcription de génes codant pour des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires, comme
IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-a (facteur de nécrose tumoral), libérées par I'épithélium des VA et qui
activent la réponse inflammatoire en recrutant les cellules immunitaires (49,50). Cette activation
résulte en un recrutement des neutrophiles et des monocytes, et une amplification de I’activité
des macrophages, afin de neutraliser les agents pathogénes par phagocytose et préserver
I'intégrité de I’épithélium pulmonaire (51). Cependant, I’activité des neutrophiles peut également
étre nocive a cette intégrité épithéliale, par exemple au travers de la sécrétion d’élastase
neutrophilique. En effet, bien que cette activité enzymatique joue un réle clé dans I’élimination
des agents pathogénes présents dans les VA, elle contribue entre autres a la progression de la FK,

en accentuant lI'inflammation et en altérant la CMC et la réparation épithéliale (52).

1.1.4.3 Réparation de I'épithélium

L’exposition des VA aux agents pathogénes, a une réponse inflammatoire prononcée ou une autre

source d’insulte tissulaire, peut mener a des lésions de I'épithélium. Afin d’assurer l'intégrité
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fonctionnelle de la barriere épithéliale, la mise en ceuvre de divers mécanismes de réparation et

de régénération est requise.

La réparation de la lésion épithéliale repose sur l'intégration de processus complexes, a
commencer par I'étalement et la dédifférenciation des cellules progénitrices, qui vont ensuite
migrer vers la région épithéliale |ésée et y proliférer afin de la repeupler. Elles vont finalement se
redifférencier en cellules épithéliales spécifiques des VA (cellules ciliées, sécrétrices), afin de
régénérer un épithélium pseudostratifié et fonctionnel (Figure 7) (17). L'accomplissement de ces
mécanismes dépend de nombreux changements cellulaires dépendants de la modulation de
protéines du cytosquelette, de protéines transmembranaires (telles que les intégrines et les
récepteurs de facteurs de croissance) et de voies de signalisations intracellulaires (comme les
MAKP). Ces mécanismes sont également régulés par de nombreux facteurs de croissance, des
médiateurs inflammatoires (chimiokines et cytokines inflammatoires et anti-inflammatoires) et
des composantes de la matrice extracellulaire (MEC), sécrétés par les cellules épithéliales et
endothéliales, les fibroblastes, les macrophages et par la MEC, en réponse a la lésion épithéliale

(53).

Parmi les différentes étapes de la réparation, la migration cellulaire représente un processus clé
a la restauration de l'intégrité de I'épithélium. La cellule en migration interagit avec la MEC en
impliquant la formation de protrusions a I'avant de la cellule, leur adhérence au substrat, le
déplacement de la cellule en direction de la |ésion, puis le détachement et la rétraction arriere de
la cellule (54,55). Ce mouvement directionnel consiste en une répétition cyclique de changements
structurels de la cellule : la polymérisation de I’actine a son avant, qui s’aplatit pour former les
lamellipodes, et le détachement des sites d’adhésion focaux a son arriére, pour permettre sa
rétraction (Figure 7) (17,56). Ce déplacement est possible grace a la polarisation continue de la
cellule migratoire le long de la MEC, orchestrée par une variété de protéines extracellulaires,
comme les composants de la MEC et les facteurs de croissance, et cellulaires, comme les
protéines du cytosquelette, les intégrines, les métalloprotéinases (MMP) et les canaux ioniques

(55,57).
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Figure 7. — Processus de réparation aprés lésion épithéliale

Succession des différentes étapes de réparation épithéliale a la suite d’une lésion épithéliale, dont la
migration cellulaire qui fait, entre autres, entrer en jeu l'actine, la MEC (ECM, ECM fragments), les
intégrines, les MMP, les facteurs de croissance (pro-EGF, EGF, EGFR) et des protéines de signalisation.
Adaptée de Girault et Brochiero, 2014.

1.1.4.3.1 Protéines cytosquelettiques

Les mécanismes cytosquelettiques impliqués dans la migration cellulaire comprennent la fonction
des filaments d’actine. Ils forment une maille dans le lamellipode a I'avant migratoire de la cellule,
conduisant la protrusion en direction de la Iésion. La fonction des protéines du cytosquelette est
régulée par un gradient intracellulaire d’ions Ca?* (calcium), cette concentration calcique étant
plus élevée a I'arriere de la cellule, promouvant sa rétraction, qu’a son avant, favorisant la

protrusion du lamellipode (55).
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1.1.4.3.2 Matrice extracellulaire et intégrines

La migration des cellules épithéliales des VA implique leur adhérence transitoire a la matrice
provisoire, composée de fibronectine et vitronectine (glycoprotéines), ainsi que de laminine et
collagene de type IV (composants de la membrane basale) (54). Leur ancrage dépend alors
d’interactions entre leur cytosquelette et les composants de la matrice, par I'intermédiaire de
récepteurs basolatéraux, les intégrines (57-59). Cette famille de protéines transmembranaires
comprend I'hétérodimérisation de 18 sous-unités a et 8 sous-unités B, formant un total de 24
intégrines distinctives dont I'affinité spécifique dépend de leur assemblage (54). Lorsqu’activées
par un signal extracellulaire comme la liaison de facteurs de croissance a leur récepteur, les
intégrines a proximité assurent I’adhérence de la cellule a la MEC a partir de la formation de points
focaux (60). Cette fonction dépend de cascades de signalisation intracellulaires qui régulent non
seulement I'adhérence, mais également la migration et la prolifération cellulaire (59). Les
intégrines interagissent également avec d’autres protéines membranaires, telles que les canaux
potassiques. Ces interactions sont physiques, via un contact direct entre les deux protéines pour
former un couplage conformationnel, et fonctionnelles, I'activation des intégrines semblant

réguler les courants potassiques via signalisation calcique, phosphorylation ou protéines G (17).

1.1.4.3.3 Métalloprotéinases

La traction cellulaire le long de la MEC implique le relachement des points d’adhésion de la cellule,
un processus favorisé par les MMP, surexprimées en contexte de réparation épithéliale (17). Elles
facilitent la migration cellulaire en régulant I'adhérence cellulaire, en dégradant les tissus
résiduels de la MEC et en remodelant la matrice nouvellement synthétisée (57,58). Les MMP se
distinguent selon leur role respectif, comme la matrilysine (MMP-7), exprimée constitutivement
dans les cellules épithéliales des VA. Cette derniére joue un réle crucial dans la migration cellulaire
en clivant I'ectodomaine de la cadhérine E, permettant en partie la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) indispensable a la réparation épithéliale (57,58). Les MMP participent
également au relachement de facteurs de croissance de par le clivage des pro-facteurs de
croissance. Les facteurs de croissance relachés vont finalement se lier a leurs récepteurs,

constituant ainsi un boucle autocrine ou paracrine de signalisation cellulaire (17).
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1.1.4.3.4 Facteurs de croissance

En contexte lésionnel, les facteurs de croissance sont reldchés au site de I'insulte tissulaire afin
de contribuer a la réparation épithéliale de par leur modulation de la migration et de la
prolifération cellulaire. Par exemple, TGF-B (facteur de croissance transformant béta) contribue
a la TEM, et I'HGF (facteur de croissance des hépatocytes) active la synthése de protéines de la
MEC (53). L'EGF (facteur de croissance épidermique) joue un role plus central dans la réparation :
il stimule globalement la migration cellulaire (tout comme HGF et KGF, facteur de croissance des
kératinocytes) et la prolifération et différenciation cellulaire (ainsi que PDGF, facteur de
croissance drivé des plaquettes) (57). En effet, les travaux du laboratoire ont démontré I'existence
d’une boucle autocrine entre EGF et EGFR a partir de cultures primaires de cellules alvéolaires et
de lignées de cellules bronchiques, illustrant sa contribution dans le contréle de la réparation
épithéliale (28,29). L'EGF contribue également a la réparation en stimulant I'activité des canaux

potassiques comme KvLQT1 (28).

1.1.4.3.5 Canaux ioniques

Les transports ioniques semblent jouer un rbéle majeur dans la réparation épithéliale, en
contribuant a la migration, mais également a la prolifération et la différenciation cellulaire
(17,30,41,42). Le processus clé de la migration cellulaire serait, d’aprés un modele proposé par
I’équipe de Dr Schwab, en partie médié par régulation du volume cellulaire, grace a des protéines
de transport ionique (55). L'activité paralléle des échangeurs Na*/H* et CI"/HCOs3™ et du co-
transporteur Na*/HCOs™ a I'avant de la cellule ménerait a un influx d’ions Na* et CI, et donc d’eau
par osmose, contribuant a I'extension du lamellipode. Ce mouvement activerait des canaux
calciques sensibles a I'étirement et causerait un influx d’ions Ca?*, associé a un efflux paralléle
d’ions K*, qui induirait la rétraction de I'arriere de la cellule (55). D’aprés plusieurs laboratoires,
dont le noétre, la prolifération et la différenciation, en plus de la migration cellulaire, semblent
aussi étre régulées par l'action de protéines de transport ionique, telles que les canaux
potassiques (17,29,56) et chloriques (41,42,56,61-64) qui contribueraient plus vastement a la

réparation épithéliale.
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L’action des canaux potassiques ne s’arréte pas au contréle du potentiel membranaire pour les
mouvements ioniques et liquidiens, ils jouent également plusieurs réles dans la migration et la
prolifération des cellules épithéliales (17). Notre équipe a précédemment démontré que les
canaux KvLQT1, Karp et KCa3.1 régulent la migration des cellules épithéliales bronchiques et
alvéolaires, en partie grace a la modulation de la signalisation des facteurs de croissance a laquelle
les canaux potassiques participent (28,29). Ces derniers contribuent également a la migration
cellulaire en favorisant I'influx calcique intracellulaire, ce qui stimule la transcription génique et
active plusieurs protéines participant a la machinerie migratoire, comme la myosine I, les
calpaines, les calcineurines, les protéines kinases dépendantes de calmoduline et Ca?*, les
intégrines, ainsi que de nombreuses protéines de transports ioniques (56). L’'activité des
intégrines est modulée par les canaux potassiques, également au travers des interactions
physiques et fonctionnelles entre ceux-ci (17). Comme vu précédemment, le réle essentiel des
canaux potassiques dans la migration réside également dans la régulation du volume cellulaire,
grace au gradient osmotique et aux variations de pH qu’ils engendrent, ainsi que dans I'adhérence
cellulaire par leur modulation de I'activité des intégrines (17,56). L'importance des canaux
potassiques dans la prolifération cellulaire a également été investiguée, en partie par notre
laboratoire. Il a été proposé que le contréle du potentiel membranaire et de |‘expression des
cyclines par les canaux potassiques régulerait les cycles cellulaires, aidant a la prolifération. En
outre, le canal KvLQT1 semble réguler la croissance cellulaire en contrdlant la progression des
cycles cellulaires des phases GO/G1 a S, comme en témoigne son inhibition qui entraine une
diminution du nombre de cellules en phases S et G2/M (30). La signalisation de facteurs de
croissance a laquelle contribuent les canaux potassiques stimulerait également cette étape de la
réparation épithéliale (17). Notre équipe a effectivement démontré que l'activité de canaux
potassiques spécifiques contribuait a la prolifération des cellules épithéliales alvéolaires stimulée

avec EGF (KvLQT1 et Karp), et des cellules bronchiques (KvLQT1, Katp et KCa3.1) (28,29).

Les canaux chloriques jouent également un réle prépondérant dans la réparation épithéliale des
VA. La fonction d’ANO1, un canal chlorique Ca%*-dépendant (CaCC), a précédemment été
démontrée dans ce processus, ou son activité régule la migration et la prolifération de cellules

épithéliales bronchiques, comme en témoigne son inhibition qui diminue ces deux étapes (61).
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Le canal CFTR contribue également a la réparation épithéliale dans les VA, et ce, de plusieurs
manieres. Le transport chlorique assuré par ce canal participe a la migration cellulaire de par la
régulation du volume de la cellule, a son avant comme a son arriére. En effet, I'influx d’ions CI
aide a 'augmentation du volume de la cellule en son avant, et facilite la rétraction a I'arriére : la
régulation précédemment discutée du volume cellulaire par les canaux potassiques a son arriere
nécessite I'activité des canaux chloriques afin de maintenir les forces électrochimiques et
osmotiques de la cellule (42). CFTR aide aussi a la migration cellulaire a travers I'adhérence a la
MEC. Par I'intermédiaire de sa sécrétion d’ions HCOs’, ce canal régule le pH extracellulaire et crée
un gradient qui est acide a I'avant du lamellipode, ce qui promeut la formation de fortes
adhésions, et basique a l'arriére, favorisant la désadhésion de la cellule. L'implication des
variations du pH par CFTR est également intracellulaire, avec le transport d’ions HCO3™ en dehors
de la cellule qui permet de maintenir I'activité de I’échangeur Na*/H* sensible a I'acidité, acteur
dans la polarisation migratoire et la formation du lamellipode (42). Cette protrusion est centrale
dans la migration cellulaire, et nécessite I'activité de CFTR pour sa modulation, sans quoi elle est
diminuée. Egalement, I'effet de I'inhibition de CFTR sur la migration cellulaire se constate au
niveau de la vitesse de migration, et plus globalement sur la vitesse de réparation des Iésions
épithéliales, qui sont toutes deux fortement diminuées en contexte d’inhibition du canal. Son
activité de sécrétion chlorique est donc essentielle afin de maintenir une migration cellulaire
optimale et d’obtenir une réparation Iésionnelle et la régénération d’un épithélium fonctionnel

(41,42).

Cette action centrale de CFTR se comprend aussi a travers le courant ionique polarisant que le
canal forme lors d’une Iésion épithéliale, comme démontré dans des cellules de trachée de singe
ou le champ électrique créé par CFTR favorise une migration cellulaire directionnelle vers la
région lésée (62). Plus encore, ce rble essentiel que joue CFTR dans la réparation épithéliale est
constaté dans plusieurs autres modeles épithéliaux, dont des cultures primaires de cellules des
VA en FK. La baisse de fonction de CFTR, par silencage ou inhibition pharmacologique de la
protéine, mene en effet a un altération de la réparation épithéliale, de par la diminution de son
interaction avec le cytosquelette, de la fermeture Iésionnelle, de la protrusion du lamellipode ou

de la signalisation et I’activation des intégrines (42,65-70).
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L'activité de concert de ces canaux ioniques aide ainsi a la réparation épithéliale, de par les
différents processus qu’ils modulent. La fonctionnalité de I'épithélium des VA est donc
grandement affectée lorsque I'activité de ces acteurs centraux de l'intégrité épithéliale est

altérée, ce qui arrive malheureusement dans le cas de la FK.

1.2 La fibrose kystique

La FK est une maladie génétique autosomale récessive qui touche plus de 100 000 personnes dans
le monde (71). Tout groupe ethnique peut étre affecté par la maladie, mais elle est beaucoup plus
commune dans les populations caucasiennes (72). Au Canada, ce sont plus de 4300 personnes qui
sont atteintes de la FK, soit environ 1 naissance sur 3850 (72). Cette incidence est d’autant plus
marquée au Québec, ou on dénombre en moyenne 1 naissance FK sur 2500 (73,74). Bien
gu’aucun traitement curatif n’existe a ce jour pour soigner la maladie, les améliorations des soins
et traitements au cours des dernieres décennies ont permis de continuellement accroitre
I’espérance de vie des patients. Si les patients ne dépassaient pas I'dge de 1 an en 1938, lorsque
la FK a été décrite pour la premiére fois par Dorothy H. Anderson (75), I'age médian de survie est
présentement estimé a 57-58 ans (72). Cette plus grande espérance de vie méne cependant a une
caractérisation graduellement plus mature de la maladie, ce qui s’associe au développement de

nouvelles comorbidités et défis liés a I'age (76).

1.2.1 Etiologie

La FK est causée par des mutations du gene CFTR qui code pour le canal chlorique CFTR. L'intégrité
de ce géne est requise afin de produire la protéine CFTR de facon intacte et fonctionnelle a la
membrane des cellules (77). Cette maladie génétique est hérédité a la naissance par transmission
autosomique récessive (71), signifiant que les deux parents doivent étre porteurs d’un alléle muté
du géne CFTR et le transmettre a leur enfant pour qu’il soit atteint de la maladie. Dans un cas de
figure ou deux parents sont porteurs sains pour la mutation, leur enfant a 50% de chances de
I'étre également, 25% de chances de n’étre pas porteur de la mutation, ou au contraire, 25%
d’étre atteint de la FK lorsque la mutation est présente sur les deux copies, paternelle et

maternelle, du gene (Figure 8).
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Figure 8.— Mode de transmission de la FK (78)

Depuis la découverte du géne CFTR responsable de la FK en 1989 (79), plus de 2100 mutations
ont été identifiées a ce jour pour celui-ci (80), catégorisées selon 6 grandes classes (I a VI) selon
le défaut de CFTR qu’elles engendrent (Figure 9) (81). Les mutations sont également sous-
classifiées selon leur sévérité quant a la fonctionnalité de la protéine CFTR produite. Celles des
classes | a lll sont considérées de fonction minimale, et associées a des phénotypes plus séveres
pour la maladie, tandis que les mutations des classes IV a VI présentent une fonction résiduelle
(fonction ou production réduite de CFTR) et des phénotypes moins séveres associés a la maladie
(82—84). La sévérité de la FK n’est cependant pas entierement corrélée aux mutations du gene
CFTR, des facteurs environnementaux et génétiques rentrent également en cause dans le

phénotype développé pour chaque patient FK (85).

1.2.1.1 Classe |

Les mutations de cette classe menent a I'absence de production de protéine CFTR fonctionnelle.
Elles comprennent majoritairement des mutations de type non-sens qui générent des codons de
terminaison prématurés (PTC), ainsi que les mutations d’épissage canonique et de délétion
chromosomique, résultant ultimement a la production d’acide ribonucléique (ARN) tronqué
instable (82). Pour cette classe, la mutation la plus commune a I’échelle mondiale est la G542X,
affectant au moins un allele d’environ 4% de la population FK (86). Au Canada, la plus prévalente

est la 621+1G>T, touchant 6,1% de sa population, suivie des mutations G542X et 711+1G>T (72).
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1.2.1.2 Classe

Ces mutations sont associées a un défaut de maturation de la protéine CFTR, généralement d{ a
un repliement défectueux de la protéine lors de son assemblage dans le RE. Cette protéine
défectueuse ne passant pas le contréle qualité du RE, celui-ci va alors retenir la protéine, la
« rétro-transloquer » vers le cytoplasme ou elle sera dégradée par le protéasome, résultant en

une quasi-absence de protéines CFTR a la membrane cellulaire (81,86).

La mutation la plus commune pour cette classe est la F508del, qui consiste en la délétion de trois
paires de bases, entrainant la perte de I'acide aminé phénylalanine en position 508, responsable
d’un défaut de repliement de la protéine et de son instabilité subséquente qui méne a sa
dégradation. La protéine présente également d’autres défauts, comme des problémes
d’ouverture du canal ou de stabilité lorsqu’elle se rend a la membrane cellulaire, caractéristiques
des mutations de classe lll et VI (81,87). F508del est la mutation la plus prévalente a I'échelle
mondiale, et également au Canada, ou 86% des patients FK en sont porteurs. Plus
particulierement, 45,7% des patients FK sont homozygotes pour la F508del (porteurs des deux

copies de la mutation) et 41,1% sont hétérozygotes pour la mutation (72).

1.2.1.3 Classe Il

Les mutations de classe Il engendrent un défaut de régulation de la protéine. Celle-ci arrive bien
a la membrane cellulaire mais présente une activation défectueuse, empéchant I'ouverture du
canal chlorique (81,83). Ces mutations sont généralement localisées dans les sites de liaison de
I’ATP des NBD1 et NBD2 de CFTR et vont mener a la production d’une protéine CFTR qui sera
insérée a la membrane cellulaire, mais présentant un défaut d’activation par la PKA, diminuant
donc l'ouverture du canal par changement de conformation. La mutation G551D est la plus

commune pour cette classe (86).

1.2.1.4 Classe IV

Cette classe regroupe les mutations causant un défaut de conduction de la protéine CFTR,
résultant en une diminution du courant chlorique. Elles vont altérer les STM impliqués dans la

formation du pore du canal chlorique a la membrane cellulaire, et ainsi entrainer une diminution
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de sa conductance (probabilité d’ouverture et perméabilité au ClI") (83,86). La protéine CFTR
produite reste cependant partiellement fonctionnelle (mutation qualifiée avec fonction

résiduelle, comme pour les classes V et VI de mutations suivantes).

1.2.1.5 Classe V

Les mutations de cette classe ménent a une quantité réduite de protéine CFTR produite a la
membrane cellulaire. Elles affectent généralement I'épissage de I’ARN prémessager, ce qui induit
I’exclusion partielle ou compléete d’un exon et réduit ultimement la production optimale de

protéines CFTR (83,86).

1.2.1.6 Classe VI

Les mutations de classe VI sont plus rares. Ces mutations, généralement dans I'extrémité C-
terminale, sont causées par un décalage dans le cadre de lecture ou des PTC. Elles entrainent une
instabilité de la protéine CFTR mature produite, et ainsi, une instabilité du canal a la membrane

cellulaire (82,87).
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La conséquence des mutations de CFTR en FK se distingue au niveau physiologique, de par la
sécrétion chlorique altérée, ce qui entraine un déséquilibre ionique et hydrique et méne

ultimement a de multiples symptomes.

1.2.2 Diagnostic et dépistage

Depuis la premiére description de la FK en 1938 (75), la maladie a longtemps été diagnostiquée
par les professionnels de la santé a partir des symptémes visibles qui y sont associés (88). Ce
diagnostic était généralement posé en bas age, compte tenu de la courte espérance de vie liée a
la maladie a cette époque, mais la FK était également diagnostiquée chez certains adultes lorsque
sa sévérité était moindre (89). Etant donné le phénotype souvent moins sévére lié aux mutations
de fonction résiduelle (classes IV, V et VI), des individus FK pouvaient effectivement étre
diagnostiqués tardivement pour la maladie, les privant d’interventions précoces permettant
d’améliorer leur pronostic au long terme (90). En outre, une absence de corrélation génotype-
phénotype est aussi possible, lorsque des patients FK a mutations de fonction minimale (classes

, Il et Ill) présentent un phénotype moins sévere qu’en général pour ces mutations.

Si linsuffisance pancréatique (IP) et la perte de fonction pulmonaire étaient auparavant
considérées comme des références dans le diagnostic de la FK, il n’est pas rare que des individus
souffrant de la FK soient asymptomatiques (91). Ainsi, il a plus tard été reconnu qu’une anomalie
des électrolytes dans la sueur représentait une caractéristique davantage fiable a I'identification
de la maladie, étant présente dans 95% des cas FK (89,92), malgré la possibilité de faux positifs
(93). C'est selon cette caractéristique, retrouvée dans le go(t salé de la peau d’un individu FK (94),
que le test de sudation a premiérement été développé, actuellement un standard dans le
diagnostic de la maladie (92). Le test de sudation repose sur I’évaluation de la fonction de la
protéine CFTR dans les glandes sudoripares a la surface de la peau, a partir de la mesure de
concentration de chlorure dans la sueur produite. Afin d’étre collectée, la transpiration est induite
par lI'ionophorése de la pilocarpine, un processus visant a stimuler les glandes sudoripares par
I"application d’un faible courant et d’'une solution de pilocarpine imbibée sur une gaze. Selon la
concentration de chlorure mesurée, le diagnostic pour la FK est rejeté (< 29 mmol/L), inconcluant

(30-59 mmol/L), ou posé (= 60 mmol/L) (92).
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La généralisation du dépistage néonatal ces dernieres décennies dans les pays développés, ainsi
que l'identification du géne CFTR en 1989, a rendu ce test de dépistage maintenant standard chez
les nouveau-nés, permettant un acces immédiat et spécialisé a des interventions précoces pour
les individus souffrant de la FK (88,95) et une amélioration subséquente de leur qualité de vie et
chances de survie (96). Le dépistage néonatal, dernierement approuvé au Québec depuis 2018, a
mené au diagnostic de la maladie chez 73% des individus FK avant I’age de 2 ans dans cette région
(72). Ce test consiste a réaliser un prélévement sanguin au 3e jour du nouveau-né et mesurer le
taux de trypsine immunoréactive (TIR) contenu dans le sang (95). De hautes valeurs témoignent
de l'atteinte du pancréas, de par les sécrétions épaisses liées a la FK qui obstruent les canaux
pancréatigues et menent a une accumulation de la TIR dans le sang (77), et ce résultat positif est

alors vérifié de nouveau avec une seconde mesure au 20¢ jour du nouveau-né (95).

Le dépistage néonatal ne suffisant pas afin de poser un diagnostic de la FK, et parce qu’il peut
étre faussement positif, créant ainsi un stress inutile pour les familles (91,97), un test de sudation
est généralement réalisé par la suite afin de le vérifier. Outre le dépistage néonatal, ce test est
également réalisé lorsqu’il y a un historique familial de FK ou la présence de symptémes associés

a la maladie (98).

A la suite du test de sudation, des analyses génétiques sont réalisées afin de vérifier 'absence de
mutations de CFTR si le test n’était pas concluant, ou de confirmer la présence de mutations de
CFTR dans le cas inverse, ainsi que de permettre leur identification, essentielle a I'éligibilité du
patient aux traitements spécifiques. Un génotypage inconcluant d’un individu soupgonné d’étre
atteint de la FK devrait étre suivi de tests physiologiques, comme les mesures de NPD (« nasal
potential difference ») et ICM (« intestinal current measurement »), dans le but de tester la

fonctionnalité de CFTR respectivement au niveau nasal et intestinal (98,99).

Lorsqu’un diagnostic pour la FK est finalement confirmé pour un individu, le professionnel de la
santé en charge le redirige alors, ainsi que sa famille ou responsables légaux, vers une clinique FK
afin de pouvoir commencer toute intervention liée a sa condition et prévenir au mieux I’atteinte

de ses organes liée a la FK (91).
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1.2.3 Manifestations multisystémiques et aspects cliniques

La conséquence dégénérative progressive de la FK est multisystémique. La dysfonction dans les
mouvements ioniques et hydriques transépithéliaux, causée par la FK, mene effectivement a des
sécrétions de mucus épaisses et visqueuses. Son accumulation affecte principalement I'appareil
respiratoire et digestif, mais également d’autres organes, menant a d’autres mauvaises

conditions pour la santé, contribuant davantage a la morbidité associée a la maladie (100-103).

Les symptomes gastro-intestinaux (Gl) et pancréatiques (pour les mutations plus séveres de la FK)
sont les premieres manifestations liées a la FK qui apparaissent chez un individu souffrant de la
maladie (104,105), et compte tenu de I'amélioration croissante de I'espérance de vie associée a
celle-ci, leur prévalence croit également de fagon continue dans la population FK vieillissante, de
méme que le développement de diabéete et complications hépatiques (106—109). L’IP est
caractéristique de la FK, associée a une malabsorption des nutriments, une croissance altérée et
des manifestations hépatobiliaires (104). Ce symptome a été la premiére manifestation identifiée
pour la FK (75) et reste encore a ce jour un aspect clé et commun a l'identification de la maladie
chez les individus porteurs de mutations séveres de classes |, Il et 11l (106). Cette atteinte, présente
dans 85% de la population FK (72,100), consiste en une baisse de la production des enzymes du
suc digestif par perte de la fonction pancréatique, due au défaut de CFTR qui épaissit ultimement
le mucus et obstrue les canaux pancréatiques. Cette IP crée alors un besoin de suivre une
supplémentation en enzymes pancréatiques afin d’aider a digérer les aliments et absorber les

nutriments, une thérapie commune chez les individus FK (110).

L'accumulation de sécrétions visqueuses en raison de la protéine CFTR mutée dans les cellules
épithéliales méne a d’autres symptomes hépatobiliaires graves, comme la fibrose et la cirrhose
hépatique ou les sténoses et calculs biliaires, des manifestations représentant la 3¢ cause de déces
en FK (111). D’autres symptomes Gl au niveau luminal sont aussi communs, comme le reflux
gastro-cesophagien, I'altération de la motilité Gl, I'iléus méconial, la constipation, le syndrome
d’occlusion distale de l'intestin, les cancers digestifs, des douleurs abdominales et le syndrome

de l'intestin irritable (107).
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La FK méne également au développement de diabéte, une complication majeure de la maladie
(112) qui est surtout commune a I'age adulte et est associée a une perte pondérale et un déclin
plus rapide de la fonction pulmonaire (72). Des problémes de densité osseuse sont également
courants, menant a de l'ostéoporose et de l'ostéopénie (113). Au niveau du systeme
reproducteur, des complications telles que le retard de puberté et I'infertilité sont également
fréquentes dans la population FK, et plus particulierement I'infertilité masculine qui est présente

chez la plupart de ces patients (114-116).

La santé mentale est un autre aspect majeur de la maladie qui n’est souvent pas assez considéré.
Les cas d’anxiété et de dépression sont communs chez les adultes, autant chez les patients FK que
chez les parents et aidants, affectant environ 30% d’entre eux (72,117). Cette atteinte affecte
davantage la dégradation de la santé physique liée a la FK et n’aide pas a I'amélioration de la
qualité de vie, méme apres I'éventuel contrdle de la fonction pulmonaire, un aspect majeur de la

maladie (117).

1.2.4 Manifestations pulmonaires

Bien que la FK affecte de nombreux organes, I'atteinte progressive des poumons jusqu’a leur
perte de fonction représente la principale cause de morbidité et de mortalité chez les individus
souffrant de FK (106). Ce déclin se constate plus concrétement par la mesure du VEMS (volume
expiratoire maximal par seconde), correspondant au volume d’air expiré pendant la premiére
seconde d’une expiration forcée. Cette mesure permet d’évaluer et suivre la fonction pulmonaire,
et témoigne de la sévérité de la maladie chez les patients FK, au vu de la baisse progressive de la

fonction pulmonaire avec I'age (72).

Au niveau physiologique, le dysfonctionnement de la sécrétion chlorique, causé par la FK,
entraine une diminution du volume de PCL, une acidification de I’ASL, une perte de fonction de la
CMC et, en conséquence, I'accumulation d’'un mucus épais et visqueux dans les VA. Cette atteinte
favorise alors I'installation d’infections bactériennes persistantes et une inflammation chronique
dans les VA, altérant ultimement l'intégrité épithéliale des poumons (48,118). Les dommages
épithéliaux causés par ces insultes tissulaires menent éventuellement au déclin de la fonction

pulmonaire si la réparation épithéliale des VA n’est pas restaurée.
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1.2.4.1 Défaut de clairance mucociliaire

En FK, I'absence ou la perte de fonction du canal CFTR causée par ses mutations, entraine une
diminution de la sécrétion des ions HCO3', ce qui acidifie I’ASL en dessous d’un pH de 7,0 et active

I’élastase des neutrophiles, affectant I’activité des facteurs antimicrobiens (9,118).

La conséquence majeure de la perte de fonction de CFTR réside cependant dans le déséquilibre
entre la sécrétion dysfonctionnelle des ions Cl" et I'absorption des ions Na*, ce qui diminue
secondement le mouvement liquidien vers la surface des cellules épithéliales des VA (118). Etant
donné I'activité continue d’ENaC qui maintient I'absorption liquidienne, la déshydratation de
I’ASL méne a une réduction du volume du PCL, ne s’élevant alors qu’a une hauteur d’environ 4

pum, inférieure a celles des cils de 7 um (46).
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Figure 10. — Transports impliqués dans les variations de I’ASL en condition saine et FK

Schématisation des transports ioniques et hydriques et variations du volume de PCL dans les voies
aériennes, en condition saine (normal) et en FK. Adaptée de Bardou et al., 2009.

La déshydratation de I’ASL contribue a I’hyperviscosité de la couche supérieure de mucus et la
fait collapser sur I'ensemble des cils, restreignant la fonction ciliaire et donc la CMC (Figure 10)
(9,43,119). L’élimination du mucus qui s’accumule dans les VA se complexifie alors, et cette
obstruction prédispose les poumons a des cycles d’infections bactériennes et d’inflammation

chronique (9).
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1.2.4.2 Infections bactériennes

La FK est caractérisée par des infections bactériennes qui contribuent fortement a la destruction
de I'épithélium, et donc au déclin progressif de la fonction respiratoire. Elles sont d’abord aigties,
d’origine environnementale et combattues a I'aide des réponses immunitaires de I'hGte et de
traitements antibiotiques. Malgré cela, les infections comme a Pseudomonas aeruginosa peuvent
devenir intermittentes. Ces réinfections transitionnent éventuellement en infections chroniques,
caractérisées par des changements fondamentaux dans les bactéries : a I'aide de leur capacité a
s’adapter a leur environnement, comme avec la formation de réservoirs bactériens (biofilms), ces
bactéries colonisent les VA et les patients FK souffrent alors de cycles d’infections.
Eventuellement, en raison des traitements antibiotiques réguli@rement suivis par les patients FK,
une résistance antibiotique se développe dans les lignées bactériennes au cours de leur évolution,
menant a de fréquentes exacerbations (120,121). La prévalence de ces infections pulmonaires
varie selon I'évolution de la maladie des patients, en fonction de leur I’environnement et de leur
I’age. Les infections respiratoires aux bactéries Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM), aux champignons Aspergillus fumigatus, au complexe
Burkholderia cepacia (CBC) et autres mycobactéries sont plus ou moins communes, mais deux

infections bactériennes se démarquent dans la population FK (Figure 11) (72).
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Figure 11. — Prévalence des infections respiratoires selon I’dge (72)
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S. aureus prédomine a I'enfance, tandis que P. aeruginosa devient prépondérant a I’age adulte,
deux infections pour lesquelles les patients FK sont davantage susceptibles que les individus sains
et patients non-FK (122). P. aeruginosa représente un tournant dans la FK pour les patients, étant
tres nocif pour la santé pulmonaire et donc considéré comme un mauvais pronostic pour la suite
de la maladie. L'infection a P. aeruginosa ne remplace cependant pas celle a S. aureus au fil du
temps (une hypothése auparavant proposée), mais il est plutdot commun avec I'age que les
patients FK finissent par présenter des co-infections a ces deux bactéries, affectant davantage

leur fonction pulmonaire (123-125).

L’atteinte néfaste des bactéries réside principalement dans les VirF qu’elles produisent, qui
pénetrent le PCL et entrent en contact avec les cellules épithéliales (126). En outre, la sécrétion
dysfonctionnelle des ions Cl- et HCOs par CFTR en FK accentue davantage |'atteinte des infections
bactériennes dans les VA. Effectivement, le défaut de CFTR entraine, par diminution des flux
ioniques en question, une réduction du volume du PCL, de la CMC, du pH de I'ASL et des défenses
antimicrobiennes, ce qui promeut la colonisation, la croissance et la persistance des bactéries

dans les VA (9,127,128).

1.2.4.2.1 Staphylococcus aureus

La bactérie S. aureus est la plus prévalente en bas age, touchant plus de 50% de la population FK
en Amérique du Nord (72,122). Auparavant la principale cause de décés en FK, elle contribue aux
premiers dommages épithéliaux chez ces patients. Ce pathogene opportuniste contréle sa
virulence a partir d’'un systéeme complexe de régulation et maintient sa colonisation des VA a
partir des VirF qu’il sécrete. Ces molécules comprennent des adhésines de surface cellulaire, des
enzymes hydrolytiques et des toxines, telles que les cytolysines, dont la production est controlée
par le systeme QS (« quorum sensing ») Agr (« accessory gene regulator »). Ce systéme permet a
la bactérie de communiquer avec les autres cellules, d’étre sensible a son environnement et, en
fonction, de réguler son expression génique, ses VirF et sa formation de biofilms pour ainsi assurer
sa persistance dans les VA (129). Ce phénomene contribue alors a I’évolution de S. aureus, avec
I’émergence de variants comme le SARM et les « small-colony variants » (SCVs). L'amélioration

progressive de I'espérance de vie chez les patients FK a mené a une prévalence croissante de
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I'infection SARM, une souche démontrant une grande capacité a acquérir une résistance a
presque tout antibiotique (130). Concernant les SCVs, ils sont un variant phénotypique sous-type
de S. aureus, reconnus pour leur aptitude a persister dans les VA. Ces souches mutantes et
résistantes aux antibiotiques favorisent alors la chronicité de la bactérie dans les VA et perpétuent

davantage les dommages épithéliaux et le déclin de la fonction pulmonaire (131-133).

1.2.4.2.2 Pseudomonas aeruginosa

Avec I'amélioration croissante de I'espérance de vie en FK, la bactérie P. aeruginosa devient
prévalente avec I'age, touchant prés de 40% de la population FK au Canada (72). L'infection des
VA a ce pathogéene opportuniste est associée a une forte morbidité et mortalité en FK, due a son
systéeme de virulence (122). La virulence de P. ageruginosa est régulée par quatre systemes QS :
Rhl, Pgs, Igs, et finalement Las, qui régule I'activité de ces trois derniers, en plus de médier la
production des protéases et élastases comme LasA et LasB, a partir de la protéine régulatrice LasR
du QS. Ces VirF contribuent aux dommages épithéliaux dans les VA, comme la mort cellulaire, la
perte de l'intégrité par perte des jonctions cellulaires, et I'altération de la morphologie cellulaire
(134-136). Les systemes QS sont essentiels a la virulence de P. aeruginosa, mais également au

développement de biofilms.

Au cours du temps, la bactérie P. aeruginosa évolue vers une infection chronique, étant a I'origine
aiglie, a partir de son adaptabilité intrinseque pour I'environnement qu’offre le mucus stagnant
dans les VA en FK. Cette adaptabilité s’illustre au travers de nombreuses variations génotypiques
et phénotypiques (qui en sont consécutives), telles que la perte du flagelle, la baisse de
production d’élastase, I'altération de son systeme QS, et 'augmentation de sa résistance aux
antibiotiques et au systeme immunitaire de I'hote (128,137-139). En effet, P. aeruginosa
développe éventuellement des biofilms, un ensemble bactérien formé par une matrice
extracellulaire produite par les bactéries (composée d’exopolysaccharides comme ['alginate,
d’ADN, de lipides et de protéines) qui les protegent, leur attribuant une meilleure capacité de
survie et persistance dans leur environnement (121). Ces biofilms installés a la surface des
épithéliums permettent donc de conserver l'infection de la bactérie dans les VA, favorisant sa

multiplication, et donc une réponse inflammatoire prononcée.
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1.2.4.3 Inflammation chronique

Une autre caractéristique de la FK est la forte inflammation chronique, causée par de nombreux
éléments. Le défaut de CFTR méne a une réponse immunitaire dysfonctionnelle et une
stimulation immunologique accentuée et persistante (128), causant une accumulation des
neutrophiles et macrophages recrutés dans les VA, ainsi que de leurs sécrétions de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a), espéces réactives de I'oxygéne, ou protéases (élastase
neutrophilique) (128). Cette derniére semblerait d’ailleurs avoir pour conséquence de dégrader
la protéine CFTR, accentuant davantage la pathologie de la FK (140). Les cellules épithéliales sont
également responsables de la production et sécrétion exacerbée de ces cytokines dans les VA, en
réponse a une insulte tissulaire comme I'inflammation, ce qui intensifie le contexte inflammatoire
(141,142). La dysfonction de CFTR semble également causer une régulation a la hausse de NK-kB,
un important facteur de transcription pro-inflammatoire pour la synthése d’IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-
a (143). L'accumulation des agents pro-inflammatoires va mener a une altération des jonctions
cellulaires et de I'activité des neutrophiles et macrophages, diminuant la phagocytose des agents
pathogénes dans les VA (9,51). Ajouté a cela une altération de I'apoptose, de I'efférocytose et de
I'activité des agents anti-inflammatoires, la réponse inflammatoire prononcée n’est pas résorbée,
tandis que les infections bactériennes persistent. La sécrétion de TNF-a, cette cytokine majeure
dans l'inflammation en FK, peut cependant étre bénéfique a la réparation épithéliale, de par
I’'amélioration de la migration cellulaire, comme démontré au laboratoire (144). L'inflammation
prononcée des VA ameéne cependant un stress trop important pour les cellules épithéliales, altére
la réparation épithéliale de facon générale et engendre ultimement des dommages épithéliaux

dans les VA (51,128,145).

1.2.4.4 Dommages épithéliaux

Les dommages progressifs engendrés par la persistance des infections bactériennes et de
I'inflammation chronique dans les VA meénent généralement au développement d’une
bronchiectasie, résultant en une perte de la fonction pulmonaire (146). Plusieurs types et origines
de dommages épithéliaux sont toutefois documentés. La bactérie P. aeruginosa, par exemple,

détériore la barriére physique que représente I'épithélium, en altérant les jonctions cellulaires,
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et engendre une perméabilité épithéliale qui favorise davantage l'installation des infections
pulmonaires dans les VA. En effet, les cellules proches de |ésions épithéliales et de membranes
basales dénudées sont plus susceptibles d’étre liées a P. aeruginosa par leurs TLR, altérant par
ailleurs les mécanismes intracellulaires de réparation (136). Cette bactérie opportuniste profite
de la division cellulaire en cours ou de sites de sénescence cellulaire, associés a des altérations
des jonctions cellulaires, pour se faufiler dans I'épithélium et infiltrer les cellules épithéliales au

niveau basolatéral, complexifiant davantage leur élimination.

Les infections bactériennes infiltrées dans I'épithélium altérent subséquemment les processus de
réparation épithéliale, comme rapporté dans la littérature (128,136) et démontré dans notre
laboratoire (147-150). Les VirF de P. aeruginosa affectent par exemple I’expression et la fonction
du canal CFTR a la membrane apicale, et ce, de plusieurs facons : par réduction de la synthése
protéique de CFTR, augmentation de sa dégradation, ou inhibition de son recyclage apical
(148,149,151). Compte tenu de I'implication du canal CFTR dans les mécanismes de réparation de
I’épithélium, comme la prolifération et la migration cellulaire, I’altération de la fonction de CFTR
en raison de la présence de ces VirF va atténuer ces processus de réparation épithéliale
(147,150,152). L'atteinte liée a P. aeruginosa sur la migration cellulaire se constate plus
particulierement a travers ses VirF sécrétés qui inhibent la migration des cellules et augmentent
leur tortuosité, affectant le processus de migration, et ultimement la réparation des lésions
épithéliales (147,150). Les VirF de la bactérie S. aqureus altérent également la réparation
épithéliale. Notre équipe a démontré, dans des cultures cellulaires des VA nasales, que les VirF
de S. aureus alterent effectivement I'organisation cytosquelettique, la réparation Iésionnelle, et
réduisent les contacts focaux et les protrusions, nécessaires pour la migration cellulaire (153). Ces
VirF exacerbent également I'inflammation en contexte inflammatoire, perturbent la fonction de
la barriere épithéliale et la CMC et, au niveau de la cornée, altérent la réparation épithéliale en
contexte lésionnel (152,154,155). Leur conséquence néfaste sur la réparation épithéliale au

niveau bronchique requiert cependant d’étre investiguée davantage.

Ce phénomeéne infectieux et inflammatoire crée un cercle vicieux dans la maladie de la FK, ou les
dommages épithéliaux altérent davantage les défenses contre les agents pathogénes et la CMC

(128). L’accentuation de ces dysfonctions favorise alors de nouveau les infections bactériennes et
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I'inflammation chronique des VA, phénomenes non résolus par la CMC toujours dysfonctionnelle

en FK, menant inévitablement au déclin de la fonction pulmonaire (136).

Les dommages épithéliaux dans les VA sont également engendrés, de fagon plus indirecte, par le
défaut de base de CFTR qui affecte la capacité de réparation épithéliale, et donc la régénération
d’un épithélium sain et fonctionnel. Nos travaux et la littérature confirment effectivement que
ces processus sont altérés dans les VA en FK, d( au dysfonctionnement du canal CFTR muté
(41,42,147,156). A partir de cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques FK, un défaut
de réparation épithéliale est notable, comparativement a la réparation épithéliale de cultures
primaires saines, confirmant un défaut de base présent en FK (41,147). Les processus de
réparation épithéliale dépendent donc de la fonction de CFTR, qui y contribue au travers de sa
fonction dans le transport ionique, la formation de protrusions cellulaires pour la migration, ainsi
que son association aux protéines cytosquelettiques, membranaires (intégrines) et de la MEC
(41,42,157). Au niveau histologique, les dommages épithéliaux dans des VA FK s’illustrent par un
détachement de I'épithélium, la désorganisation des jonctions serrées, la perte de fonction des

cellules ciliées et le remodelage tissulaire (41,158,159).

Nos travaux et la littérature démontrent cependant que la correction du défaut de CFTR, a l'aide
de traitements tels que les modulateurs de CFTR, permettent d’améliorer les processus de
réparation épithéliale, un aspect essentiel du traitement de la FK qui sera discuté par la suite

(section 1.2.5.3) (41,147).
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1.2.5 Traitement de la maladie

Bien qu’aucun traitement curatif n’existe encore pour la FK, les avancées de ces derniéres
décennies ont permis la mise au point de nombreux traitements. Ils se distinguent dans leur
action, aidant a traiter les symptoémes de la maladie, ou ciblant le défaut primaire de CFTR dans

I'objectif de le corriger.
1.2.5.1 Traitements symptomatiques

1.2.5.1.1 Traitements contre les infections bactériennes et I'inflammation

L'amélioration significative de la survie chez les patients FK au fil des décennies est premierement
attribuée au développement de traitements palliatifs symptomatiques, tels que les antibiotiques
et anti-inflammatoires (160). L'antibiothérapie permet de prévenir et traiter les infections
bactériennes et de ralentir la progression des dommages pulmonaires. Plusieurs antibiotiques
spécifiques aux bactéries communes en FK ont été développés, comme la tobramycine, qui inhibe
la synthése protéique bactérienne, ou I'azithromycine, un macrolide inhibiteur QS qui présente
des propriétés antibiofilms et anti-inflammatoires, deux antibiothérapies communes orientées
contre P. ageruginosa, |'infection la plus prévalente en FK (72,137,161). Parce que |'efficacité de
I'antibiothérapie vient a étre atténuée avec le développement graduel d’une résistance
antibiotique (137,138), menant a la persistance des symptémes de la FK, les anti-inflammatoires
sont aussi importants afin de contrer I'inflammation chronique due aux infections bactériennes.
Les premiers étudiés pour la FK furent les corticostéroides qui réduisent la formation du mucus,
inhibent I'activité des leucocytes et de NK-kB, et interferent avec la synthese et la fonction des
médiateurs inflammatoires. Leur utilisation a long terme semble étre associée a un déclin moins
rapide de la fonction pulmonaire, mais surtout au développement de complications métaboliques
et osseuses, entre autres, quil’'emportent sur les bénéfices observés (160,161). Le seul traitement
anti-inflammatoire actuellement recommandé est I'ibuproféne. A fortes doses, ce traitement non
stéroidien a pour effet de diminuer I'infiltration neutrophilique au site de I'inflammation, inhiber
I'activité de NK-kB et moduler les voies de signalisation inflammatoires, parmi d’autres fonctions
aidant a atténuer l'inflammation chronique. Ultimement, I'ibuproféene améliore la fonction

pulmonaire et le poids des patients (161).
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1.2.5.1.2 Traitements contre I'obstruction des voies aériennes

Les traitements antibiotiques et anti-inflammatoires sont souvent couplés a la physiothérapie, un
standard dans le traitement physique de la FK, afin de soulager I'obstruction des VA, et donc les
symptomes chez les patients. Cette thérapie permet le nettoyage des VA en évacuant le mucus
qui y est logé et qui retient les agents pathogenes inspirés. Cette thérapie consiste en plusieurs
exercices, comme la pression expiratoire positive (PEP), le drainage postural avec percussions ou
les techniques d’expiration forcée (72,100). Les résultats ne sont cependant que de court terme

et des stratégies supplémentaires doivent étre adoptées.

La restauration de la CMC est 'objectif de nombreuses thérapies développées, telles que des
traitements administrés par inhalation, qui représentent un moyen de dégager I'épais mucus
stagnant dans les VA. Cette thérapie comprend les bronchodilatateurs qui élargissent les VA pour
faciliter la respiration, et les mucolytiques qui liquéfient les sécrétions respiratoires pour leur
évacuation (comme la dornase alfa), réduisant ultimement les symptomes respiratoires de la

maladie (104,162).

L’hydratation de I’ASL aide a la restauration de la CMC, prévenant conséquemment le cercle
vicieux des infections pulmonaires, de I'inflammation et des lésions épithéliales. En plus des
traitements par administration d’une solution saline hypertonique ou de mannitol qui engendre
un gradient osmotique afin de réhydrater les VA (100,163), d’autres thérapies visant a rétablir
I’équilibre ionique entre la sécrétion chlorique et I'absorption sodique, et donc la sécrétion
liquidienne, ont ce méme objectif. Dans cette optique, il a derniérement été proposé que la
régulation a la hausse des canaux chloriques ANO1 (par les potentiateurs ETX001 et ETD002) et
SLC26A9 contribuerait a cet effet, de méme que la régulation a la baisse du canal ENaC, grace a

I'inhibiteur Bl 1265162 par exemple (164-166).

1.2.5.1.3 Traitements contre la malnutrition

A cause des problémes gastro-intestinaux et de I'lP en FK, une atteinte vastement répandue chez
les patients (plus de 80% d’entre eux au Canada), ces derniers souffrent d’'une malabsorption des
nutriments. lls ont alors besoin de prendre des supplémentations en enzymes pancréatiques et

en vitamines afin d’aider a la digestion des aliments et a leur croissance. Les thérapies d’enzymes
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pancréatiques ont été le premier traitement palliatif développé, dans les années 1950,
représentant la premiere amélioration de survie chez les patients FK (167). Une attention précoce
portée a cette malnutrition permet ainsi d’améliorer cette atteinte avec I'age, les adultes FK
souffrant généralement moins d’IP que les enfants, méme si la prise des supplémentations en

question reste nécessaire (72,168,169).

1.2.5.1.4 Transplantation pulmonaire

Lorsque la défaillance respiratoire liée a la FK devient trop séveére, la transplantation pulmonaire
est alors envisagée en dernier recours. La FK représente l'indication la plus commune chez les
enfants, et la 3¢ chez les adultes, pour la transplantation pulmonaire, bien que cette fréquence
diminue rapidement grace aux récents traitements avec les modulateurs de CFTR. Cette solution
temporaire permet de prolonger I’espérance de vie des patients, mais elle a ses limites : 50% des
patients transplantés décedent aprés 10 ans au Canada (72,170). Cette alternative ne permet
également pas d’améliorer I'état et la fonction des autres organes touchés par I'atteinte

multisystémique de la FK : il reste toujours a régler le défaut de CFTR a sa source.

1.2.5.2 Traitements a I'étude

La découverte du géne CFTR a mené au développement de nouvelles thérapies dirigées vers le
défaut de base de CFTR, mais nombre d’entre elles restent encore a I'étude, telles que les
thérapies génique, ARN, antisens, I'approche CRISPR/Cas9 et la thérapie par cellules souches
(83,171). La thérapie génique, comme la thérapie AAV (adeno-associated virus) 4D-710
actuellement en phase | clinique, permet de remplacer la mutation en FK avec une version
fonctionnelle du géne CFTR dans les cellules (172). Plusieurs défis entravent cependant I'efficacité
de cette thérapie : I'incapacité de cibler spécifiquement les cellules progénitrices des VA ou d’y
délivrer de gros fragments d’ADN, la barriére physique avec le mucus, l'environnement
inflammatoire en FK qui limite I'activité de la thérapie, et les risques de réponses pro-
inflammatoires ou de mutagénése insertionnelle (171). Les traitements ciblant I'ARN
représentent une autre piste de thérapie pouvant étre efficace pour tout type de mutations CFTR,
comme la thérapie miARN (173) ou la thérapie ARNm (VX-522, phase ). Elles visent a délivrer de

bonnes copies d’ARNm de CFTR aux cellules (172,174), ce qui permettrait une potentielle
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régulation et correction de I'expression du gene CFTR a son origine. La thérapie antisens
(« antisense-oligonucleotide-mediated therapy ») consiste a synthétiser des portions de brins
d’ARN complémentaires aux ARNm pour un gene donné, dans I'objectif de sélectivement modifier
I’expression génique (83). L'approche CRISPR/Cas9 vise ici a éditer le géne CFTR en corrigeant la
séquence mutée avec une nouvelle séquence introduite dans I’ADN. Finalement, la thérapie par
cellules souches réside dans I'utilisation de cellules souches pluripotentes non-immunogenes,
spécifiques au patient et ayant la capacité de facilement proliférer et étre modifiées afin de

réparer le défaut ciblé (83).

La restauration de la fonction de CFTR pourrait encore étre obtenue par d’autres mécanismes a
I’étude ciblant plus spécifiquement certaines classes de mutation de CFTR, comme la thérapie
« read-through » pour les mutations non-sens de classe | (ELX-02, phase Il) qui vise a stimuler la
machinerie cellulaire afin qu’elle passe outre les PTC lors de I'expression de la protéine
(172,175,176). L'efficacité de cette thérapie est cependant inhibée par le systéeme de contréle
NMD (« nonsense-mediated mRNA decay ») qui dégrade les ARNm contenant les PTC. L'inhibition
de ce systéme a partir d’inhibiteurs de NMD, des composées actuellement a I'étude, permettrait
alors d’améliorer I'efficacité de la thérapie « read-through », mais également la production

réduite de CFTR avec les mutations de classe V (177).

D’autres traitements ciblant CFTR sont aussi a I’étude, tels que les stabilisateurs de CFTR, ciblant
les mutations de classe VI, avec pour fonction d’ancrer le canal a la membrane afin d’empécher
sa dégradation (178). Les amplificateurs, comme PTI-428, sont un autre type de composés qui
aideraient a la fonction de CFTR, en visant les mutations de classe Il (comme F508del) et V, et en
augmentant I'expression d’ARNm de CFTR, et donc la synthése sinon dysfonctionnelle de la
protéine (178,179). Les derniéres avancées quant a la correction de canal dysfonctionnel sont
cependant focalisées sur les modulateurs de CFTR, une avenue prometteuse pour le traitement

de la FK. L'ensemble de ces traitements a I’étude sont présentés a la figure 12 ci-dessous.
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Figure 12. — Classes de mutations CFTR et stratégies thérapeutiques correspondantes (83)

1.2.5.3 Modulateurs de CFTR

Au vu de leur efficacité clinique, les modulateurs de CFTR représentent une avancée
thérapeutique déterminante pour la suite du traitement de la FK, mais aussi une forme d’espoir.
Ce dernier point s’illustre par exemple par le nombre de grossesses chez les patientes FK qui a
plus que doublé entre 2018 et 2020 apreés I'approbation du Trikafta, un médicament combinant
des modulateurs de CFTR et qui améliore efficacement I'état de santé des patients FK (180). Avant

leur approbation, les traitements se résumaient principalement aux thérapies symptomatiques,
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des traitements chroniques oppressants au long terme pour les patients (181). Les modulateurs
de CFTR sont davantage spécifiques au sens que leur accessibilité pour un patient donné dépend
des mutations de CFTR qu’il arbore. Dans une optique de médecine personnalisée, ces derniers
sont dirigés vers des mutations précises afin de corriger le défaut de CFTR qui y est associé, en
adressant par exemple I'ouverture du canal (potentiateur) ou son repliement et sa maturation

(correcteur) (104,174).

Les premiéres études cliniques sur les modulateurs de CFTR ont d’abord porté sur |'utilisation de
correcteurs de CFTR seuls, dirigés spécifiquement vers la mutation F508del. La molécule VRT-325
en est un premier exemple, permettant d’améliorer la maturation de la protéine a la membrane,
rétablir le fonctionnement des intégrines et ainsi stimuler la réparation épithéliale en contexte
Iésionnel (41,70). Cependant, le CFTR-F508del démontre également un défaut d’activation,
tournant les recherches vers |'utilisation de potentiateurs de CFTR, démontrant une premiére

efficacité clinique.

Date of US-FDA

Modulator name approval CFTR mutations for which it is approved Ages of approval
Ivacaftor January 2012 G551D =6 years
February 2014 Additional 8 gating mutations: G178R, S549N, S549R, G551S, G1244E, =26 years
S$1251N, S1255P and G1349D
December 2014 Additional mutation: R117H 26 years
March 2015 All ivacaftor-responsive mutations” =2 years
May 2017 Additional 23 residual function ivacaftor-respensive mutations™” 22 years
August 2017 Additional five residual function mutations: 2789 +5G > A, 22 years
3272-26 A> G, 3849+ 10kbC>T, 711 +3A > G, and E831X
August 2018 Ivacaftor-responsive mutations® >12 months
December 2020 Additional 59 ivacaftor-responsive mutations® =4 months
Lumacaftor/ivacaftor July 2015 Homozygous F508del =12 years
September 2016 Homozygous F508del =6 years
August 2018 Homozygous F508del 22 years
Tezacaftor/ivacaftor February 2018 Homozygous F508del or at least 1 of 26 additional tez/iva responsive =12 years
mutations®
December 2020 Additional 127 tez/iva-responsive mutations® 26 years
Elexacaftor/tezacaftor/ October 2019 At least one copy of F508del >12 years
Reacltue December 2020 177 additional ETl-responsive mutations® =12 years

Tableau 1. — Accessibilité des modulateurs de CFTR en 2020 selon la FDA (182)
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1.2.5.3.1 Monothérapie Kalydeco

Le premier des modulateurs de CFTR développé et approuvé cliniquement est I'ivacaftor (VX-770,
Kalydeco), en 2012 (Tableau 1). Il agit en tant que potentiateur de CFTR, ayant pour fonction
d’améliorer I'ouverture et la conductance du canal en favorisant sa configuration ouverte
(174,183). Initialement destiné spécifiquement aux patients FK portant la mutation G551D (classe
[l1), son accessibilité a ensuite été étendue, compte tenu de son efficacité, pour finalement étre
administré a environ 4% de la population FK, arborant des mutations liées au défaut d’ouverture

ou de conductance du canal (97 mutations de classes Il et 1V).

De nombreux essais cliniques ont démontré les bénéfices du Kalydeco sur la fonction pulmonaire,
une amélioration moyenne du VEMS de 10%, ainsi qu’une baisse des exacerbations, des indices
clés dans I’état de santé des patients FK. Cette monothérapie permet également d’améliorer leur
poids et leur qualité de vie, un ensemble d’effets bénéfiques qui se maintient au long terme

(174,183,184).

1.2.5.3.2 Bithérapies Orkambi et Symdeko

A la suite de cette percée, deux thérapies combinatoires ont vu le jour : lumacaftor/ivacaftor (VX-
809+VX-770, Orkambi) et tezacaftor/ivacaftor (VX-661+VX-770, Symdeko), combinant le
potentiateur ivacaftor a un correcteur de CFTR, lumacaftor ou tezacaftor (homologues), dans
I’espoir d’améliorer davantage le traitement de la FK par effet additif. Ils ont pour fonction
d’améliorer le repliement tridimensionnel de la protéine CFTR dans le RE (la faisant échapper au
systeme de dégradation ERAD) et sa translocation a la membrane apicale. Le canal CFTR corrigé
est ensuite potentialisé par I'ivacaftor afin de permettre son activation (174,183). Cette approche
par bithérapie permet d’adresser la mutation de CFTR prévalente F508del (classe Il), causant un

défaut de repliement et des problémes d’ouverture du canal (174).

Orkambi fut la premiére des deux combinaisons approuvée, en 2015, s’adressant uniquement aux
patients FK homozygotes pour la mutation F508del (Tableau 1). Les effets cliniques obtenus par
cette combinaison sont modestes, la mesure du VEMS chez les patients FK traités n"augmentant
gue trés faiblement (183), et le médicament pouvant entrainer des effets secondaires importants

(185,186). La deuxieme combinaison Symdeko fut ensuite approuvée en 2018, pour les patients
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FK F508del homozygotes, ou F508del hétérozygotes avec une autre mutation de fonction
résiduelle sensible au traitement (154 mutations au total). Bien que son mécanisme d’action soit
similaire a celui de I'Orkambi, Symdeko ameéne une amélioration de la mesure de VEMS
légerement plus élevée (183). Malgré le profil clinique plus ou moins amélioré des patients

suivant ces deux bithérapies, leur effet bénéfique reste tout de méme modéré.

1.2.5.3.3 Trithérapie Trikafta

En fin 2019, une nouvelle triple combinaison de modulateurs de CFTR fut alors approuvée pour
les patients FK avec au moins une copie de la mutation F508del (la deuxiéme mutation pouvant
étre avec fonction résiduelle ou minimale) : elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (VX-445+VX-
661+VX-770, Trikafta) (Tableau 1). Dans le but d’obtenir un effet synergique, cette combinaison
regroupe |'efficace potentiateur ivacaftor, avec le correcteur tezacaftor et un autre nouveau
correcteur de CFTR, elexacaftor. Ce dernier a pour différence de se lier a un autre site de la
protéine CFTR que le correcteur tezacaftor, ainsi que de présenter une activité de potentialisation

(187-189).

Apres essais cliniques, la triple combinaison Trikafta s’avere étre la plus efficace des combinaisons
de modulateurs de CFTR. En effet, 'amélioration de la fonction pulmonaire grace au traitement
est notable : il permet une augmentation de 14% de la mesure du VEMS, une forte diminution
des exacerbations pulmonaires chez les patients, et donc du besoin d’une transplantation
pulmonaire (174,190). L'effet bénéfique du Trikafta ne s’arréte pas aux poumons, amenant
également une diminution des exacerbations nasales et une amélioration du statut glycémique,
du poids et de I'lMC (indice de masse corporelle) des patients (174,191,192). Ces améliorations
semblent se maintenir au long terme, et étre similaires entre les patients FK F508del homozygotes

et hétérozygotes (F508del/autre mutation) (193,194).

Compte tenu de I'efficacité notable du Trikafta au niveau clinique et de sa s(reté, le médicament
a été testé chez des patients non porteurs de délétion F508del et a été approuvé en 2020 pour
177 mutations rares de CFTR supplémentaires (182). Le succés des essais cliniques chez les
enfants FK de 6 a 11 ans a également mené a I'approbation du Trikafta pour les enfants FK agés

d’au moins 6 ans (195,196). Une derniere étude clinique confirme cependant I'efficacité et la
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sGreté du médicament chez des enfants de 2 a 5 ans, abaissant a nouveau I'age requis pour étre
éligible au Trikafta a au moins 2 ans (197,198). Une récente étude clinique a également démontré
I'efficacité du Trikafta chez des patients FK arborant des mutations non-F508del, actuellement
non éligibles pour le traitement (199). Cette découverte rend ce médicament, déja accessible
pour plus de 85% de la population FK, possiblement accessible a davantage de patients dans le
besoin (72,183,188,200). Plusieurs effets secondaires liés au Trikafta ont cependant été décrits,
tels que de l'urticaire, de I’hypertension, du surpoids, de I’hypervitaminose A, des troubles
digestifs, du sommeil et de la santé mentale, requérant possiblement un ajustement du dosage
du médicament (201-207). Ces complications peuvent aller jusqu’a mettre en danger la santé des

patients FK en souffrant, le Trikafta représentant alors un plus grand co(t que bénéfice.

1.2.5.3.4 Modulateurs de CFTR a I’étude

Plusieurs autres modulateurs de CFTR sont actuellement a I'étude et semblent prometteurs,
comme le correcteur VX-659 (208), ou encore le correcteur vanzacaftor (VX-121) et le
potentiateur deutivacaftor (VX-561), qui constituent la combinaison vanzacaftor/tezacaftor/
deutivacaftor (172). Actuellement en phase lll clinique, cette trithérapie a la méme fonction de
modulation que le Trikafta, mais avec pour objectif d’obtenir des améliorations cliniques
supérieures a ce dernier (209). Une autre trithérapie présentement en phase Il clinique est
également a I'étude, ABBV-2222+ABBV-3067+ABBV-576, une combinaison d’un potentiateur et
deux correcteurs avec pour fonction d’également restaurer la fonction de CFTR comme le

Trikafta.

1.2.5.3.5 Défis a relever

La correction fonctionnelle de CFTR par les modulateurs, qui se montre étre la stratégie
thérapeutique la plus efficace a ce jour, est cependant partielle et variable chez les patients,
dépendamment de leur génotype, de geénes modificateurs (210) et de I’environnement infectieux
dans leurs VA (147-149). Des études, dont celles de notre équipe, ont en effet démontré que la
correction de CFTR était altérée par la présence des VirF sécrétés par P. aeruginosa (41,147—-
149,211,212). Les VirF de cette bactérie atténuent la correction fonctionnelle de CFTR a la

membrane de cellules épithéliales des VA, induite grace aux correcteurs de CFTR VRT-325 et VX-

63



809 (148,149). La capacité de la combinaison Orkambi (VX-809 + VX-770) a améliorer la réparation
de cultures primaires non différenciées ou différenciées de cellules épithéliales des VA, suite a la
correction de CFTR, est également altérée en présence des VirF de P. aeruginosa (147). La
conséquence néfaste des infections bactériennes présentes dans les VA des patients FK doit donc

étre prise en compte dans le traitement efficace de la maladie grace aux modulateurs de CFTR.

Effectivement, malgré I'efficacité des modulateurs de CFTR, ces derniers ne peuvent pas
totalement empécher les cycles d’infections bactériennes et d’inflammation des VA qui, associées
aux dommages pulmonaires séveres et déclin de la fonction pulmonaire, persistent alors. Enfin,
environ 10% de la population FK présente des mutations non éligibles aux traitements approuvés,
par exemple les mutations non-sens (classe 1) qui causent une absence totale de CFTR a la
membrane cellulaire, laissant ces patients dans le cruel besoin que de nouvelles stratégies

thérapeutiques soient développées (174,183).

1.2.5.4 Nouvelles avenues thérapeutiques

L’atteinte pulmonaire majeure en FK améne une réelle nécessité de développer de nouvelles
thérapies visant a réparer les dommages épithéliaux et restaurer l'intégrité fonctionnelle de
I’épithélium. Cela peut étre répondu grace a la correction fonctionnelle de CFTR, mais la réponse
a ces traitements modulateurs de CFTR peut étre variable et cette option n’est pas disponible
pour une portion non-négligeable de patients FK inéligibles, arborant des mutations rares.
D’autres approches pro-réparatrices sont alors envisageables et méritent d’étre investiguées, et
parmi les multiples pistes existantes, les activateurs de canaux potassiques reléevent notre intérét.
Cette avenue a déja été proposée en tant que nouvelle alternative dans le traitement pour la FK,
la stimulation de KvLQT1 permettant la restauration partielle de la sécrétion chlorique par la
régulation du gradient électrochimique (213,214). A cette perspective s’ajoutent les travaux de
notre équipe, démontrant I'implication de KvLQT1 dans la physiologie des cellules épithéliales et
dans les processus de réparation des cellules bronchiques épithéliales, au travers de 'inhibition

de sa fonction qui altére la réparation épithéliale (17,29,30,144).

L'activation du canal potassique KvLQT1 peut étre médiée par des composés pharmacologiques

spécifiques au canal : le R-L3 et le ML277, qui agissent comme activateurs de KvLQT1 en stimulant
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I'amplitude du courant du canal et en ralentissant sa désactivation (215,216). D’aprés nos
données préliminaires, le ML277 semble cependant étre plus efficace que le R-L3 sur la réparation
épithéliale, justifiant mon intérét pour sa présente étude. Il agit de facon spécifique sur le canal
KvLQT1 en se liant a I'interface entre son pore et la bouche de liaison des STM 4 et 5. Une fois lié,
le ML277 exerce sa fonction d’activateur par régulation des propriétés d’ouverture du canal
KvLQT1, en prolongeant sa position ouverte et en réduisant sa fermeture par inactivation
(217,218). Cette activité augmente fortement la perméabilité des ions K*, permettant une
stimulation drastique des courants potassiques KvLQT1 (217,219). L'effet pharmacologique du
ML277 n’a cependant pas été étudié au niveau épithélial et dans un contexte de réparation. Ces
récentes découvertes font alors de cet activateur un candidat intéressant afin de moduler
activement le KvLQT1, et possiblement stimuler les processus de réparation de I'épithélium des

VA en FK.

Les précédents résultats du laboratoire mettent en lumiére I'utilité de la correction fonctionnelle
du CFTR dans I'amélioration de la réparation de I'épithélium, en contexte lésionnel dans des
cultures primaires de cellules épithéliales des VA en FK. Une investigation de I'efficacité de la
nouvelle combinaison de modulateurs de CFTR, le Trikafta, semble alors nécessaire. D’autres
évidences concernant la fonction des canaux potassiques dans la physiologie pulmonaire
tournent notre intérét vers une autre possible avenue dans I'amélioration de la réparation
épithéliale, a travers la modulation de ces canaux comme le KvLQT1. L'efficacité de ces stratégies
peut cependant étre atténuée par la présence des VirF de bactéries prévalentes en FK, comme P.

aeruginosa et S. aureus, et fait donc I'objet de ma recherche.
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Chapitre 2 — Hypotheses et objectifs

L'intégrité de I'épithélium des VA réside dans la fonctionnalité et la conservation de mécanismes
nécessaires a la physiologie du poumon, tels que les processus de réparation épithéliale. Dans un
contexte de FK, les mutations de CFTR causent un dysfonctionnement du transport chlorique, et
subséquemment de la CMC. Cette anomalie engendre une accumulation de mucus épais et
visqueux, obstruant les VA et favorisant les infections pulmonaires et I'inflammation (118). Les
VA sont surtout colonisées par les bactéries opportunistes P. aeruginosa et S. aureus, les deux
pathogenes les plus prévalents dans cette pathologie, dont les infections deviennent chroniques,
puis persistantes, en partie a cause du défaut de CMC lié a la FK (9,123-125). Ces infections
meénent ultimement a des dommages épithéliaux, responsables du déclin de la fonction
pulmonaire chez les patients, cause principale de morbidité et mortalité en FK (106,146). La mise
au point de stratégies thérapeutiques afin d’améliorer la réparation de I'épithélium, essentielle a
la résolution des dommages épithéliaux causés par les infections pulmonaires et I'inflammation
chronique dans les VA (perpétués par le défaut de base de CFTR en FK), sont donc essentielles

pour la suite du traitement de la maladie.

Nos résultats et la littérature scientifique confirment, d’une part, le réle essentiel que joue le
transport ionique dans la physiologie pulmonaire (17,42,56), et d’autant plus dans la pathologie
de la FK, et d’autre part, |'efficacité de la correction de CFTR par les modulateurs de CFTR sur la
réparation épithéliale dans des cultures primaires de cellules épithéliales des VA (41,147). La
stimulation des transports ioniques de par la modulation des canaux CFTR et KvLQT1,
respectivement grace au Trikafta et ML277, fait de ces deux derniers des cibles thérapeutiques
intéressantes afin de possiblement améliorer la restauration de l'intégrité fonctionnelle de
I’épithélium en FK. Leur efficacité sur la réparation épithéliale devrait cependant étre étudiée en
présence des VirF des infections bactériennes, telles que P. geruginosa et S. aureus, compte tenu
de leur prévalence et possible conséquence néfaste sur |'efficacité de ces modulateurs des canaux

ioniques, en plus d’affecter la réparation épithéliale de base (136,147-150,153).
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Nous formulons donc, dans un premier temps, I'hypotheése que les VirF des bactéries P.
aeruginosa et S. aureus ont un effet délétere sur la prolifération et les différentes dynamiques de
migration cellulaire, participant a la réparation épithéliale. Secondement, nous proposons que les
traitements a partir des modulateurs de CFTR Trikafta, de I'activateur de KvLQT1 ML277, ainsi
gue de la combinaison de ces deux derniers, permettront chacun d’améliorer les processus de
réparation épithéliale, et ce, en absence comme en présence des VirF de P. aeruginosa et S.

aureus.

Ces hypothéses sont adressées a I'aide de souches cliniques de P. aeruginosa et S. aureus, et des
cultures primaires de cellules bronchiques des VA de différents groupes de patients et sujets : des
patients FK F508del homozygotes, FK F508del hétérozygotes (F508del/classe 1), FK non-F508del
(classe I/classe 1) et des donneurs sains non-FK. Ces groupes ont été choisis selon leur éligibilité
aux approches thérapeutiques étudiées, soit le Trikafta (patients FK F508del/F508del et
F508del/classe I) ou le ML277 (patients FK F508del/classe | et classe I/classe |, et sujets non-FK),

ainsi que la combinaison des deux. Mes objectifs étaient donc de :

1) Approfondir notre compréhension de I'impact des VirF bactériens de P. aeruginosa et S.
aureus sur la prolifération et les dynamiques de migration cellulaire dans la réparation
épithéliale

2) Etudier les effets de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta et de
I'activateur de KvLQT1 ML277 sur la réparation épithéliale a différents stades en FK
(prolifération et migration cellulaires, participant a la fermeture lésionnelle), et ce, en
présence des VirF des bactéries P. aeruginosa et S. aureus

3) Etendre I'étude de ces stratégies thérapeutiques en investiguant le potentiel
d’amélioration de la réparation épithéliale de la combinaison du Trikafta et du ML277 en
FK, ainsi que du ML277 chez des patients FK et sujets non-FK infectés, deux groupes non-

éligibles aux traitements existants.

Cette analyse de la réparation épithéliale a été menée, suite a des lésions, a partir de mesures de
vitesses de réparation des plaies, de la prolifération cellulaire, et des dynamiques de migration

guidée cellulaire, tous des parametres clés a une réparation efficace de I'épithélium des VA.
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Chapitre 3 — Matériel et méthodes

3.1 Collecte des données et échantillons humains suite aux

transplantations pulmonaires

3.1.1 Approbation du comité d’éthique de la recherche (CER) au Centre
Hospitalier de I’'Université de Montréal (CHUM)

La collecte d’échantillons explantés de patients FK lors des transplantations pulmonaires réalisées
au CHUM et de biopsies de donneurs sains (sujets non-FK), ainsi que la collecte des données
cliniques de ces patients, a été approuvée par le CER du CHUM, aprés obtention de leur
consentement éclairé et écrit (#CE 08.063). L'ensemble de ce matériel est conservé dans la
Biobanque de tissus et cellules respiratoires du Centre de Recherche du CHUM (CRCHUM), dirigée

par Dre Emmanuelle Brochiero.

3.1.2 Bases de données

La collecte des données épidémiologiques et cliniques des patients FK et donneurs sains y ayant
consenti, a été réalisé a partir de deux bases de données : Transplant 7 et Oacis. Celles-ci
regroupent les informations concernant le profil épidémiologique et clinique des donneurs et
receveurs de poumons (age, sexe biologique, statut tabagique, mutations (pour les patients FK),
possibles infections bactériennes antérieures a P. aeruginosa et S. aureus, entre autres), tout en

assurant I'anonymat de leurs données nominatives a 'aide d’un code d’identification unique.

3.1.3 Sélection des cellules primaires épithéliales bronchiques

Les cellules des sujets sélectionnés ont été isolées directement des tissus pulmonaires frais
explantés lors des transplantations pulmonaires (section 1.4), ou provenaient de cryovials de
cellules isolées de transplantations passées, stockées a -80°C dans la Biobanque de tissus et
cellules respiratoires du CRCHUM. Le choix des cellules primaires a été déterminé selon les

informations cliniques des sujets (mutations, age, sexe). Le sexe biologique des sujets choisis
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expérimentalement a été pris en compte afin de respecter au mieux une répartition égale
femmes/hommes. Les mutations pour le gene CFTR sont également considérées selon le
traitement auquel elles seront soumises. Différents groupes ont donc été formés pour les patients
F508del homozygotes (F508del/F508del), F508del hétérozygotes avec une autre mutation de
classe | (F508del/621+1G>T ou F508del/711+1G>T) et non-F508del (un patient
711+41G>T/G542X). Selon [I'expérience, le nombre exact de n patients/donneurs et N

images/cellules est précisé en légende des figures.

3.1.4 Collecte et dissection des explants pulmonaires de patients FK et

tissus de donneurs sains lors des transplantations pulmonaires

A la suite de transplantations pulmonaires réalisées au CHUM, les poumons de patients FK et des
segments de bronches de donneurs sains (non utilisés lors de la greffe) ont été récoltés a des fins
de recherche au laboratoire. Les poumons ont été finement disséqués de sorte a en isoler I'arbre
bronchique pulmonaire, qui a été rincé au PBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA, E-U) afin d’en
retirer 'exces de sang. Les morceaux de bronches ont ensuite été incubés pendant 10 minutes
dans du MEM (Minimal Essential Medium; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) complet,
contenant 500 pg/mL de DTT (Dithiothréitol; Sigma-Aldrich, MO, E-U), 10 pg/mL de DNase |
(Sigma-Aldrich) et un mélange de différents antibiotiques et antifongiques, selon la nature de
I’échantillon (FK ou non-FK). Dans le cas de bronches provenant d’un patient FK, I'antibiogramme
personnel de ce dernier (obtenu a partir des bases de données OACIS du CHUM) a été pris en
compte, afin d’adapter au mieux le traitement antibiotique et antifongique a des fins de
décontamination des échantillons. Quant aux morceaux de bronches provenant de donneurs
sains, un mélange de base composé des antibiotiques Ceftazimide (100 pg/mL), Sulfamethoxazole
(80 pg/mL), Trimethoprim (16 pug/mL), Tobramycine (80 pug/mL) et Vancomycine (100 ug/mL), et

des antifongiques Fluconazole (25 pg/mL) et Amphotéricine B (1 pg/mL), a été utilisé.

Aprés cette premiére incubation des bronches s’ensuit une seconde, encore une fois dans du
milieu MEM contenant les antibiotiques et antifongiques spécifiques a la nature des bronches,

mais avec également 1.103 pg/mL de Protéase E (pronase, collagénase XIV de Streptomyces
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griseus; Sigma-Aldrich) et 10 ug/mL de DNase |, et ce, sous agitation et a I’abri de la lumiére a 4°C

pendant un maximum de 18 heures.

3.2 Isolation des cellules primaires épithéliales bronchiques

Apres effet de la protéase-DNase, son activité a été arrétée avec 20% de FBS (« Fetal Bovine serum
»; Wisent Bioproducts, QC, CA) avant de procéder a l'isolation des cellules épithéliales des VA
humaines (147). A I'aide d’un scalpel, I'intérieur des bronches de patients FK et donneurs sains a
été gratté pour décoller un maximum de feuillets épithéliaux. La suspension cellulaire obtenue a
été resuspendue dans le milieu originel de digestion et centrifugée a 500 g pendant 5 a 10
minutes, selon la quantité de cellules isolées. Si une couche d’hématies était présente, le culot
cellulaire obtenu a été resuspendu dans du tampon de lyse ACK (0,1 mM NH4CI, 10 uM KHCO3,
10 nM EDTA (acide éthylénediaminetétraacétique) ; pH 7,2 a 7,4) a 4°C pendant 5 minutes.
L’activité enzymatique a ensuite été neutralisée par du FBS, et la suspension cellulaire de nouveau
centrifugée a 500 g pendant 5 minutes, pour finalement obtenir un culot sans globules rouges.
Celui-ci a alors été resuspendu dans un milieu de culture favorisant I'adhérence cellulaire, soit un
mélange 1:1 (volume) de PneumaCult Ex (StemCell Technologies, Vancouver, CB, CA) et CnT-17
(CelInTec Advances Cell Systems Bern, Suisse), complété avec un mélange d’antibiotiques et
antifongiques, déterminé selon la nature des cellules primaires isolées (FK ou non-FK ; section

1.4).

Les amas cellulaires restants ont été dissociés a I'aide d’une seringue de 1 mL a laquelle était
rattachée une aiguille 21 G afin de réaliser plusieurs allers-retours et ainsi obtenir le maximum de
cellules isolées. Ces dernieres ont alors été comptées grace a une coloration au bleu Trypan
(Gibco) et un hémacytometre, puis ensemencées a une densité de 4.106 cellules sur des flasques
de 75cm2 (T75; Sarstedt, Nimbrecht, Allemagne) recouvertes de PureCol (40 pug/mL; Cedarlane
Laboratories, Burlington, ON, CA) et collagene de type IV (5 ug/mL; Sigma-Aldrich) afin d’expandre

leur nombre.
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3.3 Culture des cellules primaires épithéliales bronchiques

Afin de favoriser la prolifération des cellules épithéliales, celles-ci ont été cultivées dans un milieu
de culture CnT-17, remplacé toutes les 48 heures dans les flasques T75 jusqu’a confluence
cellulaire, et complété avec le mélange d’antibiotiques et antifongiques correspondant pour les
cellules en culture, sur les 5 premiers jours d’expansion cellulaire. Lorsqu’une confluence
générale a été obtenue, les monocouches de cellules ont été rincées deux fois avec du PBS, et les
cellules ont été décrochées de la matrice avec une solution de trypsine 0,05% et EDTA (Gibco)
pendant 5 minutes a 37°C. L’activité enzymatique de celle-ci a alors été arrétée avec une solution
de F-12 (Gibco) et FBS 10% et la suspension cellulaire a été centrifugée a 500 g pendant 5 minutes.
Le culot cellulaire obtenu a été resuspendu dans du milieu PneumaCult Ex pour procéder au
comptage cellulaire (avec coloration au bleu Trypan et utilisation d’'un hémacytomeétre) et a un
nouvel ensemencement des cellules, a une densité de 2.106 cellules sur des flasques T75, pour

une seconde expansion cellulaire.

Une fois le second passage cellulaire réalisé, les cellules ont été ensemencées pour
expérimentation sur des plaques de 24 puits (p24; Corning, NY, E-U), recouvertes de PureCol et
collagene de type IV, a une densité de 30 000 cellules par puits. Un suivi régulier de I'état de
croissance des cellules a été effectué. Celles-ci ont d’abord été cultivées dans un mélange
composé a 1:1 (volume) de PneumaCult Ex et CnT-17, afin de favoriser I'ladhérence cellulaire.
Quand les cellules semblaient bien adhérées au support a I'observation microscopique, leur
milieu de culture a été changé pour du Cnt-17 de sorte a promouvoir la prolifération cellulaire.
Lorsqu’une confluence cellulaire est finalement obtenue dans I'ensemble des monocouches
cellulaires, celles-ci ont alors été cultivées dans le milieu de culture BEGM (Bronchial Epithelial
cell Growth Medium; Lonza), un mélange de BEBM (Bronchial Epithelial cell Basal Medium; Lonza)
et DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco), a un ratio de 1:1 (volume), supplémenté
avec 5.10-4 pg/mL d’EGF, 5 pg/mL d’insuline, 0,5 pg/mL d’hydrocortisone, 10 pg/mL de
transferrine, 0,5 pg/mL d’épinéphrine, 6,5 ug/mL de triiodothyronine, 130 pug/mL d’extrait
pituitaire bovin, 1,5 ug/mL de BSA (Bovine Serum Albumin; Sigma-Aldrich), 0,1 nM d’acide
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rétinoique (Sigma-Aldrich), 100 U/mL de pénicilline (Gibco) et 100 pg/mL de streptomycine
(Gibco).

3.4 Traitement des cultures primaires épithéliales bronchiques

Apres au moins 48 heures de culture des cellules épithéliales FK et non-FK en milieu de culture
BEGM, et une confluence générale constatée dans I'ensemble des monocouches cellulaires,
celles-ci ont été prétraitées pendant 24 heures, tel que décrit ci-dessous. Afin d’éviter une perte
de viabilité des cellules épithéliales si elles étaient directement exposées aux bactéries vivantes
pendant une période prolongée, et parce que ces cellules ne sont souvent pas exposées
directement aux bactéries piégées dans le mucus, mais plutét a leurs VirF (126), nos
expérimentations ont été réalisées en présence de filtrats bactériens contenant les exoproduits
sécrétés dans les cultures de P. aeruginosa ou S. aureus. Plus précisément, les VirF ont été
collectés respectivement a partir des cultures bactériennes des souches cliniques PACF508
(section 3.5) et SA29213 (section 3.6). En condition contrdle, les cultures épithéliales ont été
exposées au véhicule seul, soit le milieu de culture bactérien LB (Lysogeny Broth) Lennox (RI-

MUHC, Montréal, QC, CA).

Des traitements des cellules épithéliales ont également été effectués avec la triple combinaison
de modulateurs de CFTR Trikafta (Elexacaftor/Tezacaftor/Ivacaftor) et/ou I'activateur du canal
potassique KvLQT1 ML277. En condition contrdle, les cultures épithéliales ont été exposées au

véhicule DMSO (Diméthylsulfoxyde; Sigma-Aldrich) (section 3.7).

Apres 24 heures de prétraitement, des plaies mécaniques ont été réalisées sur les monocouches
cellulaires, les cellules détachées ont été éliminées par aspiration puis ringage, puis les
traitements détaillés ci-dessus (VirF bactériens de P. aeruginosa ou S. aureus, en présence ou non
des modulateurs de canaux ioniques CFTR et/ou KvLQT1) ont été renouvelés afin d’évaluer leur

impact sur les processus de réparation épithéliale (section 3.8).
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3.5 Culture bactérienne de la souche clinique de P. aeruginosa PACF508

Les VirF de P. aeruginosa utilisés expérimentalement ont été obtenus a partir de la culture
bactérienne d’un isolat mucoide clinique, récupéré a partir des expectorations d’un patient FK
F508del homozygote (PACF508 (220), Hépital Sainte-Justine, Montréal, QC, Canada). Les
bactéries PACF508 ont été cultivées dans le laboratoire de notre collaboratrice, Dr Dao Nguyen
(CUSM, McGill, Montréal) sur gélose LB (Lysogeny Broth) a 37°C, jusqu’a I'obtention d’une valeur
de densité optique (DO) a 600 nm de 2,5 unité arbitraire (UA), avec un nombre de CFU (unité
formant colonie) aux alentours de 5,5x10°/mL. Les colonies en résultant ont été inoculées dans

le milieu de culture LB Lennox et cultivées sous agitation a 250 rpm (rotations per minute) a 37°C.

Apres 24 heures de croissance, les suspensions bactériennes ont été centrifugées a 10 000 g
pendant 10 minutes a température ambiante (TA) et les surnageants obtenus ont été filtrés avec
des filtres en acétate de cellulose de 0,22 um a faible liaison protéique (Corning) afin d’en éliminer

les bactéries et récolter les VirF sécrétés, qui ont été stockés a -80°C jusqu’a utilisation.

3.6 Culture bactérienne de la souche clinique de S. aureus SA29213

Les VirF de S. aureus utilisés expérimentalement ont été obtenus a partir de la culture bactérienne
de la souche clinique Staphylococcus aureus subsp. aureus (souche 29213 Rosenbach, ATCC,
Manassas, VA, E-U), une souche référence provenant d’un isolat d’une plaie chronique. Les
bactéries SA29213 ont été cultivées par le laboratoire de notre collaborateur, Dr Frangois Malouin
(U. Sherbrooke) sur gélose LB a 37°C, jusqu’a I'obtention d’une valeur de DO a 600 nm de 6 UA,
avec un nombre de CFU aux alentours de 8,5x10%/mL. Les colonies obtenues ont été inoculées

dans le milieu de culture LB Lennox et cultivées sous agitation a 250 rpm a 37°C.

Aprés 24 heures de croissance, les suspensions bactériennes ont été centrifugées a 7 800 g
pendant 10 minutes a TA et les surnageants obtenus ont été filtrés avec des filtres en acétate de
cellulose de 0,22 um a faible liaison protéique (Corning) afin d’en récolter les VirF sécrétés, qui

ont été stockés a -80°C jusqu’a utilisation.
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3.7 Traitements avec la combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta

et avec l’activateur de KvLQT1 ML277

Les cultures épithéliales bronchiques provenant de patients FK F508del homozygotes et F508del
hétérozygotes (F508del/621+1G>T, F508del/711+1G>T) ont été exposées a la triple combinaison
de modulateurs de CFTR entrant dans la composition du Trikafta, soit les correcteurs elexacaftor
(2 UM VX-445; Selleck Chemicals, TX, E-U) et tezacaftor (3 pM VX-661; Selleck Chemicals), et le
potentiateur ivacaftor (0,1 uM VX-770; Selleck Chemicals), avec le véhicule DMSO.

Les cultures cellulaires de donneurs sains, de patients FK F508del hétérozygotes
(F508del/621+1G>T, F508del/711+1G>T) et du patient FK non-F508del (711+1G>T/G542X) ont
été traitées avec 'activateur de KvLQT1, le ML277 (4 uM; Tocris Bioscience, Bristol, R-U), dilué
dans le véhicule DMSO.

Les cultures cellulaires de patients FK F508del hétérozygotes ont été également exposées a la

combinaison du Trikafta et du ML277.

3.8 Lésions mécaniques et réparation épithéliale

Selon une technique hautement reproductible (41,147,150,221), des plaies mécaniques ont été
réalisées a I'aide d’'un embout de pipette 10 uL sur les monocouches confluentes de cellules
épithéliales post-traitement, afin de mesurer les processus de réparation épithéliale. Plus
exactement, au centre de chacun des puits des plaques 24 puits utilisées comme supports
expérimentaux, deux plaies horizontales, paralléles et uniformes ont été effectuées. Des marques
sur le fond du support permettent la prise de photos (au grossissement de microscope 40X), au
temps initial et aprés réparation, exactement au méme endroit, de facon a pouvoir comparer
précisément les aires des lésions avant et aprés réparation. Ainsi, la vitesse de fermeture des
plaies, mesurée sur 6 heures en um2/h a partir de leur prise en photo a temps 0Oh (heure) et 6h,
est calculée selon la différence des aires de surface entre ces deux temps, déterminées grace au

logiciel ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, E-U). Un total de 12 réplicas
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techniques par condition par patient/donneur est réalisé : 3 photos/plaie, 2 plaies/puits et 2

puits/condition.

3.9 Evaluation de la prolifération cellulaire au sein d’'une monocouche

en réparation par immunomarquage

Des cultures épithéliales de patients FK et donneurs sains ont été cultivées dans des chambres de
culture LAB-TEK a 8 puits (Sarstedt), sur lesquelles 2 plaies mécaniques (section 3.8) par
puits/condition ont été réalisées, dans I'optique de mesurer la prolifération cellulaire des
monocouches en processus de réparation grace a un marquage par immunofluorescence

(41,150).

Aprées 6 heures de réparation, les cultures primaires de cellules ont été rincées au PBS et fixées
pendant 15 minutes avec du paraformaldéhyde (PFA) 4% a TA, dilué dans du PBS a partir de PFA
20% (Electron Microscopy Sciences, Thermo Fisher Scientific). Suite a un deuxieme ringage au
PBS, les cellules ont été incubées dans du Triton (Amersham Biosciences), a une dilution 1:1000
en PBS, pendant 10 minutes a TA. Puis, aprés deux nouveaux ringages PBS, elles ont été
recouvertes d’une solution de saturation, composée de 10% de BSA et 10% de FBS, pour une
période de 1 heure a TA. En paralléle a été préparée la solution d’anticorps primaire anti-Ki67
(Dako, Danemark) a une dilution 1:100 dans la solution de saturation. Une fois I'heure de
saturation écoulée, la solution a été retirée pour incuber les cellules en présence de I'anticorps

primaire, et ce, a 4°C pour la nuit.

Le lendemain, et jusqu’a leur analyse quantitative, les monocouches de cellules épithéliales ont
été manipulées dans I'obscurité. Apres trois ringages au PBS et 30 minutes de saturation a TA,
celles-ci ont été incubées avec I'anticorps secondaire couplé a des fluorochromes d’ane anti-
souris Alexa Fluor 488™ (Invitrogen, Thermo fisher Scientific), dilués a un ratio de 1:200 en
solution de saturation, pendant 1 heure et 30 minutes a TA. S’ensuivent 3 nouveaux ringages au
PBS, une courte saturation de 15 minutes a TA, et une incubation des cellules en 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI; Molecular probes, Life Technologies, OR, E-U), a une dilution 1:1000 en

solution de saturation, pendant 10 minutes a TA, afin de marquer les noyaux (222). Enfin, aprés
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trois derniers rincages au PBS, la solution de contre-coloration des noyaux recouvrant les cellules
a été aspirée, et celles-ci ont été montées en lame avec des lamelles 24x60 mm de 1 pouce
d’épaisseur, fixées avec la résine anti-décoloration Prolong® (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific). Les lames montées ont été laissées a sécher pendant 2 jours en obscurité avant d’étre

observées au microscope a épifluorescence.

3.10 Analyse quantitative de la prolifération cellulaire

Apres le marquage des cellules par immunofluorescence, les cellules ont été observées au
microscope a épifluorescence (Olympus, Richmond Hill, Ontario, CA) au grossissement 100X, et
prises en photo avec une caméra de haute qualité Qlmaging (EXi Aqua Manual Rev 1.0, Teledyne
Photometrics, AZ, E-U) a partir du logiciel Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics, MD, E-U). Pour
chacune des conditions expérimentales, 10 images en bord de plaie du marquage de prolifération
Ki67 ont été prises en photo, avec 10 autres images du marquage des noyaux cellulaires (DAPI)
prises aux mémes positions respectives. Les photos ont été analysées a I'aide du logiciel ICY
(Institut Pasteur, France). Le protocole d’analyse ICY établi au sein du laboratoire permet de
guantifier I'’émission du signal spécifique par les zones d’intérét, parmi la totalité des noyaux

cellulaires marqués au DAPI (41,150).

3.11 Migration guidée cellulaire

Selon la méme méthode de lésion épithéliale (section 3.8), des plaies mécaniques ont été
réalisées sur des plaques de 24 puits (2 plaies/puits) afin d’analyser la dynamique de migration
de cellules unitaires dans une monocouche en réparation suite a des lésions (150). Sur une
période de réparation de 12 heures, afin d’observer au mieux le potentiel bénéfique des
traitements thérapeutiques sur les multiples parameétres de la migration guidée de cellules, cette
derniére a été suivie par vidéomicroscopie au microscope « time-lapse » (Zeiss, Oberkochen,

Allemagne) selon un procédé précis décrit ci-dessous.

Au microscope (grossissement 100X), 6 zones en bord de plaie (front épithélial) ont été établies

par puits en duplicata, pour un total de 12 réplicas techniques par condition par patient/donneur.
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Des images au microscope ont été prises a chacune de ces positions, a intervalle de 10 minutes
entre les mémes positions, et ce pendant 12 heures, a I'aide d’'une caméra haute-définition
motorisée (Photometrics CoolSNAP EZ) et du logiciel AxioVision (AxioVs40x64 V 4.9.1.0),

produisant ainsi une vidéo de 73 images successives par position.

Pour chacune de ces vidéos, a |'aide de la fonction de suivi manuel (« manual tracking ») du logiciel
Imagel, 10 cellules réparties sur I'ensemble du bord de la plaie ont été suivies manuellement
pendant leur migration, pour un total de 120 suivis unicellulaires par condition par
patient/donneur. Les coordonnées des points de « tracking » de chacun de suivis unicellulaires
réalisés, obtenues par Imagel, se traduisent en tracés des trajectoires des migrations cellulaires,
qui sont ramenés a I'origine dans un repéere orthonormé a partir du point de départ de migration,
grace & Chemotaxis and Migration Tool (IBIDI). A partir de ces suivis unicellulaires, le logiciel nous
permet également d’extraire les données de différents parameétres de migration guidée, tels que
la distance parcourue par les cellules, leur vélocité et leur angle de migration. Les coordonnées
de migration obtenues par Imagel nous renseignent également sur la déviation des cellules en

migration par rapport au sens de migration propice pour refermer la plaie (Figure 13).

Distance et

vélocité

Figure 13. — Exemple de suivis unitaires de cellules d’une zone en bord de plaie pendant 12
heures de réparation (gauche) et parameétres de migration guidée obtenus par Imagel) et
Chemotaxis and Migration Tool : distance et vélocité de migration, angle de migration, et
déviation par rapport au sens de migration (droite).
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3.12 Analyses statistiques

Les données sont représentées en moyenne + SEM (Standard Error of the Mean), avec le nombre
d’expériences (n patients/donneurs et N images/cellules) indiqué en légende des figures. Les
analyses statistiques des résultats ont été réalisées a partir du logiciel GraphPad Prism version 9
pour Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, E-U). Différentes analyses statistiques des
résultats de réparation épithéliale, prolifération cellulaire et migration guidée cellulaire ont été
réalisées selon le nombre de groupes. Pour les comparaisons entre deux groupes, les tests
statistiques Mann-Whitney (non-apparié, non-paramétrique), test-t non-apparié (paramétrique)
et test-t apparié (paramétrique) ont été utilisés. Au-dela de deux groupes, les tests Kruskal-Wallis
(non-apparié, non-paramétrique), Ordinary one-way ANOVA (non-apparié, paramétrique) et
Repeated Measures (RM) one-way ANOVA (apparié, paramétrique) ont été adoptés, suivis des
tests post hoc Dunn (pour Kruskal-Wallis) et Sidak (pour one-way ANOVA) pour comparaisons
multiples afin de déterminer les différences statistiquement significatives entre les conditions
d’une méme expérience. Un test statistique considéré significatif est associé a une valeur de *P <

0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 et ****P < 0,0001.

78



Chapitre 4 — Résultats

Dans le cadre de mon projet de maitrise, les processus de réparation épithéliale ont été
disséqués, a partir de cellules primaires bronchiques humaines, en analysant la vitesse de
réparation suite a des lésions mécaniques, la quantification de la prolifération cellulaire et les
dynamiques de migration guidée cellulaire au sein de monocouches en réparation. Ces
phénomeénes ont été évalués en présence ou non de la triple combinaison de modulateurs de
CFTR Trikafta (combinaison elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor) et/ou de I'activateur du canal
KvLQT1 (ML277), et ce, sur les cultures primaires cellulaires bronchiques de différents groupes de
patients. Ces cultures ont également été exposées aux VirF de P. aeruginosa ou S. aureus, les
bactéries prévalentes chez les patients atteints de FK (223), afin d’examiner leur impact sur
I'efficacité des traitements aux modulateurs des canaux CFTR et KvLQT1 visant a améliorer les

processus de réparation épithéliale.

4.1 Effets de la combinaison Trikafta sur les processus de réparation de

cultures primaires bronchiques de patients FK F508del homozygotes

Des données précédentes du laboratoire ont apporté la preuve de concept que la correction
fonctionnelle de la protéine CFTR mutée F508del par les modulateurs de CFTR permettait
d’améliorer la réparation épithéliale, une fonction physiologique essentielle du poumon sinon
altérée par le défaut de base de CFTR (41,147). L'efficacité de la triple combinaison de
modulateurs de CFTR Trikafta sur la réparation épithéliale a récemment été étudiée dans des
cultures de lignées cellulaires (212), mais jamais dans des cultures primaires jusqu’a présent. Elle
a alors été analysée sur des cultures cellulaires bronchiques de patients FK F508del homozygotes

|ésées mécaniquement.

En se penchant tout d’abord sur la fermeture des lésions épithéliales en condition non infectieuse,

on constate que le Trikafta améliore de facon significative la vitesse de réparation (Fig. 14C). La

79



majorité des cultures cellulaires des patients FK (n = 4 sur 5) démontre en effet une réponse

positive au traitement.

A. Controle B. Trikafta C.
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Figure 14. — Effet de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur la fermeture
de lésions de cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK F508del
homozygotes.

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 pM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition contrdle), les cultures primaires de cellules
bronchiques de patients FK F508del/F508del ont été Iésées mécaniquement, puis exposées de nouveau
au Trikafta ou au DMSO. La fermeture des lésions (aprés 6 heures de réparation) a été mesurée a partir
du logiciel Imagel. Photos représentatives du temps initial apres lésion (Temps OH) et aprés 6H de
réparation (Temps 6H), de monocouches de cellules bronchiques en condition contréle (DMSO) (A) ou
traitées a la combinaison Trikafta (B), au grossissement 40X. C. Comparaison des vitesses de réparation
des lésions épithéliales (n = 5 patients; test-t apparié). *P < 0,05.

Tel que rapporté a la figure 15, la correction du CFTR par le Trikafta permet également
d’augmenter de facon significative le nombre de cellules prolifératives (positives au Ki-67) au sein

de la monocouche en réparation.
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Figure 15. - Effet de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur la prolifération
de cultures de cellules épithéliales bronchiques de patients FK F508del homozygotes en cours
de réparation.

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 UM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition controle), les cultures primaires de cellules
bronchiques de patients FK F508del/F508del ont été Iésées mécaniquement, puis exposées de nouveau
au Trikafta ou au DMSO. La prolifération cellulaire en bord de plaie (apres 6 heures de réparation) a été
quantifiée selon le pourcentage de cellules positives a I'immunomarquage anti-Ki67, normalisé par le
nombre total de cellules marquées au DAPI, a partir du logiciel ICY. Photos représentatives de la
prolifération des cellules Ki67-positives en condition contréle (DMSO) (A) ou traitées a la combinaison
Trikafta (B), au grossissement 100X. C. Quantification de la prolifération cellulaire (n = 3 patients; N = 30
images; test Mann-Whitney). *P < 0,05.

Une évaluation des dynamiques de migration cellulaire a ensuite été réalisée afin de confirmer
I'effet bénéfique du Trikafta sur la migration guidée, un parametre clef pour une réparation
épithéliale efficace. Les trajectoires de migration de cellules en bord de plaie (Fig. 16C) indiquent
que les cellules migrent sur une plus grande distance grace au traitement. Une analyse
guantitative Chemotaxis confirme en effet que la distance et la vélocité des cellules sont
significativement augmentées suite a I'ajout du Trikafta (Fig. 16D). L’angle de migration (Fig. 16E)
est également amélioré grace au traitement (sachant que plus I'angle de migration est proche de
90°, donc perpendiculaire a I'axe des abscisses, plus les cellules tendent a migrer vers la plaie afin

de la refermer).
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Figure 16. — Effet de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur la migration
guidée de cultures de cellules épithéliales bronchiques de patients FK F508del homozygotes en
cours de réparation.

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 pM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition contréle), les cultures primaires de cellules
bronchiques de patients FK F508del/F508del ont été |ésées mécaniquement, puis exposées de nouveau
au Trikafta ou au DMSO. Les dynamiques de migration en bord de plaie (aprés 12 heures de réparation)
ont été mesurées a partir des logiciels ImageJ et Chemotaxis and Migration Tool. Photos représentatives
du temps initial apreés lésion (Temps OH), et des suivis unitaires apres la période de migration (Temps 12H),
de cellules bronchiques en condition contréle (DMSO) (A) ou traitées au Trikafta (B), au grossissement
100X. C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n = 3 patients; N = 360 cellules).
Quantification de la distance et vélocité de migration (D) et de I'angle de migration (E) des cellules (n = 3
patients; N = 360 cellules; test Mann-Whitney). Chaque point (C, D, E) correspond a une cellule. ***p <
0,001; ****p < 0,0001.
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Les patients FK présentent tres fréquemment des infections bactériennes de leurs voies
respiratoires, généralement a P. aeruginosa et/ou S. aureus. Les précédents travaux du
laboratoire ont démontré que la présence des VirF de ces bactéries altére la réparation
épithéliale, ainsi que I'efficacité des modulateurs de CFTR tel que I'Orkambi (147-150). Compte
tenu de l'effet bénéfique observé du Trikafta sur la réparation épithéliale en condition non
infectieuse, I'impact d’une exposition aux VirF de P. aeruginosa ou S. aureus a alors été examinée,

d’abord en condition contréle (DMSO), puis en présence de Trikafta.

Comme constaté a la figure 17, la condition infectieuse a P. aeruginosa affecte significativement
la vitesse de réparation moyenne des lésions (Fig. 17A), ce parametre étant diminué pour
I’ensemble des cultures cellulaires des patients FK (n = 5). Similairement, la prolifération cellulaire
est aussi inhibée (Fig. 17B). Concernant les dynamiques de migration cellulaire, les cellules
présentent un profil de migration moins linéaire (Fig. 17C), mais migrent néanmoins presque aussi
loin qu’en condition contrdle (Fig. 17D). Les VirF de P. aeruginosa semblent davantage affecter la
directionnalité des cellules, comme en témoigne I'angle de migration significativement altéré (Fig.
17E), ainsi que la déviation plus prononcée des cellules par rapport au sens de migration propice

a la réparation (Fig. 17F).

De facon encourageante, on constate qu’a I'ajout du Trikafta, la vitesse de réparation des Iésions
est améliorée dans I'ensemble des cultures cellulaires des patients (Fig. 17A). De fagon
significative, on observe également une hausse du nombre de cellules prolifératives (Fig. 17B)
ainsi qu’une amélioration des dynamiques de migration cellulaire, en dépit de la présence des
VirF de PA. En effet, le traitement au Trikafta permet d’améliorer la distance parcourue par les
cellules , ainsi que leur angle de migration et leur déviation par rapport au sens de migration, et

ce, de facon significative comparativement a la condition contréle (Fig. 17D-F).
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Figure 17. - Effets de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur les processus
de réparation de cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK F508del
homozygotes en présence des VirF de P. aeruginosa.

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 uM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition contréle), ainsi qu’aux VirF de P. aeruginosa (PA;
vert) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures primaires de cellules bronchiques de patients
FK F508del/F508del ont été lésées mécaniquement, puis exposées de nouveau aux mémes conditions
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respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et
les dynamiques de migration par Image) et Chemotaxis and Migration Tool. A. Comparaison des vitesses
de réparation des lésions épithéliales (n = 5 patients; tests RM one-way ANOVA et post hoc Sidak). B.
Quantification de la prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules Ki67-positives, normalisé par
le nombre total de cellules marquées au DAPI (n = 3 patients; N = 30 images; tests Kruskal-Wallis et post
hoc Dunn). C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n = 3 patients; N = 360 cellules).
Quantification de la distance et vélocité de migration (D), de I'angle de migration (E) et de la déviation par
rapport au sens de migration (F) des cellules (n = 3 patients; N = 360 cellules; tests Kruskal-Wallis et post
hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F) correspond a une cellule. *P < 0,05; **P < 0,01; ****P < 0,0001.

Concernant maintenant I'impact des VirF de S. aureus, on constate qu’ils affectent fortement les
parametres de la réparation mesurés. En effet, la vitesse de réparation des lésions (Fig. 18A), la
prolifération cellulaire (Fig. 18B) et les dynamiques de migration cellulaire (Fig. 18D-F) sont toutes
significativement altérées. Cela se visualise par un grand nombre de cellules migrant an arriere

du sens de réparation a cause de la condition infectieuse a S. aureus (Fig. 18C).

Cependant, I'ajout du Trikafta permet de stimuler les différents processus de la réparation, et ce,
malgré la présence des VirF de S. aureus. En plus de la vitesse de réparation des lésions ol une
stimulation non significative est retrouvée dans la majorité des cultures des patients FK (Fig. 18A;
n = 4 sur 5), la prolifération cellulaire (Fig. 18B), la distance de migration (Fig. 18D) et I'angle de
migration (Fig. 18E) sont significativement améliorés, de méme que la déviation par rapport au
sens de migration, ol davantage de cellules migrent dans le sens de la réparation (Fig. 18F). Les
stimulations obtenues des processus de réparation par le Trikafta, en dépit de la condition
infectieuse a S. aureus, sont bénéfiques au point d’atteindre des valeurs similaires ou supérieures
aux valeurs controles (sans infection) pour la prolifération cellulaire, la déviation par rapport au

sens de migration, et la distance de migration.
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Figure 18. - Effets de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur les processus
de réparation de cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK F508del

homozygotes en présence des VirF de S. aureus.

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 uM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition contrdle), ainsi qu’aux VirF de S. aureus (SA; rouge)
ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures primaires de cellules bronchiques de patients FK
F508del/F508del ont été lésées mécaniquement, puis exposées de nouveau aux mémes conditions
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respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et
les dynamiques de migration par Image) et Chemotaxis and Migration Tool. A. Comparaison des vitesses
de réparation des lésions épithéliales (n = 5 patients; tests RM one-way ANOVA et post hoc Sidak). B.
Quantification de la prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par
le nombre total de cellules marquées au DAPI (n = 3 patients; N = 30 images; tests Kruskal-Wallis et post
hoc Dunn). C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n = 3 patients; N = 360 cellules).
Quantification de la distance et vélocité de migration (D), de I’angle de migration (E) et de la déviation par
rapport au sens de migration (F) des cellules (n = 3 patients; N = 360 cellules; tests Kruskal-Wallis et post
hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F) correspond a une cellule. ¥*P < 0,05; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.

4.2 Effets de la combinaison Trikafta sur les processus de réparation de

cultures primaires bronchiques de patients FK F508del hétérozygotes

L’efficacité du Trikafta sur la réparation épithéliale, malgré la condition infectieuse a P. aeruginosa
ou S. aureus, dans des cultures de patients FK F508del homozygotes, nous a amené a nous
demander si le traitement pouvait également étre bénéfique dans des cultures bronchiques de

patients FK hétérozygotes, éligibles au Trikafta.

Nous avons donc itéré I'analyse de I'efficacité du Trikafta dans des cultures de patients FK F508del
hétérozygotes, portant une mutation F508del, et une autre mutation de classe |, soit 621+1G>T
ou 711+1G>T. Ces mutations de fonction minimale menant a une absence de production de la
protéine CFTR, le Trikafta va uniqguement corriger la mutation F508del, son efficacité secondaire

sur la réparation épithéliale pourrait alors étre diminuée.

Comme observé précédemment (Figures 14-16), le Trikafta améliore aussi la majorité des
paramétres de la réparation épithéliale dans des cultures de patients FK F508del hétérozygotes
en condition non infectieuse. On constate en effet une augmentation statistiguement
significative de la vitesse de réparation moyenne des lésions (Fig. 19A), cette hausse étant
observée dans les cultures cellulaires de 6 patients sur les 7 testés. La prolifération cellulaire (Fig.
19B) et la distance de migration des cellules (Fig. 19D) sont également significativement
augmentées grace au traitement. L'angle de migration est cependant significativement altéré a
I’ajout du Trikafta (Fig. 19E), comme le suggére le profil migratoire des cellules, migrant plus loin

gu’en contréle, mais de maniere moins dirigée vers la Iésion (Fig. 19C).
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Figure 19. — Effets de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur les processus
de réparation de cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK
hétérozygotes (F508del/classe ).

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 uM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition contréle), les cultures primaires de cellules
bronchiques de patients FK F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont été lésées mécaniquement, puis
exposées de nouveau au Trikafta ou au DMSO. Les vitesses de réparation ont été mesurées par le logiciel
Imagel, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel et Chemotaxis and Migration
Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des Iésions épithéliales (n = 7 patients; test-t apparié). B.
Quantification de la prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par
le nombre total de cellules marquées au DAPI (n = 1 patient; N = 10 images; test-t non-apparié). C.
Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n = 2 patients; N = 240 cellules; test Mann-
Whitney). Quantification de la distance et vélocité de migration (D) et de I'angle de migration (E) des
cellules (n = 2 patients; N = 240 cellules). Chaque point (C, D, E) correspond a une cellule. *P < 0,05; ***p
< 0,001; ****p < (0,0001.
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Les infections communes des VA des patients FK aux bactéries P. aeruginosa et S. aureus nous a
amené a examiner de nouveau I'impact de leurs VirF sur les processus de réparation, ainsi que
sur I'efficacité du Trikafta au sein des cultures de patients FK hétérozygotes (F508del/mutation

de classe ).

L'effet néfaste des VirF de P. aeruginosa sur les processus de réparation a été de nouveau
confirmé au sein de ces cultures primaires. On constate effectivement que la condition infectieuse
a P. aeruginosa inhibe significativement la vitesse de réparation des lésions (Fig. 20A), la
prolifération cellulaire (Fig. 20B), I'angle de migration des cellules (Fig. 20E), et accentue leur
déviation par rapport au sens de migration (Fig. 20F). Comme constaté précédemment (Fig. 17D),
les VirF de P. aeruginosa ne diminuent cependant pas la distance de migration des cellules (Fig.
20D), I'effet de la virulence de P. aeruginosa se constate davantage dans la directionnalité des
cellules en migration, comme en témoigne leur migration sur les cotés et en arriére de la lésion

(Fig. 20C).

L'ajout du Trikafta permet cependant une amélioration statistiguement significative de
I'ensemble des parametres de réparation mesurés. En effet, on remarque que grace au
traitement, la vitesse de réparation des lésions (Fig. 20A), la prolifération cellulaire (Fig. 20B), la
distance de migration (Fig. 20D), I'angle de migration (Fig. 20E) et la déviation par rapport au sens
de migration (Fig. 20F) des cellules sont améliorés, et ce, malgré la présence des VirF de P.
aeruginosa. Ces parametres améliorés grace au Trikafta vont méme jusqu’a présenter des valeurs
supérieures aux valeurs mesurées en condition contrdéle non infectieuse, a I’exception de I'angle

de migration.
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Effets de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur les processus
de réparation de cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK
hétérozygotes (F508del/classe 1) en présence des VirF de P. aeruginosa.

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 UM VX-
661, 0,1 uM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition contréle), ainsi qu’aux VirF de P. aeruginosa (PA;
vert) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures primaires de cellules bronchiques de patients
FK F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont été lésées mécaniquement, puis exposées de nouveau
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aux mémes conditions respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par le logiciel Image), la
prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel et Chemotaxis and Migration Tool. A.
Comparaison des vitesses de réparation des lésions épithéliales (n = 7 patients; tests RM one-way ANOVA
et post hoc §idék). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules Ki67-
positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n = 1 patient; N = 10 images; tests
Ordinary one-way ANOVA et post hoc Siddk). C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n
= 2 patients; N = 240 cellules). Quantification de la distance et vélocité de migration (D), de I'angle de
migration (E) et de la déviation par rapport au sens de migration (F) des cellules (n = 2 patients; N = 240
cellules; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F) correspond a une cellule. *P <
0,05; **P < 0,01; ***P <0,001; ****p < 0,0001.

Concernant les VirF de S. aureus, leur présence inhibe également I’'ensemble des parametres de
la réparation épithéliale mesurés. On constate en effet une diminution statistiqguement
significative de la vitesse de réparation des lésions (Fig. 21A), de la prolifération cellulaire (Fig.
21B) et des dynamiques de la migration cellulaire (Fig. 21D-F) dans les cultures de patients

hétérozygotes (F508del/mutation de classe I).

L’exposition des cultures cellulaires au Trikafta permet cependant de stimuler 'ensemble de ces
parametres, et ce, en dépit de la condition infectieuse a S. aureus. En plus de I'amélioration de
I'angle de migration observée (Fig. 21E), on remarque effectivement une augmentation
significative de la vitesse de réparation des |ésions (Fig. 21A), de la prolifération cellulaire (Fig.
21B), de la distance de migration (Fig. 21D) et une amélioration de la déviation par rapport au
sens de migration (Fig. 21F) des cellules. Cet effet bénéfique du Trikafta ne permet toutefois pas
d’améliorer la majorité des parameétres au-dela des valeurs mesurées en condition contrdle non

infectieuse.
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Effets de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta sur les processus

de réparation de cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK
hétérozygotes (F508del/classe 1) en présence des VirF de S. aureus.

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires avec la combinaison Trikafta (2 uM VX-445, 3 UM VX-
661, 0,1 uM VX-770) ou le véhicule DMSO (condition contrdle), ainsi qu’aux VirF de S. aureus (SA; rouge)
ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures primaires de cellules bronchiques de patients FK
F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont été lésées mécaniquement, puis exposées de nouveau aux
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mémes conditions respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par le logiciel Imagel, la
prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel et Chemotaxis and Migration Tool. A.
Comparaison des vitesses de réparation des lésions épithéliales (n = 7 patients; tests RM one-way ANOVA
et post hoc §idék). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules Ki67-
positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n = 1 patient; N = 10 images; tests
Ordinary one-way ANOVA et post hoc Siddk). C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n
= 2 patients; N = 240 cellules). Quantification de la distance et vélocité de migration (D), de I'angle de
migration (E) et de la déviation par rapport au sens de migration (F) des cellules (n = 2 patients; N = 240
cellules; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F) correspond a une cellule. *P <
0,05; **P < 0,01; ****P < 0,0001.

L'ensemble de ces données démontre ainsi que le Trikafta stimule la réparation des Iésions, la
prolifération et la migration cellulaire, et ce, malgré la présence de VirF des bactéries communes
en FK, P. aeruginosa et S. aureus. Toutefois, certains de ces parameétres n’atteignent pas les

niveaux observés en absence d’infection.

4.3 Effets du ML277 sur les processus de réparation de cultures

primaires bronchiques de patients FK F508del hétérozygotes

Les résultats des études cliniques démontrent que les patients éligibles au Trikafta peuvent
présenter une réponse a ce traitement d’efficacité variable ou défavorable selon les différents
effets secondaires possibles (201-207). D’autres alternatives thérapeutiques doivent alors étre

envisagées.

Compte tenu de l'implication démontrée des canaux potassiques dans les mécanismes de
prolifération et migration cellulaires et pour les processus de réparation épithéliale dans divers
modeles cellulaires (17), nous avons alors voulu tester I'hypothése que des activateurs de ces
canaux puissent stimuler la réparation de cultures primaires bronchiques. Cette stratégie
s’étendrait en outre a un plus grand nombre de patients, contrairement aux modulateurs de CFTR
qui dépendent de la classe de mutations. Basé sur les données précédentes du laboratoire (28—
30), indiquant un réle du canal KvLQT1, notre intérét s’est alors porté sur le ML277, activateur de

ce canal potassique (219).

Afin de se positionner quant a son effet sur les différents paramétres de la réparation épithéliale

mesurés, le potentiel effet bénéfiqgue du ML277 a d’abord été examiné en condition non
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infectieuse, puis en présence des VirF de P. aeruginosa ou S. aureus. Nous nous sommes a
nouveau intéressés a des patients FK hétérozygotes, arborant la mutation F508del, ainsi que

621+1G>T ou 711+1G>T, deux mutations de classe | avec fonction minimale.

En condition non infectieuse, le ML277 permet une stimulation statistiquement significative de
I’ensemble des parametres de la réparation épithéliale mesurés. En effet, en présence de la
molécule, la vitesse de réparation des lésions est améliorée dans la majorité des cultures des
patients (Fig. 22A; n = 4 sur 5), les valeurs de prolifération cellulaire et de distance de migration
sont doublées (Fig. 22B, 22D), le profil migratoire des cellules démontre une migration cellulaire

plus efficace (Fig. 22C), et I'angle de migration est amélioré de plusieurs degrés (Fig. 22E).
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Figure 22. - Effets de l'activateur de KvLQT1 ML277, sur les processus de réparation de
cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK hétérozygotes
(F508del/classe 1).

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires au ML277 (4 uM) ou au véhicule DMSO (condition
contréle), les cultures primaires de cellules bronchiques de patients FK F508del/621+1G>T et
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F508del/711+1G>T ont été lésées mécaniquement, puis exposées de nouveau au Trikafta ou au DMSO.
Les vitesses de réparation ont été mesurées par le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et les
dynamiques de migration par Imagel et Chemotaxis and Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de
réparation des lésions épithéliales (n = 5 patients; test-t apparié). B. Quantification de la prolifération
cellulaire, selon le pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules
marquées au DAPI (n = 1 patient; N = 10 images; test-t non-apparié). C. Comparaison des trajectoires de
migration des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules). Quantification de la distance et vélocité de migration
(D) et de I'angle de migration (E) des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules; test Mann-Whitney). Chaque
point (C, D, E) correspond a une cellule. *P < 0,05; **P < 0,01; ****P < 0,0001.

Maintenant, en présence des VirF de P. aeruginosa, I'ajout de I'activateur de canaux KvLQT1
ML277 permet néanmoins de stimuler I'ensemble des parameétres de la réparation épithéliale
étudiés. Outre I'augmentation de la vitesse de réparation des lésions (Fig. 23A) et celle plus faible
de l'angle de migration (Fig. 23E), on note effectivement une amélioration statistiquement
significative de la prolifération cellulaire (Fig. 23B), de la distance de migration (Fig. 23D) et de la
déviation par rapport au sens de migration (Fig. 23F) des cellules grace au ML277, et ce, en dépit

de la condition infectieuse a PA.

L'effet du ML277 semble également bénéfique au point d’améliorer, malgré la présence des VirF
de P. aeruginosa, la majorité de parametres de la réparation mesurés au-dela des valeurs
observées en condition contréle, a I'exception de I'angle de migration des cellules qui n’est que

légerement stimulé par la molécule.
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Figure 23. - Effets de l'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de
cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK hétérozygotes
(F508del/classe 1) en présence des VirF de P. aeruginosa.

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires au ML277 (4 uM) ou au véhicule DMSO (condition
contréle), ainsi qu’aux VirF de P. aeruginosa (PA; vert) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les
cultures primaires de cellules bronchiques de patients FK F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont
été lésées mécaniquement, puis exposées de nouveau aux mémes conditions respectives. Les vitesses de
réparation ont été mesurées par le logiciel ImageJ, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration
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par Imagel) et Chemotaxis and Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des lésions
épithéliales (n = 5 patients, tests RM one-way ANOVA et post hoc Siddk). B. Quantification de la
prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par le nombre total de
cellules marquées au DAPI (n = 1 patient; N = 10 images, tests Ordinary one-way ANOVA et post hoc Siddk).
C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules). Quantification
de la distance et vélocité de migration (D), de I'angle de migration (E) et de la déviation par rapport au
sens de migration (F) des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules, tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn).
Chaque point (C, D, E, F) correspond a une cellule. ¥*P < 0,05; **P < 0,01; ****P < 0,0001.

En présence, cette fois-ci, des VirF de S. aureus qui inhibent les processus de réparation des
cultures cellulaires de patients FK hétérozygotes, comme préalablement constaté (Figure 21),
I’activateur ML277 permet toutefois d’améliorer la vitesse de réparation des lésions (Fig. 24A) et,
de facon significative, la prolifération cellulaire (Fig. 24B) et la distance de migration (Fig. 24D). Le
role du ML277 dans la directionnalité des cellules en condition infectieuse ne semble cependant
pas concluant, comme en témoigne I'angle de migration (Fig. 24E) et la déviation par rapport au
sens de migration (Fig. 24F) des cellules, ce qui se visualise par la forte dispersion cellulaire au
cours de la migration (Fig. 24C). De plus, le ML277 n’améliore significativement que la

prolifération cellulaire au-dela des valeurs en condition contréle.
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Figure 24. — Effets de l'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de
cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de patients FK hétérozygotes
(F508del/classe 1) en présence des VirF de S. aureus.

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires au ML277 (4 uM) ou au véhicule DMSO (condition
controle), ainsi qu’aux VirF de S. aureus (SA; rouge) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures
primaires de cellules bronchiques de patients FK F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont été lésées
mécaniquement, puis exposées de nouveau aux mémes conditions respectives. Les vitesses de réparation
ont été mesurées par le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel
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et Chemotaxis and Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des Iésions épithéliales (n =
5 patients, tests RM one-way ANOVA et post hoc Sidak). B. Quantification de la prolifération cellulaire,
selon le pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI
(n = 1 patient; N = 10 images, tests Ordinary one-way ANOVA et post hoc Sidak). C. Comparaison des
trajectoires de migration des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules). Quantification de la distance et
vélocité de migration (D), de I'angle de migration (E) et de la déviation par rapport au sens de migration
(F) des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules, tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). Chaque point (C,
D, E, F) correspond a une cellule. *P < 0,05; **P < 0,01; ****P < 0,0001.

La stimulation des processus de réparation obtenue grace a I'activateur de KvLQT1 ML277 semble
donc prometteuse, mais partielle. Bien que la molécule stimule efficacement la vitesse de
réparation des lésions, la prolifération et les dynamiques de migration cellulaire en condition non
infectieuse, la présence des VirF de P. aeruginosa ou S. aureus altére en partie cette efficacité.

Plus particulierement, le ML277 ne permet pas une amélioration de la directionnalité des cellules.

Nous avons alors postulé gu’une stratégie combinatoire, associant la triple combinaison de
modulateurs de CFTR Trikafta avec l'activateur de KvLQT1 ML277, pourrait représenter une

avenue intéressante.

4.4 Effets de la combinaison du Trikafta et du ML277 sur les processus
de réparation de cultures primaires bronchiques de patients FK

hétérozygotes F508del/classe |

Nous avons alors voulu évaluer cette nouvelle alternative afin de possiblement combiner les
effets bénéfiques de chacun des deux modulateurs de canaux ioniques (Trikafta et ML277) sur
des cultures de patients FK hétérozygotes, portant les mutations F508del/621+1G>T ou
F508del/711+1G>T, compte tenu des preuves respectives d’efficacité du Trikafta et du ML277

précédemment vérifiées dans les cultures cellulaires de ces mémes patients.

En absence de VirF bactériens, la combinaison du Trikafta et du ML277 permet une amélioration
statistiquement significative de la vitesse de réparation des lésions (Fig. 25A), de la prolifération
cellulaire (Fig. 25B), de la distance de migration (Fig. 25D) et de I’angle de migration (Fig. 25E) des

cellules. Comme en témoigne également le profil migratoire (Fig. 25C) ou les cellules se déplacent
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a la plus grande distance observée, tous traitements confondus. Cette stratégie combinatoire

semble donc encourageante afin de promouvoir les processus de la réparation épithéliale.
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Figure 25. — Effets de I'association de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta
et de I'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de cultures primaires de
cellules épithéliales bronchiques de patients FK hétérozygotes (F508del/classe 1).

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires a la combinaison du Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 uM VX-770) et du ML277 (4 uM), ou au véhicule DMSO (condition contréle), les cultures primaires
de cellules bronchiques de patients FK F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont été lésées
mécaniquement, puis exposées de nouveau a la combinaison ou au DMSO. Les vitesses de réparation ont
été mesurées par le logiciel ImageJ, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Image) et
Chemotaxis and Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des |ésions épithéliales (n =5
patients; test-t apparié). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules
Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n = 1 patient; N = 10 images;
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test-t non-apparié). C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n = 1 patient; N = 120
cellules). Quantification de la distance et vélocité de migration (D) et de I'angle de migration (E) des cellules
(n =1 patient; N = 120 cellules; test Mann-Whitney). Chaque point (C, D, E) correspond a une cellule. *P <
0,05; **P < 0,01; ****P < 0,0001.

En présence des VirF de P. aeruginosa, la combinaison du Trikafta et du ML277 permet une
stimulation partielle des processus de réparation. En effet, on note en premier lieu une légere
amélioration de la vitesse de réparation des lésions (Fig. 26A), malgré I’'hétérogénéité dans la
réponse aux traitements entre les cultures de patients testés (n = 3 sur 5). De fagon significative,
on constate également une amélioration de la prolifération cellulaire (Fig. 26B), de I'angle de
migration (Fig. 26E) et de la déviation par rapport au sens de migration (Fig. 26F) des cellules.
Quant a la distance de migration, elle n’est que faiblement stimulée grace a la combinaison en
condition infectieuse a P. aeruginosa, comparativement a la condition infectieuse seule (Fig. 26D).
Il faut noter toutefois que ces expérimentations n’ont été réalisées que sur une culture cellulaire

(d’un patient).

Dans I'ensemble, aucun effet additif significatif du Trikafta et ML277 combinés ne semble étre
observé, comparativement aux effets du Trikafta et du ML277 seuls sur les processus de

réparation (Figures 20 et 23).
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Figure 26. — Effets de I'association de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta
et de I'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de cultures primaires de
cellules épithéliales bronchiques de patients FK hétérozygotes (F508del/classe 1) en présence
des VirF de P. aeruginosa.

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires a la combinaison du Trikafta (2 uM VX-445, 3 uM VX-
661, 0,1 UM VX-770) et du ML277 (4 uM), ou au véhicule DMSO (condition contréle), ainsi qu’aux VirF de
P. aeruginosa (PA; vert) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures primaires de cellules
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bronchiques de patients FK F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont été lésées mécaniquement, puis
exposées de nouveau aux mémes conditions respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par
le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel et Chemotaxis and
Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des lésions épithéliales (n = 5 patients; tests
RM one-way ANOVA et post hoc Sidak). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le
pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n =1
patient; N = 10 images; tests Ordinary one-way ANOVA et post hoc Sidak). C. Comparaison des trajectoires
de migration des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules). Quantification de la distance et vélocité de
migration (D), de I'angle de migration (E) et de la déviation par rapport au sens de migration (F) des cellules
(n = 1 patient; N = 120 cellules; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F)
correspond a une cellule. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.

La combinaison du Trikafta et du ML277 permet également de stimuler I'ensemble des
paramétres de réparation en présence de VirF de S. aureus. En effet, on observe une
augmentation de la vitesse de réparation des Iésions (Fig. 27A), bien que la réponse observée soit
hétérogéne entre les cultures de patients testés. On constate également, a partir dun n =1
patient, une amélioration statistiquement significative de la prolifération (Fig. 27B), de la distance
de migration (Fig. 27D) et de la déviation par rapport au sens de migration (Fig. 27F) des cellules
a I'ajout de la combinaison, en dépit de la condition infectieuse a S. aureus. L’angle de migration

n’est cependant que légerement amélioré (Fig. 27E).

Malgré la présence des VirF de S. aureus, |'effet de la combinaison du Trikafta et du ML277 semble
bénéfique au point d’améliorer significativement la prolifération et la distance de migration au-
dela des valeurs mesurées en condition controle non infectieuse. Dans l'ensemble, les
stimulations obtenues pour la double combinaison ne semblent cependant pas procurer d’effet
additif dans les processus de réparation, comparativement a leur effet lorsque seuls (Figures 21

et 24).
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Figure 27. — Effets de I'association de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta
et de I'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de cultures primaires de
cellules épithéliales bronchiques de patients FK hétérozygotes (F508del/classe 1) en présence
des VirF de S. aureus.

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires a la combinaison du Trikafta (2 uM VX-445, 3 M VX-
661, 0,1 UM VX-770) et du ML277 (4 uM), ou au véhicule DMSO (condition contréle), ainsi qu’aux VirF de
S. aureus (SA; rouge) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures primaires de cellules
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bronchiques de patients FK F508del/621+1G>T et F508del/711+1G>T ont été lésées mécaniquement, puis
exposées de nouveau aux mémes conditions respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par
le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel et Chemotaxis and
Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des lésions épithéliales (n = 5 patients; tests
RM one-way ANOVA et post hoc Sidak). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le
pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n =1
patient; N = 10 images; tests Ordinary one-way ANOVA et post hoc Siddk). C. Comparaison des trajectoires
de migration des cellules (n = 1 patient; N = 120 cellules). Quantification de la distance et vélocité de
migration (D), de I'angle de migration (E) et de la déviation par rapport au sens de migration (F) des cellules
(n = 1 patient; N = 120 cellules; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F)
correspond a une cellule. **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.

La combinaison du Trikafta et du ML277 semble donc améliorer I'ensemble des processus de
réparation épithéliale mesurés, en condition non infectieuse comme infectieuse a P. aeruginosa
ou S. aureus. Cette efficacité ne semble cependant pas additive, mais au mieux comparable aux
effets du Trikafta ou du ML277 seuls. Ces résultats manquent toutefois de puissance avant qu’on
ne puisse définitivement se prononcer quant a une absence d’effet synergique de cette

combinaison.

4.5 Effets du ML277 sur les processus de réparation de cultures

primaires bronchiques d’un patient FK inéligible au Trikafta

Aucun traitement ne permet actuellement de contrer I'absence de synthése de protéine
consécutive aux mutations de classe I. Les patients dont les deux alléles portent des mutations de
classe | ne sont donc éligibles a aucun traitement et de nouvelles stratégies thérapeutiques
doivent étre développées (224). L'efficacité précédemment déterminée de I'activateur de KvLQT1
ML277 dans les cultures cellulaires de patients FK hétérozygotes F508del/classe | nous a amené
a nous interroger sur sa possible efficacité de cet activateur afin d’améliorer la réparation

épithéliale de cultures de patients FK non éligibles aux traitements ciblant CFTR.

Nous avons commencé a investiguer cette piste en évaluant la vitesse de réparation de lésions
épithéliales des cultures cellulaires d’un patient FK portant les deux mutations de classe |
711+1G>T et G542X, et ce, en condition non infectieuse ainsi qu’infectieuse a P. aeruginosa ou S.
aureus. On constate en condition non infectieuse que les cultures cellulaires de ce patient

présentent une réponse encourageante a I'activateur ML277 avec une forte amélioration de la
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vitesse de réparation (Fig. 28A). De plus, malgré la présence des VirF de P. aeruginosa ou S.
aureus, quiinhibent ce parametre, le ML277 permet d’accélérer la fermeture des lésions, au point

d’atteindre une vitesse semblable a la valeur contréle (Fig. 28B-C).
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Figure 28. - Effets de I'activateur de KvLQT1 ML277 sur la fermeture de lésions dans des
cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques d’un patient FK porteur de mutations de
classe I, en présence ou non des VirF de P. aeruginosa ou S. aureus.

Apreés 24h de prétraitement des cultures cellulaires au ML277 (4 uM) ou au véhicule DMSO (condition
controdle), ainsi que respectivement aux VirF de P. aeruginosa (PA; vert) ou S. aureus (SA; rouge), ou au
milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures primaires de cellules bronchiques d’'un patient FK
711+1G>T/G542X ont été lésées mécaniquement, puis exposées de nouveau aux mémes conditions
respectives. La fermeture des lésions (aprés 6 heures de réparation) a été mesurée a partir du logiciel
Imagel. L'effet du ML277 sur la vitesse de réparation a été évalué en condition non infectieuse (A), et en
condition infectieuse a P. aeruginosa (B) ou S. aureus (C) (n = 1 patient).

Il nous restera a investiguer les autres parametres de la réparation épithéliale, tel que la

prolifération cellulaire et les dynamiques de migration cellulaire.

Ce premier résultat prometteur nous encourage néanmoins a poursuivre ces expériences afin
d’examiner le potentiel de cette stratégie thérapeutique alternative ciblant les canaux K+, afin de
favoriser la restauration de I'intégrité épithéliale pour I'ensemble des personnes souffrant de la

FK, quelles que soient leurs mutations génétiques.
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4.6 Effets du ML277 sur la réparation de cultures primaires bronchiques

de donneurs sains

Les infections bactériennes a P. aeruginosa et S. aureus ne se limitent pas aux patients FK. La
prépondérance de ces infections est également commune chez les personnes non atteintes de la
maladie (225,226), entrainant chez elles aussi des dommages épithéliaux et une morbidité accrue
(136,227). Compte tenu de I'efficacité précédemment observée du ML277 sur les processus de
réparation épithéliale, cet activateur des canaux KvLQT1 pourrait représenter une stratégie

intéressante pour les personnes atteintes d’infections bactériennes a P. aeruginosa et S. aureus.

Avant d’examiner I'efficacité du ML277 sur les parametres de réparation étudiés en présence des
VirF bactériens, nous avons préalablement vérifié son efficacité en condition non infectieuse. De
méme qu’au sein des cultures cellulaires de patients FK (Figure 22), on constate que le ML277
permet une amélioration statistiquement significative de I'ensemble des parameétres de
réparation. En effet, malgré I'hétérogénéité observée dans les valeurs de réparation entre les
cultures de donneurs sains, la vitesse de réparation des lésions (Fig. 29A), la prolifération
cellulaire (Fig. 29B), la distance de migration (Fig. 29D) et 'angle de migration (Fig. 29E) des

cellules sont améliorés grace au ML277.
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Figure 29. - Effets de l'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de
cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de donneurs sains.

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires au ML277 (4 uM) ou au véhicule DMSO (condition
contrdle), les cultures primaires de cellules bronchiques de donneurs sains (non-FK) ont été lésées
mécaniquement, puis exposées de nouveau au ML277 ou au DMSO. Les vitesses de réparation ont été
mesurées par le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Image) et
Chemotaxis and Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des lésions épithéliales (n = 10
patients; test-t apparié). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le pourcentage de cellules
Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n = 5 patients; N = 50 images;
test Mann-Whitney). C. Comparaison des trajectoires de migration des cellules (n = 3 patients; N = 360
cellules). Quantification de la distance et vélocité de migration (D) et de I’angle de migration (E) des cellules
(n = 3 patients; N = 360 cellules; test Mann-Whitney). Chaque point (C, D, E) correspond a une cellule. **P
<0,01; ****P < 0,0001.
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En présence des VirF de P. aeruginosa, |la réparation épithéliale n’est que partiellement altérée.
Contrairement a ce que nous avions préalablement constaté dans les cultures cellulaires de
patients FK (Figures 17 et 20), on ne note ici pas de diminution de la vitesse de réparation des
Iésions en condition infectieuse a P. aeruginosa (Fig. 30A). La prolifération cellulaire (Fig. 30B) et
I’'angle de migration (Fig. 30E) des cellules sont cependant significativement affectés, tandis que
la distance de migration des cellules n’est pas altérée par la présence des VirF de P. aeruginosa

(Fig. 30D).

On constate ensuite une augmentation statistiquement significative de la vitesse de réparation
des lésions (Fig. 30A) et de la prolifération cellulaire (Fig. 30B) grace au ML277. Au niveau des
dynamiques de migration cellulaire, en plus d’améliorer la déviation cellulaire (Fig. 30F), la
molécule améliore significativement la distance parcourue par les cellules en migration (Fig. 30D),
mais pas leur angle de migration, qui est significativement altéré (Fig. 30E). Dans I’ensemble,
I’efficacité du ML277 sur les processus de réparation reste encourageante, surtout au niveau de
la distance de migration et de la déviation par rapport au sens de migration, ol I'amélioration
obtenue par l'activateur est significativement supérieure aux valeurs contrbles, malgré la

présence des VirF de PA.
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Figure 30. — Effets de l'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de

cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de donneurs sains en présence des VirF
de P. aeruginosa.

Apres 24h de prétraitement des cultures cellulaires au ML277 (4 uM) ou au véhicule DMSO (condition
contréle), ainsi qu’aux VirF de P. aeruginosa (PA; vert) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les
cultures primaires de cellules bronchiques de donneurs sains (non-FK) ont été Iésées mécaniquement, puis
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exposées de nouveau aux mémes conditions respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par
le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel et Chemotaxis and
Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des lésions épithéliales (n = 10 patients; tests
RM one-way ANOVA et post hoc Sidak). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le
pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n =5
patients; N = 50 images; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). C. Comparaison des trajectoires de
migration des cellules (n = 3 patients; N = 360 cellules). Quantification de la distance et vélocité de
migration (D), de I'angle de migration (E) et de la déviation par rapport au sens de migration (F) des cellules
(n = 3 patients; N = 360 cellules; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F)
correspond a une cellule. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.

L'effet néfaste des VirF de S. aureus sur la réparation épithéliale est davantage notable que ceux
de P. aeruginosa. De facon significative, la vitesse de réparation des lésions (Fig. 31A) et la
prolifération cellulaire (Fig. 31B) sont diminuées de moitié en condition infectieuse a S. aureus.
Les dynamiques de migration cellulaire sont également toutes altérées, incluant la distance de
migration (Fig. 31D), 'angle de migration (Fig. 31E) et la déviation par rapport au sens de

migration (Fig. 31F) des cellules significativement affectées en présence des VirF de S. aureus.

Grace a l'activateur de canaux KvLQT1, la majorité de ces paramétres sont améliorés malgré la
condition infectieuse a S. aureus. En effet, la vitesse de réparation des lésions (Fig. 19A), la
prolifération cellulaire (Fig. 31B), la distance de migration (Fig. 31D) et la déviation par rapport au
sens de migration (Fig. 31F) des cellules sont significativement augmentées. Le ML277 ne semble

cependant pas jouer de role sur I'angle de migration des cellules (Fig. 31E).

En outre, tout comme en condition infectieuse a P. aeruginosa (Figure 30), les valeurs de distance
de migration et de déviation des cellules en condition infectieuse a S. aureus, obtenues par le
ML277, sont significativement supérieures aux valeurs mesurées en condition contrdéle sans
infection (Fig. 31D, 31F). Cette conclusion est observable au niveau du profil migratoire des
cellules (Fig. 31C), malgré leur dispersion notable d(i au manque d’amélioration de I'angle de

migration.
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Figure 31. — Effets de l'activateur de KvLQT1 ML277 sur les processus de réparation de
cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques de donneurs sains en présence des VirF
de S. aureus.

Aprés 24h de prétraitement des cultures cellulaires au ML277 (4 uM) ou au véhicule DMSO (condition
controle), ainsi qu’aux VirF de S. aureus (SA; rouge) ou au milieu contréle LB Lennox (LB; bleu), les cultures
primaires de cellules bronchiques de donneurs sains (non-FK) ont été lésées mécaniquement, puis
exposées de nouveau aux mémes conditions respectives. Les vitesses de réparation ont été mesurées par

112



le logiciel Imagel, la prolifération par ICY, et les dynamiques de migration par Imagel) et Chemotaxis and
Migration Tool. A. Comparaison des vitesses de réparation des lésions épithéliales (n = 10 patients; tests
RM one-way ANOVA et post hoc Sidak). B. Quantification de la prolifération cellulaire, selon le
pourcentage de cellules Ki67-positives normalisé par le nombre total de cellules marquées au DAPI (n =5
patients; N = 50 images; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). C. Comparaison des trajectoires de
migration des cellules (n = 3 patients; N = 360 cellules). Quantification de la distance et vélocité de
migration (D), de I'angle de migration (E) et de la déviation par rapport au sens de migration (F) des cellules
(n = 3 patients; N = 360 cellules; tests Kruskal-Wallis et post hoc Dunn). Chaque point (C, D, E, F)
correspond a une cellule. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001.
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Chapitre 5 — Discussion

5.1 Retour sur les résultats

Mes travaux confirment premierement que les VirF sécrétés par P. aeruginosa et S. aureus, les
deux bactéries les plus prévalentes dans les VA en FK, altérent les processus de réparation
épithéliale dans les cultures primaires issues de patients FK F508 homozygotes et hétérozygotes
(F508del/classe 1). Les altérations causées par les VirF de S. aureus sont également constatées
dans les cultures primaires issues des donneurs sains non-FK, ce qui n’est pas entiérement le cas
avec P. aeruginosa, dont les VirF alterent bin la prolifération et les dynamiques de migration

cellulaire, mais visiblement pas la réparation Iésionnelle.

Mes résultats démontrent ensuite que la combinaison Trikafta (elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor)
permet d’améliorer la vitesse de réparation des lésions, la prolifération cellulaire et les
dynamiques de migration cellulaire dans les cultures primaires cellulaires |ésées de patients FK
F508del homozygotes et hétérozygotes (F508del/classe 1). Quant a I'activateur ML277, mes
travaux montrent un effet bénéfique de ce dernier sur la réparation des lésions, la prolifération
cellulaire et la distance parcourue par les cellules en migration, dans les cultures cellulaires |ésées
de patients FK F508del/classe |, classe |/classe |, ainsi que dans celles de donneurs sains. Cette
molécule ne permet cependant pas d’améliorer I'angle de migration cellulaire. Ces données
prometteuses indiquant une efficacité de ces deux traitements sont observées en absence,

comme en présence des VirF nocifs de P. aeruginosa et S. aureus.

Finalement, il semblerait que la combinaison du traitement Trikafta et de |’activateur ML277 ne
semble pas avoir d’effet additif sur les processus de réparation épithéliale des monocouches

cellulaires de patients FK F508del/classe |.
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5.1.1 Conséquences des infections bactériennes sur la réparation de

I’épithélium
D’apres mes résultats, les VirF de P. aeruginosa et S. aureus exercent un effet délétére sur la
réparation épithéliale. Les VirF de PACF508 réduisent significativement la vitesse de réparation
des lésions (dans la majorité des cultures cellulaires), ainsi que la prolifération cellulaire de
monocouches en cours de réparation, et affectent leur angle de migration. Mes travaux
confirment ceux précédemment réalisés au laboratoire, ol il a en effet été démontré que les VirF
provenant de P. aeruginosa ont un impact délétére sur la réparation épithéliale des VA, FK comme
non FK, en altérant plus précisément la prolifération et la migration cellulaire, ainsi que la vitesse
de réparation des lésions (147,150). Nombreux sont les VirF de la bactérie P. aeruginosa pouvant
étre responsables de ces altérations, comme la protéase LasA, I'élastase LasB, la lectine B, les
exotoxines A (ExoA) et T (ExoT), et la pyocyanine, tous démontrés comme déléteres a la
réparation épithéliale (a partir de différents modeles expérimentaux). Les mécanismes en cause
sont multiples : augmentation de l'activité transcriptionnelle de NF-kB, dégradation de B1-
intégrine et B-caténine, diminution de I'expression des cyclines, désorganisation du cytosquelette
et des lamellipodes, ou encore induction d’especes réactives de |'oxygene (228-231). Les VirF
spécifiques de la souche clinique PACF508 ici utilisée, LasA et LasB, ont été démontrés au
laboratoire comme responsables de l'impact délétére de P. aeruginosa sur la réparation
épithéliale, de par le blocage du systéme QS sécréteur de ces VirF qui inhibe alors leur effet
néfaste (150). Il faut cependant noter que ces résultats sont dépendants de la souche clinique de
P. aeruginosa utilisée, et que les résultats en découlant peuvent différer d’une souche a 'autre,

comme il a auparavant pu étre observé (136).

Les altérations des processus de réparation épithéliale observées sont cohérentes avec I'atteinte
attribuée aux infections bactériennes des VA sur les mécanismes migratoires des cellules
épithéliales, I'intégrité de I'épithélium et le déclin de la fonction pulmonaire (123,136,146). Ces
résultats confirment que la conséquence néfaste de P. ageruginosa dans les dynamiques de la
migration cellulaire réside majoritairement dans la perte de directionnalité des cellules

migratoires, tel que démontré précédemment au laboratoire (150), et moins dans le potentiel de
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migration (en termes de distance). Il a été démontré par une autre équipe que la bactérie P.
aeruginosa peut adopter un comportement « explorateur » pour son environnement, altérant la
directionnalité de sa migration (232). A moins que les VirF de la bactérie soient en cause, cette
piste n’est cependant pas directement transposable aux résultats présentés ici, étant donné que
les cultures cellulaires utilisées dans le cadre de ce projet n’ont pas été directement exposées aux

bactéries mais a leurs VirF.

Malgré la cohérence de ces résultats avec la littérature dans les cultures FK, I'inhibition de la
réparation des lésions a cause des VirF de P. aeruginosa n’a cependant pas été retrouvée dans
mes expérimentations avec les cultures de donneurs sains (non-FK). Il a pourtant été démontré
précédemment au laboratoire que les VirF de PACF508 affectaient cette réparation (150).
Plusieurs facteurs peuvent étre en cause de cette différence de résultats, tels que la possible perte
d’effet de virulence des VirF de la bactérie avec le temps. Une autre hypothése peut étre
avancée afin d’expliquer cette anomalie dans les cultures cellulaires de donneurs sains. Etant
donné que les VirF de P. aeruginosa affectent I'angle de migration des cellules, mais pas leur
distance de migration, celles-ci avancent plus loin mais pas dans le sens optimal de la réparation.
Il est alors possible que, dans la mesure de vitesse de réparation des lésions, ce phénomene
amene a des mesures similaires aux valeurs en condition contréle, de par le front épithélial
avancgant tout de méme vers le front lésionnel opposé. Ces arguments n’expliquent cependant
pas le fait que I'absence d’effet inhibiteur des VirF de P. aeruginosa sur la réparation épithéliale
ne soit alors observée que dans les cultures de donneurs sains. Ce n’est effectivement pas le cas
des cultures des patients FK, la raison pouvant alors étre que les cellules composant ces cultures
présentent une mémoire quant aux infections précédemment subies, et fassent preuve d’une

plus grande sensibilité aux VirF présents, méme si leur virulence est réduite.

Mes travaux démontrent également un fort effet inhibiteur des VirF de S. aureus sur la vitesse de
réparation des lésions, la prolifération et les dynamiques de migration cellulaire. Ces résultats
concordent avec de précédentes découvertes du laboratoire sur la réparation épithéliale, ou les
VirF de S. aureus altérent la vitesse de réparation des |ésions et la formation des protrusions,
responsables de la migration cellulaire, dans des cultures de cellules de VA nasales (153). De

nouveaux résultats s’ajoutent a ces connaissances, la prolifération cellulaire et les dynamiques de
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migration cellulaire comme la distance, I'angle et la déviation de migration, en présence des VirF
de S. aureus, n’ayant pas été étudiées auparavant. Les VirF spécifiqguement responsables dans le
cas de S. aureus ne sont cependant pas connus, mais des données préliminaires du laboratoire
pointent vers les hémolysines alpha (HIa) et béta (HIb), Hla semblant davantage délétere. Leur
forte virulence délétere face a la réparation épithéliale, controlée par un faible dosage en
conséquence, a été démontrée annulée lorsque des mutants de Hla et Hlb sont utilisés, ce qui
semble confirmer que ces VirF sont en cause. On comprend maintenant que les VirF de S. aureus
affectent fortement les processus de réparation et, a partir des données de migration guidée
présentées ici, semblent inhiber le potentiel de migration des cellules, en plus de leur

directionnalité.

5.1.2 Effets des stratégies thérapeutiques sur la réparation épithéliale en

condition infectieuse

5.1.2.1 Effet de la triple combinaison de modulateurs de CFTR Trikafta

L'effet du Trikafta sur la réparation épithéliale de cultures primaires de cellules épithéliales des
VA était jusqu’a présent méconnu. Ces résultats permettent de constater pour la premiere fois
gue ce traitement méne a une amélioration des processus de réparation épithéliale, au travers
de la stimulation de la vitesse de réparation des lésions, de la prolifération cellulaire et des
dynamiques de migration cellulaire. Les processus de réparation épithéliale sont essentiels a la
physiologie du poumon, afin de préserver son intégrité. En cas de dommages épithéliaux, comme
ceux causés par les infections bactériennes, sa restauration est cruciale mais elle est altérée, en
partie a cause de son environnement infectieux. Comme présenté précédemment, plusieurs
travaux du laboratoire ont démontré que cette réparation épithéliale dépend de I'activité
fonctionnelle du canal CFTR, et qu’en contexte de FK, elle est améliorée grace a la correction
fonctionnelle du CFTR muté, mais que les VirF de P. aeruginosa atténuent cependant cet effet
bénéfique obtenu par la correction (41,147-149). Il a effectivement été démontré que la
correction de CFTR et la réparation épithéliale a partir des modulateurs VX-809 et VX-770
(Orkambi) sont affectées par la condition infectieuse a P. aeruginosa, dans des cultures primaires

de patients FK (147). L'amélioration des différents processus de réparation épithéliale a partir de
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la correction fonctionnelle du CFTR muté grace au Trikafta, peut étre expliquée par différents
mécanismes. Effectivement, la stimulation de la protrusion des lamellipodes, la signalisation et
I'activation des intégrines, la diminution de la signalisation de NF-kB et les interactions entre CFTR
et le cytosquelette sont, entre autres, plusieurs explications a I'effet bénéfique qu’a la correction

de CFTR sur la réparation épithéliale (42,62,65,68—70).

Une récente étude s’est penchée sur I'effet de la combinaison Trikafta sur la réparation épithéliale
de cultures de lignées cellulaires, et a constaté que la correction de CFTR par les modulateurs VX-
445, VX-661 et VX-770 combinés permet une amélioration de la réparation épithéliale, ainsi que
de sa fonction et de sa maturation (212). Cette premiere étude sur le Trikafta repose cependant
sur une analyse non exhaustive de la réparation épithéliale, ainsi que sur I'utilisation de lignées
cellulaires en absence de condition infectieuse. L'étude adresse alors I'intérét de continuer
d’investiguer I'effet du Trikafta en utilisant des cultures primaires de cellules épithéliales des VA.
Mes résultats confirment ces premiéres conclusions, et les complétent de par I'exposition des
cultures primaires aux VirF des bactéries. Une anomalie observée dans mes données réside dans
I'altération significative de I'angle de migration cellulaire dans les cultures de patients
FKF508del/classe | (Fig. 19E), une incohérence qui serait possiblement résolue avec des données

supplémentaires.

La diminution de I'effet bénéfique du Trikafta en présence des VirF de P. aeruginosa et S. aureus
observée dans mes résultats concordent également avec ceux observés dans le laboratoire avec
le correcteur VRT-325 et la combinaison Orkambi (147,149). La confirmation de I'efficacité des
modulateurs de CFTR dans les cultures primaires de patients FK F508del homozygotes comme
hétérozygotes (147) est également retrouvée ici avec le Trikafta qui démontre étre similairement
efficace entre ces deux groupes, en absence comme en présence des VirF de P. aeruginosa et de

S. aureus.

5.1.2.2 Effet de I'activateur de KvLQT1 ML277

Ces résultats démontrent pour la premiere fois la fonction du canal potassique KvLQT1 dans la
réparation épithéliale de cultures primaires de cellules bronchiques des VA, de par son activation

grace au ML277. Plus précisément, mes données démontrent que le ML277 permet d’améliorer
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la vitesse de réparation des lésions, la prolifération cellulaire et la distance parcourue par les
cellulaires migratoires, et ce, en absence comme en présence des VirF de P. aeruginosa et S.
aureus. L’amélioration de la vitesse de réparation des lésions dans les cultures primaires d’un
patient FK classe I/classe |, éligible a aucun des traitements actuellement disponibles afin de

corriger le défaut de CFTR en FK, représente également un résultat préliminaire encourageant.

La fonction de canaux K* dans les processus de réparation épithéliale a précédemment été
étudiée et documentée dans le laboratoire, en partie grace a la modulation de KCa3.1 et Karp (par
I’activateur pinacidil) (17,28-30,233), démontrant I'implication des canaux potassiques dans la
prolifération et la migration cellulaire. Plus spécifiquement, I'activité du canal KvLQT1 stimule la
réparation épithéliale, au travers de la prolifération et la migration cellulaire, de par la régulation
de la progression des cycles cellulaires, la modulation de I'activité des intégrines et les

interactions avec les facteurs de croissance auxquelles le canal contribue (17,28-30).

Similairement au KvLQT1, la fonction du R-L3, un autre activateur de KvLQT1, n’a pas été encore
documentée au niveau de cultures primaires de cellules bronchiques, mais les données
préliminaires du laboratoire semblent confirmer |'effet bénéfique de I'activation de ce canal sur
la réparation épithéliale. Ces résultats apportent donc une nouvelle découverte quant a la
modulation de KvLQT1 par l'activateur ML277, qui se montre prometteuse afin d’améliorer la

réparation épithéliale en majeure partie, en condition non infectieuse comme infectieuse.

Si le ML277 permet d’améliorer I’'angle de migration cellulaire en condition aseptique, cet effet
bénéfique n’est cependant pas observable en condition infectieuse, la directionnalité des cellules
n’étant pas améliorée par I'activation de KvLQT1 en présence des VirF de P. aeruginosa ou S.
aureus. Nous savons effectivement que ces VirF affectent la capacité de migration des cellules en
réparation, un aspect de la réparation épithéliale qui est adressé grace a la correction
fonctionnelle de CFTR. Ce canal joue un réle majeur dans ce processus, de par la formation des
protrusions a I'avant des cellules afin qu’elles migrent efficacement vers le site Iésionnel en
réparation, par exemple (42). Le défaut de CFTR n’est cependant pas corrigé par I'activateur
ML277, ce qui pourrait expliquer pourquoi I'activation des canaux potassiques stimule la

migration cellulaire de par la distance de migration des cellules en réparation, mais non pas par
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I’angle de migration qui est altéré en condition infectieuse. En prenant cependant en compte les
autres processus réparateurs (fermeture lésionnelle, prolifération cellulaire, distance de
migration), le ML277 semble néanmoins aider a 'amélioration de la réparation épithéliale dans
son ensemble. De plus, nous avions formulé I'hypothese que cet activateur représenterait une
avenue thérapeutique prometteuse pour les patients FK lorsque couplé a un traitement avec les
modulateurs de CFTR qui corrigeraient le défaut du canal en contexte de FK, un effet additif

espéré cependant non observé dans mes données préliminaires.

5.1.2.3 Stratégie combinatoire avec le Trikafta et le ML277

Une nouvelle stratégie thérapeutique, combinant la triple combinaison Trikafta avec I'activateur
de KvLQT1 ML277, a finalement été ici étudiée dans |'optique d’observer un possible effet
synergique de ces deux derniers sur la réparation épithéliale de cultures primaires de patients FK
F508del/classe |. Mes résultats ne semblent cependant pas indiquer d’effet additif des deux
traitements combinés pour les étapes de la réparation épithéliale mesurées. L'amélioration de

ces processus est en effet similaire aux effets bénéfiques obtenus par le Trikafta ou le ML277 seul.

Cette perspective étant étudiée pour la premiére fois dans ce contexte de réparation épithéliale,
des données supplémentaires et plus exhaustives sont requises afin d’améliorer notre

compréhension de la fonction et de I'efficacité des stratégies combinatoires.

5.2 Implications cliniques

Les nombreux traitements symptomatiques développés ces derniéres décennies aident a pallier
au déclin de la santé des patients FK, mais la source du probléme reste inchangée. Le défaut de
base du CFTR n’étant pas corrigé, la détérioration de I'état des patients est inévitable, impliquant
un suivi quotidien de ces traitements oppressants, aussi bien physiguement que mentalement
(181). Mettre au point de nouvelles thérapies permettant la correction fonctionnelle du CFTR quel
gue soit le type de mutation représente alors un défi actuel et essentiel afin d’adresser cette

situation.
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Dans une perspective de médecine personnalisée, I'objectif de nos recherches est d’identifier les
meilleures combinaisons thérapeutiques, adaptées aux mutations de CFTR et a I’environnement
infectieux du patient, a 'aide des modulateurs de CFTR, d’activateurs de canaux potassiques et
de facteurs d’anti-virulence (section 5.4). Cette perspective est en partie adressée a |'aide de ces
résultats qui s’ajoutent a une accumulation grandissante de données concernant les nouvelles
approches thérapeutiques en FK, dans I'objectif d’adresser le besoin de nouveaux traitements
pour les patients sans option. En effet, de nombreux patients FK arborant des mutations séveéres,
comme celles de classe |, ne sont pas éligibles aux traitements tels que le Trikafta, et n’ont alors
aucune option thérapeutique s’offrant a eux afin de corriger fonctionnellement le défaut de CFTR

en FK.

L'effet bénéfique observé du ML277 dans mes expérimentations contribue a la preuve de concept
que cibler les canaux potassiques représente une avenue intéressante afin d’améliorer la
réparation épithéliale. Le potentiel de cet activateur de KvLQT1 pourrait aider a la régénération
tissulaire, palliant aux dommages épithéliaux causés par les infections pulmonaires en FK, mais
cette conclusion reste cependant expérimentale. Si démontré efficace et sécuritaire,
I’'administration in vivo du ML277 devrait par exemple étre réalisée en aérosol, car les canaux
KvLQT1 sont aussi présents dans le coeur et leur activité ne devrait pas étre altérée ailleurs que
dans les poumons ciblés. L'utilité du ML277 pourrait s’étendre aux personnes non-FK mais
souffrant d’infections bactériennes, comme les patients MPOC (maladie pulmonaire obstructive
chronique), qui présentent de fréquentes infections pulmonaires chroniques, ainsi qu’une

diminution acquise de CFTR, menant a des dommages épithéliaux dans leurs VA (234).

L'utilisation de cellules bronchiques primaires de patients FK, en tant que modeéle expérimental,
attribue a mes résultats une pertinence clinique supérieure a celle de lignées cellulaires comme
les CFBE (« cystic fibrosis bronchial epithelial cell line »). Les lignées cellulaires représentent une
utilité d’un point de vue mécanistique, mais moins au niveau clinique. Celles-ci ne sont pas aussi
représentatives que les cellules primaires, et a mesure des passages cellulaires, leur
caractéristique immortelle améne a des variations génotypiques, phénotypiques et dans

I’expression de CFTR (235-237).
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L’opportunité d’avoir réalisé mes expériences avec les souches bactériennes cliniques PACF508
et SA29213, généreusement fournies par nos collaborateurs, me permet également de mesurer
plus vraisemblablement I'effet des infections bactériennes a P. aeruginosa et S. aureus sur la
réparation épithéliale. Bien que ces souches prototypiques soient considérées comme des
références, il faut cependant préciser qu’elles sont probablement différentes des souches chez
les patients FK responsables de leurs infections bactériennes. L’exposition des cellules épithéliales
a leurs VirF permet une meilleure représentation de I'infection des VA chez les patients FK, la
virulence bactérienne résidant dans les VirF en contact avec I'épithélium, et non dans les bactéries

qui restent logées dans la couche de mucus supérieure (126).

Le désir d’étendre I'accessibilité des traitements de la FK doit toutefois prendre en considération
la réalité des patients : le co(t des traitements est prohibitif, rendant ces thérapies indisponibles
ou inabordables dans de nombreux pays (174). L’espoir que représentent les derniers traitements
pour le futur de la FK, tels que la combinaison Trikafta, est atténué par son grand co(t financier
(plus de 300 000$ par an aux Etats-Unis), menant a des inégalités dans le traitement de la FK. Il
est donc essentiel que les stratégies thérapeutiques actuelles et futures s’orientent vers
I’ensemble des patients FK, tant au niveau de leur accessibilité par rapport aux mutations CFTR

des patients, que par rapport a leur co(t financier (174,238).

5.3 Limitations expérimentales

Ces données préliminaires sont intéressantes, mais des expériences supplémentaires sont
nécessaires afin de statistiquement confirmer toutes les tendances observées. En effet, ces
données permettent d’apporter une premiere évaluation quant a l'effet bénéfique des
traitements du Trikafta et du ML277 sur la réparation épithéliale, mais un plus grand nombre de
données permettrait de possiblement écarter certains biais. Cela inclut I'absence d’effet néfaste
des VirF de P. aeruginosa dans la vitesse de réparation des Iésions des cultures de donneurs sains

(Fig. 30A), ou I'hétérogénéité inter-patients parfois présente.

Egalement, I'efficacité du Trikafta et du ML277 sur la réparation épithéliale ne peut étre

considérée totalement confirmée sans avoir réalisé une analyse plus exhaustive des processus
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réparateurs d'un épithélium integre et fonctionnel. Les autres étapes essentielles a la
régénération fonctionnelle de I'épithélium doivent étre investiguées, telles que I'étalement
cellulaire, la redifférenciation cellulaire et la fonctionnalité de I'épithélium (17). Cela comprend
aussi I'étude de I'expression fonctionnelle du canal CFTR a la membrane, étant donné que nous

ne savons pas encore la conséquence de lI'infection sur sa correction avec le Trikafta.

L'étude de la régénération d’un épithélium fonctionnel implique alors I'utilisation d’un autre
modele. Mes expériences ont reposé sur |'utilisation de cultures primaires de cellules basales
progénitrices indifférenciées et, bien que ce modele 2D soit efficace et requis pour I'analyse
réalisée, comme celle des dynamiques de migration guidée, il est expérimentalement limitant. En
effet, malgré une bonne réparation des cultures primaires de cellules bronchiques des patients,
I'intégrité épithéliale n’est pas encore restaurée et I'épithélium reste indifférencié. Une étude
exhaustive de la réparation épithéliale implique alors I'analyse de la redifférenciation cellulaire et
fonctionnalité épithéliale, une étape plus tardive de la réparation. Cela nécessite alors I'utilisation
de cultures cellulaires en interface air-liquide (IAL) qui permettent, au bout de 35 jours en IAL,
d’obtenir un épithélium différencié, composé de cellules ciliées et sécrétoires. Ce modele 3D

représente le « gold standard » des études précliniques (239).

Une autre critique peut étre apportée quant aux cultures cellulaires de donneurs sains. Ces
cellules sont originellement isolées de segments de bronches de ces donneurs, et subissent alors
une ischémie froide entre la transplantation pulmonaire et l'isolation des cellules épithéliales.
Cette période pourrait par la suite altérer la croissance et la viabilité cellulaire, un phénoméne

déja observé dans des cellules épithéliales rénales isolées (240).

Une limite plus théorique peut étre adressée quant a notre compréhension de I'activité du canal
KvLQT1 au niveau pulmonaire, ce dernier étant surtout étudié au niveau cardiaque. Sa
modulation par I'activateur ML277 dans des cellules bronchiques apporte cependant des données

préliminaires aidant a cette optique.
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5.4 Perspectives

Une étude exhaustive de la réparation épithéliale requiert I'analyse des autres étapes qui y
contribuent, comme I'étalement cellulaire, la premiere d’entre elles, qui pourrait étre étudié par
marquage cytosquelettique. A l'aide d’un modéle 3D, la redifférenciation cellulaire devrait
également étre analysée par marquage de différenciation afin d’étudier la régénération de
cellules différenciées dans I'épithélium, comme les cellules ciliées (avec FoxJ1 et B-tubuline), les
cellules sécrétrices (avec MUC5AC et MUCSB) et les cellules basales (avec CK13) (241). Ce modéle
permettrait aussi d’analyser l'intégrité épithéliale, par mesures de la résistance transépithéliale
(RTE). La fonctionnalité de I'épithélium réparé pourrait ensuite étre étudiée, au travers de la
fréquence des battements ciliaires, par vidéomicroscopie, et du volume d’ASL, par imagerie au
microscope. L’expression fonctionnelle de CFTR dans ces épithéliums devrait également étre
vérifiée, en mesurant la maturation de CFTR par immunobuvardage (WB), sa localisation a la
membrane par immunofluorescence, et sa fonctionnalité par mesures des courants
électrophysiologiques en chambre de Ussing. L'ensemble de ces techniques expérimentales sont
documentées et maitrisées par plusieurs laboratoires, dont le n6tre, assurant la faisabilité de ces

travaux (147-150,242-244).

Egalement, un modéle 3D ex vivo de PCLS (« precision-cut lung slices ») est actuellement mis au
point au laboratoire a partir des tissus pulmonaires explantés lors de transplantations
pulmonaires. L'avantage de ce modéle est qu’il permet I'étude spatiale et fonctionnelle de
structures completes des VA, en comprenant l'interstitium, la vascularisation et le mésothélium
en plus de I'épithélium cellulaire (245). L'utilisation de ce modéle permettrait d’étudier plus
adéquatement la différenciation et I'intégrité de I'épithélium, ainsi que sa fonctionnalité, selon

les mémes méthodes présentées précédemment.

Les effets néfastes des infections pulmonaires devraient aussi étre examinés davantage. Etant
donné la co-infection fréquente des VA des patients FK par les bactéries P. aeruginosa et S. aureus
(123-125), leur conséquence combinée sur les processus de réparation épithéliale devrait étre

étudiée. Comme introduit précédemment, d’autres infections pulmonaires prévalent également
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en FK et leur étude serait intéressante afin d’adresser les infections pulmonaires dont souffrent

tous les patients (72).

Des stratégies d’anti-virulence sont envisageables, et actuellement a I'étude au laboratoire, une
avenue prometteuse compte tenu des précédents résultats du laboratoire a ce niveau (148,150).
L’inhibition de la production des VirF par les systemes QS de P. aeruginosa prévient effectivement
I'effet délétere de la bactérie. L'utilisation d’inhibiteurs du QS, ou d’enzymes du systeme quorum
quenching (QQ) comme les lactonases, est donc présentement investiguée comme stratégie dans
notre équipe afin d’inactiver la signalisation bactérienne responsable de la production de ces VirF.
Concernant S. aureus, sa virulence liée a I’hémolysine Hla semble étre neutralisée grace a
I'anticorps monoclonal MEDI4893, une autre stratégie d’anti-virulence qui sera étudiée au

laboratoire dans le cadre de ce projet (246).

5.5 Conclusions

Mes résultats vérifient donc que les infections bactériennes a P. aeruginosa et S. aureus ont une
conséquence néfaste sur les différents processus de réparation épithéliale des VA humaines, mais
que les traitements au Trikafta et au ML277 permettent respectivement de stimuler cette
réparation, et ce, malgré la condition infectieuse. Un effet synergique de ces deux traitements
combinés n’a cependant pas été obtenu, mais cela n’enléve rien a la perspective des stratégies
combinatoires et/ou non-restreintes aux mutations CFTR, qui a besoin d’étre explorée davantage,
afin de permettre une restauration integre et fonctionnelle de I'épithélium des VA pour tous les
patients FK, quelles que soient leurs mutations. L'étude exhaustive de I'ensemble des avenues
thérapeutiques présentées permettra d’évaluer I'efficacité de nouvelles stratégies innovantes,
ainsi que de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires derriére la correction
fonctionnelle de CFTR, afin de favoriser la restauration de I'intégrité pulmonaire., I'aspect clé dans

le traitement de la FK.
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