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Effets des immunosuppresseurs de transplantation 

solide sur l’immunité épithéliale dans les infections 

respiratoires aiguës à P.aeruginosa



2

Appareil respiratoire : 2e site en fréquence des 

patients transplantés d’organe solide (TOS)1

P.aeruginosa : Top 5 des pneumonies du 

TOS1, mortalité 30-35%2

1 Van Delden CID 2020
2 Su Ann Transpl 2016

Projet de recherche translationnelle

Rupture de barrière

Neutropénie
Altération mucociliaire



Les mécanismes d’action connus des 

immunosuppresseurs relèvent de l’immunité adaptative



Pseudomonas aeruginosa -
mécanismes de susceptibilité 

connus relèvent de l’immunité 
innée3

3 Di Pasquale CID 2019

Adapted from Keselowsky, Biomaterials Science 2020
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Question de Recherche
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Question de Recherche
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Modèles

Screening 

Immunosuppresseurs

=> MPA 10µM 48h

Tobramycin 

100mg/L
PAO1

MOI1 4h

24h

PAO1 intranasal
107 CFU

MMF IP 150-

300 mg/kg/j, 3j

C57BL/6

LDH cytotoxicity
assay

ELISA 

IL-1ß, 6, 8

Compte PNN

BEAS-2B



RESULTATS
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I. Cytotoxicité épithéliale
II. Perte de réponse inflammatoire épithéliale
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Associations 

d’immuno

- suppresseurs

BEAS-2B

Tobramycine
PAO1

Le MPA seul ou en association augmente la 

cytotoxicité épithéliale induite par l’infection à 

PAO1 
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n = 14-15 ; 5 independent experiments

24h
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Le MPA augmente la mort cellulaire épithéliale 

induite par l’infection à PAO1 
time (step) 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

time (h) 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5 11 11,5 12 12,5 13 13,5 14 14,5 15 15,5 16 16,5 17 17,5 18 18,5 19 19,5

condition

UT1 0,2 0,3 0,5 1,9 8 18,5 42,1 49,8 47,5 42,4 43,2 40 38,5 35,8 30,7 26,6 23,3 20 17,5 23,2 11 11,7 8,7 8 6,2 4,6 6,1 3,4 3,1 2,9 3,7 1,5 1,6 0,7 0,5 0,3 0,2 0,2

UT2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 2,7 2,9 3,1 3,1 3,2 3,3 3,3 3,5 3,4 3,6 4,2 4,9 5,6 6,8 4,6 6 6,7 8 10,2 7 10,3 8,5 9,8 11,2 16,9 11,2 12,8 9,6 11,4 9,8 9,1 11,4

UT3 0,7 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1,7 2,2 3 3 2,9 2,8 2,7 2,6 2,7 2,9 3,4 4 4,7 4,6 8,8 9,9 10,7 11,4 12,1 11,5 14,6 13,9 15,6 16,6 18,3 17,5 20,3 18,8 20,3 20,5 21,1 23

M1 1,7 1,4 1,3 1,2 1,3 1,2 4,1 6 5,2 5,4 6 6,9 8 9,4 10,8 12,3 14,6 20 27,7 27 40,3 41,2 39,8 37,5 35,7 36,2 35,6 39,1 40,3 37,4 32,5 34,2 34,9 36,3 35,9 35,8 34,4 42,5

M2 1,4 0,8 0,8 0,9 0,9 1 2,7 2,9 2,1 1,8 1,9 2,2 1,2 3,1 3,2 3,8 4,5 6,1 8 15,4 11,1 16,9 12,6 15 16,7 12,8 19,5 16,4 20,9 34,8 41,1 43,1 47,4 50,7 52,6 52,3 50,1 40,8

M3 3,3 1,7 1,6 1,5 1,6 1,6 2,5 3,6 4,8 4,7 4,8 4,7 4,3 4,9 4,1 4 3,8 4 3,3 6,8 1,4 2,1 1,7 2 2,5 2,2 3,4 2,7 3,5 7,6 17,1 18,1 19,4 22,6 25,8 29 17

G1

G2

G3

MG1

MG2

MG3 timing 33 34 35 36 37 38 39

UT1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1

mean UT 0,4 0,3 0,3 0,3 0,35 0,4 2,2 2,55 3,05 3,05 3,05 3,05 3 3,05 3,05 3,25 3,8 4,45 5,15 5,7 6,7 7,95 8,7 9,7 11,15 9,25 12,45 11,2 12,7 13,9 17,6 14,35 16,55 14,2 15,85 15,15 UT2 13,8 20 11,7 15,1 22,2 13,7 14

mean M 2,13333333 1,3 1,23333333 1,2 1,26666667 1,26666667 3,1 4,16666667 4,03333333 3,96666667 4,23333333 4,6 4,5 5,8 6,03333333 6,7 7,63333333 10,0333333 13 16,4 17,6 20,0666667 18,0333333 18,1666667 18,3 17,0666667 19,5 19,4 21,5666667 26,6 31,4666667 33,4666667 35,4666667 37,0333333 37,9666667 UT3 24,9 25,1 26,6 29 30,1 33,9 36,2

M1 43,6 37,7 37,2 32,7 26,5 30,4 22,3

M2 34,2 48,8 27 40,2 58,2 28 33,8

M3 15,4 22 13,9 17,5 19,2 9,7 9,7

sequence 2 sequence 3
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0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

MPA

M1 M2 M3

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Untreated

UT2 UT3

0

5

10

15

20

25

30

35

40

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
C

e
ll

 D
e

a
th

 (
%

 o
f 

su
rf

a
ce

)
Time of infection (h)

MPA 10µM

No Treatment

n = 3 fields ; 1 experiment

MPA 10µM

BEAS-2B

PAO1 MOI 1

+Propidium Iodide 1µM

0

Aide de Sophie Salomé - BiCEL

1 2 3 4I.
 C

yt
o

to
xi

ci
té



I.
 C

yt
o

to
xi

ci
té

Le GTP corrige l’augmentation de la cytotoxicité induite par 

le MPA lors de l’infection à PAO1
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Naito et al, Progress in 
Understanding Cystic Fibrosis 

2017

L’augmentation de cytotoxicité liée au MPA est ExoS-

dépendante

PAO1∆popB

PAO1∆STYPAO1∆S

Souches Dr V.Deruelle – Pasteur Paris
& Dr I.Attrée – PBRC Grenoble
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Mycophenolic
Acid

Effet cumulatif possible entre le MPA et 

ExoS via son domaine GAP ?

I.
 C

yt
o

to
xi

ci
té

GAPADPRT

ExoS



Conclusion Axe I

Le MPA majore la cytotoxicité épithéliale respiratoire PAO1-induite 
- de façon GTP-dépendante
- de façon Exo-S dépendante

I.
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Le MPA diminue les productions épithéliales d’IL-6 et 8 en 

réponse à PAO1
II
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Il existe peut-être une diminution de la réponse 

innée chez les souris traitées par MMF
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Il existe peut-être une diminution de la réponse 

innée chez les patients traités par MMF
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Ces diminutions reposent sur une régulation 

transcriptionnelle pré-infection

n = 3-12 ; 1-4 independent experiments

2h
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Le MPA diminue la production d’IL-6 quel que soit le 

stimulus
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Conclusion Axe II

Le MPA diminue la production d’IL-6 et IL-8 épithéliale
- par un blocage de transcription avant stimulus
- entraînant donc un « retard à l’allumage »
- de façon pathogène-indépendante

Phénomène possiblement retrouvé in vivo voire chez les patients 
sous MMF
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Suite Axe I

S’agit-il d’apoptose/nécrose ? Par quelle voie ? 
 RealTime Glo®
 Seahorse®

Majore-t-il la lésion épithéliale ?
 Interface Air-Liquide
 Histologie in vivo

Diminue-t-il la survie ? 
 In vivo

I.
 C

yt
o

to
xi

ci
té
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Suite Axe II

Voies d’action de réduction transcriptionnelle :
- BEAS-2B ∆MyD88, ∆TLR (CRISPR-Cas9)
- Voie NF-KB
- Transcriptome (Dr M.Figeac)

Continuité :
- In vivo
- Recueil patients

II
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Conclusion - Projet

Aggravation de 
cytotoxicité épithéliale 

en réponse à PAO1

24

Perte de réponse innée
Défaut de recrutement 

PNN ?

Screening
Tacrolimus
Everolimus

Mycophenolate
Prednisone

Pathogène-spécifique Aspécifique



Discussion
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Merci ! 



Validation du modèle d’immunosuppression 

de souris C57BL/6 par MMF

Souris C57BL/6

MMF IP

75-150mg/kg/12h 

pendant 3j1

26

 36 

Bien qu’une survie intracellulaire de P. aeruginosa ne soit pas encore mise en évidence au 

cours des infections respiratoires, Fleizig et al ont montré in vitro entre 1995 et 2015, la 

présence intracellulaire de P. aeruginosa au sein de l’épithélium cornéen pendant 24 heures 

dans des vacuoles non caractérisées appelées « blebs »(92-94).  

 

 

Résumé de l’étude 

I. Physiopathologie 

Les cellules épithéliales bronchiques expriment peu ou pas le NLRC4-inflammasome(95) et 

sont les cellules cibles à l’origine des anomalies observées dans la mucoviscidose avec la 

perte de fonctionnalité du canal CFTR (Cystic fibrosis Transmembrane Regulator)(96). Nous 

avons donc créé un modèle in vitro de persistance intracellulaire, de cellules bronchiques en 

immersion ou en interface air-liquide, utilisant les cellules CFBE∆F508 (cellules CF) porteuses 

de la mutation la plus fréquente dans la mucoviscidose ainsi que des cellules CFBE 

(complémentée avec un CFTR normal, cellules WT) infectées par la souche PAO1(97).  

 

 

1Nair A et al. J Basic Clin Pharma. 2016
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Mise au point – souche de PAO1 

Génotypage

27

A B
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Jin, J Bacteriol 2011

Remerciements : Dr Rémi Le Guern

 souche B : MexT non-fonctionnel 
phénotype P2

 Utilisation souche A : phénotype P1

Mise au point – souche de PAO1 
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Suite : nature de la cytotoxicité induite

MPA ±GTP
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0
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Effet des immunosuppresseurs sur la 

croissance de Pseudonomas aeruginosa
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Evaluation de l’impact de différents immunosuppresseurs sur la 

croissance de P. aeruginosa

• Culture PAO1 en milieu liquide à 37°C et agitation continue
• Immunosuppresseurs dans le milieu seul ou en association

=> Pas d’effet sur étude préliminaire



Dosage MPA – LBA murins
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La ribavirine n’est pas une alternative utilisable
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