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Ouvrages et chapitres d’ouvrages

Descamps D, Sallenave JM & Manoury B. Pseudomonas aeruginosa: a model of pathogen with multiple virulence
factors for the study of innate immune defense in lung. In book: Bacterial Pathogens: Virulence Mechanisms,
Diagnosis and Management. Nova Publishers. 2012.

Produits, documents et publications destinés a des utilisateurs de la recherche, a un
public large, ou a des étudiants

- Remot A, Descamps D, Erny A, Chottin C, Drajac C, Carreras F, Ferret C & Archer F. Méthodes alternatives in vitro
pour I'étude des interactions hote-pathogene du poumon. La revue INRAE Productions Animales. A paraitre.

- Chottin C, Marquant Q, Saint-Crig V, Thomas M, Riffault S & Descamps D. La muqueuse pulmonaire en période
périnatale : un monde a comprendre pour lutter contre la sensibilité du jeune a la bronchiolite. Revue des Maladies
Respiratoires 39 (2022) 104-107.

- Descamps D, Manoury B & Sallenave JL. Le TLRS : un partenaire crucial pour la phagocytose et I'élimination de
Pseudomonas aeruginosa par les macrophages alvéolaires impliquant I'lL-1p et 'asparagine endopeptidase. Breve.
Bulletin de la Société Frangaise d’Immunologie. 2012, n°126.



Liste des conférences invitées, conférences autres, affiches/posters (depuis 2019)

Communication orale (invitation)

- 1¢" Workshop de 'AC Viroses Respiratoires — ANRS — Maladies infectieuses émergentes, Mars 2023, Paris. La
muqueuse pulmonaire chez le nouveau-né : un environnement particulier @ comprendre pour prévenir les
bronchiolites au VRS.

- Séance pléniére du 24¢ Congrés de Pneumologie de Langue Francaise, Janvier 2020, Paris, France. Les fonctions
du microbiote pulmonaire dans I'asthme : vers une approche thérapeutique basée sur l'utilisation des bactéries primo-
colonisatrices du poumon.

Communication orale (sélection)

- Journées d’animations scientifiques du département Santé Animale, Octobre 2022, Anglet, France.
Immunomodulation par des bactéries primo-colonisatrices du poumon de la sensibilité néonatale a I'infection par le
Virus Respiratoire Syncytial.

Communication poster

e Chottin C, Marquant Q, Saint-Criq V, Laubreton D, Drajac C, Remot A, Riffault S, Thomas & Descamps D.
Modulation de la sensibilité néonatale au Virus Respiratoire Syncytial par des bactéries primo-colonisatrices du
poumon Colloque Frangais des jeunes Chercheurs 2023, Février 2023, Paris, France.

e Remot A, Sallé G, Ferret C, Baillou A, Fernandez M, Carreras F, Le Vern Y, Bouguyon E, Castelli F, Laurent F,
Riffault S, Winter N, Lacroix-Lamandé S & Descamps D. Signatures métabolomiques des cellules immunitaires
innées bovines. Journées d’animations scientifiques Département Santé Animale INRAE, Octobre 2022,
Anglet, France.

e Ferret C, Carreras F, Chottin C, Jouneau L, Laurent F, Winter N, Riffault S, Lacroix-Lamandé S, Remot A &
Descamps D. Comparaison des signatures cytokiniques innées des compartiments pulmonaire et sanguin chez le
veau. Journées d’animations scientifiques Département Santé Animale INRAE, Octobre 2022, Anglet,
France.

e Marquant Q, Laubreton D, Drajac C, Riffault S, Thomas & Descamps D. La présence du microbiote permet de
modérer la réponse immunitaire innée du poumon. Journée de la recherche respiratoire, Octobre 2021, Brest,
France.

e Marquant Q, Chottin C, Saint-Criq V, Laubreton D, Drajac C, Remot A, Riffault S, Thomas & Descamps D.
Immunomodulation de la sensibilit¢ néonatale au Virus Respiratoire Syncytial par des bactéries primo-
colonisatrices du poumon Journée de la recherche respiratoire, Octobre 2021, Brest, France.

e Marquant Q, Laubreton D, Drajac C, Riffault S, Thomas & Descamps D. Microbiota impacts the susceptibility of
the airway inflammatory responses. 21¢™¢ Colloque des Jeunes Chercheurs Vaincre la Mucoviscidose, février
2020, Paris, France.

e Marquant Q, Laubreton D, Drajac C, Riffault S, Thomas & Descamps D. Microbiota impacts the susceptibility of
the airway inflammatory responses. European Respiratory Society, September 2019, Madrid, Spain.

e Drajac C, Laubreton D, Saveanu L, Schwartz-Cormil |, Riffault S, Descamps D. Control of IFN-I responses by the
aminopeptidase IRAP in neonatal alveolar macrophages upon RSV infection. November 2019, USA.



2. TRAVAUX DE RECHERCHE ANTERIEURS

Particulierement intéressée par 'lmmunologie et plus précisément par le domaine de la
physiopathologie des réponses immunitaires, mes travaux de recherche depuis le début de ma
carriére scientifique gravitent autour de I'étude des interactions hote-pathogéne. L’objectif est
d’acquérir une meilleure connaissance des mécanismes de défenses d’'un organisme dirigées
contre I'agent infectieux afin de proposer des nouvelles stratégies d'immuno-intervention. Aprés
mon stage de DEA a llnstitut Gustave Roussy dans l'unité CNRS UMR8121 (Dr. Michel
Perricaudet), j’ai réalisé ma thése au sein de I'équipe du Pr. Karim Benihoud. J'ai décrypté la
réaction immunitaire déclenchée par les adénovirus recombinants (Ads) et leur tropisme
hépatique afin d’'améliorer le transfert de génes de ces vecteurs. A la fin de la thése, j'ai souhaité
parfaire mon expérience sur I'inflammation en m’ouvrant au déclenchement de la réponse innée
des cellules des poumons lors d’infection par des pathogénes respiratoires. J’ai donc rejoint
lunité INSERM U874 - Défense Innée et Inflammation a I'Institut Pasteur (Paris, Dr. Michel
Chignard), reconnue pour ses recherches sur les récepteurs de 'immunité innée activés lors de
pneumopathies. Au-dela des retombées scientifiques, ces projets m’ont permis d’acquérir des
compétences précieuses dans le domaine des modeles infectieux pulmonaires et de I'immunité
innée. Ces expertises ont été un atout pour conduire mes travaux de recherche de mon second
contrat post-doctoral dans l'unité INSERM U1013 (Hbpital Necker, Pr. Peter van Endert) plus
orientés sur I'aspect mécanistique du contréle de I'activation de la réponse immunitaire innée par
des peptidases intracellulaires dans différents contextes pathologiques. Ainsi, j’ai acquis une
solide expérience sur l'arsenal immunitaire déclenché au cours d’infections pulmonaires
bactériennes ou virales.

2.1 INFLAMMATION HEPATIQUE ET VECTOROLOGIE ADENOVIRALE (DOCTORAT)

Les Ads sont largement utilisés pour transférer des genes d’intérét dans des études pré-
cliniques et cliniques a visée anti-tumorale. Cependant, I'utilisation de ces vecteurs est restreinte
par leur immunogénicité et leur dissémination vers des organes non ciblés’. Il a été observé que
l'injection intraveineuse (i.v.) des Ads permet un transfert de génes dans le foie qui s’accompagne
d’une forte inflammation caractérisée notamment par la production de TNF-o (Tumor Necrosis
Factor), de linterleukine-6 (IL-6) et de I'lL-1B2. Cet état inflammatoire conduit a une toxicité
hépatique délétére pour I'expression du transgéne®. L’équipe de Pr. K. Benihoud (CNRS
UMRO9018, ex 8121) s’intéresse a comprendre la réponse immunitaire anti-Ad et le tropisme
hépatique de ces vecteurs afin d’améliorer I'efficacité du transfert de génes in vivo des Ads. Le
but de mon travail de thése a été d’étudier le réle des ligands et des récepteurs de la famille du
TNF/TNFR dans les réponses immunitaires déclenchées suite a I'administration i.v. d’Ad.

L’ensemble de mes travaux de thése ont conduit a :

- 4 articles : Descamps et al., Hepatology, 2006 ; Benihoud et al., Gene Therapy, 2007 ; Vigant
et al., Molecular Therapy, 2008 ; Denys et al., J. Gene Med, 2010.

- 1 revue : Descamps et al., Current Gene Therapy, 2009.

- 1 communication orale lors d’un congrés national (2006).

- 8 posters présentés en congrés.

- Enseignements : participation a différents modules d’immunologie et de biologie moléculaire
a partir de 2002 en tant que vacataire puis ATER (2006-2007).



2.1.1 DEVELOPPEMENT D’ANTAGONISTES DE RECEPTEURS DE LA FAMILLE DU TNF/TNFR

Pour analyser le role des ligands de la famille du TNF (TNF-¢, le ligand de Fas (FasL), TRAIL)
au cours des réponses immunitaires anti-Ad, j'ai construit et caractérisé des Ads codant pour
deux classes de récepteurs inhibiteurs pour bloquer différemment les voies dépendantes de
TNFR1, Fas et DR5, respectivement. Une premiére classe d’inhibiteurs correspond a des
récepteurs sécrétés suite a la fusion du domaine extracellulaire d’'un récepteur de la famille du
TNF a la partie constante d’'une immunoglobuline (Fc). Ces antagonistes solubles sécrétés se
lient a un ligand de la famille du TNF et neutralisent sa capacité a activer les récepteurs
d’apoptose correspondants. Une seconde classe d’inhibiteurs correspond a des récepteurs
leurres ancrés dans la membrane, capables de se trimériser aprés fixation du ligand mais qui
sont incapables de transduire le signal. Les antagonistes membranaires constituent une nouvelle
classe d'inhibiteurs et exercent un effet dominant négatif sur les récepteurs sauvages a la surface
de la cellule qui les exprime.

En injectant par i.v. les Ads pour permettre une expression des antagonistes par les
hépatocytes, j’ai démontré que ces outils étaient capables in vivo de bloquer spécifiquement la
mort induite par les ligands d’apoptose correspondant (TNF-¢, FasL ou TRAIL). En particulier,
'expression hépatique des antagonistes membranaires de récepteurs de la famille du TNF
permet de protéger, de fagon aussi efficace que les antagonistes solubles, les souris contre le
développement d’hépatites aiglies et la mort induites par 'administration d’anticorps anti-Fas ou
de LPS. Ainsi, ces antagonistes membranaires présentent I'avantage d’inhiber localement
'apoptose et pourraient constituer une alternative thérapeutique a [l'utilisation d’inhibiteurs
solubles dont I'action systémique peut provoquer des effets secondaires.

A Antagoniste Soluble : TNFR1-Fc Antagonistes Membranaires
= Domaine extra cell + Fc (IgG) = Récepteurs sans domaine de mort
NEUTRALISATIN E n
ABSENCE DE
TRANSDUCTION
AdTNFR1-Fc (6) C
100 X

AdTNFR1ADD (6)

80 - Histologie du Foie (HEs Foie 7h aprés linjection LPS-DGal, x100)

IO 5 B X

60 1 PBS (4)

40
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Figure 1 : Protection contre I’hépatite induite par I'anticorps anti-Fas (Jo2) par sur-expression d’antagonistes
du récepteur Fas par des Ad recombinants injectés en intraveineuse dans des souris. A. Courbe de survie des
animaux aprés administration du Jo2. B. Analyse histologique de coupes de foie colorées au MGG 4 heures apres
linjection du Jo2.

PUBLICATION :

Descamps D, Vigant F, Esselin S et al. Mice protection from hepatitis provided by liver expression of non-signaling
membrane-anchored death receptors. Hepatology, 2006, 44:399-409.
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2.1.2 ROLE DU TNF-o ET DE L’IL-6 DANS LES REPONSES ANTI-ADENOVIRUS

L’hépatite associée au transfert de génes par les Ads limite I'efficacité de ces vecteurs?®. Il est
donc nécessaire de comprendre la réponse immunitaire anti-Ad afin de proposer des stratégies
d'immuno-intervention pour améliorer le transfert de génes. Les antagonistes solubles et
membranaires que jai construits ont servi d’outils pour analyser le rle des récepteurs Fas,
TNFR1 et DR5 (et des ligands correspondants) dans cette réponse anti-Ad déclenchée suite au
transfert de génes dans le foie par les vecteurs Ads. Ces expériences ont été réalisées dans des
souris déficientes ou non pour I'expression de I'lL-6 afin d’identifier également le role de cette
cytokine dans les réponses anti-Ad.

En co-injectant a des souris un Ad codant pour un récepteur soluble au TNF avec un Ad
recombinant pour un géne rapporteur a des souris, nous avons montré que la neutralisation du
TNF-a augmentait I'expression des transgénes. J'ai caractérisé que la persistance de I'ADN viral
était associée a une diminution de la production des cytokines et de linfiltrat inflammatoire
précocement aprés I'administration des vecteurs. Chez toutes les souris injectées avec I'Ad
codant pour un récepteur soluble au TNF-«, nous avons observé une réduction transitoire des
réponses anticorps anti-Ads et anti-transgénes. Cette réduction des réponses anticorps était plus
importante si les souris étaient également déficientes pour I'expression de I'lL-6. Ces résultats
démontrent que le TNF-«a contréle le recrutement des cellules inflammatoires dans le foie et qu'’il
est nécessaire, avec I'lL-6, a I'établissement des réponses anticorps anti-Ads et anti-transgénes.
PUBLICATION :

Benihoud K, Esselin S, Descamps D et al. Respective roles of TNF-« and IL-6 en the immune response-elicited by
Adenovirus-mediated gene transfer in mice. Gene Therapy, 2007, 14:533-544.

2.1.3 CONTROLE DU TROPISME HEPATIQUE DE L’ADENOVIRUS PAR MODIFICATION DE LA CAPSIDE

Parallelement & mes travaux de thése, j'ai aussi contribué a un autre projet du laboratoire
s’intéressant au tropisme hépatique des Ads et au rdle de I'hexon, protéine de la capside
adénovirale, dans I'entrée des vecteurs dans les hépatocytes'. Ce projet m’a permis de regarder
I'aspect biologie moléculaire du virus et son interaction avec I'’h6te, complémentaire a 'aspect
immunologique dans la science de la vectorologie des Ads.

Mon travail a consisté a caractériser la nocivité hépatique (réaction inflammatoire et
cytotoxicité hépatique) de vecteurs modifiés dans I’hexon par insertion de peptides. Ces Ads sont
incapables de transduire in vivo de fagon efficace les hépatocytes et n’induisent qu’une faible
toxicité hépatique contrairement aux vecteurs a capside non modifiée. Cette faible transduction
cellulaire est reliée a l'incapacité de ces vecteurs a utiliser les facteurs sanguins pour infecter les
hépatocytes. Ces résultats démontrent un role de I'hexon dans le tropisme hépatique des Ads.
Ces vecteurs modifiés dans I'hexon restent toutefois capables d’infecter des tumeurs pré-établies
chez la souris et d’y exprimer leur transgéne, et constituent une base de départ pour la mise au
point de vecteurs a tropisme modifié présentant une faible hépatotoxicité.

PUBLICATION :
Vigant F, Descamps D, Julienne B, et al. Substitution of hexon hypervariable region 5 of adenovirus serotype 5
abrogates blood factor binding and limits gene transfer to liver. Molecular Therapy, 2008, 16:1474-80.

Mes travaux de thése m’ont permis d’acquérir une solide expérience dans les domaines des
réponses immunitaires dirigées contre les Ads et la vectorologie adénovirale qui s’est concrétisée
par la rédaction d’une revue. lls m'ont aussi ouvert sur l'importance des interactions hote-
pathogéne pour comprendre le déclenchement des réponses immunitaires et pour proposer de
nouvelles stratégies d'immuno-intervention.

PUBLICATION :

Descamps D & Benihoud K. Two key challenges for effective adenovirus-mediated liver gene therapy: innate immune
responses and hepatocyte-specific transduction. Current Gene Therapy, 2009, 9:115-27.
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2.2 ROLE DU TLR5 DANS L’ELIMINATION DE P.A. PAR LES MACROPHAGES (POST-DOC 1)

Désireuse d’enrichir mon expérience sur I'implication des récepteurs de 'immunité innée, et
notamment les Toll-like Recepteurs (TLRs), dans les réponses de I'héte contre une infection, jai
effectué un stage post-doctoral de 2008 a 2011 supervisé par Pr. J-M. Sallenave au sein de I'unité
Défense Innée et Inflammation (D2I) a I'Institut Pasteur INSERM U874, Dr. M. Chignard). L’unité
D2l s’intéressait aux mécanismes de l'immunité innée déclenchés lors de pneumopathies
infectieuses. Ce projet m’a ainsi conduit a m’intéresser aux mécanismes physiopathologiques, et
notamment les défenses innées, activés lors d'une infection pulmonaire par Pseudomonas
aeruginosa (P.a.), bactérie opportuniste impliquée dans les pneumonies nosocomiales et les
maladies pulmonaires chroniques, telle que la mucoviscidose®.

L’ensemble de mes travaux de post-doc dans I'unité D2l ont conduit a :

- 5 articles : Motta et al., Gastroenterology, 2011 ; Le Goffic et al., PLoS Pathogen, 2011 ;
Descamps et al., PNAS, 2012 ; Barbier et al., Am J Respir Cell Mol Biol, 2012 ; Le Gars et al.,
Am J Respir Crit Care Med, 2013.

- 1 revue : Garcia-Verdugo et al., Biochimie, 2010.

- 1 chapitre de livre : Descamps et al., Bacterial Pathogens: Virulence Mechanisms, Diagnosis
and Management (2012).

- 1 revue de vulgarisation scientifique : Descamps et al., Bulletin de la SFI (2012).

- 2 communications orales lors de congrés nationaux (2009 et 2012) et 3 présentations lors de
congrés internationaux (2008, 2010 et 2011).

- 8 posters présentés en congrés.

- Co-encadrement d’un étudiant en Master 2 puis lors de son doctorat : M. Le Gars (2012).

- Enseignements : participation a différents modules d’immunologie a I'Université de Cergy-
Pontoise.

Les macrophages alvéolaires (MAs) sont les premiéres sentinelles immunitaires des poumons.
lIs expriment différents TLRs capables de reconnaitre spécifiquement des motifs conservés a la
surface des pathogénes. De nombreuses études associent I'activation des TLRs par leurs ligands
a la production de cytokines et de chimiokines par les phagocytes. Comparativement, peu de
travaux décrivent I'importance de 'engagement des TLRs dans la phagocytose, la maturation du
phagosome et la clairance des bactéries par les MAs. Dans le cadre d'un projet financé par
I'association Vaincre la Mucoviscidose (VLM), j’ai décrit de fagon originale I'implication du TLRS,
récepteur impliqué dans la reconnaissance de la flagelline qui est le monomeére constituant le
flagelle de P.a° dans la phagocytose et I'activation des MAs par la bactérie.

Au cours de ce projet, jai établi et mis en application différents protocoles pour mettre en
culture et tester les capacités des MAs primaires de souris déficientes pour I'expression du TLR5
(TLR57), ou TLR4 ou MyD88 (molécule impliquée dans la signalisation des TLRs). J'ai également
collaboré avec le Dr. Ruben Ramphal (Université de Floride), microbiologiste, qui a produit
différentes souches mutantes de P.a. dépourvues de flagelle ou exprimant des flagellines mutées
incapables d’interagir avec le TLR5. A travers différentes séries d’expériences, jai mis en
évidence que des bactéries non-flagellées ou exprimant une flagelline présentant un défaut
d’activation du TLR5, ne sont pas éliminées par les MAs. De la méme fagon, des MAs issus de
souris TLR5” sont incapables de tuer P.a. In vivo, nous avons confirmé un déficit de la clairance
bactérienne dans les poumons des souris dépourvues de TLR5. Ce différentiel observé sur
I'élimination bactérienne entre la souche WT et les mutants s’explique par une différence
d’internalisation de la bactérie par les MAs. Nos résultats ont démontré que les MAs ne
phagocytent pas les bactéries non-flagellées et de fagon beaucoup moins efficace les souches
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de P.a. exprimant des flagellines mutées. Cette observation a ensuite été validée par I'utilisation
des MAs de souris TLR5" ou MyD88™ qui présentent également un déficit de 50% d’entrée de
P.a. dans les cellules. Au contraire, 'absence d’expression du TLR4 par les MAs ne modifie pas
leurs capacités a phagocyter ni a tuer P.a. De plus, 'engagement du TLRS5 par P.a., a travers
l'activation de MyD88, entraine une production d’IL-1p qui est importante pour I'élimination
bactérienne. En effet, la présence dans les surnageants de culture d’un inhibiteur naturel de I'lL-
1B, 'lL-1RA, empéche les MAs de tuer la souche sauvage de P.a. L’ensemble de nos travaux
montre que linteraction TLR5/flagelle est une reconnaissance héte/pathogéne cruciale pour
déclencher la phagocytose et la destruction de P.a. par les MAs.

Nous avons ensuite exploré les mécanismes moléculaires nécessaires a I'élimination de P.a.
par les MAs et déclenchés par cette sécrétion de I'lL-13. Le sort bactérien se joue dans les
compartiments acides des phagolysosomes des MAs. Gréace a I'utilisation de la bafilomycine A,
un inhibiteur de la pompe a protons (la v-ATPase), jai confirmé que [I'acidification des
phagolysosomes est nécessaire pour permettre aux MAs de tuer la bactérie P.a. En utilisant des
sondes spécifiques pour mesurer le pH des endolysosomes par cytométrie en flux (collaboration
avec Dr B. Manoury, INSERM U1013), nous avons mis en évidence que I'lL-1p augmentait
I'acidification des phagolysosomes des MAs. Cette acidification des phagolysosomes active
'asparagine endopeptidase (AEP), une cystéine-protéase présente dans les compartiments
endo/lysosomaux (dosage de l'activité enzymatique par un substrat fluorogénique spécifique),
pour laquelle nous avons démontré un réle clé dans la clairance de P.a. par les MAs.

Nos données apportent une vue mécanistique des événements qui suivent l'interaction des
MAs avec P.a. et révélent un réle déterminant du TLR5 dans les défenses du poumon contre ce
pathogéne (Figure 2).
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Figure 2 : Phagocytose et destruction de Pseudomonas aeruginosa par les macrophages alvéolaires (adaptée
de Descamps et al, Breve SFI, 2012, n°126, et PNAS. 2012, 109:1619-24).
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Ces travaux ont été valorisés par I'invitation a publier une bréve dans le bulletin de la Société
Frangaise d’Immunologie (SFI1) et par une présentation orale & un congrés international (10"
World Congress of Inflammation, 2011) et au congrés annuel des jeunes chercheurs de
I'association VLM (2012, prix de la meilleure présentation).

PUBLICATION :

Descamps D, Le Gars M, Balloy V et al. TLR5, IL-1p secretion and asparagine endopeptidase are critical factors for
alveolar macrophages phagocytosis & bacterial killing. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012, 109:1619-24.

Article de vulgarisation scientifique :

Descamps D, Manoury B & Sallenave JL. Le TLR5: un partenaire crucial pour la phagocytose et I'élimination de
Pseudomonas aeruginosa par les macrophages alvéolaires impliquant I'lL-1/ et I'asparagine endopeptidase. Bréve.
Bulletin de Ia SFI. 2012, n°126.
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En travaillant sur l'infection respiratoire bactérienne, jai acquis une maitrise de la culture
primaire de MAs et des modéles infectieux chez la souris, ainsi que des connaissances sur les
mécanismes de l'immunité innée en appréciant I'importance des interactions héte-pathogéne
dans le déclenchement du processus inflammatoire. Ce savoir s’est concrétisé par la rédaction
d’'un chapitre de livre sur les facteurs de virulence et les mécanismes de défense innée activés
lors d’une infection des poumons par P.a. Mes compétences m’ont aussi permises de former et
de collaborer avec un étudiant (Mathieu Le Gars) dans la conduite de son projet de master 2 puis
de thése portant sur I'effet de I'élastase libérée par les neutrophiles sur l'intégrité et les fonctions
du canal chlore, le CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) qui est
important pour 'lhoméostasie des fluides dans les poumons®.

PUBLICATION :

- Descamps D, Sallenave JM & Manoury B. Pseudomonas aeruginosa: a model of pathogen with multiple virulence
factors for the study of innate immune defense in lung. In book: Bacterial Pathogens: Virulence Mechanismes,
Diagnosis and Management. Nova Publishers. 2012.

- Le Gars M, Descamps D, Roussel D et al. Neutrophil elastase degrades cystic fibrosis transmembrane conductance

regulator via calpains and disables channel function in vitro and in vivo. Am J Respir Crit Care Med. 2013, 187: 170-
179.

2.3 CONTROLE DE L’ACTIVATION DE TLRS ENDOSOMAUX PAR DES PEPTIDASES (POST-DOC 2)

J’ai continué a me spécialiser sur les TLRs et leur implication dans les défenses de I'héte
apres mon post-doctorat a I'Insitut Pasteur. Je souhaitais comprendre plus finement leur
activation et leur régulation au cours d’une infection. C’est dans cet objectif que j'ai effectué un
second stage post-doctoral supervisé par Dr. B. Manoury au sein de l'unité INSERM U1013
(Hopital Necker, Pr. P. van Endert) de mars 2011 jusqu’a mon recrutement a I'INRAE en juillet
2013. Cette unité, a lI'expertise reconnue sur le contréle moléculaire de la présentation
antigénique dans les cellules dendritiques, cherchait a décrire en 2011 le réle et le contrble de
l'activation des TLRs dans ce type de réponse immunitaire. J'ai apporté mon expertise sur les
modéles infectieux in vitro et in vivo dans des études montrant I'importance des protéases
endo/lysosomales dans l'activation des TLRs endosomaux lors de pneumopathies virales ou
bactériennes.

L’ensemble de mes travaux de post-doc dans I'unité INSERM U1013 ont conduit a :

- 2 articles : Maschalidi et al., PLoS Pathogen, 2012 ; Descamps* et al., Nat Immunol, 2017 .

- 1 revue : Descamps et al., Virologie, 2013.

- 1 communication orale lors d’un congrés national (2012).

- 1 poster présenté en congrés (2013).

- Enseignements : participation au module d'immunologie fondamentale a I'Université de Cergy-
Pontoise.

2.3.1 CONTROLE DE L’ACTIVATION DU TLR7 LORS D’UNE INFECTION PAR LE VIRUS DE LA GRIPPE

Le virus de la grippe (IAV) est un virus 8 ARN simple brin négatif capable d’étre détecté par
différents récepteurs de 'immunité innée, notamment le TLR7’. Lors d’une infection grippale, ce
récepteur participe a la production des cytokines inflammatoires et des interférons et favorise
l'activité de la présentation croisée des Ags exogenes des cellules dendritiques (CDs) aux
lymphocytes T (LTs) CD8*®. Le TLR7, présent dans les endosomes, nécessite un pH acide et
I'activation de protéases pour étre clivé et libéré sous une forme mature capable de signaler’.
L’endopeptidase AEP, avait précédemment été impliqué par le groupe du Dr B. Manoury dans la
maturation et I'activation du TLR9 présent dans les endo/lysosomes®. J’ai contribué a une étude
montrant 'importance de 'AEP dans la maturation du TLR7 et le développement des réponses

14



immunitaires anti-virales déclenchée lors de l'infection par I'lAV (collaboration avec les Drs. M.
Si-Tahar et M. Chignard, unité D2I, Institut Pasteur).

A l'aide de souris sauvages ou déficientes pour I'expression de 'AEP (AEP™) ou du TLR7, jai
caractérisé la réponse inflammatoire au niveau des poumons au cours de l'infection par I'lAV. De
facon similaire aux souris TLR7", nous avons constaté que des souris AEP”" infectées par I'lAV
présentaient une sécrétion diminuée de cytokines inflammatoires et une activation du facteur NF-
kB retardée dans les poumons par rapport a des souris sauvages. Toutefois, nous n’avons pas
observé de différence dans les populations cellulaires infiltrant les poumons suite a I'infection
virale. De plus, jai participé aux expériences montrant que les souris AEP™ présentaient une
capacité a faire la présentation croisée des Ags exogenes aux LT CD8" diminuée par rapport aux
souris WT infectées. Enfin, pour aborder I'aspect moléculaire dans notre étude, nous avons
préparé des CDs différenciées de la moelle osseuse et des CDs plasmacytoides a partir des
souris AEP"" ou TLR7”". Nous avons prouvé que des cellules issues des souris AEP™ avaient un
défaut de stimulation du TLR7 et de production des cytokines en raison d’'une maturation
défectueuse de ce récepteur. En effet, le TLR7 nécessite un clivage protéolytique par I'AEP pour
générer un fragment C-terminal compétent pour la signalisation (Figure 3). Nos travaux
démontrent une fonction majeure d’'une protéase, 'AEP, dans le déclenchement des réponses
innées anti-virales dépendantes du TLR7.
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Figure 3 : Participation de I'endopeptidase AEP dans la maturation et I’activation du TLR7 lors d’une infection
par le virus de la grippe (adaptée de Maschaldi et al., 2012).

PUBLICATION :
Maschalidi S, Hassler S, Blanc F, Sepulveda F, Tohme M, Chignard M, van Endert P, Si-Tahar M, Descamps D &
Manoury B. Aparagine endopeptidase controls anti-influenza virus immune responses through TLR7 activation. PLoS
Pathog. 2012, 8(8): €1002841.

Ces travaux ont aussi été valorisés par linvitation a publier une revue dans le journal
« Virologie » que j'ai rédigé autour de I'importance des TLRs endosomaux dans I'activation de la
réponse immunitaire lors d’'une infection par I'lAV.
PUBLICATION :

Descamps D & Manoury B. Detection of influenza viruses by Toll-like receptors: major interactions in the control of
responses to flu shots. Virologie. 2013, 17 (5) : 369-378.
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2.3.2 ImPLICATION D’IRAP DANS LE CONTROLE DE LA MATURATION PHAOGOSOMALE ET DE
L’ACTIVATION DU TLR9

Parallélement a mes travaux sur le TRL7, j'ai collaboré avec le Dr Loredana Saveanu sur
l'implication de I'aminopeptidase endosomale IRAP ("insulin responsive aminopeptidase") dans
la signalisation du TLR9. Rapidement recrutée dans les phagosomes, IRAP interagit avec les
molécules de classe | du CMH et participe a la présentation croisée d’antigénes exogénes'®. En
absence d’'IRAP, les endosomes de stockage a recyclage lent des CDs sont quasi-absents et la
maturation les phagosomes des CDs IRAP” est accélérée par rapport aux cellules WT''. Cette
maturation accélérée des phagosomes des CDs IRAP™ pourrait affecter la signalisation des TLRs
endosomaux, tel que le TLR9O. J'ai contribué a vérifier cette hypothése notamment dans un
modéle murin d’infection pulmonaire par la bactérie P.a.

En absence de stimulus, les TLRs endosomaux 3, 7 et 9 sont présents dans le réticulum
endoplasmique. Sous stimulation CpG (ADN non-méthylé), le TLR9 migre vers les
endo/lysosomes pour signaler aprés avoir été clivé et activé par ’AEP®. La translocation de TLRY,
a partir du réticulum endoplasmique vers les lysosomes, est un phénoméne séquentiel : le
récepteur atteint d’abord une sous-population endosomale VAMP3*, et ensuite il est transporté
dans les lysosomes LAMP* grace & l'adaptateur AP3 '2. Nous avons démontré que les
endosomes VAMP3" sont identiques aux endosomes de stockage IRAP™ (colocalisation) et qu’en
absence d'IRAP, le TLR9 a un trafic accéléré vers les lysosomes LAMP®. Cette translocation
accélérée de TLR9 vers les lysosomes dans les CDs IRAP™ est accompagnée in vitro d’'une
production augmentée de cytokines. In vivo, jai mis en évidence que les souris IRAP™”
présentaient au cours d’une infection pulmonaire par P.a. une inflammation et une mortalité a la
mort plus importantes que celles des souris WT (collaboration avec Dr. M. Chignard, unité D2I,
Institut Pasteur). Ces résultats montrent qu’IRAP joue un réle essentiel dans I'organisation des
endosomes de stockage qui affecte la maturation des phagosomes et la signalisation du TLR9
(Figure 4), et pourrait potentiellement controler d’autres vésicules ou processus intracellulaires,
comme l'autophagie ou I'activation du TLR7.

Figure 4 : Modélisation du trafic de
TLRY dans les cellules dendritiques et
de la participation de
Paminopeptidase IRAP (adaptée de
Descamps D* et al., 2017).
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PUBLICATION :

Descamps D*, Babdor J*, Adiko AC, Tohmé M, Maschalidi S, Evnouchidou I, Vasconcellos LR, De Luca M, Mauvais
FX, Garfa-Traore M, Brinkmann MM, Chignard M, Manoury B, Saveanu L. IRAP* endosomes restrict TLR9 activation
and signaling. Nat Immunol. 2017, 18(5) :509-518. PMID:28319098.

L’ensemble de mes travaux au sein de l'unité INSERM m’'a permis d’affiner mes
connaissances mecanistiques sur la régulation de l'activation des réponses innées TLR-
dépendantes. J'ai aussi consolidé ma maitrise des modeles infectieux pulmonaires et établi des
collaborations adaptées aux besoins de mes projets de recherche.
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3. PROJETS DE RECHERCHE MENES A L’'INRAE

A travers mes précédents travaux de recherche, je me suis intéressée aux réactions de
différentes cellules de I'immunité innée des poumons (macrophages, cellules épithéliales, CDs),
aux mécanismes moléculaires inflammatoires déclenchés par des pathogénes pulmonaires, ainsi
qgu’a leurs conséquences sur les réponses cellulaires. En travaillant dans différents contextes
pathologiques, jai consolidé ma polyvalence sur les modéles infectieux pulmonaires, atout
majeur a mon intégration dans I'unité Virologie et Immunologie Moléculaires (VIM) en tant que
CR2 a'INRAE de Jouy-en-Josas. Ainsi, j'ai rejoint en 2013 I'équipe Vaccins, Immunomodulation,
Immunopathologie (V2I) dirigée par le Dr. Isabelle Schwartz-Cornil, et plus précisément le groupe
du Dr. Sabine Riffault, que je co-anime depuis 2018. Nos thématiques de recherche s’attachent
a comprendre les spécificités et la réponse immunitaire de la muqueuse pulmonaire en période
périnatale impliquées dans I'hypersensibilité encore mal comprise du jeune a des infections
respiratoires sévéres, et notamment au virus respiratoire syncytial (VRS), afin d’améliorer les
stratégies vaccinales ou proposer de nouvelles stratégies prophylactiques.

Depuis mon recrutement a I'unité VIM, mes travaux ont conduit a :

- 17 articles dont 4 en tant que responsable du projet.

- 4 revues : Drajac et al., J Immunol Research, 2017 ; Mathieu et al., Front Physiology, 2018 ;
Descamps et al., Front Mol Biosci, 2020. Mathieu et al., NCM, 2021.

- 1 éditorial : Descamps™* et al., Front Immunol (2019).

- Financements : en tant que coordinatrice (7): VLM-PR2022 RESPIBIOTE (2022), projet
créativité — SA-INRAE (2020), DIM OneHealth Gros équipement IVIS-Spectrum (2019), donation
de la Fondation Air Liquide (2019), DIM OneHealth projet collaboratif RESPIBIOTE (2018), DIM
OneHealth petit équipement Luminex MagPix (2018), projet Jeune Chercheur — SA INRA (2014) ;
en tant que partenaire (4): ANR Générique SARDINN (2022), ANR Flash Covid 19 ICARE
(2020), APIGENE HealthyCalf (2018), ANR Blanc projet EpiLungCell (2018).

- Encadrements : 6 étudiantes en Master 2 depuis 2014 (C. Drajac 2013, S. Madriéres 2017, M.
Prost 2019, A. Mialet 2020, A. Dubard 2023), 1 étudiante en école d’ingénieurs (V. Graf 2016) et
2 co-encadrements de théses : C. Drajac (2014-2018) et C. Chottin (2021-2024).

- Enseignements : tuteur de projet de recherche en Master 1 depuis 2018 — Immunologie
Moléculaire et Cellulaire, Université Paris-Saclay.

Parallelement & mes activités de recherche, j'ai pris en charge la co-animation de séminaires
scientifiques internes a l'unité et participé a l'organisation de journées d’animations de notre
département INRAE Santé Animale (2022), des séminaires du groupe INRAE Organoides (2021
et 2022) ainsi que de l'institut SAPS (Santé Animale Paris Saclay, 2018, 2021 et 2022). Je suis
également co-responsable scientifique du plateau technique d’imagerie in vivo L2-IVIS (INRAE,
Emerg’in) actuellement hébergé dans I'une de nos structures L2 a la VIM. J’ai également apporté
mes expertises et mobilisé mes connaissances auprés de la communauté scientifique nationale
dans des dispositifs collectifs (jury de concours INRAE ; groupe de travail des encadrants ABIES
2014-2018 ; représentante au conseil académique de l'université Paris Saclay 2015-2019) ou en
participant a différents jurys de thése, de comités de suivi de thése ou de projets tuteurés.
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3.1 CONTEXTE SCIENTIFIQUE

3.1.1 LA MUQUEUSE PULMONAIRE EN PERIODE PERINATALE : UN ENVIRONNEMENT PARTICULIER EN
PLEINE EVOLUTION.

Le début de la vie est une période dynamique d'initiation pour I'noméostasie de la muqueuse
pulmonaire. Aprés la naissance, les caracteéristiques biologiques de la muqueuse pulmonaire sont
rapidement soumises a des expositions environnementales et microbiennes. Cette période est
donc importante pour les premiéres interactions hote-pathogéne et pour établir la sensibilité du
nouveau-né a développer des pathologies pulmonaires''*. La maturation périnatale de la
muqueuse pulmonaire dépend de I'établissement progressif de trois constituants principaux et
interconnectés : (i) I'épithélium des voies respiratoires®, (ii) les cellules immunitaires'®®, et (iii)

un microbiote spécifique'® (Figure 6).
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Figure 6 : Les principaux événements interconnectés de la muqueuse pulmonaire au début de la vie.

A I'aide des données obtenues dans le modéle murin, il apparait de plus en plus clairement
que le tissu pulmonaire périnatal est orienté vers une immunité de type 2. Rapidement aprés la
naissance, pendant la phase d’alvéolarisation, des cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2),
des éosinophiles et des basophiles s’accumulent spontanément dans les poumons des
souriceaux'® (Figure 7).
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Figure 7 : Les cellules immunitaires colonisant les poumons des souriceaux pendant la période périnatale
(schématisation de la fréquence cellulaire dans les cellules CD45* des poumons). Figure issue de la revue Drajac et
al.?%, d’aprés des données personnelles non publiées et des publications de De Kleer et al.’$, et Saluzzo et al?’.
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A I'hnoméostasie, le tissu pulmonaire de souriceaux BALB/c de 6 jours est pauvre en cellules
dendritiques plasmacytoides (pDCs) et conventionnelles (DCs) par rapport a un poumon adulte,
mais riche en lymphocytes exprimant le facteur de transcription GATA3 qui semblent étre a
I'origine du biais des réponses Th2 néonatales?®. Il a été rapporté que les premiéres inspirations
provoquent une libération de I'lL-33 par les cellules épithéliales pulmonaires. L'IL-33 induit
'expansion et I'activation des ILC2 dans les poumons, lesquels vont sécréter de I'lL-13
conduisant a la polarisation des macrophages alvéolaires (AMs) vers un phénotype de type 2
(M2) ou des DCs pulmonaires a l'état basal ou dans le modéle d'asthme induit par les
acariens'®?'. Ainsi, les ILC2 résidents du poumon semblent orchestrer la caractéristique du tissu
pulmonaire du nouveau-né a favoriser des réponses immunes de type 2.

La période périnatale, en plus de constituer une fenétre immunologique particuliére,
correspond & la mise en place des microbiotes au niveau des muqueuses'®. Le microbiote
intestinal est le plus étudié et son impact sur la maturation de I'épithélium et le systéme
immunitaires des intestins est largement reconnu?®. Longtemps considéré comme un organe
stérile, le poumon présente aussi une flore bactérienne commensale qui se constitue et se
diversifie progressivement mais rapidement dés la naissance (Figure 8)**?°. Une étude menée
par le groupe du Dr. Benjamin Marsland a permis d’établir que le microbiote pulmonaire s’installe
pendant les deux premiers mois de vie du nourrisson?
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Figure 8 : Colonisation de la muqueuse pulmonaire de souriceaux par un microbiote. a. Cinétique d’installation
du microbiote pulmonaire selon I'dge des souriceaux. b. Evolution des phyla bactériens selon I'dge des souriceaux.
Figures adaptées des données de Gollwitzer et al?.

Ce processus de colonisation du poumon par un microbiote pose la question de son influence
sur la maturation de la barriére épithéliale, sur le développement de 'immunité, et sa contribution
a la sensibilité du nouveau-né a des pathologies respiratoires'®?"?®, La présence du microbiote
dans les poumons de souriceaux contribue fortement a la tolérance immunitaire des animaux
dans un modéle d’asthme déclenché par des expositions précoces aux allergénes des acariens,
via la signalisation PD-1/PD-L1 entre les cellules T régulatrices et les DCs®. L’association de
dysbioses a des pathologies pulmonaires est avérée mais le réle causal de ces dysbioses dans
la survenue de pathologies pulmonaires n’est pas clairement établi. Le microbiote nasopharyngé
de jeunes enfants peut influencer la propagation de l'infection aux voies respiratoires inférieures
et moduler la réponse immunitaire de I'héte a l'infection par le virus respiratoire syncytial
(VRS)?%_ Inversement, a travers une étude multi-omique sur des échantillons nasopharyngés
de jeunes enfants, suivis de la naissance jusqu’a 1 an, il a été mis en évidence que les premieres
infections virales (asymptomatiques) en début de vie précédent le développement de profils
défavorables du microbiote respiratoire et d’infections respiratoires récurrentes®'. L’ensemble de
ces données pointent I'association étroite entre la mise en place de I'immunité de la muqueuse
et le microbiote pulmonaire en période périnatale, et donc la sensibilité du nouveau-né aux
infections respiratoires'®
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3.1.2 LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL (VRS) ET LES BRONCHOPNEUMOPATHIES CHEZ LE JEUNE.

Les maladies respiratoires pédiatriques constituent un probléme majeur de santé publique
car elles restent la premiére cause de décés des jeunes enfants (< 5 ans) dans le monde®*. Chez
le nourrisson, la principale infection respiratoire est la bronchiolite causée dans la grande majorité
des cas par le VRS humain qui se caractérise par une réaction inflammatoire et une production
excessive de mucus au niveau des bronchioles entrainant leur obstruction®®2¢. Les bronchiolites
sévéres du nourrisson sont également associées a un risque accru de développer de I'asthme
en grandissant®’. Si l'infection par le VRS peut provoquer des atteintes sévéres des voies
respiratoires inférieures chez le nouveau-né, elle est généralement asymptomatique et
cantonnée aux voies respiratoires supérieures chez I'adulte. Cependant, I'infection au VRS peut
étre mortelle chez les personnes agées. Le VRS bovin (VRSb) est le principal agent étiologique
de la bronchopneumonie bovine chez les veaux. L'infection par le VRS peut-étre une cause
majeure de morbidité (retard de croissance) et de mortalité chez les bovins, entre 3 a 20% des
cas lors d’épidémies particuliérement sévéres®, et prédispose les veaux aux surinfections. Le
VRSb a donc un fort impact sur la filiére bovine et constitue un probléme indirect de santé
publique en raison de I'utilisation massive d'antibiotiques.

A I'échelle mondiale, I'infection par le VRS représente 33,8 millions de nouveaux épisodes
d'infection aiglie des voies respiratoires inférieures chez les jeunes enfants, ce qui représente
environ 3,4 millions d'hospitalisations par an. On estime que le VRS est responsable de 66 000
a 199 000 déces chez les enfants de moins de 5 ans en 2005, la plupart des décés survenant
dans les pays en voie de développement®. Par ailleurs, les dépenses médicales liées aux
infections causées par le VRS ont été estimées a plus 4,8 milliards d’euros en 2017*°. Une étude
épidémiologique frangaise a partir de données de réseaux hospitaliers principalement d’lle de
France, concluait que le nombre d’enfants atteints de bronchiolite augmente régulierement depuis
1992*1. Des candidats vaccin contre le VRS sont en cours de développement par Moderna et
Janssen pour les personnes de plus de 60 ans et les essais en phase 3 montrent des taux
d’efficacité a plus de 80%. Actuellement il n’existe pas de vaccin disponible pour I'enfant (priorité
de 'OMS). Deux anticorps monoclonaux, Synagis® (Palivizumab), et plus récemment Beyfortus®
(Nirsevimab), sont autorisés dans le cadre d’un traitement préventif pour limiter principalement
les formes séveres chez les nourrissons les plus a risque (i.e. prématurés). Ces traitements
restent onéreux. L’efficacité et la tolérance du Synagis® notamment sont encore débattues*?. Des
vaccins vétérinaires contre le VRSb existent mais leur efficacité est limitée (réduction des signes
cliniques) et surtout, ils n'empéchent pas la dissémination du virus dans les élevages. Il est donc
nécessaire de comprendre les spécificités de la muqueuse pulmonaire en période périnatale pour
développer de nouvelles stratégies prophylactiques contre l'infection par le VRS.

3.1.3 L’HYPER-SENSIBILITE DU NOUVEAU-NE A L’ INFECTION PULMONAIRE PAR LE VRS.

Les spécificités des défenses immunitaires contre les viroses respiratoires chez les jeunes
enfants sont peu documentées par rapport a celles relatives a un environnement adulte.
Toutefois, la littérature s’accorde a dire qu'une forme sévére de bronchiolite chez I'enfant est
associée a une réponse immunitaire excessive de type 2 avec une sécrétion d’IL-4 et d’IL-10 ou
un défaut de mobilisation de la réponse de type 1 caractérisée par une faible production IFNy*3.
A l'inverse chez I'adulte, l'infection virale provoque la sécrétion d’IFNy ainsi que la présence de
cellules Natural Killer (NK) et de lymphocytes T cytotoxiques, signatures immunologiques d’un
profil de réponse de type 1%4.

Les facteurs immunologiques expliquant cette hypersensibilité du nouveau-né au VRS
commencent a étre décryptés, et notamment grace a un modeéle d’infection chez le souriceau
BALB/c. Les études sur le VRS ont longtemps focalisé sur I'immunité adaptative et ont démontré
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une prédisposition au développement d’'une réponse type 2 et un défaut d’activation des
lymphocytes T CD8" (déficience en production d’IFNy) lors de l'infection du souriceau par le
VRS*. Toutefois, ce modéle expérimental a permis de montrer I'importance de 'age dans les
conséquences sur le long terme d’une premiére infection par le VRS. Lorsque les souriceaux sont
infectés par le VRS avant I'adge de 7 jours de vie, ils montrent au cours d’une réinfection a I'age
adulte une perte de poids plus sévere, un recrutement de cellules inflammatoires (éosinophiles
et neutrophiles) et une production d’IL-4 augmentés*®. L’ensemble de ces observations suggérent
que la primo-infection par le VRS pendant la période périnatale chez la souris laisse une
empreinte immunopathologique qui conditionne la sévérité de la maladie lors d’'une réinfection
des voies respiratoires a 'adge adulte.

Lors d’'une premiéere exposition au VRS, l'infection provoque une libération d’'IL-33 dans les
poumons des souriceaux, ce qui n’est pas le cas chez les individus adultes (Figure 5). L’IL-33
exercerait une fonction majeure dans I'immuno-pathogénése de l'infection au VRS chez les
souriceaux en engendrant une plus grande présence dans les poumons des ILC2 qui favorisent
limmunité de type 2*". Récemment, il a été montré que des niveaux élevés d'ILC2 sont associés
a la gravité de l'infection par le VRS chez le nourrisson. Ces résultats soulignent la prédominance
des réponses de type 2 a linfection par le VRS chez les nourrissons et suggérent un réle
important de I'lLC2 dans I'élaboration de la réponse immunitaire au début de l'infection par le
VRS*,

Notre équipe a contribué a établir que les souriceaux infectés par le VRS présentent aussi des
lacunes importantes dans la mobilisation pulmonaire des CDs, cellules importantes pour
I'orientation de la réponse des lymphocytes T, ainsi que dans la production des IFN de type |
(IFN-1)*2%2_ Parallélement, les AMs ont été identifiéss comme étant la source principale d'IFN-I
dans les poumons adultes infectés par le VRS®'. Le réle des AMs lors de linfection par le VRS
chez le souriceau reste peu décrit. Ces cellules font I'objet de sujets de recherche que jai
développé depuis mon recrutement a 'INRAE (voir §3.2). Des interventions immuno-modulatrices
visant cette période de la vie ont donc un fort potentiel d'induire des modifications de la réponse
immune et par conséquent, d’agir sur la sensibilité d’un individu a des pathogénes'®. Notre équipe
V2| a démontré qu'il est possible de moduler les défenses immunitaires pulmonaires pendant la
période périnatale pour modifier la sensibilité au VRS. Ainsi, le traitement des souriceaux avec le
facteur de croissance des CDs, le FIt3-ligand, améliore la sécrétion d’IFN-I via une augmentation
de la présence des CDs dans les poumons et permet de limiter les conséquences pathologiques
de linfection par le VRS*. La sensibilit¢ du nourrisson & une infection VRS est donc
intrinséquement liée aux caractéristiques physiologiques, immunologiques et microbiologiques
de la muqueuse pulmonaire en période périnatale. La compréhension de ces caractéristiques des
poumons des nouveau-nés et des facteurs externes qui les régulent pourrait ouvrir la voie a de
nouvelles stratégies prophylactiques en faveur de la santé des jeunes. Ces pistes de stratégie
d’immunomodulation fait I'objet d’'un de mes sujets de recherche (voir §3.2).
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Figure 5 : Les réactions immunitaires immédiates de la muqueuse pulmonaire du souriceau a l'infection par le
VRS. Figure adaptée de la revue Drajac C, et al?’. L'exposition néonatale au VRS entraine une sécrétion précoce d'IL-
33 par les cellules épithéliales respiratoires*’. L'IL-33 signale par son récepteur ST2 localisé & la membrane des ILC2.
Cette alarmine favorise I'augmentation du nombre d'ILC2 et la production d'IL-13 dans les poumons de souriceaux
infectées par le VRS*. Les ILC2 peuvent favoriser le passage a un phénotype de type 2 des macrophages alvéolaires
(AMs) ou des cellules dendritiques (DCs) pulmonaires a I'état basal ou dans le modele d'asthme induit par les
acariens’®?!, Les plasmacytoides DCs (pDCs) néonataux ainsi que la voie de I''FN-I sont faiblement mobilisés dans
les poumons des souriceaux infectés par le VRS®. Les AMs sont la principale source d'IFN-I dans les poumons adultes
infectés par le VRS mais la question reste ouverte pendant la période périnatale®’. Par conséquent, il est fortement
soupgonné que les cellules ILC2 soient indirectement responsables de l'incapacité des souriceaux a monter une
réponse IFN-I efficace pour contrer l'infection par le VRS.

3.2 RESULTATS OBTENUS

J'ai la responsabilité scientifique des projets caractérisant I'immunité mucosale et
limmunopathologie associée a l'infection par le VRS en période périnatale. Cette sensibilité du
jeune a une infection par le VRS est intrinséquement liée aux particularités immunologiques de
la muqueuse pulmonaire en période néonatale qui dépendent de la mise en place de 'immunité
et de la colonisation du poumon par un microbiote bactérien. Ainsi, mes projets visent a décrire
les caractéristiques immunologiques pulmonaires chez le jeune pour comprendre les
mécanismes physiopathologiques déclenchés lors de I'infection par le VRS afin de proposer de
nouvelles stratégies d’'immuno-intervention adaptées a cette période particuliere de la vie. Mon
activité de recherche s’articule autour de trois thématiques :

- La caractérisation des cellules composant la muqueuse pulmonaire et de leur réactivité lors
de l'infection par le VRS.

- L’implication des protéines IRAP et TAX1BP1 dans le contréle de la production des IFN-I et
des cytokines au cours de l'infection par le VRS.

- L’identification des interactions fonctionnelles entre microbiote pulmonaire-immunité
néonatale.

Le développement de ces thématiques de recherche a impliqué 'encadrement d’étudiants a
différents niveaux (Master, thése), d’'une ingénieure d’études et d’'un jeune chercheur post-
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doctorant et a été réalisé dans le cadre de projets financés au sein de I'équipe ou de
collaborations nationales.

3.2.1 THEMATIQUE 1 : CARACTERISATION DES CELLULES COMPOSANT LA MUQUEUSE PULMONAIRE
ET DE LEUR REACTIVITE LORS DE L INFECTION PAR LE VRS.

A mon arrivée dans le groupe du Dr. Sabine Riffault, j’ai pris en charge la réalisation d’une
tache dans le projet SyncBreg financé par 'ANR (2014/2017). Une étude clinique a montré que
dans des formes fatales de bronchiolites, la pathologie est associée a une infiltration pulmonaire
massive de lymphocytes B*. L’équipe du Dr. Richard Lo-Man (coordinateur du projet ANR
SyncBreg, Institut Pasteur, Paris) a mis en évidence un mécanisme régulateur important dans
l'inefficacité des souriceaux a induire une réponse Th1. En effet, chez le nouveau-né, la réponse
des CDs a une stimulation microbienne est sous le contrdle des lymphocytes néonataux B
régulateurs CD5" (nBreg CD5") qui, en réponse a une stimulation TLR-9 (injection du ligand
CpG), produisent une forte quantité d’IL-10 réduisant la capacité des CDs a sécréter de I'lL-12 et
donc & induire une réponse Th1°**°. Cette population de nBreg CD5", est particulierement
abondante dans les deux premiéres semaines de la vie et décroit rapidement au profit des
lymphocytes B conventionnels (CD5"). Des résultats menés en collaboration avec notre groupe
ont montré que les nBreg CD5" humains purifiés du sang de cordon produisaient de I'lL-10
uniquement en présence du VRS, contrairement aux lymphocytes B conventionnels CD5". De
plus, la fréquence de ces lymphocytes nBreg CD5" semble corrélée a des formes sévéres de
bronchiolites chez les jeunes patients. La présence de ces cellules nBreg pourrait donc étre un
paramétre prédictif de la sévérité de la maladie chez le nourisson®.
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Au sein de ce projet ANR SyncBreg, jai eu la charge d’étudier la présence et le role des
lymphocytes nBregs CD5" dans les poumons de souriceaux BALB/c dont la fonction n’était alors
pas décrite au cours de l'infection par le VRS chez la souris. Notre groupe a bénéficié pour ce
projet de l'activité d’'une ingénieure d’études, Daphné Laubreton (CDD 2015-2017), dont jai
supervisé le travail, notamment toutes les études de cytométrie en flux (FORTESSA, BD
Bioscience) nécessaires a cette caractérisation. Ainsi, nous avons confirmé la présence de cette
population de lymphocytes nBregs CD5" dans les poumons des souriceaux (Figure 9). Fortement
représentées dans la population des lymphocytes B CD19* pulmonaires en début de vie du
souriceau, les cellules nBregs CD5" décroissent rapidement au profit de I'apparition d’une
population de lymphocytes B CD19*CD5CD23" matures (Figure 9B). Toutefois les cellules CD5*
restent encore détectables dans les poumons des nouveau-nés de 14 jours. De fagon
intéressante, cette population est plus fortement représentée dans le poumon des souriceaux
que dans la rate et les ganglions. Dans un contexte d’exposition ex vivo des différentes
populations des lymphocytes B des poumons au VRS, les cellules nBreg CD5" sont les seules a
produire significativement I'lL-10, confirmant les données obtenues avec les cellules humaines®
(Figure 9C).
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Figure 9 : Caractérisation de la présence des lymphocytes nBregs CD5* dans les poumons des souriceaux. A.
Présentation de la stratégie de gating des différents lymphocytes B. B. Evolution du % de lymphocytes nBregs CD5*
(CD45*CD19*CD23 CD5") dans la population des lymphocytes B (CD45*CD19*) présents dans les poumons des
nouveau-nés en fonction de I'age. Les poumons ont été récupérés a différents temps de vie afin de réaliser le marquage
cellulaire et I'analyse au cytométre en flux. C. Production de I'lL-10 par les différentes populations de lymphocytes B
apres exposition ex-vivo au VRS pendant 24h. Les différents types de lymphocytes B ont été isolés des poumons de
souriceaux agés de 6 jours et triés au cymometre. Les cellules ont ensuite été infectées par le VRS. L’IL-10 sécrétée
dans les surnageants a été dosée par ELISA 24h apreés l'infection par le VRS.

Comme nous avions précédemment observé qu’'une fréquence élevée de nBregs CD5" était
corrélée avec un mauvais contrdle de l'infection par le VRS, nous avons profité de la disponibilité
du virus recombinant exprimant la luciférase (VRS-luciférase, obtenus par génétique inverse)®’
pour réaliser un suivi complet par imagerie bioluminescente in vivo de la réplication virale en
fonction de I'dge de l'infection chez des souris BALB/c. Ainsi en infectant les souriceaux a 6 jours
de vie par le VRS-luciférase, nous avons mis en évidence une cinétique de réplication virale chez
le nouveau-né tres différente de celle observée chez I'adulte (Figure 10A). En effet, I'infection
par le VRS induit immédiatement I'expression de la luciférase, et donc la réplication virale dans
les poumons des souriceaux, alors que l'infection est retardée chez les souris adultes et atteint
son pic de réplication 4 jours post-infection (p.i.) (Figure 10B). En accord avec des données
antérieures montrant des réponses IFN-I trés faibles chez les nouveau-nés infectés par le
VRS?*2%2 |es protéines IFN-a et IFN-B ne sont pas détectables a 1 jours p.i. dans les homogénats
pulmonaires contrairement a ce qui est observé dans les mémes conditions chez les souris
adultes (Figure 10C). Par ailleurs, nous n’avons pas observé de modification de la cinétique de
présence des lymphocytes nBregs CD5" suite a l'infection VRS chez les souriceaux.
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Figure 10 : La cinétique de réplication du VRS et la production des interférons de type | dans des souriceaux
ou des souris adultes infectés par le VRS-luciferase sont différentes. Les souriceaux de 6 ou 14 jours de vie et
les souris adultes ont regu par voie nasale du VRS recombinant codant pour la luciférase (VRS-Luc, 10ulL et 50uL,
respectivement). A. Images prises au Xenogene (IVIS) de la bioluminescence émise suite a la réplication du VRS-
luciférase dans les poumons des souris nouveau-nés ou adultes a différents temps post-infection. B. Quantification de
la bioluminescence induite par le VRS-luciférase dans les poumons des souris nouveau-nés ou adultes. C.
Quantification de la production de I'lFN-3 dans les poumons des animaux infectés par le VRS-Luciférase a 1 jours p.i.
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En revanche, les souriceaux infectés a I'age de 14 jours de vie par le VRS-luciférase
présentent une cinétique de réplication virale similaire a celle des souris adultes infectées
(Figures 10A-B) avec une réponse IFN-I modérée (Figure 10C). Ainsi, entre 6 et 14 jours de vie,
les jeunes souris sont devenues capables de contenir la réplication virale a un stade précoce
post-infection. A la méme période de vie, elles commencent a produire une petite quantité d'IFN-
B, confirmant une réponse antivirale a l'infection par le VRS qui dépend de I'age®**2. Il est
intéressant de noter que cette age (14 jours de vie) est associé a une diminution du nombre de
nBregs CD5" dans le poumon pour atteindre des nombres proches de ceux des adultes (Figure
9B). Ces données suggerent que la période périnatale de la vie est caractérisée par une
permissivité précoce a la réplication du VRS qui se perd progressivement avec I'age, en relation
avec une capacité croissante a monter des réponses IFN-I a 1 jour p.i.. Ce phénoméne pourrait
également étre associé a la diminution du taux de nBregs CD5" dans la muqueuse pulmonaire.
Nous avons donc cherché a étudier comment et avec quel partenaire cellulaire ces lymphocytes
nBregs CD5" pourraient intervenir dans la réponse anti-virale au cours de cette période
périnatale. Les AMs ayant été identifiés comme étant la source principale d'IFN-I dans les
poumons adultes infectés par le VRS®', c’est naturellement, et aprés adaptation des protocoles
aux souriceaux>®, que nous avons analysé la relation potentielle entre les lymphocytes nBregs
CD5" et les AMs des animaux a 6 jours de vie. Nous avons mis en évidence que la production
d’IL-10 par les lymphocytes nBregs CD5" isolés de poumons de souriceaux augmente en
présence des AMs dans le contexte de I'infection par le VRS (Figure 11).
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Figure 11 : Augmentation de la production de I'IL-10 des lymphocytes nBregs CD5* des poumons des
souriceaux en présence des AMs lors de l’infection par le VRS. Les 3 types de lymphocytes B des poumons ont
été triés puis infectés par le VRSmCherry ou le virus inactivé par les UV (Inac RSV) en présence ou non des AMs (1

AM pour 10 lymphocytes B ou 1 AM pour 5 lymphocytes B). L’IL-10 a été dosé dans le surnageant de culture 48h apres
linfection.

De plus, nous avons fait 'observation que la présence d’'IL-10 dans le surnageant de culture
réduit la production des IFN-I des AMs lors d'une infection par le VRS (Figure 12A). L’IL-10
conduit également a un changement du profil de sécrétion des cytokines par des AMs infectés
qui produisent alors de I'lL-17A, IL-22, IL-23 et IL-27 (Figure 12B). L'impact de cette orientation
IL-10-dépendante sur la réponse cytokinique des AMs infectés par le VRS reste a comprendre.
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Figure 12 : Modification de la production de cytokines des AMs isolés de souriceaux de 6 jours et infectés ex
vivo par le VRS en présence de I'IL-10. Les AMs ont été isolés des poumons des souriceaux, mis en culture, puis
infectés par le VRS (MOI = 5) en présence ou non de I'lL-10 (0,5 mg/mL). A. Dosages des interférons de type | dans
les surnageants de culture 24h apres l'infection par le VRS. B. Dosages multiplexés de différentes cytokines produites
dans les surnageants de culture 24h apres l'infection par le VRS.
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3.2.2 THEMATIQUE 2 : IMPLICATION DES PROTEINES IRAP ET TAX1BP1 DANS LE CONTROLE DE
LA PRODUCTION DES IFN-I ET DES CYTOKINES AU COURS DE L’INFECTION PAR LE VRS.

Mes recherches m’ont également conduite a regarder le réle de molécules intracellulaires
importantes dans la régulation de la réponse immunitaire innée des AMs, et notamment la
production des IFN-I.

La protéase IRAP (Insulin Responsive Aminopeptidase).

Dans le cadre d’'un financement « projet collaboratif région lle de France DIM-Malinf »
(2014/2017) obtenu avec le Dr. Loredana Saveanu (U1149, INSERM, Paris), nous avons cherché
a décrire le réle de la protéase IRAP lors de linfection par le VRS. Cette protéase est un
régulateur majeur dans la signalisation des TLRs et des voies interférons dans les CDs*°. Compte
tenu du défaut de production des IFN-I lors d’'une infection VRS chez le nouveau-né, nous avons
proposé d’étudier I'implication d’IRAP dans la régulation de la production des IFN-I par les AMs
lors d’une infection par le VRS. Ces aspects ont été abordés dans le cadre de la thése de Carole
Drajac que jai co-dirigé avec le Dr. Sabine Riffault (financement DIM-Malinf, 2014/2017) et a
I'aide de souris transgéniques dont I'expression d’'IRAP a été invalidée (IRAP*®) dans un fond
génétique C57BI6. Pour mener a bien cette étude, j’ai fait introduire la lignée dans I'animalerie de
notre centre de recherche en 2014. Bien que moins permissives a l'infection par le VRS, jai
montré que les souris C57BI6 (adultes et souriceaux) présentent des cinétiques de réplication du
VRS comparables aux animaux BALB/C. La faible mobilisation de la voie des IFN-I lors de
l'infection par le VRS a également été retrouvée aussi bien chez les souriceaux que dans les AMs
issus d’animaux C57BI6 (Figure 13).
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Figure 13 : Les AMs de souriceaux IRAPX° produisent des IFN-I suite a I'infection par le VRS. Les AMs ont été
isolés des poumons de souriceaux ou de souris adultes WT ou IRAPXC, mis en culture, puis infectés par le VRS-Cherry
(MOI = 5) ou le virus inactivé par les UV (UV-RSV-mCherry). Le dosage des interférons de type | a été réalisé dans
les surnageants de culture 24h apres l'infection par le VRS.

En revanche, nous avons constaté que I'absence d’expression de la protéase IRAP conduit a
une augmentation substantielle de la production des IFN-I ainsi que des génes stimulés par les
IFN-I par les AMs issus de souriceaux IRAPX® (Figure 13), avec des niveaux d’expression plus
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forts que ceux de type sauvage C57BL/6. Il est intéressant de noter que la déplétion d'IRAP
n'affecte pas les réponses des AMs de souris adultes. En revanche, la réplication virale est
nécessaire pour produire les IFN-I puisque qu’un VRS inactivé par les UV (UV-RSV-mCherry) est
incapable d’engendrer cette réponse dans les AMs IRAPX® (Figure 13).

Nous avons également démontré I'importance de I'action des IFN-I produits par les AMs pour
limiter la réplication du VRS dans ces cellules. En effet, I'inhibition du signal dépendant des IFN-
| par un anticorps (anti-IFNAR1) entraine une augmentation de la réplication virale mesurée ici
par I'expression du géne N du VRS (PCR quantitative, Figure 14A). Dans cette logique, nous
avons constaté que les AMs des souriceaux IRAPX® qui produisent des IFN-I, présentent une
expression du géne N, et donc une réplication virale, plus faible que leurs homologues WT
(Figure 14A).
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Figure 14 : Importance de la voie des IFN-I dans le contréle de la réplication du VRS dans les macrophages
alvéolaires. A. La réplication virale est augmentée dans les AMs de souris adultes lorsque la voie induite par les IFN-
| est inhibée par I'anticorps anti-IFNAR1. Les AMs ont été isolés des poumons des souris adultes WT, mis en culture,
puis infectés par le VRS-Cherry (MOI = 5) ou le virus inactivé par les UV (UV-RSV-mCherry) en présence ou non d’une
dose croissante de I'anticorps anti-IFNAR1. La réplication virale a été évaluée par PCR quantitative du géne N 24h
apres l'infection dans les lysats cellulaires. B. La réplication virale est diminuée dans les AMs de souriceaux IRAPXC
par rapport aux AMs WT. Les AMs ont été isolés des poumons des souris adultes ou de souriceaux WT our IRAPXC,
mis en culture, puis infectés par le VRS-Cherry (MOI = 5). La réplication virale a été évaluée par PCR quantitative du
gene N 24h apres l'infection dans les lysats cellulaires.

In vivo, nous avons démontré que les souriceaux IRAPKC infectés par le VRS avaient plus
d'IFN-I dans leurs poumons et éliminaient le virus plus efficacement que les animaux WT. Dans
I'ensemble, nous avons démontré que la susceptibilité a l'infection par le VRS au début de la vie

peut étre liée a une action suppressive originale de la protéase IRAP sur les réponses antivirales
induites par I'lFN-I dans les AMs néonatales.
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La protéine TAX1BP1.

Récemment, jai apporté mon expertise sur le modéle dinfection par le VRS et mes
compétences en immunologie dans un travail collaboratif au sein de mon unité avec le Dr. Marie
Galloux (équipe BMP, VIM, INRAE, Jouy-en-Josas) sur le role original de la protéine cellulaire
TAX1BP1 au cours de l'infection par le VRS.

Par une analyse double hybride (collaboration avec le Dr. Pierre-Olivier Vidalain, Institut
Pasteur), 'équipe BMP a mis en évidence l'interaction entre la protéine N du VRS et la protéine
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cellulaire TAX1BP1. Cette protéine est connue pour étre impliquée dans des mécanismes de
régulation des voies de I'immunité innée (facteur NF-xB et IRF3) et aussi de 'autophagie®. Ces
mécanismes peuvent étre détournés au cours d’une infection virale. Cette interaction N-TAX1BP1
a été validée in vitro par des essais de pull-down et d'immunoprécipitation. Nous avons montré
que la suppression de TAX1BP1 n'a qu'un impact limité sur la réplication du VRS dans les cultures
cellulaires. Cette collaboration a conduit au co-encadrement d’'un stage 2°™ année d’école
ingénieur (Venice Graf, AgroParisTech) ou nous avons mis en évidence une induction de
'expression de la protéine TAX1BP1 au cours d’une infection VRS chez des souris adultes
BALB/C. De plus, jai introduit au sein de notre animalerie la lignée de souris transgéniques dont
Iexpression de TAX1BP1 a été invalidée (TAX1BP1%°, Dr. Hidekatsu, Japon), ainsi que la lignée
contrdle pour permettre d’établir la relevance de l'interaction N-TAX1BP1 sur l'infection VRS in
vivo. Les expérimentations d’infection virale chez les souris adultes ont été effectuées dans le
cadre du stage d’'une étudiante en Master 2 (Sarah Madrieres, Université Paris Diderot). Nous
avons alors observé une réduction significative de la réplication virale, 4 jours post-infection, chez
les souris TAX1BP1X° par rapport aux animaux sauvages alors que les productions de cytokines
inflammatoires et les IFN-I sont augmentées (Figure 15).

*% RSV-Luciferase

or Mock

0 80 pL (187200 pfu) , IN

WT (strain 129)
or TAX1BP1*

8 weeks

A Lucirefase activity B IFN-I production Pro-inflammatory production
dp.i
i oo V.. PN«
12500 a * 15 TNF-« 0 Mock
- 0 Mock B HRSV-Luc
10000

3
1

B rHRSV-Luc

-
@
-3
=3

'S

n

g
o

IFN- production

(pg/mg of tissues)

Radiance (p/s/icm@/sr)
per mg of tissues
Cytokine production
pa/mg of tissues

e

»
&
2
=3

?

WT  TAX1BP1*® WT  TAX1BP{1*C WT  TAX1BP1*C

Figure 15 : La réplication virale du VRS est réduite dans les souris dépourvues de I’expression de la protéine
cellulaire TAX1BP1. Les souris adultes ont été instillés par le VRS-Luc (80uL). A. Quantification de la bioluminescence
induite par le VRS-Luc dans les poumons des souris adultes a 4 jours post-infection d.p.i.). B. Quantification de la
production de I'lFN-a et du TNF-a dans les poumons des animaux infectés par le VRS-Luc a 1 jours p.i.

J’ai ensuite caractérisé la réponse a l'infection par le VRS des AMs des souris TAX1BP1X° par
rapport aux cellules préparées a partir des animaux exprimant TAX1BP1 (WT). Les AMs
TAX1BP1X° produisent plus d’IFN-I et de cytokines inflammatoires (TNF-a. et IL-6) que les
cellules sauvages (WT) suite a l'infection par le VRS (Figure 16). L'infection in vitro de AMs
TAX1BP1X° confirme donc que la réponse immunitaire innée a l'infection par le VRS est renforcée
en l'absence de TAX1BP1.
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Figure 16 : La réponse immunitaire innée des AMs TAX1BP1XC est augmentée par rapport a des cellules
sauvages lors de l'infection VRS. Les AMs ont été isolés des poumons des souris adultes TAX1BP1X° ou WT, mis
en culture, puis infectés par le VRS-Cherry (MOI = 5) ou le virus inactivé par les UV (RSV-Cherry UV). Les IFN-I et les
cytokines inflammatoires (IL-6 et TNF-a) ont été dosés par luminex 24h apreés l'infection dans le surnageant.

Dans cette étude, nous avons décrit une interaction originale de la protéine virale N avec
TAX1BP1 et démontré que 'absence la protéine TAX1BP1 chez la souris entraine une production
augmentée des IFN-I et une réduction significative de la réplication virale. L’interaction N-
TAX1BP1 participe donc au contrdle de la réponse immunitaire innée au cours de l'infection chez
l'adulte et représente une nouvelle cible pour le développement d'antiviraux. L'impact de
I'interaction N-TAX1BP1 reste a étre démontrée dans le modéle souriceau.
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3.2.3 THEMATIQUE 3 : IDENTIFICATION DES INTERACTIONS FONCTIONNELLES ENTRE MICROBIOTE
PULMONAIRE & IMMUNITE PERINATALE.

L’exploration de l'influence du microbiote pulmonaire sur les compétences de la muqueuse
des poumons fait I'objet d’'une collaboration avec le Dr. Muriel Thomas (MICALIS, INRAE, Jouy-
en-Josas) depuis 2014 suite a la mise en évidence de linstallation progressive et rapide d’une
flore bactérienne pulmonaire au cours du temps chez les souriceaux®®. Le processus de
colonisation du poumon par un microbiote pose la question de son influence sur la maturation de
la barriére épithéliale pulmonaire et sur le développement de I'immunité en période périnatale.
Au démarrage de cette collaboration, I'effet d’'un microbiote pulmonaire sur la physiologie du
poumon était encore peu décrit. J’ai donc développé cette thématique dans I'équipe V2I qui a fait
'objet des travaux de recherche du Dr Quentin Marquant, post-doctorant que j'ai encadré
(financement DIM-OneHealth 2018/2020), et dont les résultats ont fait I'objet d’une
communication orale a 'European Respiratory Society (septembre 2019, Madrid).

Nous avons d’abord cherché a établir si la présence d’'un microbiote pulmonaire modulait la
réactivité du tissu pulmonaire a différents ligands mimant ou issus de pathogénes (appelés
PAMPSs). Ainsi nous avons mis en évidence que des stimulations par différents PAMPs ex vivo
d’explants pulmonaires (coupes de poumons obtenus en utilisant un microtome, « Krumdieck
Tissu Slicer ») de souris axéniques (animaux dépourvus de flores microbiennes) par différents
PAMPs entrainent des productions de cytokines plus rapides et plus fortes que celles engendrées
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par des coupes issues de poumons de souris conventionnelles (animaux pourvus de flores
microbiennes) (Figure 17).
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Figure 17 : Exemple de dosages par ELISA de sécrétion de cytokines (IL-6) d’explants de poumons de souris
axéniques (vert, GF)) et de souris conventionnelles (noir, SPF) exposés a différents PAMPs. Les poumons des
souris ont été instillés par 'agarose « low-melting point » afin de procéder a la coupe des tissus en explants dans
I'appareil Tissue Slicer. Mis en culture a 37°C, les explants sont débarrassés de 'agarose par des lavages successifs.
Le lendemain, les explants sont exposés via le milieu de culture a différents ligands. Les cytokines sont ensuite dosées
dans les surnageants de culture cellulaire au cours du temps.
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Cette réactivité exacerbée du tissu pulmonaire dépourvu de flore microbienne a des stimuli de
limmunité innée a été confirmée in vivo. Des souris axéniques (Animalerie Anaxem, INRAE,
Jouy-en-Josas) instillées par voie nasale avec du LPS, un composant de la paroi des bactéries
Gram’, présentent une réaction inflammatoire du tissu pulmonaire et un recrutement des
neutrophiles plus rapides que ceux observés chez les souris conventionnelles. Nous avons
également montré que des AMs isolés du poumon de souris axéniques réagissaient a une
exposition au VRS par une synthése plus intense d’'IFN-I et étaient moins permissifs a la
réplication virale que des AMs isolés de poumon de souris conventionnelles (Figure 18).
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Figure 18 : Les AMs issus de souris axéniques infectés par le VRS produisent plus d’IFN-I et sont moins
permissifs a la réplication virale que les cellules venant de souris conventionnelles. Les AMs ont été isolés des
poumons des souris adultes axéniques (rouge, GF) ou conventionnelles (noir, SPF), mis en culture, puis infectés par
le VRS (MOI = 5). Les IFN-I ont été dosés par luminex 24h apres l'infection dans le surnageant. Les ARN des lysats
cellulaires ont été préparés pour mesurer I'expression du gene N par PCR quantitative afin d’évaluer la réplication
virale.
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L’ensemble de ces résultats démontre que le microbiote pulmonaire est un élément participant
a la modulation des effecteurs de la réponse immunitaire innée des poumons et par conséquent,
peut affecter la sensibilité d’un individu a des pathogéenes.
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3.3 PROJETS EN COURS & PERSPECTIVES

Mes travaux actuels s’inscrivent dans la continuité de I'expertise développée sur les
spécificités de I'immunité mucosale des poumons en période périnatale et s’articulent autour des
trois thématiques de recherche précédemment décrites. Je les poursuis pour décrire les
caractéristiques tissulaires et immunologiques de la muqueuse pulmonaire, notamment chez le
veau, et pour définir quelles sont les interactions hotes-VRS impliquées dans I'hypersensibilité
des nouveau-nés a l'infection.

3.3.1 THEMATIQUE 1 : L’AUTOPHAGIE COMME MECANISME DE REGULATION DE LA REPONSE
IFN-1 PAR LA PROTEINES IRAP & TAX1BP1 AU COURS DE L INFECTION PAR LE VRS DANS LES AMSs.

La protéine IRAP.

Originellement connue comme un processus physiologique d’autodigestion nécessaire a la
survie cellulaire en cas de carence énergétique, I'autophagie est aussi mise en avant dans de
nombreux travaux pour son role dans la régulation de I'immunité. L’autophagie est impliquée dans
I'élimination de pathogénes intracellulaires, dans le contrdle de l'inflammation, la sécrétion de
médiateurs immunitaires et la mise en place de l'immunité adaptative®. A titre d’exemple, les
autophagosomes peuvent contenir des PAMPs et de ce fait facilitent leur reconnaissance par les
TLRs intracytosoliques en libérant les PAMPs au sein de la lumiére endosomale. Ainsi, en
absence d’autophagie (drogues ou souris chimériques Atg5™), des CDs plasmacytoides ne
produisent pas d’IFN-I lors de la reconnaissance et de I'activation du TLR7 par des virus a ARN
simple brin®. En revanche, I'autophagie induite dans des CDs dérivées de moelle osseuse par
carence nutritive associée a l'infection par le VRS exacerbe leurs productions d’IFN-3, d’IL-13 et
d’IL-6. En I'absence de MyD88 ou de TRIF (protéines adaptatrices des TLR3, TLR4 et TLR7), les
productions de ces cytokines sont réduites au moins de moitié®’. Dans des macrophages dérivés
de moelle osseuse, I'autophagie est aussi impliquée dans la production d’IFN-3 par ces cellules
exposées au VRS,

Etant donné que 'autophagie contribue a I'induction des IFN-I dans les macrophages dérivés
de moelle osseuse de souris adultes et que la présence de la protéine IRAP empéche les
souriceaux de produire les IFN-I au cours de l'infection par le VRS, nous supposons un réle
répresseur de la protéine IRAP sur l'autophagie pendant la période périnatale a I'origine de
l'inhibition de la réponse IFN-I au cours de l'infection par le VRS. J’ai donc commencé a tester
cette hypothése au cours du travail de thése de Carole Drajac en analysant le processus de
'autophagie lors de I'exposition au VRS dans des AMs de souriceaux et d’adultes et en évaluant
si ce processus biologique est dépendant de la présence de la protéine IRAP dans les cellules.
Ainsi, nous avons testé dans des AMs, isolés a partir des lavages broncho-alvéolaires réalisés
chez des souriceaux et des adultes C57BL6 WT et IRAPX®, I'expression de la protéine beclin-1,
une protéine de l'autophagie dont le réle est indispensable au début de la formation de
l'autophagosome. Nos images confocales (collaboration avec le Dr. Loredana Saveanu,
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INSERM) montre des spots beclin® en quantité plus importante dans les AMs adultes WT que les
AMs de souriceaux (Figure 23b et d, conditions 2h/WT). En I'absence de la protéine IRAP, le
nombre de spots beclin® augmente significativement dans les AMs néonataux IRAPX® par rapport
aux WT, 2h aprés linfection virale (Figure 23c et d conditions 2h/IRAP¥°). Ces données
préliminaires montrent une mobilisation du processus autophagique plus importante dans les
AMs adultes que dans les cellules des nouveaux-nés, processus qui augmente significativement
en absence d'IRAP. La prochaine étape serait de tester I'effet d’inhibiteurs de l'autophagie
comme la wortmannine ou la 3-methyladenine sur la production des IFN-I par les AMs suite a
l'infection par le VRS. Jambitionne pour faire avancer ce projet de proposer un sujet de stage de
Master 2 en 2024.

IRAP KO WT

Adult AM

Neonatal AM

RSV, 2h

Figure 23 : Détection de la protéine beclin-1 analysée 2h aprés l'infection ex vivo par le VRS dans des AMs
isolés a partir de souris adultes ou nouveau-nés C57BL6 ou IRAPX°, Images prises en microscopie confocale
(grossissement x63).

La protéine TAX1BP1.

Nous avons précédemment démontré avec le Dr. Marie Galloux que I'interaction des protéines
N-TAX1BP1 participe au contrdle des IFN-I par les AMs®®. Dans la logique d’une implication de
'autophagie dans la production des IFN-I par les AMs, nous avons constaté que 'infection par le
VRS des souris TAX1BP1X© entraine une expression plus importante des transcrits des génes
de I'immunité innée (IL-6, Ifitm3) et, de fagon significative, des génes de I'autophagie (Lc3, Afg5)
au jour 2 post-infection (données non publiées). Ces données suggerent que l'interaction de la
protéine virale N avec TAX1BP1 soit un moyen pour le VRS de limiter I'induction de I'autophagie
afin de limiter la réponse antivirale de I'h6te. Cette hypothése fait I'objet d’'un workpackage que
je coordonne avec le Dr. Marie Galloux dans ’ANR SARDINN retenue pour financement a I'appel
d’offre en 2022. En partenariat avec les Drs. Chloé Journo, Audrey Escalatine et Arnaud Moris,
ANR SARDINN s’intéressera a différents récepteurs de l'autophagie sélective dans la
signalisation de l'immunité innée et de la présentation antigénique. Grace au travail d’'un
assistant-ingénieur a recruter pour notre tache, nous essaierons de préciser le role de TAX1BP1
dans la production des IFN-I par les AMs infectés par le VRS et comment l'interaction de cette
molécule avec la protéine N du virus est perturbée dans cette fonction.

L’ensemble de ces nouvelles données potentielles sur les protéines cellulaires IRAP et
TAX1BP1 constitue un prérequis pour le développement rationnel de stratégies antivirales.

3.3.2 THEMATIQUE 2 : IMPACT & MODULATION DU MICROBIOTE PULMONAIRE SUR L'IMMUNITE
NEONATALE ET LA SENSIBILITE A L'INFECTION PAR LE VRS

Dans le cadre du projet Prématuration IDEX — ALRIgHT auquel j'ai contribué, le groupe du Dr.
Muriel Thomas (MICALIS, INRAE) a généré une collection de bactéries commensales primo-
colonisatrices du poumon des souriceaux®. En particulier, il a été établi que Iinoculation
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intranasale de ces souches administrées plusieurs fois séparément et précocement a des
souriceaux peuvent influencer positivement ou négativement le développement de I'asthme des
animaux (modeéle d’induction d’'une sensibilisation par exposition a des débris d’acariens). Cette
étude apporte la preuve qu’une intervention sur le microbiote pulmonaire en période périnatale
peut moduler la sensibilité des nouveau-nés a des pathologies pulmonaires, et donc
potentiellement a I'infection par le VRS. Dans cette hypothése, je continue mes investigations sur
le microbiote pulmonaire et la sensibilité du souriceau a I'infection par le VRS a travers I'utilisation
de cette collection de souches primo-colonisatrices isolées des poumons chez les souriceaux ou
d’animaux axéniques dépourvues de flore microbienne ou gnotoxéniques a flore controlée. Le
projet RESPIBIOTE, que je développe en collaboration avec les Drs. Muriel Thomas et Vinciane
Saint-Crig (MICALIS, INRAE), a été initié avec les travaux de recherche du Dr. Quentin Marquant,
post-doctorant que j'ai encadré (financement DIM-OneHealth 2018/2020), et continue dans le
cadre de la thése de Claire Chottin (co-encadrement avec le Dr. Sabine Riffault, bourse de I'école
doctorale ABIES 2021-2024) dont certains résultats ont été sélectionnés pour des
communications orales aux Journées de la Recherche Respiratoire (Octobre 2021, Brest) a
I'International RSV Symposium (Octobre 2022, Belfast). Le projet RESPIBIOTE a regu le soutien
financier la fondation Air Liquide.

Modulation de la sensibilité néonatale au VRS par des bactéries primo-colonisatrices.

Notre hypothése est que les bactéries commensales primo-colonisatrices du poumon, qui sont
les premiers micro-organismes a « conquérir » le tractus respiratoire, participeraient a la
maturation de 'immunité de la muqueuse pulmonaire et donc a la sensibilité du nouveau-né a
des pathologies pulmonaires. La manipulation de ces souches permettrait d’orienter la réponse
immunitaire vers une immunité de type 1 protectrice contre l'infection VRS. Notre projet vise a
faire la preuve de concept qu’il est possible par I'utilisation de souches primo-colonisatrices de la
flore commensale du poumon de limiter la sévérité de l'infection par le VRS en période néonatale.

Nous avons déterminé le profil de croissance et réalisé l'identification (séquengage des
produits de PCR de 'ARN 16s et spectrométrie de masse par la plateforme CIRM INRAE,
Nouzilly) des 25 souches composant notre collection de bactéries primo-colonisatrices des
poumons des souriceaux. Notre collection de bactéries se compose majoritairement de deux
phyla prépondérants du microbiote pulmonaire chez le nouveau-ng, soit le phylum des
Gammaproteobacteria (28%) et le phylum des Firmicutes (72%) avec une prédominance pour ce
dernier. Ces 25 souches primo-colonisatrices ont été caractérisées sur des explants de poumons
de souriceaux par la nature des cytokines sécrétées et par leur effet sur la réplication du VRS.
Ainsi, nous avons identifié plusieurs bactéries non cytotoxiques pour le tissu pulmonaire avec la
capacité de faire sécréter, par les explants, des cytokines d’immunité de type 1 (Interleukine-12,
IFNy) et/ou a interférer avec la réplication virale (Figure 24A). La bactérie 17 a été sélectionnée
pour avoir généré une signature cytokinique originale (immunité de type 1 et IL-9) et pour son
effet inhibiteur sur la réplication du VRS ex vivo (Figure 24B). La pré-exposition a la bactérie 17
améliore l'activité anti-virale des AMs de souriceaux infectés par le VRS en augmentant leur
production d'IFN-I. Ces données nous ont encouragé a tester I'effet bénéfique de la bactérie 17
dans un modéle murin d’infection VRS chez le souriceau. Nos résultats préliminaires montrent
que l'inoculation préventive de la bactérie 17 entraine une réduction de la réplication virale dans
les poumons des souriceaux 2 jours post-infection par le VRS (Figure 25). L’analyse de
linfiltration cellulaire des poumons des souriceaux traités avec la souche 17 révele une
augmentation du nombre de cellules présents dans les lavages broncho-alvéolaires dont la nature
reste a caractériser. Dans I'ensemble, nos résultats montrent que la bactérie 17 exerce aussi un
effet protecteur contre la primo-infection virale in vivo chez le souriceau.
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Dans le cadre du travail de thése de Claire Chottin, nous tenterons de définir la nature de
linfiltration pour caractériser les cellules immunitaires recrutées par le traitement afin de définir
le type d'immunité induit par la souche 17 in vivo. Le mécanisme d’action de la bactérie et les
métaboliques qu’elle peut produire feront I'objet aussi d’études pour comprendre comment et par
quoi cette souche primo-colonisatrice exerce son effet bénéfique chez le souriceau contre
l'infection par le VRS. Par ailleurs, jai établi une collaboration avec la Pr. Isabelle Sermet-
Gaudelus (INSERM, Hopital Necker-Enfants Malades, Paris) pour valider I'action bénéfique anti-
VRS des souches primo-colonisatrices sélectionnées dans un modéle de cellules épithéliales
nasales de jeunes patients atteints de mucoviscidose (Biobanque nationale mise a disposition
pour les travaux de thése de Claire Chottin). Notre but est de développer une recherche
translationnelle basée sur des probiotiques du poumon anti-VRS a action bénéfique conservée
dans le contexte de la mucoviscidose. J’ai obtenu en 2022 a un financement de I'association
« Vaincre La Mucoviscidose » pour soutenir cette recherche.
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Figure 24 : Caractérisation des signatures cytokiniques et anti-réplicatives des souches primo-colonisatrices.
A. Heatmap des cytokines dosées au Luminex pour toutes les bactéries étudiées réalisée a partir de calculs de ratio
entre les médianes des différents échantillons par rapport a la condition contréle. Plus le ratio est important plus la
couleur du ratio est rouge foncé et donc la cytokine produite. B. Réplication virale dans des explants pré-exposés a la
bactérie 17 ou 25 analysée par dosage de l'activité luciférase dans les broyats des explants a 16 h post-infection.
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Figure 25 : Réplication virale dans les poumons de souriceaux BALB/C pré-traités a la bactérie 17. Réplication
virale du VRS-luc en présence de la bactérie 17 (10° ou 10° CFU/instillations administrées préventivement a J2 et J5
de vie de 'animal) analysée par dosage de [l'activité luciférase dans les broyats des poumons a J2 post-infection.
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Des souriceaux axéniques aux _souriceaux gnotoxéniques pour comprendre la
contribution du microbiote sur la sensibilité du nouveau-né a l'infection par le VRS.

Le microbiote nasopharyngé de jeunes enfants peut influencer la propagation de l'infection par
le VRS aux voies respiratoires inférieures et moduler la réponse immunitaire de I'hdte®=°. Bien
que l'association de dysbioses (un déséquilibre du microbiote associé a des conséquences
néfastes pour I'héte) a des pathologies pulmonaires est avérée, le role causal de ces dysbioses
dans la survenue de pathologies pulmonaires n’est pas clairement établi. Fort de notre expérience
sur les souris axéniques adultes’, jaimerai profiter de I'opportunité d’accés a des souriceaux
dépourvues de flore microbienne (souriceaux axéniques) sur notre centre de recherche, pour
étudier finement comment I'absence ou la perturbation du microbiote au début de la vie pourrait
entrainer un déréglement des réponses immunitaires et une altération de la défense contre les
infections par le VRS, et générer une empreinte anormale du systéme immunitaire a long terme.
Pour cela, jai établi une collaboration avec les Drs. Elisabeth Menu et Nabila Seddiki (IDMIT,
CEA/INSERM, Fontenay-aux-roses) qui développent actuellement un modéle translationnel de
primate non humain (PNH) chez le nouveau-né qui partage avec I'hnomme une organisation du
systéme immunitaire et une composition du microbiote trés similaires. En utilisant le modéle de
souriceaux axéniques qui permettra une manipulation et un contréle spécifiques des espéces de
microbiote, et le modéle translationnel de PNH nouveau-nés, nous souhaitons mener de maniére
concomitante les objectifs suivants dans le nouveau projet NEOMIS :

1) Déchiffrer les conséquences de I'absence de microbiote sur la compétence immunitaire
pulmonaire des souris nouveau-nés et leur susceptibilité a l'infection par le VRS. Nous utiliserons
aussi notre collection de souches bactériennes primocolonisatrices isolées des poumons de
souris nouveau-nés dont les propriétés immunostimulantes ont été caractérisées. Par
linoculation d’animaux axéniques avec des souches primocolonisatrices sélectionnées
(souriceaux gnotoxéniques), nous établirons également comment I'orientation de la composition
du microbiote pulmonaire influence les réponses immunitaires et les défenses contre l'infection
par le VRS.

2) Evaluer la réponse a linfection par le VRS chez les nouveau-nés PNH traités aux
antibiotiques pour créer une dysbiose (deux groupes de nouveau-nés allaités seront traités ou
non aux antibiotiques puis infectés par le VRS). L'équipe du CEA suivra I'évolution longitudinale
et la comparaison de la composition du microbiote/métabolite dans les compartiments de la
muqueuse respiratoire et intestinale, et étudierons en paralléle le montage et la régulation d'une
réponse immunitaire anti-VRS dans les compartiments de la muqueuse, des organes lymphoides
et du sang périphérique.

Le projet NEOMIS sera déposé au prochain appel ANR et ambitionne d’établir un modéle
préclinique pédiatrique du VRS, dont les résultats scientifiques ouvriront de nouvelles
perspectives a des fins cliniques futures (validation chez les bébés exposés au VRS des
biomarqueurs identifiés au cours de cette étude, développement de stratégies pour inverser l'effet
délétére des perturbations du microbiote...).

3.3.3 THEMATIQUE 3 : DEVELOPPEMENT D’OUTILS ET CARACTERISATION DE LA REACTIVITE DES
CELLULES EPITHELIALES ET DES AMS COMPOSANT LA MUQUEUSE PULMONAIRE DES VEAUX.

Développement de nouveaux outils pour étudier le VRSb.

Notre compréhension de la réaction des cellules composant la muqueuse pulmonaire chez le
veau lors d'une infection par le VRSb est limitée par le peu d'outils de culture cellulaire
disponibles. Il est donc nécessaire de développer des outils cellulaires et moléculaires pour
étudier le VRSb afin d’améliorer nos connaissances immunologiques chez le veau ou des tester
des nouvelles drogues thérapeutiques pour mieux gérer la santé respiratoire dans nos élevages.
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C’est dans cette objectif que jai participé au projet ANR EpiLungCell (coordinateur Dr. Bertrand
Pain, INSERM, U1208, Lyon) qui a permis de développer un nouveau modele de culture primaire
en interface air-liquide de cellules épithéliales pulmonaires différenciées a partir de poumons de
foetus de veaux (collaboration Dr. Fabienne Archer, IVPC, INRAE, Lyon). En collaboration avec
le Dr. Jean-Francgois Eléouét (VIM, INRAE, Jouy-en-Josas), j’ai contribué a générer un virus bovin
fluorescent (mCherry) par génétique inverse afin de faciliter le suivi du virus dans les cellules. J’ai
supervisé les différentes expériences menées par I'ingénieure d’étude de I'équipe V2I (Cécile
Ferret) qui ont permis de caractériser la réplication virale du VRSb-mCherry et la réactivité
cytokinique du nouveau modeéle cellulaire développé par nos collaborateurs. Deux articles sont
en préparation sur ces nouveaux outils d’'analyse de la réponse de I'épithélium pulmonaire a
l'infection par le VRSb.

Etude de I'effet de I’infection des cellules épithéliales et les AMs par le VRSb.

Parallélement, j'ai entrepris d’aborder la question de la pathogénése de l'infection par le VRSb
en développant des modéles expérimentaux ex vivo adaptés soit a partir d’explants de poumons
ou des AMs chez le veau. Financée par mon projet Jeune Chercheur (Département Santé Animal
— INRAE), jJai commencé a analyser la réactivité du tissu pulmonaire du veau en comparaison a
un individu adulte a différentes stimulations dont linfection par le VRSb. Pour ce projet, jai
relancé dans notre unité la production et la titration de différentes souches de VRSb obtenues
par le Pr. G. Meyer (ENVT, Toulouse). Grace a la collaboration avec le Dr. Aude Remot (ISP,
INRAE, Nouzilly), jai pu avoir accés a différents abattoirs de ville pour lesquels son équipe
posséde les autorisations d’accés. Les expérimentations ont lieu conjointement dans les locaux
d’ISP pour optimiser I'utilisation des prélevements. Ensemble, nous avons validé le systeme
expérimental de culture des explants pulmonaires chez la vache et le veau (viabilité au cours du
temps) et démontré que ce modéle est pertinent pour comparer la réactivité du tissu pulmonaire
selon I'age de I'animal lors d’infections virales (VRSb) ou bactériennes (Mycobacterium bovis)®'.

Nos résultats nous ont encouragé a participer au projet HealthyCalf, consortium de 8
partenaires pluridisciplinaires et impliquant les unités expérimentales INRAE du Pins (Gouffern-
en-Auge) et de TUPAO (Nouzilly), financé par APIGENE et coordonné par le Dr. Fabrice Laurent
(ISP, INRAE, Nouzilly). Ce projet propose d’identifier chez les jeunes bovins des biomarqueurs
génétiques de sensibilité aux infections digestives et respiratoires a partir d’'une signature
cytokinique prédictive des cellules du sang exposées a différents ligands de I'immunité innée. Les
cytokines ont été dosées par des dosages multiplexés au luminex MagPix pour lequel j'ai obtenu
le financement par la région lle-de- France (DIM OneHealth). J'ai formé a cette technologie et
encadré le travail d’'un assistant-ingénieur (Vincent Pietralunga) puis d’ingénieures d’étude (Claire
Chottin puis Cécile Ferret) pour mener a bien ces analyses. L’intégration de ces données a été
réalisées et les analyses avec les données génétiques sont en cours auprés de nos
collaborateurs (Drs. Didier Boichard et Pauline Martin, GABI, INRAE).

Parallélement dans ce projet, j’ai eu la co-responsabilité d’'un workpackage dont I'objectif était
de définir et de comparer la signature immunitaire innée de différents types cellulaires chez des
veaux apreés stimulation par des ligands des récepteurs de 'immunité innée sur des trés jeunes
veaux. Le but est de mettre en évidence I'existence d’une signature cytokinique commune entre
le compartiment sanguin et le compartiment pulmonaire pour établir si la réponse des cellules du
sang pourrait refléter la réponse de la muqueuse pulmonaire a une infection. Le sang de 25 veaux
de moins de 10 jours de vie (élevage de 'UPAO) a été prélevé dans des monovettes chargées
avec des ligands synthétiques de récepteurs de I'immunité innée (R848 pour le TLR7/8, LPS pour
le TLR4 et MDP pour NOD2) pour analyser la sécrétion des cytokines dans le plasma aprées 24h
d’incubation a 37°C. Des explants de poumons ont été préparés avec l'appareil « Krumdieck
Tisue Slicer » sur ces méme veaux et stimulés directement post-mortem. Des lavages broncho-
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alvéolaires ont également été realisés pour isoler les AMs, les congeler pour étudier leur réponse
extemporanément. Les stimulations ont été realisées avec les mémes ligands que ceux utilisés
dans les monovettes. Les explants et le sang ont également été exposés a du Bacille de Calmette
Guérin (BCG) inactivé. Les échantillons ont par la suite été analysés par la technologie Luminex
afin de doser la sécrétion de 15 cytokines/chimiokines dans chaque échantillon (Figure 19). Ce
travail a nécessité la coordination des équipes ISP, VIM et 'UPAO, et jai supervisé le travail de
Cécile Ferret sur les expérimentations s’appliquant aux AMs.
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Figure 19: Démarche expérimentale de la comparaison des signatures cytokiniques innées des
compartiments pulmonaire et sanguin chez le veau.

Ainsi, nous avons pu définir une signature cytokinique de la réponse innée des cellules du
sang, des explants pulmonaires et des macrophages alvéolaires de 25 veaux. Nous avons
comparé le niveau moyen de production des cytokines dans les différentes conditions (Figure
20A, illustration de la détection de I'lL-1a) et en particulier leur ratio (Fold Change) par rapport a
la condition témoin. On observe une variation des réponses aux trois ligands par rapport a la
condition témoin dans tous les compartiments tissulaires (Figure 20A). Les conditions LPS/R848
stimulent la synthése des cytokines IL-1a, IL-10, CCL3, IL-1B, TNFa, IL-6 et IFNy par rapport au
témoin principalement pour les explants et le sang. La stimulation par le ligand MDP entraine des
productions cytokiniques plus faibles et proches du niveau du contrble. Les AMs répondent en
moyenne plus faiblement a 'ensemble des conditions de stimulation que les autres cellules (sang
et explants).
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Figure 20 : Comparaison du profil cytokinique suite a une stimulation par les ligands de I'immunité innée des
cellules du sang, des explants pulmonaires et des AMs issus des veaux. A. Exemple du profil de sécrétion de
I'lL-1ca. B. Représentation en Heatmap de la production des cytokines exprimés en ratio de la concentration produite
dans la condition stimulée sur celle dans la condition contréle).

Actuellement, nous finalisons les analyses biostatistiques de ces jeux de données
(collaboration avec Luc Jouneau, VIM) en vue de publier les résultats. Nos premieres
observations tendent a établir que le compartiment sanguin et le compartiment pulmonaire
présentent des réponses cytokiniques comparables pour différentes stimulations. La réactivité
des cellules du sang a différentes stimulations pourrait donc étre prédictive de la réponse des
cellules de la muqueuse pulmonaire chez le veau.

Signatures immuno-metabolomiques des cellules immunitaires innées bovines.
L'immunomeétabolisme est un domaine de recherche émergent qui explore le dialogue
dynamique entre les voies métaboliques bioénergétiques et les cellules du systéme immunitaire
au cours de la défense de I'héte. De telles études ont permis d’établir que les fonctions et les
réponses des cellules immunitaires a leur environnement ou lors d’infections sont fagonnées par
des changements dans les voies métaboliques, telles que la glycolyse, le cycle de l'acide
tricarboxylique (TCA), la voie des pentoses phosphatés, I'oxydation des acides gras, la synthése
ou l'oxydation des acides gras (AG), et le métabolisme des acides aminés®. Ces changements,
nommeés reprogrammation ou remodelage meétabolique, sont nécessaires aux cellules pour
favoriser leur survie cellulaire, leur différenciation et leur fonction. Par ailleurs, I'orientation du
métabolisme cellulaire est différente selon les expositions microbiennes, comme démontré avec
des monocytes humains exposés a différents activateurs des récepteurs de I'immunité innée®.
La reprogrammation métabolique constitue donc un événement régulateur majeur de la réponse
immunitaire, en particulier la réponse innée, a la fois a I'état basal et dans des contextes
pathologiques. Bien qu’étant un champ de recherche en pleine expansion en santé humaine,
limmunométabolisme reste trés peu exploré chez les cellules immunitaires innées des bovins.
En collaboration avec les Drs. Aude Remot et Sonia Lacroix-Lamandé (ISP, INRAE), je
coordonne le projet MetaBov (financement département Santé Animale INRAE) dont le but est
de caractériser les signatures transcriptomiques et métaboliques de différents types cellulaires
de 'immunité innée d’intérét dans les pathologies bovines : les AMs du poumon, les neutrophiles
sanguins et les macrophages et CDs de l'intestin. Chacune d’entre nous a pu isoler ses cellules
d’intérét a partir de 6 veaux Holstein agés d’environ une semaine, animaux dont nous disposions
dans le cadre du projet HealthyCalf. Ainsi, jai travaillé sur les AMs mis en culture (Figure 21).
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Figure 21 : Objectifs et méthodologie du projet MetaBov.

Le transcriptome et le profil métabolique de ces types cellulaires ont été analysés a I'état basal
et suite a une exposition au vaccin vivant atténué Bacille de Calmette Guérin (BCG), connu pour
modifier le profil métabolique des cellules immunitaires®. Selon la pertinence du type cellulaire,
des stimulations par le VRSb ou par un ligand ciblant les récepteurs de 'immunité innée TLR2-
NOD2 ont été réalisées pendant 2h ex vivo. Grace aux données de RNAseq obtenues a partir
des culots cellulaires (analyses effectuées par le Dr. Guillaume Sallé, ISP, INRAE) et des
métabolites dosés dans les surnageants de culture par spectrométrie LC-MS (collaboration avec
le Dr. Florence Castelli, CEA, Saclay), nous prévoyons de :

1- Définir les signatures transcriptomiques et métabolomiques de chaque type cellulaire a I'état
basal ;

2- Comparer les signatures des différents types cellulaires circulants ou dans différents organes
(poumon vs intestin) ;

3- Analyser les similarités et différences entre ces types cellulaires pour les voies biologiques
modifiées par une exposition a un agent infectieux ou un immunostimulant.

Nos premiéres analyses mettent en avant des caractéristiques transcriptionnelles
discriminantes et des différences majeures a I'état basal entre les cellules immunitaires innées.
L’analyse pondérée des réseaux de co-expression des génes (analyse WGCNA) a permis de
détecter des modules ou groupes de genes exprimés de maniére différentielle et significativement
associée aux types de cellules (Figure 22A). Ainsi, 16 modules spécifiques aux cellules ont été
trouvés, ce qui suggere une capacité de réponse différentielle entre ces types de cellules. L’étude
de la réponse transcriptomique et des modifications du métabolisme des cellules immunitaires
bovines dans un contexte d’exposition au BCG, ou au VRS ou au ligand TLR2-NOD2 est en
cours. Nos premiéres analyses multivariées en composantes principales sur les données
transcriptomiques tendent a confirmer que les types cellulaires répondent différemment a
I'exposition au BCG (Figure 22B). Ces données sont par ailleurs en cours d’intégration dans le
logiciel « Ingenuity Pathways Analysis » afin de modéliser et comprendre les systémes
biologiques modifiés. Des analyses plus approfondies des réponses transcriptomiques et
métabolomiques sont prévues au sein de chaque type cellulaire et entre type de cellules proches
d’un point de vue fonctionnel (AMs et macrophages intestinaux) ou tissulaire (macrophages et
CDs intestinaux).
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Figure 22 : Analyses statistiques des données transcriptomiques collectées sur les différents types de cellules
de veaux étudiés (AMs, neutrophiles du sang, macrophages et CDs des intestins). A. Analyse pondérée de
réseaux de co-expression de genes (analyse WGCNA) et modules associés selon le type de cellules. B. L’analyse
multivariée en composante principale sur les données transcriptomiques des cellules a I'état basal ou stimulés conduit
a des clustering différentiels par type de cellules.

Ces analyses sont un prérequis indispensable pour comprendre les modifications du
métabolisme des cellules immunitaires bovines dans un contexte infectieux, ou dans des
approches d'immunostimulation. Elles seront un élément important pour proposer de nouvelles
stratégies thérapeutiques innovantes dirigées vers ’h6te notamment en orientant I'induction des
voies métaboliques pour lutter contre les agents infectieux.
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4. CONCLUSION

4.1 PARCOURS SCIENTIFIQUE

Mon parcours universitaire et les travaux de recherche que jai pu mener avant mon
recrutement m’ont permis d’acqueérir des compétences tant théoriques qu’expérimentales dans
les domaines de I'immunologie, de la biologie cellulaire et moléculaire, et notamment une solide
expérience sur I'arsenal immunitaire mobilisé au cours d’infections pulmonaires bactériennes ou
virales. Ces expertises ont été un atout pour mon intégration et conduire mes travaux de
recherche dans le groupe du Dr. Sabine Riffault de I'équipe V2I, que je co-anime depuis 2018,
pour comprendre les réponses immunitaires pulmonaires impliquées dans I'hypersensibilité des
nouveau-nés vis-a-vis du VRS. L’ensemble de mes travaux repose sur des approches
pluridisciplinaires ayant nécessité I'établissement de nombreuses collaborations avec des
collegues virologistes, immunologistes, ou bio-informaticien au sein de l'unité, de notre institut
ainsi qu’avec des laboratoires nationaux et internationaux concrétisées par des demandes de
financement.

Depuis presque 10 ans, jai participé a 'ensemble des projets du groupe portant aussi sur la
vaccination anti-VRS. Jai la responsabilité scientifique des projets caractérisant I'immunité
pulmonaire et 'immunopathologie associée a I'infection par le VRS en période périnatale aussi
bien dans le modéle murin que dans le modéle bovin. L'immunité mucosale et le microbiote des
poumons en période périnatale sont des acteurs de la santé animale encore peu décrits. Dés
mon arrivée, j’ai porté un intérét particulier pour les réponses immunitaires innées de la muqueuse
pulmonaire dans cette période si particuliere que constitue le début de la vie. Ainsi, mes travaux
de recherche ont permis de mettre en évidence le role inédit des lymphocytes nBregs CD5" et
leur interaction moléculaire avec les AMs lors de l'infection par le VRS. Mon expertise sur les
AMs dans la réponse des poumons face a des pathogenes m’a permis de développer cette
nouvelle thématique, notamment chez les souriceaux et le veau, dans notre groupe. Ainsi, a
travers les études moléculaires, nous avons démontré notamment I'implication de différentes
protéines cellulaires telles que IRAP et TAX1BP1 dans le contrdle de la production des IFN-I par
les AMs. L’ensemble de ces études a mis en lumiére la fonction clé des AMs dans
'environnement de la muqueuse pulmonaire en période périnatale et la régulation fine de leur
capacité a produire les IFN-I lors d’'une infection par le VRS. Elles démontrent les multiples
interactions entre les cellules composant la muqueuse des poumons qui évolue rapidement aprés
la naissance. Enfin, un objectif majeur de mes travaux vise a explorer le réle du développement
et l'influence du microbiote pulmonaire sur la sensibilité des jeunes a linfection par le VRS.
L’exploration du microbiote pulmonaire ouvre une perspective originale pour améliorer nos
connaissances de 'immunité périnatale et proposer de nouvelles cibles pour moduler la santé
des nouveau-nés. Je souhaite soutenir mes activités de recherche sur lidentification des
interactions entre la muqueuse pulmonaire et le microbiote, et la réponse immune de I'héte dictant
la sévérité de linfection par le VRS. Une meilleure caractérisation des aspects cellulaires et
moléculaires de la muqueuse pulmonaire spécifiques a cette période de la vie, permettra de
comprendre cette fenétre de vulnérabilité et de proposer des stratégies d’intervention pour en
faire une période d’opportunité de lutte contre les agents pathogénes. Mes différents axes de
recherche reflétent la complexité des interactions entre les composants de I'immunité mucosale
des poumons dont les fonctions et les compétences restent sous l'influence de I'exposome du
jeune, perspective de recherche a intégrer pour une compléte compréhension de la sensibilité du
jeune a l'infection par le VRS.
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4.2

ENCADREMENT DEPUIS MON RECRUTEMENT A L’INRAE

Depuis mon recrutement a 'INRAE en 2013, j'ai eu 'opportunité d’encadrer plusieurs étudiants
en Master 2 ou en école d’'ingénieurs, deux étudiantes en thése et un post-doctorant qui ont
activement participé a 'avancement de ces travaux. J’ai aussi supervise le travail de plusieurs
ingénieures d’études et d’assistantes-ingénieurs qui ont trés fortement contribué a I'élaboration
de protocole inédits et le développement de nouvelles technologies dans mes projets. Cette
activité d’encadrement et de formation est résumée dans le tableau suivant.

Personne FLIE) G Thématiques de recherche Evolytlon
poste professionnelle

Carole Drajac

Daphné Laubreton

Vénice Graf

Vincent Pietralunga

Sarah Madriéres

Quentin Marquant

Marion Prost

Andréa Mialet

Edwige Bouguyon

Claire Chottin

Cécile Ferret

Anneline Dubard

Master 2 puis
Doctorat

Ingénieure d’études

Etudiante en école
d’ingénieurs

Assistant-Ingénieur

Master 2

Post-doctorat

Master 2

Master 2

Assistante-Ingénieur

Ingénieure d’études
puis Doctorat

Ingénieure d’études

Master 2

2014 - 2018

2015 - 2017

2015 -2016

2017 - 2019

2016 - 2017

2018 - 2021

2018 - 2019

2019 - 2020

2018 - 2021

2019 — 2021
2021 -2024

Depuis 2021

2022 - 2023

Macrophages alvéolaires, régulation
moléculaire, IRAP & voie des IFN-|

nBreg & effet age dans linfection VRS

Caractérisation de l'intéraction TAX1BP1
& VRS

Immunocompétence innée des jeunes
bovins

Caractérisation du role de TAX1BP1
dans linfection VRS

Immunomodulation par le microbiote
pulmonaire & VRS

Propriétés immunostimulantes de
souches du microbiote pulmonaire

Caractérisation de I'action anti-VRS de
souches du microbiote pulmonaire

Production des VRS bovins et
caractérisation

Microbiote pulmonaire, immunité
périnatale et sensibilité a I'infection VRS

Immunocompétence innée des jeunes
bovins, macrophages & VRS bovin

Exposition aux nanoparticules
métalliques & incidences pulmonaires

Cheffe de produit Biologie
Moléculaire (Eurobio, CDI)

Ingénieure d’études (INSERM,

titulaire)

Responsable RSE (Sanders,

CcDI)

Responsable de l'information
scientifiqgue (NetCancer, CDD)

Conseillere scientifique ANSM,

cDl)

Ingénieure de Recherche
(Hopital Foch, CDI)

Ingénieure d’études (ICAN,
CDD)

Doctorante au CEA Paris-
Saclay

Retraitée

Recrutement dans I'équipe V2|
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en période périnatale sont des acteurs de la santé
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Abstract :

Respiratory syncytial virus (RSV) is the main etiologic
agent of bovine bronchopneumonia (bovine RSV) and
infant bronchiolitis (human RSV). RSV infection can
cause severe lower respiratory tract disease in infants,
unlike in adults where it is usually asymptomatic and
confined to the upper respiratory tract.

The infant susceptibility to RSV infection is intrinsically
and
microbiological characteristics of the lung mucosa
during the perinatal period. Mucosal immunity and
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pulmonary microbiota in the perinatal period are
players in animal health that are not yet well
documented in the literature.

Understanding these characteristics of the neonatal
lung and the external factors that regulate them
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