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Résumé en francais

Introduction : Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID), incluant les fibroses pulmonaires
idiopathiques (FPI), sont des pathologies rares et séveres. Dans moins de 20% des cas, un défaut
moléculaire d’un géne du complexe des télomérases ou du surfactant est identifié. L’objectif de ce
travail a été de documenter, dans une cohorte de patients pédiatriques et adultes présentant une PID
sans cause identifiée, des variations des geénes codant les protéines du surfactant (SP), en particulier
SP-Al, SP-A2 et SP-D.

Méthodes : Les geénes du surfactant, en particulier SFTPAI, SFTPA2 et SFTPD, ont été séquencés et
les variations identifiées ont été étudiées par des analyses fonctionnelles et tissulaires.

Résultats : Dans une cohorte de 345 patients, une mutation hétérozygote du gene SFTPAI
(p.Trp211Arg) a été identifiée dans une large famille. Les PID étaient isolées ou associées a des
adénocarcinomes pulmonaires chez des patients avec FPI. La mutation W211R concerne un acide
aminé invariant au cours de 1’évolution, altére la sécrétion de SP-A1 et I’expression tissulaire de SP-A.
Cinq nouvelles variations de SFTPA2 ont aussi ét¢ identifiées. Au total, une variation de I’un des
génes du systéme du surfactant a été retrouvée pour 7,5% des patients.

Conclusion : Cette étude a permis d’impliquer pour la premiére fois le géne SFTPAI dans les PID de
I’enfant et de I’adulte. L’association entre les mutations de SFTPAI et SFTPA2 et un risque plus élevé
de cancers pulmonaire souléve la question d’un conseil génétique complexe, et ouvre des hypothéses
physiopathologiques nouvelles ciblant, entre autres, les anomalies de prolifération et de réparation de

la surface alvéolaire.



Titre en anglais

Alteration of the Surfactant Protein A expression in idiopathic interstitial pneumonia



Résumé en anglais

Background: Idiopathic interstitial pneumonias (IIP) comprise a heterogeneous group of rare lung
parenchyma disorders with high morbidity and mortality. In adults, the most common form of IIP is
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). A genetic cause is identified in up to 20% of cases, telomerase
and surfactant genes mutations being the first etiologies. This study aims to investigate the implication
of the genes encoding the surfactant protein (SP), in particular SP-A1, SP-A2, and SP-D, in pediatric
and adult patients with unexplained IIP.

Methods: Surfactant genes, in particular SFTPAI, SFTPA2 and SFTPD, were sequenced. New
variations were studied with functional and tissues experimentations.

Results: The study involved 345 patients. A heterozygous missense mutation (p.Trp211Arg) in
SFTPAI was identified in a large family. The IIP were isolated or associated with an adenocarcinoma
of the lung in patients with IPF. The W211R mutation involves an amino-acid that is invariant
throughout evolution, impairs SP-A1 secretion, and is associated with an abnormal tissue expression
of SP-A. Five new SFTPA2 mutations were also identified, and all together, a surfactant gene variation
was described for 7.5% of the patients.

Conclusion: This study has involved for the first time SFTPAI in pediatric and adult IIP. The
association of SFTPA1 and SFTPA2 mutations with an increased risk of lung cancer raises the issue of
a complex genetic counseling in the involved families. It also brings out new pathophysiologic

hypothesis such as aberrant proliferation and epithelial repair of the alveolar surface.
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1. Liste des abréviations et URL des sites web utilisés

Abréviations

ABCA3

AD
AEC
ATF
AR
BiP
BSA
CCL
CMV
CRD
DAPI
DDIT
DKC1
EFR
FGF
FPI
HES
IFN
IGFBP
IL

Ire
KL
LAP
LBA
MMP
Mreg
MUC
NBD

ATP-Binding Cassette, famille A, membre 3
Anticorps

Autosomique dominant

Cellules épithéliales alvéolaires
Activating Transcription Factor
Autosomique récessif

Binding immunoglobulin Protein
Albumine de sérum bovin

CC-chemokine ligand

Cytomegalovirus

Domaine de reconnaissance des carbohydrates
4',6-diamidino-2-phenylindole

DNA Damage Inducible Transcript
Dyskeratosis congenita 1 dyskerin
Epreuves fonctionnelles respiratoires
Fibroblast growth factor

Fibrose pulmonaire idiopathique
Hématoxyline et Eosine

Interféron

Insulin-like growth factor—binding protein
Interleukine

Inositol-requiring enzyme

Krebs von den Lungen

Latency Accociated Peptide

Lavage broncho-alvéolaire
Meétalloprotéinases

Macrophages régulateurs

Mucine

Domaine de liaison nucléotidique
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NF«B
NK
PDGF
PERK
PID
PR
RaDiCo
RE
RGO
RTEL
SAVI
SP
TDM
TERC
TERT
TGF
TINF
TLR
Treg
UPR
WB
XBP
YKL-40

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Natural killer

Platelet-derived growth factor

Protein kinase RNA-like ER kinase
Pneumopathies interstitielles diffuses
Polyarthrite rhumatoide

Rare Disease Cohorts

Réticulum endoplasmique

Reflux gastro-oesophagien

Regulator of telomere elongation helicase
STING-associated vasculopathy with onset in infancy
Surfactant Protein (protéine du surfactant)
Tomodensitométrie

Telomerase, composant RNA

telomerase reverse transcriptase
Transforming growth factor
TERF-interacting nuclear factor
Toll-like recepteurs

Lymphocytes T régulateurs

unfolded protein response

Western Blot

X-box Binding Protein

Chitinase 3-like
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URL des sites web utilisés

1000 genomes : http://browser.1000genomes.org/index.html

Ensembl : http://www.ensembl.org/index.html

ExAC Browser : http://exac.broadinstitute.org/

Exome Variant Server : http://evs.gs.washington.edu/EVS/

Max EntScan 3’ : http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan scoreseq acc.html

MaxEntScan 5°: http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan scoreseq.html

NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

Polyphen : http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

Smart : http://smart.embl-heidelberg.de/

Uniprot : http://www.uniprot.org/
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2. Introduction

Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID) (MIM263000) représentent un groupe hétérogéne de
pathologies rares, le plus souvent séveres. Elles sont caractérisées par des lésions inflammatoires et
fibrosantes de la paroi alvéolaire. Leur diagnostic est basé sur des tableaux cliniques compatibles, des
anomalies de 1’imagerie thoracique caractéristiques de 1ésions de la structure alvéolo-interstitielle, et
un profil restrictif de la fonction respiratoires avec une altérations des échanges gazeux (1-3). Les
causes de PID et leurs présentations phénotypiques sont trés diverses. Chez 1’adulte, la forme la plus

fréquente, mais aussi la plus sévere est la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI*) (MIM178500).

Bien que les PID soient plus fréquemment diagnostiquées chez le sujet adulte de plus de 50 ans, elles
peuvent survenir a tous les ages, y compris dans la petite enfance (4,5). L’épidémiologie des PID est
mal connue. Chez I’enfant, la prévalence serait de moins de 1 enfant / 100 000, avec une morbidité et
une mortalité élevée, estimée a environ 15% (6). Chez I’adulte, la prévalence des FPI est estimée a 60

- 80 /100 000 individus, et leur médiane de survie est de 3 a 5 ans (7,8).

Les connaissances actuelles suggérent que la plupart des PID se développe chez des individus
génétiquement prédisposés, exposés a certaines conditions environnementales et de comorbidités. Les
facteurs génétiques impliqués sont actuellement peu documentés. Ceci explique 1’orientation de ce
travail de thése sur I’identification des variants génétiques associés au développement des PID, en

ciblant en particulier les génes du systéme du surfactant.

La premicre partie du document fait le point sur les connaissances physiopathologiques actuelles des
PID. La seconde partie expose les recherches effectuées dans le cadre de ce travail de these. Elle sera

suivie d’une discussion générale.

*Dans ce document, le terme de FPI sera utilisé arbitrairement pour désigner [’ensemble des fibroses

pulmonaires.
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3. Physiopathologie des PID

La compréhension physiopathologique actuelle suggére que les PID se développent a partir d’un
épithélium alvéolaire génétiquement « vulnérable », soumis a des « agressions » environnementales et
de comorbidités répétées, et que le processus lésionnel est accéléré par le vieillissement (9,10).
L’altération de la réépithélialisation de la surface alvéolaire et de sa réparation conduit a un
remodelage de la structure parenchymateuse et au développement de zones de fibrose pulmonaire

(Figure 1) (11-13).

Figure 1 : Concept physiopathologique des PID
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Schématisation des 3 possibilités évolutives aprés une 1ésion endogeéne ou exogéne de la
structure alvéolo-interstitielle. Ces évolutions physiopathologiques sont influencées par 1’age.

3.1 L’alvéole pulmonaire et le surfactant

L’épithélium alvéolaire est constitué¢ de cellules épithéliales alvéolaires (AEC) de type 1 et 2. Les
AECI sont des cellules différenci¢es de fagon extréme et incapables de proliférer. Elles couvrent la
plus grande partie de la surface alvéolaire et jouent un role important dans les échanges gazeux. Les

AEC2 sont des cellules cuboides métaboliquement trés actives. Elles sont considérées comme les
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cellules souches de I’épithélium alvéolaire par leur capacité a se multiplier et & se transdifférencier en
AECI (14).

L’¢épithélium alvéolaire repose sur une membrane basale. Les capillaires alvéolaires sont disposés au
contact de I’épithélium, au sein de chaque septa alvéolaire. L’espace réduit et le plus souvent virtuel
situé¢ entre 1’épithélium et les capillaires est appelé 1’espace interstitiel. Quelques fibroblastes et
myofibroblastes peuvent y siéger et des cellules souches mésenchymateuses résidentes y ont été
récemment décrites. Dans 1’espace alvéolaire, le surfactant pulmonaire sépare 1’épithélium de 1’espace

intra-alvéolaire dans lequel on trouve les macrophages alvéolaires (Figure 2).

Figure 2 : Aspects histologiques du parenchyme pulmonaire

(a) Coupe de parenchyme pulmonaire normal, colorée a I’Hématoxyline et Eosine (HES)

(b) Aspect en microscopie électronique des corps lamellaires

D’aprés Whitsett et al. Alveolar surfactant homeostasis and the pathogenesis of pulmonary
disease. Annu. Rev. Med. 2010. 61:105-19 (15)

Les roles de I’épithélium alvéolaire sont multiples. Les 500 millions d’alvéoles qui constituent le
poumon mature adulte représentent une trés grande surface de contact avec les espaces capillaires pour
assurer les échanges gazeux. Cette fonction est rendue possible par la structure méme de 1’épithélium
dont I’extréme finesse permet la diffusion des gaz depuis les capillaires alvéolaires. Lors de la
respiration, les AEC sont en effet réduits & une fine couche monocellulaire de moins d’lpm
d’épaisseur par la tension de surface alvéolaire. Celle-ci est assurée par la production par les AEC2 du

surfactant alvéolaire (13).

Le surfactant est un film phospholipidique tapissant la surface des alvéoles a leur interface air-liquide.
Son principal role est mécanique : grace a ses propriétés tensio-actives, il empéche le collapsus

alvéolaire, et préserve un volume résiduel permettant de diminuer le travail respiratoire (16). Ses
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autres roles incluent une action anti-infectieuse et immunomodulatrice et une participation a la
clairance muco-ciliaire (17,18).

Le surfactant pulmonaire est un composé multimoléculaire synthétisé par les AEC2. Il est formé de
90 % de lipides, principalement des phospholipides de type phosphatidylcholine, assemblés en double
couche, et de 10 % de protéines dont 2 a 3% de protéines spécifiques appelées Surfactant Protein (SP)-
A, SP-B, SP-C, et SP-D, classées ainsi selon leur quantité respective (Figure 3). Les protéines SP-A et
SP-D sont des protéines hydrophiles de la famille des collectines, impliquées dans I’immunité locale.
Les protéines SP-B et SP-C sont hydrophobes et ont un réle majeur dans la structure du film tensio-

actif du surfactant.

Figure 3 : Quantités relatives des protéines du surfactant alvéolaire
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Les protéines hydrophiles SP-A et SP-D représentent 84% des SP sécrétées.

Les protéines SP sont majoritairement produites par les AEC2 ou elles vont subir plusieurs étapes de
maturation dans le réticulum endoplasmique (RE) puis le Golgi. Leur sécrétion et la formation du film

de surfactant alvéolaire ainsi que sa dégradation et son recyclage sont détaillés dans la Figure 4.
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Figure 4: Le systéme du surfactant alvéolaire
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Les protéines hydrophobes SP-B et SP-C sont acheminées vers 1’espace alvéolaire au sein de
corps lamellaires grace au transporteur lipidique ABCA3 (ATP-Binding Cassette, famille A,
membre 3). La transcription des génes codant pour ces 3 protéines est influencée par le
facteur de transcription NKX2-1. Les protéines hydrophiles SP-A et SP-D transitent dans des
vésicules sécrétoires vers 1’espace alvéolaire. Les SP s’assemblent aux phospholipides du
surfactant, aprés « débobinage » des corps lamellaires, formant ainsi une structure en mailles
souples appelée myéline tubulaire. Le film de surfactant est en partie recyclé par les AEC2, et
dégradé par les macrophages alvéolaires et la clairance muco-ciliaire.

L’épithélium alvéolaire constitue une barriere physique contre les agressions extérieures : bactéries,
virus, allergenes, et autres substances toxiques. Le fluide alvéolaire, situé entre 1’épithélium et le film
de surfactant, est I’'un des éléments de cette barriere. Il est constitué de composants issus du sérum, et
limite les exsudats en direction de I’espace alvéolaire, permettant a ce dernier de rester relativement
sec. Les jonctions serrées entre les AEC sont une structure essentielle de cette barriére physique. Elles
empéchent le passage de molécules entre 1’espace alvéolaire et I’espace interstitiel. Ce passage est

régulé et contrdlé par les différents canaux et pompes ioniques de 1’épithélium alvéolaire.

Enfin, I’épithélium alvéolaire participe activement a la réponse immunitaire locale pulmonaire. Cette
fonction est assurée de manicre différente par les AEC1 et les AEC2 (19). Les AEC1 sont surtout
impliquées dans la réaction pro-inflammatoire par leur surface de contact importante avec les

macrophages présents dans 1’espace alvéolaire. Elles présentent a leur surface des Toll-like recepteurs
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(TLR) et peuvent produire différentes cytokines pro-inflammatoires en réponse a la stimulation
antigénique microbienne. Les AEC2, par leur production des SP-A et SP-D, ont des fonctions plus
anti-inflammatoires et immunomodulatrices qui seront détaillées au chapitre 3.5.2. Les SP participent
a la résolution de I’inflammation par des actions sur la phagocytose des cellules apoptotiques, et la

sécrétion d’interleukine (IL)-10 et Transforming Growth Factor (TGF)-f (20).

3.2 Stress cellulaire et réparation épithéliale aberrante

L’épithélium pulmonaire est en contact direct avec 1’environnement. Il est soumis a de nombreuses
agressions telles que les infections virales, les polluants, les toxiques inhalés comme le tabac, ou
encore les poussiéres, en particulier minérales. La capacité de I’épithélium alvéolaire a se reconstituer
dépend de facteurs endogenes (génétiques) et exogeénes (environnement et comorbidités). L’épithélium
alvéolaire est considéré comme 1’une des structures dont la vitesse de régénération est des plus lentes
de l'organisme, estimée a 4 a 6 semaines. Celle-ci est encore ralentie par les lésions alvéolaires
répétées qui entrainent une destruction épithéliale (13,21). Une réparation anormale de la surface
épithéliale va provoquer une accumulation de fibroblastes et de composés de la matrice extra cellulaire

dans I’interstitium pulmonaire, puis le développement de zones de fibrose (Figure 5).

Figure S : Etapes physiopathologiques de la réparation épithéliale alvéolaire
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Aprées une 1ésion de 1’épithélium alvéolaire on observe une dépletion épithéliale intéressant
principalement les AECI. La capacit¢ de renouvellement des AEC2 peut permettre la
reconstitution d’un épithélium normal. Cependant, lorsque les capacités de réparation de
I’épithélium sont dépassées ou altérées, on observe une réparation aberrante avec une
accumulation de matrice extra-cellulaire.
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Les différentes étapes impliquées dans la réparation alvéolaire font donc intervenir de fagon
privilégi¢e les AEC2, les macrophages et les fibroblastes (10,22). La Figure 6 résume la séquence
physiopathologique de la fibrose pulmonaire dans laquelle des lésions alvéolaires répétées ou
persistantes entrainent une réparation aberrante aboutissant a la constitution d’une fibrose au lieu

d’une réparation de 1’épithélium alvéolaire.

Les lésions alvéolaires induisent une activation de la réponse immunitaire innée. Les macrophages, en
particulier les M2a-like, ont un réle central dans cette réponse et dans la réparation alvéolaire. Ils
sécretent des cytokines profibrotiques et des facteurs de croissance tels que le TGF-B, le PDGF
(platelet-derived growth factor), le FGF-2 (fibroblast growth factor), I'IGFBP-5 (insulin-like growth
factor-binding protein), le CCL-18 (CC-chemokine ligand), et le Galectin-3. Paradoxalement, les
macrophages régulateurs (Mreg/M2c-like) peuvent avoir un réle anti-fibrotique par la production de
cytokines comme I’IL-10. Apres une lésion alvéolaire, 1’évolution locale est donc fortement influencée
par le phénotype des macrophages in situ de 1’individu.

Le phénotype lymphocytaire influence aussi 1’évolution locale : les lymphocytes Th2 et Th17
promeuvent le développement de la fibrose, alors que les lymphocytes Thl et T régulateurs (Treg)

auraient plutot une action anti-fibrotique.

Biologiquement, la sévérité et I’évolutivité de la PID peuvent étre évaluées par des biomarqueurs de
I’homéostasie cellulaire tels que SP-A et SP-D, la métalloprotéinases (MMP)-7, le Krebs von den
Lungen (KL)-6, le CCL-18, le chitinase 3-like (aussi appelé YKL-40) et la mucine MUC5B. Ces
biomarqueurs et leurs implications dans 1’évaluation et le suivi des patients ont fait 1’objet d’une revue

récente donnée en Annexe 1 (23).

Au plan histologique, la phase précoce de la réparation alvéolaire est caractérisée par une
augmentation de la perméabilité vasculaire. Ceci permet 1’extravasation de facteurs de coagulation
dans les tissus, créant une matrice temporaire constituée de fibrine, de fibronectine, et de plaquettes,
dans laquelle migrent des cellules inflammatoires, des capillaires nouvellement formés et des
fibroblastes produisant du collagéne. La migration, la prolifération des fibroblastes, et leur
différenciation en myofibroblastes sont favorisées par les composants de la matrice, et par la
production de facteurs de croissance comme le TGF-f par les AEC et les myofibroblastes, créant ainsi
une boucle auto-alimentée favorisant la progression fibrotique. Le déséquilibre entre les collagénases
présentes dans 1’espace interstitiel et les inhibiteurs des MMP participent au dépot de la matrice extra-
cellulaire. Le tissu fibrotique ainsi constitué, associé a une destruction des AEC, induisent un
collapsus alvéolaire et une coalescence des septa alvéolaires. Ces €éléments sont retrouvés sur les
coupes histologiques de biopsies pulmonaires de patients présentant des fibroses pulmonaires, comme

cela est montré sur la Figure 7.
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Figure 6 : Etapes physiopathologiques de 1'évolution vers la fibrose pulmonaire
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Les étapes d’une réparation anormale de 1’épithélium alvéolaire sont détaillées dans cette
figure. Elles font intervenir les AEC2, au sein desquelles les mécanismes de réponse a un
stress du RE jouent un role clé. On observe par ailleurs une activation des cellules
immunitaires et endothéliales alvéolaires, et une activation fibroblastique aboutissant a une
accumulation de matrice extra-cellulaire caractéristique des zones de fibrose pulmonaire.

D’aprés Ahluwalia, et al. Am J Respir Crit Care Med. 2014 October 15;190(8):867-878 (10).

Transition épithélium-
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Figure 7 : Analyse histologique de biopsie pulmonaire d'un patient présentant une fibrose pulmonaire.

On observe un collapsus alvéolaire avec une desquamation intra-luminale de cellules et de
matériel anormal. L’interstitium est le siége d’un envahissement fibroblastique avec des
zones de fibrose (*). L’épithélium est épaissi, avec une hyperplasie des AEC2 (fléche) qui
font hernie dans la lumiére alvéolaire. Grossissement x 400, coloration HES.

L’agression de la surface alvéolaire induit un stress du réticulum endoplasmique (RE) en réponse a
I’accumulation de protéines mal conformées dans le RE : la réponse UPR (unfolded protein response).
L’UPR active la dégradation protéique par le protéasome et augmente la production de protéines
chaperonnes, et en particulier la protéine BiP (Binding immunoglobulin Protein) aussi appelée GRP78,
et la dégradation des protéines mal conformées. Si la cellule ne parvient pas a restaurer son

homéostasie, les voies de I’apoptose sont activées (24).

Plusieurs voies de signalisation sont activées en cas de stress du RE pour déclencher I’'UPR : la voie de
I’ATF (Activating Transcription Factor)-6, la voie de I’inositol-requiring enzyme (Ire)-la, qui
oligomérise et épisse ’ARNm XBP (X-box Binding Protein)1, et la voie PERK (protein kinase RNA-
like ER kinase) Figure 8.
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Figure 8 : Réponse UPR du RE : roles d’Irel et ATF-6
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En situation normale, les protéines transmembranaires Irel o et Irel sont gardée sous forme
de monomeres par leur liaison aux protéines chaperonnes BiP, majoritaires dans le RE. Lors
d’un stress du RE, BiP se dissocie des protéines Irel pour interagir avec les protéines
anormales. Les protéines Irel libérées s’oligomérisent et se phosphorylent, permettant
I’activation de leur activité endoribonucléasique qui clive ’ARNm XBP-1(n) (n : non épissé)
en ARNm XBP-1(¢) (é: épissé). Le stress du RE induit un clivage protéolytique des
protéines transmembranaires ATF-6, agissant comme facteur de transcription des XBP-1(n),
qui seront épissées par les protéines Irel activées. L’ARNm XBP-1(¢) est traduit en facteur
de transcription pXBP-1, activant la transcription des génes de I’UPR par liaison a des
¢léments de réponse au stress du RE (ERSE) et aux facteurs de transcription NF-Y. Les
facteurs de transcription ATF-6 se lient aussi aux ERSE, activant la transcription des mémes
génes cibles.

D’aprés Garlatti M et, Barouki R. Medecine Sciences 2002 ; 18 : 585-94 (25)

Parall¢lement a 1’activation de génes de I’UPR, on observe une inhibition de la traduction protéique
par la voie PERK, dont I’activation est aussi permise par la libération de la liaison PERK-BiP et

I’oligomérisation de PERK.

3.3 Comorbidités associées au développement des PID

De nombreux facteurs de comorbidités interviennent dans le développement des PID, en particulier le
reflux gastro-oesophagien (RGO) et les pathologies thromboemboliques (26,27).
Le RGO est un facteur aggravant de ’ensemble des pathologies pulmonaires. Il est plus souvent

retrouvé chez les patients présentant une PID que dans la population générale. Les micro-aspirations
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dues au RGO seraient associées a une augmentation de la perméabilité épithéliale et a une
augmentation de la prolifération des fibroblastes. La présence d’Helicobacter Pylori dans le contenu
gastrique des patients présentant un RGO pourrait également favoriser le développement d’une
inflammation respiratoire. Une des conséquences est la survenue d’épisodes d’exacerbation des
patients présentant une PID. Ces arguments ont donc conduit les cliniciens a recommander un

traitement par inhibiteurs de la pompe a protons chez les patients présentant une FPIL.

Les pathologies cardiovasculaires augmentent la morbidité et la mortalit¢ des FPI. Les mécanismes
restent discutés. La FPI pourrait favoriser les anomalies thrombo-emboliques par hypoxie chronique,
angor et arythmie. La pathologie pro-thrombotique premiére pourrait participer a 1’altération du
processus de réparation de la surface alvéolaire observé dans la FPI, en favorisant le recrutement
fibroblastique (28). Cependant, les traitements anticoagulants n’ont pas montré d’efficacité chez les

patients présentant une FPI (29).

3.4 PID et cancers

11 est maintenant clairement démontré que la prévalence des cancers pulmonaires est augmentée en cas
de FPI. En effet, il a été rapporté que 3 a 23 % des patients présentent un cancer pulmonaire lors du
diagnostic de la FPI, et qu’un cancer pulmonaire est retrouvé dans I’histoire médicale de plus de la
moitié des patients qui survivent au-dela de 10 ans aprés le diagnostic de FPI (27,30). Les types
histologiques des cancers pulmonaires les plus fréquemment rencontrés en association avec une FPI
sont le carcinome épidermoide et 1’adénocarcinome (31,32). La prise en charge des patients présentant
une FPI et un cancer pulmonaire est trés difficile, et leur mortalité est importante (33).

Sur le plan physiopathologique, la FPI et le cancer associent des altérations des processus de
réparation pulmonaire aprés exposition a divers agents et une susceptibilité génétique (34). Les mémes
facteurs de risque exogenes sont identifiés pour ces deux pathologies : tabac, infections virales,
expositions professionnelles et environnementales (35,36). Le vieillissement est également un facteur
aggravant, la survenue des FPI et des cancers augmentant avec 1’age (37).

Les mécanismes physiopathologiques restent a préciser, mais ils associent une inflammation locale, un
stress cellulaire, une mauvaise conformation protéique activant ’UPR, et une dysfonction du
protéasome entrainant un stress du RE une apoptose cellulaire. L’intégrité épithéliale est alors
menacée, et sa réparation aberrante peut conduire a la fibrose et a une prolifération cellulaire

incontrélée (38,39).
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3.5 Facteurs génétiques dans les PID

Les facteurs génétiques impliqués dans le développement des PID restent peu documentés. Chez les
patients adultes, les variants génétiques retrouvés concernent principalement les génes du complexe
des télomérases. Pour les PID de I’enfant, les mutations identifiées a ce jour ciblent en priorité les

geénes du systéme du surfactant pulmonaire.

3.5.1 Génes du complexe des télomérases

Les télomérases sont composées d’un complexe de protéines et d’ARN impliqué dans le maintien de
la taille des télomeres par 1’addition de nucléotides a leur extrémité.

Les principaux éléments du complexe des télomérases sont la telomerase reverse transcriptase, codée
par le géne TERT, son composant ARN, la telomerase RNA (TERC), et la dyskérine codée par la
dyskeratosis congenita 1 dyskerin (DKCI) (Figure 9). Initialement, les mutations de DKC/ ont été
décrites chez des enfants présentant des troubles hématologiques et cutanés, la dyskératose
congénitale, qui peut se compliquer de 1ésions de fibrose, notamment aprés greffe de moelle osseuse
(40,41). Par la suite, il a été observé que les patients présentant des FPI avaient, dans un certain
nombre de cas, des télomeres plus courts que ceux analysés dans des populations controles. Des
mutations des geénes TERT, puis TERC ont ainsi été identifiées dans des formes familiales et
sporadiques de FPI de I’adulte : 15 a 20% des formes familiales de FPI de I’adulte sont associées a des
mutations hétérozygotes du géne TERT (42). Dans les formes sporadiques de FPI, la prévalence des
mutations du gene TERT est moindre, estimée a 1- 2,2 % (43). Les mutations du géne TERC sont
environ 20 fois moins fréquentes.

Apres 60 ans, 60% des patients porteurs d’une mutation du gene TERT ou du gene TERC développent
une FPI. Dans cette population, 43% des patients présentent une macrocytose, 51% une thrombopénie,
et 31% des anomalies hépatiques (44). La présence d’une de ces anomalies est ainsi prédictive de la
présence d’une mutation 7ERT ou TERC au sein des cas index de fibrose familiale. De méme, les
patients présentant une mutation 7ERT ou TERC sont a risque de complications hématologiques
(myélodysplasie, leucémie aigiie) aprés transplantation pulmonaire (45).

Parmi les patients présentant une mutation d’un géne des télomérases, 85% ont des téloméres dont la
taille est en dessous du 10°™ percentile. Cependant, 24% des patients atteints de FPI familiale
présentent une diminution de la taille des télomeéres sans mutations des génes TERT ou TERC
identifiées (46). Une diminution de la taille des téloméres (de 10 a 26%) est aussi rapportée dans les
cas sporadiques de FPI (47). Ces résultats suggérent que d’autres génes impliqués dans le maintien de

la taille des télomeres pourraient étre associés.
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Figure 9 : Schématisation du complexe télomérase
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Le complexe des télomérases comprend les éléments TERC et son composant ARN
TERT, permettant 1’ajout de répétitions de nucléotides TTAGGG a Dlextrémité 3’ des
télomeres. Les autres protéines (dyskérine, NOP10, NHP2, et GAR) se fixent également a
TERC pour stabiliser le complexe.

D’apres Calado, et al. Blood. 2008 May 1;111(9):4446-4455 (48)

Le Regulator of Telomere Elongation helicase 1, RTEL1, est une DNA hélicase impliquée notamment
dans la réplication et la stabilité de I’ADN. Elle est codée par le géne RTELI dont les mutations
homozygotes ont été documentées dans des dyskératoses congénitales (49,50). Elles s’accompagnent
aussi de télomeres courts (51,52). Plus récemment, des mutations hétérozygotes du géne RTELI ont
aussi été associées a des FPI familiales chez des adultes n’ayant pas présenté¢ d’anomalies
hématologiques ou cutanées dans 1’enfance, mais présentant des FPI sévéres avec des télomeres courts

(53-55).

Le TERFI-interacting nuclear factor (TINF) 2, codé par le gene TINF2, fait aussi partie du complexe
des télomérases. Les mutations de TINF2 sont, avec celles de DKC1, les causes les plus fréquentes de
dyskératose congénitale a expression pédiatrique. Récemment, deux mutations situées sur le méme
alléle (en cis) du géne TINF2 ont été mises en évidence par analyse d’exome dans une famille dont les
patients adultes présentaient une FPI et une infertilité, sans anomalies hématologiques ou cutanées.
Cette observation n’ayant pas encore ét¢ rapportée dans d’autres familles, les mutations hétérozygotes

de TINF?2 sont considérées comme des causes extrémement rares de FPI.

Enfin, la Poly(A)-specific Ribonuclease, codée par le géne PARN, est une 3’ exoribonuclease. Son
implication, par analyse d’exome, dans des FPI familiales de 1’adulte avec téloméres courts a

récemment été rapportée (55). Six mutations hétérozygotes du géne PARN ont été identifiées dans 6
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familles, 5 d’entre elles étant des variants perte de fonction situés dans le domaine ribonucléase CAF1,

domaine trés conservé au cours de I’évolution des espéces.

3.5.2 Génes du systéme du surfactant

3.5.2.1 Les protéines hydrophobes SP-B et SP-C

La protéine SP-B mature est une protéine hydrophobe de 79 acides aminés, 18 kDa, sécrétée sous
forme d’une pro-protéine de 381 acides aminés, qui subit plusieurs étapes de protéolyse entre le RE et
les corps lamellaires. Elle interagit de facon étroite avec la double couche phospholipidique du
surfactant dans laquelle elle est enchassée (56). Elle est cruciale pour I’homéostasie du surfactant, en
participant principalement a ses propriétés mécaniques tensio-actives. Elle semble aussi nécessaire a la
maturation normale de la protéine SP-C. En effet, le déficit en SP-B, documenté¢ dans le lavage
broncho-alvéolaire (LBA) ou sur les tissus pulmonaires des patients, est accompagné d’une réduction
de la forme mature et d’une accumulation de pro-SP-C (57).

Le géne SFTPB (NM_000542), situé sur le chromosome 2 (2p12-p11.2), est composé de 11 exons
(exons 2 a 11 codants). Les mutations homozygotes ou hétérozygotes composites du géne SFTPB sont
associées a un tableau de détresse respiratoire néonatale et a une PID sévere (15,58). Les patients
présentent typiquement une détresse respiratoire immédiate post-natale, avec une hypoxémie
rapidement réfractaire le plus souvent associée a une hypertension artérielle pulmonaire. Malgré une
ventilation mécanique, I’evolution est le plus souvent létales en période néonatale, mais de rares cas de
survie prolongée pendant quelques années apres transplantation pulmonaire ont été rapportés (59-61).
L’aspect radiographique est celui d’une pneumopathie alvéolaire diffuse dense (Figure 10). Les
analyses histologiques de tissus pulmonaires de patients avec un déficit en protéine SP-B retrouvent un
collapsus alvéolaire avec un épaississement interstitiel et une hyperplasie épithéliale (Figure 11) (15).
Chez les patients adultes, il n’a pas été rapporté de PID avec des mutations de SFTPB, mais des
variants hétérozygotes de SFTPB ont été associés a un risque plus élevé de bronchopneumopathie

chronique obstructive chez des sujets fumeurs (62).
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Figure 10 : Aspects radiologiques de patients présentant une mutation des génes du systéme du surfactant

(a) et (b) Aspects radiologiques associés a une mutation du géne SFTPB. La radiographie
thoracique (a) réalisée en période néonatale chez en nouveau-né ventilé retrouve un syndrome
alvéolaire diffus avec une faible ampliation des champs pumonaires. Cet aspect est confirmé par le
TDM thoracique (b) retrouvant des opacités en verre dépoli dense diffuses et homogenes et des
condensations alvéolaires.

(c), (d), (e) Aspects radiologiques associés a une mutation du géne SFTPC. La radiographie
thoracique (c) rélaisée chez un nourrisson retrouve des opacités alvéolo-interstitielles diffuses,
sans distension pulmonaire. Le TDM thoracique (d) confirme la présence d’opacités en verre
dépoli diffuses, ayant évolué¢ a I’age de 16 ans (e) vers un aspect de fibrose pulmonaire avec
images en rayon de miel, et multiples kystes de traction a prédominance sous-pleurale.

(f), (g), (h) Aspects radiologiques associés a une mutation du géne ABCA3. La radiographie
thoracique (f) rélaisée chez un nourrisson retrouve des opacités alvéolo-interstitielles diffuses. Le
TDM thoracique (g) précise la présence d’opacités en verre dépoli dense diffuses. Le scanner a
I’age de 15 ans (h) montre une diminution des images en verre dépoli et I’apparition de signes de
fibrose avec des kystes de traction.

(f) D’apres Doan et al. Clinical, radiological and pathological features of ABCA3 mutations in
children. Thorax 2008;63:366-373 (63)
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(a) et (b) Lésions associées a une mutation homozygote de SFTPB. Aprés une coloration HES (a),
on observe une accumulation de matériel éosinophile dans les macrophages, qui apparaissent
spumeux, et dans I’espace alvéolaire. L’épithélium alvéolaire est hyperplasique, en particulier les
AEC2 qui bombent dans la lumiére alvéolaire. L’interstitium est le siége d’une accumulation
fibroblastique et d’une inflammation. Les espaces alvéolaires sont collabés, remplis de dépots de
surfactant, de macrophages, et de cellules épithéliales desquamées. En microscopie électronique
(b), les corps lamellaires sont peu nombreux et présentent de larges vésicules. La myéline tubulaire
est absente.

(c) Lésions associées a une mutation hétérozygote de SFTPC (coloration HES). On retrouve un
épaississement des septa alvéolaires, un épithélium alvéolaire hyperplasique une inflammation
lymphocytaire, et un collapsus alvéolaire avec une accumulation intra-alvéolaire de macrophages
spumeux et de matériel éosinophile.

(d) et (e) Lésions associées a une mutation homozygote de ABCA3. Aprés une coloration HES (d)
on observe un aspect comparable aux mutations de SFTPC. La microscopie électronique (e)
retrouve des corps lamellaires aberrants comportant des inclusions denses.

D’aprés Whitsett et al. Alveolar surfactant homeostasis and the pathogenesis of pulmonary
disease. Annu. Rev. Med. 2010. 61:105-19 (15)

Figure 11 : Aspects histologiques de biopsies pulmonaires de patients présentant des mutations des génes
du systéme du surfactant
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La protéine SP-C est un petit peptide hydrophobe de 197 acides aminés qui est essentiel a la structure
tensio-active du surfactant. Elle est sécrétée sous forme de pro-peptide avant d’étre incorporée dans la
double couche phospholipidique du surfactant et clivée. Elle est constituée d’un domaine NH2 intra-
lipidique, et d’un domaine chaperon, le domaine Brichos, trés conservé au cours de I’évolution et qui
permet I’adressage de la protéine. La présence d’une protéine SP-C anormale entraine sa rétention
dans le RE, I’activation de I’UPR, et une production accrue de protéines chaperones. Si cette voie est
saturée, les protéines mal conformées sont déviées vers le protéasome pour étre dégradées. L absence
d’¢élimination rapide de ces protéines anormales peut conduire a [’accumulation d’agrégats
cytotoxiques et a I’apoptose.

Le géne SFTPC (NM_003018), situé sur le chromosome 8 (8p21), est composé de 6 exons (exons 1 a
5 codants). Les mutations hétérozygotes du géne SFTPC ont été initialement décrites chez des
nouveau-nés a terme présentant des détresses respiratoires séveres (64,65). Chez I’enfant, ces
mutations représentent 1’étiologie la plus fréquente des PID, et environ 15% des PID sont associées a
des mutations héritées ou de novo de SFTPC (59,66—68). Chez 1’adulte, des mutations de SFTPC ont
été impliquées dans de rares cas de PID familiales ou non, chez des jeunes adultes ainsi que chez des
patients de plus de 50 ans au début des symptomes (69). Le phénotype clinique associé aux mutations
de SFTPC est tres hétérogene et le mode de révélation est variable. Le diagnostic peut étre évoqué
devant une détresse respiratoire néonatale chez un enfant a terme présentant un aspect radiologique de
pneumopathie alvéolo-interstitielle diffuse (Figure 10). Cependant, les symptomes sont plus souvent
insidieux, avec une polypnée et des difficultés a la prise alimentaire. Ils peuvent étre aggravés par un
épisode viral de la petite enfance. Chez le grand enfant et ’adulte, des I€sions kystiques radiologiques
et des aspects de fibrose pulmonaire peuvent apparaitre au cours de 1’évolution. Au plan histologique,
on retrouve un épaississement des septa alvéolaires, un épithélium alvéolaire hyperplasique avec un
certain degré d’inflammation en particulier lymphocytaire, et une accumulation intra-alvéolaire de

macrophages spumeux et de matériel éosinophile (Figure 11).

3.5.2.2 Le transporteur lipidique ABCA3

ABCA3 est un transporteur lipidique de 1704 acides aminés comprenant 12 domaines
transmembranaires, 2 domaines de liaison nucléotidiques (de liaison a I’ATP), NBD 1 et NBD 2, et
des boucles extra-cellulaires et intra-cellulaires. ABCA3 est principalement retrouvée au niveau de la
membrane plasmique des AEC2. Elle est synthétisée et glycosylée dans le RE puis transportée via
I’appareil de Golgi vers la membrane externe des corps lamellaires.

Le géne ABCA3 (NM_001089), situé sur le chromosome 16 (16p13.3), comprend 33 exons (exons 4 a
33 codants). Plus de 150 variations du géne ABCA3 ont été décrites a ce jour. Les mutations
homozygotes ou hétérozygotes composites de 4BCA3 sont associées a des PID d’intensité variable,
allant de détresses respiratoires séveéres chez les nouveau-nés a terme, jusqu’a des PID de découverte

tardive chez des adultes jeunes (70,71). Le diagnostic est nénanmoins le plus souvent posé en période
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néonatale, ou I’imagerie met en évidence des opacités interstitielles diffuses denses en verre dépoli
(Figure 10). Les mutations hétérozygotes d’ABCA3 ont été retrouvées associées a une augmentation
du risque de détresse respiratoire néonatale, chez des enfants nés avec une prématurité modérée (72).
L’aspect anatomopathologique des biopsies pulmonaires des patients avec des  mutations
homozygotes du géne 4BCA3 est celui d’une pneumopathie interstitielle desquamative, avec un aspect
histologique comparable a celui observé dans les tissus de patients porteurs de mutations du géne
SFTPC. La microscopie électronique, en revanche, retrouve un aspect caractéristique de corps

lamellaires aberrants avec inclusions denses (Figure 11).

3.5.2.3 Le facteur de transcription NKX2-1

NKX2-1 est un facteur de transcription impliqué dans la formation du surfactant, dans la croissance et
la fonction thyroidienne, et dans le développement neurologique. La protéine NKX2-1, aussi appelée
TTF-1, comprend 371 acides aminés. Elle se fixe, entre autres, au promoteur des génes SFTPB et
SFTPC pour activer leur transcription.

Le géne NKX2-1 (NM_001079668), situ¢ sur le chromosome 14 (14q13), comprend 3 exons codants.
Des mutations hétérozygotes du géne NKX2-1 ont été associées a un phénotype comprenant de fagon
inconstante et avec une sévérité variable une PID, une hypothyroidie périphérique, et une atteinte
neurologique a type d’hypotonie, de retard de développement ou de chorée bénigne. Ce syndrome est
connu sous les nom anglosaxon de « brain — lung — thyroid syndrome » (73,74). Les PID liées aus
mutations de NKX2-1 peuvent évoluer vers une fibrose pulmonaire, et se révéler dans la petite enfance
comme a I’age adulte comme nous I’avons récemment rapporté dans un manuscrit donné en Annexe

2.
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3.5.2.4 Les collectines hydrophiles SP-A et SP-D
La protéine SP-A est composée de deux protéines SP-Al et SP-A2. Les protéines SP-Al et SP-A2
sont membres de la famille des collectines. Ce sont des protéines de 248 acides aminés (26-37 kDa)
hautement homologues, partageant 98 % de leur séquence protéique (alignement protéique donné en

Annexe 3) (Figure 12).

Figure 12 : Représentation des domaines protéiques et des exons des génes SFTPAI et SFTPA2
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Les génes SFTPAI et SFTPA2 comprennent 6 exons, dont 4 codants (2 a 6). Leur structure
incluent un peptide signal, un domaine collagéne-like N-terminal constitué de triplets Gly-X-Y (Y
étant souvent une hydroxyproline), un cou (domaine « Neck »), et les 115 derniers acides-aminés
constituent le domaine C-terminal lectine de reconnaissance des carbohydrates (CRD),
caractéristique des collectines

Les protéines SP-A1 et SP-A2 sont exprimées principalement dans le poumon distal, par les AEC2 et
les cellules de Clara (Ochs 2002). Cependant, leur expression a aussi été rapportée dans une plus faible
mesure dans d’autres organes comme I’oreille moyenne, les sinus maxillaires, la prostate, le tube
digestif, la rate, le thymus, la plévre, le péricarde et le péritoine (75). La signification clinique de ces

expressions extra-pulmonaires reste peu connue. Leur demi-vie est de 6,5 a 28 heures.

SP-A joue un réle important dans les mécanismes de défense et 1’homéostasie pulmonaire comme
nous 1’avons rapporté dans une revue sous presse, donnée en Annexe 4.

Les actions combinées des différentes SP permettent une régulation de la tension de surface des
alvéoles. L’intégrité de SP-A dans ce processus semble cruciale pour la transformation des corps
lamellaires en my¢line tubulaire. En effet, les souris porteuses d’une invalidation du geéne SFTPA
montrent une absence de myéline tubulaire (76). De plus, SP-A participe a [’adsorption des

phospholipides dans le film de surfactant et au recyclage des lipides par les AEC2 (77).

Le domaine lectine de SP-A, trés conservé au cours de I’évolution des especes, leur permet de se lier

aux monosaccharides des pathogenes, et donc de jouer un réle majeur dans la réponse immunitaire
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pulmonaire. La liaison aux endotoxines et au récepteur CD14 des pathogenes et I’interaction avec les
TLR permet une activation de 1’inflammation et la réponse immunitaire par la voie de NFkB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). La protéine SP-A intervient dans le contrdle
des réponses anti-inflammatoires et anti-bactériennes par des roles d’opsonisation, de stimulation de la
phagocytose, de régulation de la réponse allergique et de résolution de I’inflammation (78—80). Les
souris porteuses d’une invalidation homozygote du géne SFTPA ont une susceptibilité particuliére aux

infections.

SP-A joue aussi un role important dans la réparation pulmonaire. Les souris déficientes en SP-A
présentent, aprés induction d’un processus de fibrose par la bléomycine, une survie réduite, une plus
grande susceptibilit¢é a développer une fibrose pulmonaire, une augmentation de 1’inflammation
pulmonaire, et une augmentation de la perméabilité vasculaire. De plus, il a ét¢ montré que
I’administration de SP-A pourrait améliorer la fonction pulmonaire de ces souris (81). Le role de SP-A
dans le développement tumoral a aussi été rapporté. Une hyper-expression de SP-A dans des cellules
cancéreuses est associée a une augmentation du nombre de macrophages anti-tumeur de type 1 (Tumor
associated marophages), un recrutement de cellules NK (natural killer), et leur activation au sein du

tissu cancéreux (82).

L’implication de SP-A dans les processus de réparation épithéliale pourrait faire intervenir le TGF-
B. Le TGF-B est produit sous forme inactive (TGF-f latent), complexé¢ au LAP (Latency Accociated
Peptide), et séquestré dans la matrice extra-cellulaire. Des études récentes indiquent un réle de SP-A
dans I’activation du TGF-f. La liaison de SP-A permettrait de maintenir le TGF-3 sous forme active,
et d’activer les mécanismes de prolifération et de différenciation impliquées dans les processus de
réparation épithéliale, mais aussi de prolifération carcinologique, en intervenant dans des étapes clé de

la progression du cycle cellulaire et de I’apoptose (83,84).

SP-A1l et SP-A2 s’oligomérisent en complexes de 6 jeux d’homotriméres en forme de bouquet
(Figures 13 et 14) (79). Les triméres de SP-A sont stabilisées par deux ponts disulfure entre les
cystéines 155 et 246, et entre les cystéines 224 et 238 du domaine de reconnaissance des
carbohydrates (CRD) (87). 11 a été suggéré que les homotriméres seraient formés de 2 monomeres de
SP-A1, et un monomeére de SP-A2, chacune de ces 2 protéines étant nécessaire a la constitution d’un
surfactant fonctionnel (88). Leur conformation permet aux octadecaméres de SP-A de s’insérer a
I’interface air-liquide de la myéline tubulaire, a la périphérie des doubles couches de phospholipides

(Figure 15).
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Figure 13 : Représentation schématique et cristallographie 3D des domaines protéiques de
SP-A1 et SP-A2 et de leur mode de polymérisation.
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Les monoméres de SP-A se trimérisent puis les triméres s’hexamérisent formant des

bouquets.
D’apreés Kishore U et al. 2006. Mol Immunol 43 (2006) 1293—-1315 (79)

Figure 14 : Aspect en microscopie électronique de SP-A
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Les octadécaméres de SP-A forment des bouquets.
D’aprés Voss T. et al. 1988. J Mol Biol 201,219-227 (89)

Figure 15 : SP-A au sein du maillage phospholipidique de la myéline tubulaire

a

(a) Aspect en microscopie électronique de la myéline tubulaire, qui forme un maillage
constitué principalement de phospholipides.

(b) Les octadécameres de SP-A (fleche) sont insérés entre des mailles de phospholipides,
alors que les protéines hydrophobes SP-B et SP-C sont enchassées dans la double couche
phospholipidique. Cette disposition fait des collectines le premier rempart du surfactant
contre les agents microbiologiques.

D’aprés McCormack. and Whitsett Jeffrey A. 2002. J. Clin. Invest. 109:707—712 (90)
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Les protéines SP-A1 et SP-A2 sont codées par les genes SFTPAI et SFTPA2. SFTPAI et SFTPA2

sont 2 genes trés homologues localisés dans la région chromosomique 10g22-23 (85,86) (Figure 16).

Figure 16 : Positions génomiques relatives des génes SFTPAI, SFTPA2, et SFTPD sur le chromosome 10
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SFTPAI et SFTPA2 et sont distants d’environ 40 kb. Ils sont positionnés en opposition de
phase, et sont séparés par un pseudogene de la méme famille, SFTA3P. SFTPD est situé¢ dans
la méme région chromosomique.

D’aprés Hoover R R, and Floros J. 1998. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 18:353—-362 (85)

Plusieurs études ont montré que certains haplotypes de SFTPAI et SFTPA2 étaient retrouvés
fréquemment (>1%) dans la population générale, et que des haplotypes rares de SFTPAI et SFTPA2
étaient associés a un risque plus élevé de cancers pulmonaires (carcinomes non a petites cellules, et
d’adénocarcinomes pulmonaires) (91,92). Plus récemment, deux mutations de SFTPA2, situées dans le
CRD de SP-A2 (F198S et G231V), ont ét¢ identifiées dans deux familles comprenant plusieurs
individus adultes atteints de FPI et/ou de carcinomes bronchiolo-alvéolaires (93). Les études
fonctionnelles réalisées ont montré que les protéines mutantes étaient séquestrées dans le RE des
cellules et n’étaient pas sécrétées, contrairement a la protéine sauvage. Elles induiraient un stress du
RE et une plus grande instabilité protéique conduisant a une activation du protéasome (94), avec
possiblement une augmentation de la production de TGF-f1, mais ceci n’a pas été clairement
démontré (95,96). Les mutations (F198S et G231V) entraineraient une diminution de la dimérisation
et trimérisation des protéines SP-A (Song 2012). Plus récemment, quatre autres mutations de SFTPA2,

dont 3 dans le CRD (c.35T>G, L12W ; c.511A>T, N171Y ; c.629A>C, N210T ; c.691G>A, G231R)
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ont été décrites chez des adultes présentant des FPI et/ou des cancers broncho-pulmonaires, mais sans

études fonctionnelles attestant de leur pathogénicité (97,98).

La protéine SP-D est une collectine de 43 kDa de structure similaire a SP-A (Figure 17). SP-D est
capable de se fixer a différents pathogenes (virus, bactéries, champignons, parasites), via son CRD, et
d’agir comme une opsonine en stimulant la réponse immunitaire. Cette interaction active la liaison des
micro-organismes aux cellules phagocytaires (macrophages et neutrophiles), permettant ainsi leur
¢élimination. SP-D peut également augmenter la perméabilité de la membrane des pathogeénes et

favoriser leur destruction (99).

Figure 17 : Représentation schématique et cristallographie 3D des domaines protéiques
de SP-D et de leur mode de polymérisation
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Les monomeéres de SP-D s’assemblent en tétraméres en « croix » puis en dodécameéres.
D’apres Kishore U et al. 2006. Mol Immunol 43 (2006) 1293—-1315 (79)

La protéine SP-D est codée par le géne SFTPD (NM_003019) (Figure 18). Il est situé a environ 100
kb de SFTPAI et SEFTPA2 sur le chromosome 10 (10g22.23) (Figure 16). Chez I’homme, des variants
génétiques de SFTPD (dont le polymorphisme p.Metl1Thr) ont été associés a de nombreuses
pathologies pulmonaires dont des infections virales sévéres en particulier 8 VRS (100-102). A ce jour,

leur implication dans les PID n’a pas été documentée.
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Figure 18 : Représentation des domaines protéiques et des exons du géne SFTPD
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Le géne SFTPD comprend 8 exons, dont 7 codants. La protéine SP-D comprend un peptide
signal, deux domaines collagénes-like N-terminal constitué de triplets Gly-X-Y (Y étant
souvent une hydroxyproline), un cou (domaine « Neck »), et un domaine C-terminal lectine
CRD.

3.5.2.5 Résumé des caractéristiques des génes impliqués dans les

anomalies du métabolisme du surfactant

Les caractéristiques des différents génes discutés ci-dessus sont résumées dans la Table 1.

Table 1 : Principaux génes du systéme du surfactant dont des mutations ont été associées aux PID de
P’enfant et/ou de ’adulte

Localisation
Géne Nombre PID de I’enfant PID de Padulte Mode de
d’exons transmission
codants
. . L . Non décrit au
SFTPAI 10922.3 Non décrit au erut de  Non décrit au erut de ce début de ce
4 exons ce travail travail .
travail
SETPA2 10g22.3 Non décrit Oui, associ¢ a des adéno- AD
4 exons carcinomes
SFTPB 2pl2-pll.2 Oui Non décrit AR
10 exons
SFTPC 8p21.3 Oui Oui AD
5 exons
SFTPD 10g22.2 Non décrit Non décrit Non décrit
9 exons
ABCA3 16p13.3 Oui Oui AR
32 exons
Oui, associé a des atteintes
NKX2-] 14q13.3 Oui thyr01'd1ennes et AD
3 exons neurologiques « Brain-
lung-thyroid syndrome »

AD : autosomique dominant, AR : autosomique récessif
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3.5.3 Autres génes impliqués dans les PID

La protéine MUCSB est une glycoprotéine de la famille des mucines. Elle joue un réle majeur dans la
clairance muco-ciliaire et la défense anti-infectieuse au niveau de [’arbre respiratoire. Un
polymorphisme fréquent (rs35705950), situé dans le promoteur du géne MUCSB, a été associé a un
risque plus élevé de FPI et a une production augmentée de MUCSB. En effet, le risque de FPI était
multiplié par 20 s’il était présent a 1’état homozygote, et par 7 s’il était présent a I’état hétérozygote.
Ce polymorphisme était retrouvé chez 34 a 38% des patients présentant une FPI familiale ou
sporadique, comparé¢ a 9% dans une population de sujets témoins. Le mécanisme d’action reliant
MUCSB au développement de FPI est mal compris, mais il a été suggéré que I’accumulation de
mucine puisse favoriser 1’occlusion des voies aériennes et perturber ’homéostasie du parenchyme
pulmonaire. L expression anormale de MUCS5B pourrait aussi étre impliquée dans une altération des

mécanismes de prolifération cellulaire et de réponse immunitaire locale (103,104).

La protéine STING est une protéine impliquée dans I’activation de la transcription des génes codant
pour les interférons (IFN) de type 1. Le gain de fonction de STING entraine une levée d’inhibition
pathologique de la voie JAK1/STAT aboutissant & une synthése excessive d’IFN-1. La protéine
STING est codée par le géne TMEM173. Ses mutations ont €té identifiées dans des PID de 1’adulte et
de I’enfant dans le cadre d’un syndrome rare appelé SAVI (STING-associated vasculopathy with onset
in infancy). Ce syndrome est caractérisé par une vasculopathie inflammatoire avec auto-immunité,
fievre récurrente, et fibrose pulmonaire, avec un mode de transmission autosomique dominante. A ce

jour, seuls quelques cas pédiatriques et de I’adulte jeune ont été rapportés dans la littérature (105,106).

Plus récemment, le transporteur intra-cellulaire, COPA, codé par le géne COPA, a été impliqué dans

les PID de I’enfant avec auto-immunité et saignements alvéolaires (107).
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4. Objectifs du travail

Le travail réalisé a eu pour objectifs de :
(i) documenter, dans une cohorte de patients pédiatriques et adultes présentant une PID, les
variations des génes du surfactant, en ciblant plus particuliérement SFTPAI, SFTPA2 et

SFTPD

(ii) décrire les caractéristiques phénotypiques des patients et les corrélations géntotype/phénotype
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5. Patients, matériel et méthodes

5.1 Patients

5.1.1 Ciritéres d’inclusion

Les critéres d’inclusion ont été les suivants :

1/ Patients présentant une PID

La PID est définie selon les critéres suivants d’anamnése, cliniques, radiologiques, fonctionnels, et si
possible histologiques :

- Cliniques : insuffisance respiratoire chronique avec au moins 1’un des critéres parmi dyspnée,
polypnée, toux, cyanose au repos ou a 1’effort

- Radiologiques : tomodensitométrie (TDM) thoracique retrouvant des images en verre dépoli ou
alvéolaires diffuses et/ou réticulations, bronchiectasies de traction, images en rayons de miel, nodules
- Fonctionnels : gaz du sang objectivant une hypoxie de repos ou a I’effort, et épreuves fonctionnelles
respiratoires (EFR) retrouvant des anomalies restrictives avec diminution de la capacité vitale
fonctionnelle, de la capacité pulmonaire totale, et une altération de la diffusion du monoxyde de

carbone.
Les types de PID étaient les suivants :
- PID sporadiques pédiatriques et adultes (avant 1’age de 50 ans)
- PID familiales pédiatriques et adultes
- PID associées a un antécédent personnel ou familial de cancer broncho-pulmonaire

2/ Absence de mutation des genes du complexe des télomérases (pour les patients adultes)

3/ Signature du consentement éclairé aux analyses génétiques par le patient ou ses parents /
responsables légaux.

5.1.2 Méthode de sélection des patients
L’étude est portée par la filiére de santé des maladies respiratoires rares (RespiFIL) et ses centres de

référence pédiatrique et adulte (Annexe 5). La participation a I’étude a été proposée aux patients lors

d’une visite dans la les centres de référence ou de compétence affiliés.
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5.1.3 Recueil de données phénotypiques

A partir de la feuille d’information clinique, les données phénotypiques suivantes ont été recueillies.

- Nom, prénom, date de naissance, sexe
- Origine ethnique / géographique des deux parents
- Consanguinité
- Environnement
o Tabagisme
o Exposition professionnelle
- Parameétres cliniques
o Age au début des manifestations respiratoires
o Dyspnée
o Oxygénodépendance
o Cancer bronchopulmonaire
o Manifestations extra-pulmonaires
= Articulaires
= Cardiovasculaires
= (Cutanées, phanériennes ou muqueuses
= Digestives
= Hépatiques
= Neurologiques
= Onco-hématologiques
= Autres
- Transplantation pulmonaire
- Examens complémentaires
o TDM thoracique
o LBA
o Biopsie pulmonaire
- Résultats des études génétiques du complexe des télomérases
- Histoire familiale
o Arbre généalogique
o Manifestation pulmonaires
= PID/FPI
= Cancer bronchopulmonaire
= Transplantation pulmonaire

o Manifestations extra-respiratoires
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5.2 Etudes génétiques

5.2.1 Matériel d’étude

Un prélevement sanguin a été réalisé lors d’une consultation dans le centre de référence ou de

compétence ou le patient est suivi. Le prélévement a été¢ adressé dans le laboratoire avec le

consentement signé et la feuille de renseignements cliniques.

5.2.2

Séquencage des génes SFTPAL, SFTPA2 et SFTPD

Les séquencages par méthode Sanger des geénes (exons et bornes introniques) SFTPAI, SFTPA2 et

SFTPD ont été réalisés.

Les amorces de PCR et de séquence ont été choisies de fagon spécifique pour chaque geéne, SFTPAI et

SFTPA?2 étant hautement homologues (Table 2).

Table 2 : Amorces utilisées pour ’amplification par PCR des génes SFTPAI (NM_005411), SFTPA2
(NM_001098668) et SFTPD (NM_003019) et pour les réactions de séquences correspondantes

Amorce 1

Amorce 2

SFTPAI
PCR

Séquence

SFTPA2
PCR

Séquence

SFTPD

PCR

Séquence

Exon 3
Exon 4
Exon 5
Exon 6

Exon 3
Exon 4
Exon 5
Exon 6

Exon 2
Exons 3-5
Exons 6-7

Exon 8

Exon 2
Exon 3
Exon 4
Exon 5
Exon 6
Exon 7
Exon 8

5’-CCATGACTGACCACCTTGAG-3’(F)

5’-CAGTGAGTGAGTGACCTGAC-3’(F)

5’-GCTATAGTAAGCTGGGTGGG-3°(F1)

5’-GAAATGGTGCAATTTCCTGG-3’(R1)
5’-TTCCAGGAAATTGCACCATT-3(F)

5’-CTGTGAGAGGGTCATCACCC-3’(F)

5’-GGGCTGGCTCAGCTATCA-3’(F)

5’-TGATAGCTGAGCCAGCCC-3’(F1)
5’-ATGAAAGGGCAGAGTTCCAG-3’(R1)
5’-AGGCAGAGATGGAGAGACTG-3’(F)

5’-CATGCTCTCCATCCAGACCT-3" (F)
5’-CATAGAAGGTCAGGCAGGTC-3’ (F)
5’-GGTTAGTTGTTGGGTGGCG-3’ (F)
5’-GGGCTGTTCTGGAACAATCTC-3’ (F)

5’-TGGATTCCTGCTGCTCTAGG-3" (F)
5’-TTTCCTGGATCACCACTGGG-3’ (F)
5’-ACAGATGGGACCTGCTGTTG-3’ (F)
5’-ATTTTCCTCTCACCCTCCAC-3’ (F)
5’-CTGCCATTAATGGGGCACAC-3’ (R)
5’-GCCAGCTGTGTCAGTAGATG-3’ (F)
5’-CTGTTTGGGAGGTCTGAAAG-3’ (F)

5’-CCTGGCCTTCTAACCTCATG-3’(R)

5’-ACCTGCCCCACCCTGCTCAC-3’(R)
5’-TGGAGAGTCTGTCCTCATAG-3"(F2)
5’-GGGCCATTCAAAGACATCAG-3’(R2)
5’-TCAGTGATTATGGGGAAGAG-3’(R)

5’-TGATGGCACTGGGCAGGCAG-3’(R)

5’-GACTCGATGCCCATTATCAC-3’(R)
5’-TATGATGGCGCATCCTGGAG-3’(F2)
5’-CCTAGGATTCAGTGGAAAGC-3’(R2)
5’-CAAGTGAATTCTGTTGAAAG-3’(R)

5’-CCCACCCTTCATGCAGTAG-3’ (R)
5’-CTCCCTAGATAGGAACAGTCCC-3’ (R)
5’-TAGTTCAGGAGCCTGATGGC-3" (R)
5’-ATAGGGAAAGTAGGCTGGCC-3’ (R)

5-AAACACGTCTCCAGACTCC-3’ (R)
5-TGTTGTCCTCCCAACAGCAG-3’ (R)
5-TGGCAAGCCTTTGCAGCATC-3’ (R)
5-ATTCTCTCCATGTTCCAGCG-3 (R)
5’-TGTCCGCCTTTCCTGAGTT-3’ (R)
5’-CTTGGATCTACTTTGAGCTCC-3’ (R)
5-TGGCCACATTCTGGAGAGAA-3’ (R)

Pour chaque gene, les amorces sens (Forward, F) et anti-sens (Reverse, R) sont fournies.
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Les protocoles détaillés de PCR et de séquencage utilisés pour chacun des 3 génes sont fournis en
Annexe 6. Brievement, I’ADN des patients a ¢été extrait par méthode Flexigen (Quiagen). Les exons
codants et leurs régions introniques flanquantes ont été¢ séquencés. La réaction de PCR a été réalisée
avec le Master Mix GreenGoTaq (Promega), et la réaction de séquence avec le Big Dye Terminator

v3.1 (Applied Biosystem) aprés une étape de purification par Exosap-IT.

A partir de juin 2015 un séquencgage par méthode Next Generation Sequencing (NGS) a été réalisé en
premiere intention. Le séquenceur utilisé est MiSeq ou NextSeq (Illumina), avec une capture NGS
ciblée SeqCap EZ Choice (Roche Nimblegen). Les données ont été analysées selon un double pipeline
informatique. Les régions codantes et leurs régions introniques flanquantes sont couvertes avec une
profondeur >50X. Dans le cas contraire, ces régions sont mentionnées ou analysées par séquencage
Sanger.

En cas de nouvelle variation identifiée, un contrdle par séquengage Sanger a été systématiquement

réalisé et une étude de sa pathogénicité a été réalisée in silico et par des études fonctionnelles.

5.2.3 Autres études génétiques
L’analyse des génes SFTPB, SFTPC, ABCA3, NKX2-1 a été réalisée pour les patients par méthode
Sanger ou par NGS, avec vérification par méthode Sanger des variations retrouvées. Le géne NKX2-1,

a été analysé par méthode Sanger.

Les génes du complexe des télomérases ont été analysés dans le service de génétique de I’hopital

Bichat (Dr Caroline Kannengiesser, Pr Catherine Boileau) pour les patients adultes inclus.

5.3 Etudes in silico

La pathogénicité de chaque variant identifié¢ a été étudiée « in silico » selon plusieurs criteres :

- sa localisation dans la structure protéique (domaine conservé, domaine de liaison)

- le changement d’acide aminé, de polarité, de charge induit

- son effet sur 1’épissage en utilisant le logiciel MaxEntScan et en comparant les éventuels sites
donneurs ou accepteurs d’épissage créés aux sites usuels

- sa description, dans les bases de données de polymorphismes (ExAC, NCBI, 1000 genomes,
Ensembl, EVS), et le cas échéant, a quelle fréquence allélique et dans quel groupe de population

- sa description dans la littérature

- pour certains variants, une mod¢lisation cristallographique 3D des modifications structurelles et
¢électrostatiques induites a ¢été étudiée. Les modélisations 3D du domaine de reconnaissance des

carbohydrates de la protéine SP-A1 sauvage et des variants ont été générées a partir des résidus 201 a

45



248 de la protéine SP-A1 murine issus de la Protein Data Bank (PDB ID :3PAK). Les modélisations
des structures protéiques ont ¢té réalisées a 1’aide du logiciel Modeller version 9.10. L’exactitude des
structures générées par Modeller a été vérifiée par le logiciel Procheck version 3.5.4 (108,109). Les
modifications conformationnelles induites par les variations protéiques ont été évaluées par une
comparaison entre les valeurs de RMSD du cristal sauvage et du cristal variant grace au logiciel
SuperPose version 1.0 (Maiti 2004). La modélisation électrostatique des surfaces protéiques a été

générée grace au logiciel PyMOL plug-in version 0.99.

5.4 Etudes fonctionnelles cellulaires

5.4.1 Génération de vecteurs d’expression plasmidiques

5.4.1.1 Clonage et mutagénése
Les cDNA WT et mutants de SFTPAI, SFTPA2 et SEFTPD ont été obtenus a partir d’ARN humain
universel par clonage.
Les cDNA ont été amplifiés par Taq Q5 High Fidelity Master Mix 2X (New England Biolabs) et un
couple d’amorces spécifique de chaque cDNA. Aprés vérification de la présence d’une bande a la
taille attendue, les cDNA ont été purifiés par Wizard SV Gel and PCR Clean-up system (Promega).
Les cDNA ainsi obtenus ont été polyadénylés avant mutagénése des vecteurs d’expression pcDNA3
(Invitrogen, Carlsbad, CA) par Taq Q5 High Fidelity Master Mix 2X (New England Biolabs).
Les cDNA ont été insérés en aval du promoteur Cytomegalovirus (CMV) de plasmides pcDNA3
(Figure 19).

Figure 19 : Schéma du vecteur d’expression pcDNA3, d’aprés les données fabriquant
(Invitrogen, Carlsbad, CA)

| PromoteurT7 : 864-882 |

&,

| Promoteur CMV : 209-863

BGH PolyA : 1018-1249

. - o - Géne de résistance a la Néomycine
Géne de résistance a I’Ampicilline

Les plasmides pcDNA3 comprennent un géne de résistance a I’ampicilline et a la néomycine,
un promoteur CMV, des promoteurs T7 et BGH.
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5.4.1.2 Transformation bactérienne, mini et maxi-prep
La transformation bactérienne a été réalisée dans des bactéries Escherichia Coli a5 (New England
Biolabs). Les colonies bactériennes choisies ont été placées en pré-culture dans un milieu contenant de
I’ampicilline, puis des réactions de mini-prep (Plasmid DNA purification, NucleoBond — Macherey-
Nagel, S1:740516.1, S2:740517.1, S3:740518.1) et Maxi-prep (EndoFree® Plasmid Purification

Qiagen — 12362) ont été réalisées.

A chaque étape, les constructions plasmidiques ont été séquencées grace a des amorces T7 et BGH, et
de ’enzyme Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystem). Enfin, les dosages d’ADN ont ét¢ vérifiés
au NanoDrop et dilués a 200 ng/pl.

Par le méme procédé, des TAG HA et FLAG ont été ajoutés aux différents clones entre le peptide
signal et la protéine SP-Al, SP-A2 ou SP-D. Un TAG HA de 27 nucléotides
(TATCCATACGATGTTCCAGATTACGCT) a été utilisé pour les constructions SFTPAI et SEFTPD.
Un TAG FLAG de 24 nucléotides (GATTACAAGGATGACGACGATAAG) a été utilisé pour les
constructions SFTPA2.

5.4.2 Transfection de cellules HEK293T humaines

Les constructions plasmidiques générées ont été transfectées de facon transitoire dans des cellules
HEK?293 humaines. Ces cellules, issues de cellules embryonnaires rénales, ne sécrétent pas de fagon
native de SP-A ni SP-D. Elles ont été cultivées dans un milieu DMEM (Thermo Fisher Scientific)
contenant 10% de sérum de veau feetal et des antibiotiques (pénicilline + streptomycine).

La transfection a été réalisée par méthode FuGENE (Promega) dans des plaques de 6 puits. Chaque
puits contenait 600 000 cellules et un ratio de 6 pl le FuGENE pour 1pg de plasmide. Ces conditions
de transfections ont été choisies aprés avoir testé plusieurs conditions de transfection utilisant des
plasmides transfectés avec un fluorochrome, la GFP (green fluorescent protein).

Apres 24 h de culture cellulaire, les cellules ont été cultivées dans un milieu sans sérum pour éliminer
les protéines SP-A et SP-D présentes dans le sérum de veau feetal. Apres 48 h, les cellules et le

surnageant ont été récupérés (travail dans la glace, 4°C) pour analyse.
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5.4.3 Western Blot (WB), et marquage anticorps (Ac)

Les cellules ont été lavées avec du PBS 1X puis centrifugées 10 min & 13 000 RPM. Elles ont ensuite
été lysées puis traitées par une anti-protéase. Le surnageant a été centrifugé et filtré afin de ne
conserver que les protéines de plus de 10 kDa. Les protéines ont été conservées a -20°C.

Des extraits protéiques de 15 pg de chaque échantillon ont été déposés sur gel a 12% d’acrylamide. La
migration s’est faite a 150 V pendant 1 h 30 (avec marqueur de taille Biorad Kaleidoscope).

Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose préalablement activée
dans du méthanol (Thermo Scientific Pierce G2 Fast Blotter). Aprés transfert, les membranes ont été

bloquées dans du lait a 5%.

Les membranes ont été¢ incubées 1 h avec les Ac suivants, en fonction des échantillons protéiques
utilisés :

- Ac monoclonal anti-HA souris (Roche 3F10) couplé a la peroxydase, concentration 1/1000

- Ac monoclonal anti-FLAG souris (Sigma-Aldrich M2 A8592) couplé a la peroxydase, concentration
1/1000

L’alpha-tubuline a été utilisée comme controle de dépdt protéique des lysats cellulaires. Pour les
produits de sécrétion, les gels et les membranes de nitrocellulose ont été colorés respectivement au
bleu de Coomassie et dans une solution de Ponceau S.

Les Ac suivants ont été utilisés pour 1’alpha-tubuline : Ac monoclonal anti alpha-tubuline (Santa Cruz
SC-32293), concentration 1/500, et Ac secondaire anti-mouse peroxydase (Southern Biotech 1070-

05), concentration 1/2000.

5.4.4 Immunofluorescence

Les études en immunofluorescence ont été réalisées sur des plaques de 24 puits avec lamelles (150 000
cellules par puits), selon le méme protocole de transfection que précédemment.

Aprés aspiration du milieu de culture, les cellules ont été fixées au PFA puis perméabilisées a
I’IGEPAL (Sigma-Aldrich CA 630) 0,25% avant blocage dans du lait a 5% et de 1’ Albumine de sérum
bovin (BSA) a 3%.

Les Ac suivants ont été utilisés, chacun pendant 1 h d’incubation (Ac primaire / Ac secondaire) :

Ac de chévre anti-SP-A, concentration 1/1000 / Anti chévre vert (Alexa 488), concentration 1/2000
Ac de souris anti-Golgi, concentration 1/1000 / Anti souris rouge (Alexa 594), concentration 1/2000
Ac de souris anti-cathepsine D (lysosome), concentration 1/1000 / Anti souris rouge (Alexa 594),

concentration 1/2000
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Ac de lapin anti-BiP (RE), concentration 1/1000 / Anti lapin rouge (Alexa 594), concentration 1/2000.

Le marquage nucléaire a été réalisé au DAPI 1X (4',6-diamidino-2-phenylindole).

5.4.5 Etude du stress du RE

Plusieurs génes impliqués dans le stress du RE ont été étudiés par PCR quantitative (qPCR). Le kit
MESA BLUE MasterMix Plus (Eurogentec) a été utilisé. Le méme protocole de transfection cellulaire
que précédemment a ¢été utilisé. Les lysats cellulaires ont été traités au B-mercaptoéthanol puis
congelés a -80°C. Les ARN ont ensuite été purifiés puis transformés en cDNA par RT-PCR.

Les expressions des geénes suivants ont été étudiées par mesure du nombre d’amplicons de leur cDNA
: XBP-1 total, XBP-1(¢é), BiP, DDIT3 (DNA Damage Inducible Transcript), ATF3, ainsi qu’un géne
«de ménage » RPL. La thapsigargine et la tunicamycine ont été utilisées pour induire un stress du RE.

La production de la protéine BiP a aussi été étudiée par WB.

5.5 Analyses tissulaires

Les ¢tudes tissulaires ont été réalisées dans le service d’ Anatomopathologie de I’hopital Trousseau (Dr
Linda Dainese, Pr Aurore Coulomb 1’Hermine).

Des échantillons pulmonaires issus de biopsie pulmonaire d’un patient présentant une PID et de
témoins appariés sur 1’dge (un témoin sain et un témoin présentant une mutation de SFTPC) ont été
analysés par microscopie a fort grossissement (x 400). Une coloration a I’HES a été réalisée et
I’expression de la protéine SP-A a été étudiée par un marquage par un Ac anti-SP-A monoclonal a une
concentration de 1/200 (Abcam 32E12). Cette expression a été comparée a celle de la protéine SP-C

(Ac polyclonal anti-SP-C (Santa Cruz-13979, concentration 1/100)).
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6. Résultats

6.1 Caractéristiques de la cohorte de patients

La cohorte d’étude constituée pour ce travail a été de 345 cas index (436 prélévements). Le graphique

des inclusions est présenté ci-dessous (Figure 20).

Figure 20 : Schéma des inclusions
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Histogramme représentant le nombre de prélévements regus par année depuis le début de
1I’étude

Les données phénotypiques des 345 cas index, issus de 345 familles indépendantes ont été recueillies.
L’age moyen au moment de 1’étude était de 42 ans, avec des extrémes allant de 0 a 91 ans (Figure 21).

Les enfants représentaient 101 patients (29%).

Figure 21 : Pyramide des dges des patients inclus
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Deux pics d’dge a ’inclusion des patients sont individualisés : 1’'un dans les 2 premiéres
années de vie, et I’autre entre 50 et 70 ans
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Les hommes représentaient 61% des individus inclus, et le sexe ratio était comparable chez les enfants
et les adultes (1,4 homme / femme) (Table 3). Trente patients étaient issus d’une union consanguine
parmi les 200 patients pour lesquels cette donnée était renseignée, soit 15% des patients. L histoire
familiale de PID et/ou de cancer a pu étre documentée pour 183 patients. Pour 152 des 244 patients
adultes, les données concernant une exposition environnementale étaient disponibles. La majorité
concernait le tabac, et on retrouvait une exposition a I’amiante pour 10 patients, et une autre exposition
(autres métaux, poussieres de bois, travail dans I’industrie automobile, la boulangerie, I’agriculture,

I’imprimerie) pour 25 patients.

Table 3 : Caractéristiques épidémiologiques et phénotypiques des 345 cas index

Total Enfants Adultes
n (%) n (%) n (%)
Patients 345 (100) 101 (29) 244 (71)
Hommes 211 (61) 60 (59) 142 (58)
Femmes 134 (39) 41 (41) 102 (42)
Origine géographique
Europe 64 (18,5)
Afrique du Nord 44 (12,7)
Afrique Sub-Saharienne 13 (3,8)
Inde et Caraibes 12 (3,4)
Antilles 5(1,4)
Asie 5(1,4)
Amérique du Sud 1(0,3)
Non renseignée 201 (58,2)
Forme familiale 87 (25)
Antécédent personnel ou familial de cancer pulmonaire 24 (6,9)
Exposition environnementale 115 (33.,3) 115 (47,1)
Tabac 80 (23,2) 80 (32,8)
Autre 35 (10,1) 35 (14,3)

51



Des manifestations extra-pulmonaires €taient retrouvées pour 191 patients (55%). Elles sont résumées
dans la Table 4. L’atteinte articulaire était la plus fréquente (90 patients (47,1%), dont une majorité de

polyarthrites rhumatoides (81 patients (42,4%)).

Table 4 : Manifestations extra-pulmonaires associées a la PID des 345 patients index

Cas index
(n) (% des 191 patients (% de I’ensemble
Signes extra-pulmonaire présentant une des 345 cas index
manifestation extra- inclus)
pulmonaire)

Rhumatologiques (dont PR) 90 47,1 26,1
Digestifs (RGO, cirrhose, cholestase) 30 15,7 8,7
Hématologiques 11 5,7 3,1
Cardiovasculaires 9 4,7 2,6
Thyroidiens 5 2,6 1,4
Rénaux 3 1,5 0,8
Carcinologiques 3 1,5 0,8
Autre 40 20,9 11,5
Total des manifestations auto-immunes (PR 100 52,3 28,9
(n=81), dysthyroidie (n=5), autres (n=14)
TOTAL 191 100 55

PR : polyarthrite rhumatoide, RGO : reflux gastro-oesophagien

6.2 Etude de SP-A1

6.2.1 Etude génétique et protéique

Au cours de ce travail, le géne SFTPAI a été impliqué pour la premiére fois dans les PID par

notre équipe. Ce résultat trés nouveau a fait I’objet d’une publication récente fournie ci-aprés :

« Nathan N, Giraud V, Picard C, Nunes H, Dastot-Le Moal F, Copin B, Galeron L, de Ligniville A,
Kuziner N, Reynaud-Gaubert M, Valeyre D, Couderc LJ, Chinet T, Borie R, Crestani B, Simansour
M, Nau V, Tissier S, Duquesnoy P, Mansour-Hendili L, Legendre M, Kannengiesser C, Coulomb
L'Hermine A, Gouya L, Amselem S, Clement A. Germline SF7PA! mutation in familial idiopathic
interstitial pneumonia and lung cancer. Hum Mol Genet. 2016 Apr 15;25(8):1457-67» (110).

La mutation ¢.631T>C (W211R) (p.Trp211Arg) (NM _005411) a pu étre mise en évidence chez 9
individus d’une méme famille, agés de 7 mois a 57 ans (Figure 22). La mutation W211R ségrégait
selon un mode de transmission dominant avec un phénotype associant des PID, des FPI, et/ou des

adénocarcinomes pulmonaires.
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Figure 22 : Arbre généalogique de la famille dans laquelle une mutation de SFTPAI a été mise en évidence
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La fleche indique un cas index. Les patients présentant une PID sont schématisés par un
symbole noir plein. Les symboles moitié-noirs et moitié-damiers correspondent a des patients
présentant 1’association d’une PID et d’un cancer pulmonaire. Les individus porteurs de la
mutation W211R sont cerclés de rouge, et ceux qui ne la portent pas sont cerclés de vert.

La publication jointe ci-aprés résume les résultats de génotypage, les analyses in silico, les études
fonctionnelles de production et sécrétion protéique, et les études en immunohistochimie sur biopsie

pulmonaires réalisées pour le variant W211R de SFTPAI.
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Abstract

Idiopathic interstitial pneumonias (I[Ps) comnprise a heterogeneous group of mre lung parenchyma disorders with high
morbidity and mortality, which can ocour at all ages. In adults, the most commean form of [IPs, idiopathic pulmonary fibrosis
(IFF), has been assodated with an increased frequency of lung cancer. The molecular basis of [IPs remains unknown in most
cages. This study investigates [IP pathophysiology in 12 families affected by [FF and lung cancer. We identified, in a
multigenerational family, nine members carrying a heterozygous missense mutation with evidence of pathogenicity in SFTPAI
that encodes the surfactant protein (SF)-Al. The mutation (p.Trp2llArg), which segregates with a disease phenotype
characterized by either isolated [IP/IFF, or IFF assodated with lung adenocarcinoma, islocated in the catbohydrate recognition
domnain (CRD) of SP-Al and involves a residue invariant throughout evolution, not anly in 5P-Al,but alo inits close pamlog
5P-A2 and other CRD-containing proteins. As shown through functional studies, the p Trp21141g mutation impairs 5P-AL1
sectetion. Immunahistochermnistry studies on patient alveolar epithelium showed an altered SP-A expression pattern. Overall,
this first report of a germline molecular defect in SFTPAT unveils the key mole of 5P-Al in the ocourrence of seversl chronic
respiratory diseases, ranging from severe respiratory insufficiency occuring early in ife to the association of lung fibrosis and
cancer in adult patients. These data also clearly show that, in spite of their structural and functional simiarities, SP-AL and

SP-AZ are not redundant

Introduction
Tdiopathie interstiial preunondas (ITPs) (MIN2 63000 com prise a
heteropensous group of rare disorders that affect the distal part
af the lung and are charctedzed by a progessivwe emaodsling
ofthe alveolar interstitium. TPs are disenses that can be observed
atallages, although they are more frequently disgnosedin adults
({1,2). The most common and severe form of TPs s idiopathie pul-
monary Bhrosis (TPF) MMIM17E500), a conditon mainly observed
in older adults with a median survieal of 3-5 years after diagnosis
{3-5). Notewarthy, compared with contml populations, TPF has
besn shown to be associated with an inereased risk of developing
lung cancer (with reported prevalences ranging from 3 to 23%) {5).
The pathogenss s of TP rermaine puzsling. The current under-
standing suggests a multiple hit model, with ongoing or repeti-
Hwe nsults of a vulnerable alweoslar epithelum resulting in
aberrmant lung repair and progressive fhrosks (7-9). Obserations
of familial dustedng of the disease have provided arguments
for a genstic compaonent to alvealar susceptibility and to the
ek of TP(10-13). To date, genetie faetorsinvolved inthe develop-
ment of TP include genes encoding molecules of the telomerase
complex (such as TERT, TERC, RTELL, DECI, TINF2 and PARN] in
adult TTP (14-20]), and genes encoding prateins that play a eritieal
role in surfactant metabolism [SFTPE, SFTPC and ABCAT), mainly
in pediatric cases {21 27). So far, litthe attention has been paid to
the other surfactant proteins (SPs), despite thelr broad mle in
lung homeostasis, The most abundant 3 is SP-A, whichis stroe-
turally hamologous to the aollecting, a farally of innate mmane
response components. It has indsed important mles, not anly in
surfactant producton through (s imolwement in ubular myelin
formation (23], but also in pulmonary hoest defense and in the re-
pair processes of the lung parenchyrma (24-27). In humans, SP-4
& encoded by SFTPAT (NM_005411) and SFTPAZ (NM_O01098658).
Thess twogenes, located in chromeos omal region 10922 and eom-
posed of six swons (4 coding), are separated by a pseudogene
[EFTPAIF). They encode two very similar 3537 kDa proteins
EP-Al and SP-AJ) that share a highly conserved carbolydrate
recogrition dormain (CED). SP-A1 and SP-A2 aresecreted intheal
wveolar spaceand assembled as a Dower-lke bouguet structure of
six hetemtimers (28-30). In two famiies n which lung cancer
and TPF were shown to oo-segregate in an autesomal dominant
manner, two heterozygous mutations have been ldentified in
SFTPAZ (F1985 and G2V (31). More recently, four new SFTPAZ
mutations have been reported in adult cases of IPF and lung

cancer (32,33). The potental implicaton of SFTPAL in TP and
lung cancer is, however, so far unknown. To further investdgate
the implicaton of SP-A in the pathogenssis of TP, we sequenced
SFTPAL and SFTPAZ in a eohort of patients with farmdlial forms of
TP and a personal andfor family history of lung cancer.

Results

Identification of & germline mutation in SFTPA1

Twelve patients met the patients’ selection eriteda (Supple-
mentary Material Fig 51). The study group of 12 patents
belonged to12 apparently unrelated farmilies (Table 1, and Sup-
plementary Material, Fig 52). Patienis were aged 30-78 years at
the dmeofl TP diagnosis (median age: 57 years). The medical re-
cords documented the presence of a lung cancer in seven af
them | four were smokers), and a first-degres family history af
lung cancer insix patients. Mo SFTPAZ mutations were ldentfied
im all these patients, In two patients (Patients 1 and 4, Table 1),
who presented with IPF and lung adenocaminoma, the serean-
ingol SFTPAT revealed two seguence varlations in the hetemzy-
gous state. The first one is a C-to-T ransiton located within
axon & (¢ 65505T; red253577; MM 005411 4) and predicting an
amino-acdd substitution at codon 219 | p.ArgM9Trp). This mis-
sense variation, which inveles a residue that & not conserved
throughout evelution and is predicted as a benign variation by
the PolyPhen? sof tware, |5 reported in polymorphism databases
withanallae frequency ol 2-25%(Exome Variant Samver, dbSNE,
Ensermbl, 1000 Genomes, ExAC), thereby arguing against its in-
volvement in disease development The other sequence vari-
ation is a T-to-C tansition (e 631T=C; p.Trp21lArg; WHI1E)
(Fig. 14), alsa located in exon &, which is predicted as probably
damaging by PolyFhen-2. It has not been described in paly-
maorphism databases (1000 Genomes, Ersembl, dbS NP, Exome
Vartant Server, ExAC). Tt predicts the replacement at codon 211
of an apolar residue {tryptophane) by a polar and charmged
amino acdd (arginine). At the protein level (Fig. 15), this mis-
sense variation | p. Trp211Arg; W211F) & located in the (RD af
5P-Aland involves aresidue that is invadant throughout evalu-
tion notonly inSP-A1 and SP-A2, but also in proteins with a SP-
A-like oralecindomain conaininga CRD. Such a high degreeal
conservation of tryptophan 211, therefore, strongly suggesis
that amine-add subsdtutions at this position could be deiri-
mental to proten functon.
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Table 1. Characteristics of the shedy group patients

Human Maoleailar Genetics, 2018, Vol 25 No. 8 | 1459

Patient Family Gender AgeatIP Persomal history of First-degree fimily Exposurs, SFTPA1 SFTPAL
dingnosis lung cancer, nafyes histary of hng HNaes [typs) cBIIT=C e &550T
[years) [type of cancer) CATMOAT, TRy martation variant
[W211R) (E115W)
1 1 M 45 Yes (adenocarcinoma) Mo e [tobacca, barge Yes Yes
worker)
2 2 M A Y= (epidermoid HA Yes (tobmoca, wood dust]  No Ha
3 3 M L Y (epidermoid Ha e [tobmoca) Na HNa
carcinoma)
4 4 F 52 Ye= (adenocacinoma)  Yes Hao Yes e
5 5 F Lz ] Yes (adenocarcinoma) No HA Na HNa
6 6 M 78 Y (epidermoid HNa Yes (tobmoca, metal dust)  No No
7 7 M &l Y= [HA) Ha Ha Na Ho
i i F 72 Na Yes Ha Na HNa
9 9 M a5 Ho Yes Y= [tobacca) Hao Ha
10 10 M 3 Na Yes e [tabacca) Na HNa
1 11 M 5 Na Yes e [tabacca) Na HNa
1 12 F 62 Hao Yes e [tobacca, firewood) Mo Mo

I, § fiovpeath & i terstitiad presomnen i MAL not avadlahle

A

T L H/R k ]
ELC I U - F
il

ACQRACYGEETRACCORR

T H W T R
208 A 211 21F 23

ACCRACTGGTACCGA

#

Figure 1. Mentifwaton of & SFTPAL mumation ¢ E1T>C (WI11E) n the CRD of 5P-AL and conssreaton of e irnoknsd nesidos thioaghout eendarkon (o) SFTPAL
ol e tropharagrans aorrean ofd ing 1o the 3 wes 1 Sanper seqoenang of Sie PR prodoos for affecned indivsd ned V3 from fardly 1 fopper pane] ) and @ conted loeer
pans) The T-io-C mamiton & pomtion 6310 the SFTPAL sequence predics & herooygoos missense variaton replacing & oy prophan by an arginine resdos at
codon T (WHIR). (B frop) Domain organizaton mads of SP-Al s howing the lemtion of S swdisd SFTPAL variants in the (RD. The WI11R murarion & showm by &
md aswrik The RISW variation, as well as the FBES moration previously sdentfied in SP.AZ({3) are abio regresenied fborom). Partal potein segquence ali gnment
of the (RD from SP-A (Al or AZ) or om proteins with & Caype lectin domain onteining & CRD in different s peces. Invarkn T nesidoes are shown by an asersk
Tryptophan & peedthon 31 in honares jned esterks I & one of thea e § mreriant ssdoes TP, dfoparhee i nnestitie] prasomanis

Intrafamilial segregation of the SP-A1 W211R variation

In order to study the intrafamilial segregation of the SFTPAL
WITIR missense variaton with the patents' phenotype, the
pedigress of the two probands were then constructed e Pa-
dents 1 and 4 in Table 1, corresponding to individuals TV.3 and
V.16, respectively, in Fig 2). Unexpectedly, additonal informa-
Hon from the two family reords and their history revealed simi-
lar geographic ariging and professional orientatons {mainly
barge workers), and allowed us to assemble their members inte
a unigue Family (hereafter named family 1/4) with a commeon
forefather indhddual 11). The genotyping of 13 intragenie non-
aoding single-nucleotide polymomhisms (SHPs) in the family
showed that the indhdduals carrying the W211R varlation share
the same SFTPAL haplotype (hereafter named H1), confirming

the unicty of family 14 (Fig. 2 and Supplementary Material,
Tale 51). Phenatypic charmcteristies of the family 14 members
that could be inves tigated are summarzed inTable 2. In addition
toPatents V.3 and IV.16, eight individuals (T1.4, IL1, OT.2, I8,
W4, V2, V2 and V.11) had a diagnesis of TP, These patients
were aged 7 months to 89 years at onset of symptoms, Analysis
af SFTPAL and SFTPAZ, that could be performed in four of them
(T4, V2, V3 and V.11), showedthe absencs of SFTPAZ mutations,
bt the presence, in all of them, of the SFTPA1 W2 1R milssense
vadation in the heterceygous state.

ThedEease phenatypes of the six patients carrying the 5P-Al
WI11R variation are lsted in Table 2. The W211R missense
varation was first identified in a 53-year-old male patent (IV.3),
who was a former smoker and worked as bargeman. He was
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diagriosed at age 45 with IPF complicated at age 50 bylung adeno-
carcinoma (Fig. 3, TV.3 A and B). The second proband V.16 & a
5E-year-old non-smoker worman, diagnesed with IPF at age 52
and with lung adenocardnomaat age 5 (Fig 3, V.16 A and B). In-
dividual TV 4, who was atobace o-smoker barge worker, was diag
nosed at the age of 40with ITP. She experienced worsening of her
TPF with o evidence of ung cancer during 18 ywears of follow-up
Fig 3, WA Aand E). For Patients V.2 and VA, the diagnostic of TP
was established when they were in their early thirties, The
youngest patient (V.11), whoe was the daughter of Patent TV.16,
presented at theage of Tmonths with a severs esplmtory insuf-
Gelency. An infection was frst suspected, but was not confirmed
by mierobiologie imestigations. Her respimtory condition pro-
gressively deteriormted and she died 2 months later. & recent
pathologieal eview of her lung blopsy performed when she
was 8 months was in favor of pre-existing ibresing TP (Fig. 4).
Genetle studies could then be undertaken from a stored fromen
white blood cell sample and revealed the presence of the SP-A1
W1E misserse variation.

After informed corsent and medical evaluation, genetie test-
ing eould be performed in 12 other famiy members [Fig. 2). Ele
ven of themn were free of respirmtory symptoms at the time of
the study and no abnormalities could be observed on thelr
chest high-resolution computed tomography (HRCT) scans
.4, VS, V.7, IV.E, IV.11, V.13, TV.17, V.1, V.3, V.9, V.10). One
merber (TWV.14), a 14-year-old gid, had a mental retardation and

freguent bronchitis. Review of her clindeal and rdiologieal recond
was in favor of resplmtory com plicat ions of her neuralogical con-
dition assocated with aspirmation and lung infection. The SP-A1
WI1ER missense varlaton was ldentified in three of them
(A7, V10 and V.14). The family study also revealed the pres-
ence, in the heterozygous state, of the FTPAL polymorphism
2 B550-T [R219W) in all the indbiduals carmying the 5P-A1
WIT1R varlation (Fig. 7). As shown by the haplotype analysis
(Fig. 2 and Supplementary Material, Table 51), the BE219W paly-
morphism and the W211E missense variation are loeated on
the same SFTPAT allele (haplotype H1). Notewarthy, indidual
TVE, who did not carry the W211R mutation, carried the B219W
polymarphism inthe heterosygous state, However, as shown
by haplotype analysis, the RI19W polymorplism was carried
by a different SFTPAL haplotype in this individual (haplotype
HE (Fg. 2, Supplementary Material, Table 51). Simllady, indhid-
ual V.14, who carded the W211R mutation in the heteroeygous
state, was found to be homozygous for the R129W polymorp hism
(Fig. 2).In fact, in this latter case, ane SFTPAL allele carred the
RENIW polymorphizm together with the W211E rutation an a
H1 haplotype, and the other SFTPAL allele carded the RI19N
polymorphism on adifferent haplotype (HE). Glven the allele fre-
guencyalthe RE219W variation in palymerphism databases (up to
25% in ExAC), such finding i not surprising Taken together,
these intrafarmilial s egre gation data strongly support the Dmoolve-
rment of the W2I1R wriaton in a disease expression that is not
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Table 2. Phenotypic features of the members of family 174 in whom the SP-A1 W211R mutation was identifisd

Family Gender TP no/yes Ageat the ime Personal history of cancer, Exposume and SFTPAL e G31T=C  SFTPAL
member fage at dagnosiz,  of the sthedy nofyes [age at cancer comarbidity, mutation chHE5 0T vadant
yeas) [years) diaggnesis, typeof cancer]  nofyes (opel [W2I1R) [R219W)

o4 M Ve " Na Yo [barge worker) MA HA

ol M Yes - Ha HA HA HA

mz2 F Y [50) - Nao e [barge workes) NA HA

o4 F Ho [84) a5 Ha Ye= [barge worker, Mo Ho
tobacon)

s F Y= 59) - e (69, adenocarcinoma) e barge worker, HA HA
tobacoa)

nMa M e [{5) 53 e (50, adenocarcinoma)  Yes barge worker, Yes b
tobacoa)

N4 F es ) a7 Ha s [barge worker) Yes Yes

U F Na &7 Nao Na HNa Ha

N7 F Na 56 Nao HNa Ha

na F Ha 61 Ha e fbarge warker) Mo Ye=

U b F Na &7 Nao Na HNa Ha

JEE] M Hao 51 Ha Ye= [barge worker, Mo Ho
tobacca)

16 F Ye= 52) 58 e (54, adenocarcinoma)  No e e

Nz F Ho 4 HNa e ftobmoca) Yes Yes

w1 M Na n Nao Ye= [robmoca) HNa Ha

V2 F e [@33) 35 Nao Na Yes Yes

W3 M Hao a5 HNa HA Mo Hao

va F Yes [@31) 1 Nao Ye= frobmoca) Yes Yes

¥io F Na Py Nao Na Yes Yes

W9 F Ho = Ha Ho Mo Hao

Vi1 F Y [06) - Nao Na Yes Yes

V4 F Na 14 Nao Na Yes Yes

P, i dbovpaith b i tewstitial prsarmen i HA, notavaiakde.
“Dea s i RN

fully penetrant, while sxcluding the implication of the RAYW
variation.

Modeling of structural and electrostatic changes induced
by the 5P-A1 W211R mutation

With the aim of assessing the effect of the W211R missense var-
ation on 5P-A1 conformation, we generated wild- type and mut ated
SP-A1 3D structures using the mt SP-A1 aystal strocture fresiduss
A¥1-E) as ternplate. When compared with wild-type SP-A1 RD
darmain, prediction of the 30 structure of the pratein carrying the
WHIR missense vardation disclesed no major corformational
changes in the wicnity ofthe mutated residue, with moderat e con-
sequences on the overall domain structure (similar root mean
square deviation [BMED) values of wild-type (W) and mutated
SP-Al domaine: <08 using SuperPose Version L0 Fig 5A) (M).
However, elestmstatic modeling of the pratein domain surface
showed astrong polarty change in the reglon surmunding res doe
M1, when compared with the comesponding wild-type SP-Aldo
maain [Fig. 5B), a result in kesping with the location of the lateral
chain of residue?11 at the surface of this domain

Impact of the SF-A1 W211R mutation on protein
production and secretion

To further evaluate the functional consequences of the W211R
substituton at the pratein lewel, we compared the expression of
wild-type SP-A1(SP-A1_WT) and 5P-Al carrying the W2 11R vari-
ation (SP-A1 W211R) both in cellular lysates and in the medium
of HEK293T cells tramsfected with the wild-type or mutated

expression plasmid, Simdlar experimenis were performed with
SP-Al prateins carrying the BE219W varation (SP-A1 B219W) ar
the F1985 mutation previously identified in SFTPAZ.

As shown inFlgure 64, the STTPA1 variants had no effects on
protein expression To determine whether the WH IR missense
vadation identfed in SP-A1 sould impair protein s ecreton, sl -
lar sxperimenis were performed on the medium of cells trans-
fected with an expression plasmid encoding SFTPAL WHIR
and the results were compared with these obtained on the me-
dium of cells transfected with the other SFTPA 1 express jon plas-
mids, A single molecular species of expected maolecular weight
(3537 kD) was found in the seereted material from WT SP-Al-
expressing celle. This molecular species was also present in the
medium of cells expressing the RHNYW vadant In contrast, no
SP-A1 protein could be detected in the medivm of cells trans-
fected with the 5FTPA1 expression plasmids carrying the
W2T1R or the FI985 missense variation [Fig 6C). Taken together,
these data show that the W211R missense variation dentified in
famniy 14 & a deleterious mutation resulting in the absenes of
EP-A1 secretion. The key importance of residue 211 for a proper
release of SP-Al & also supported by the fact that simdlar data
were obtained with a mutant form of 5P-A2 carrying the W211R
mutation (Fig 66 and D).

Surfactant protein A expression patternin the lung tissue
of a patient crrying the SP-A1 W211R mutation
Toprovide funher support to an altered parenchymal expression

of 5P-A1in patients with the - A1W 1R mutation, Hesue sam-
ples from the lung blopsy of Patent V.11 were studied by means
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A

V.3

Iv.ie

V.4

Figure 3. Representatve thorase HROT s of affected ind fviduals carmying the 5P A1 WEHE mataion. Themese HRCT scns of Pathns 1V.3, IVAS, IV 4 at diagneoaiajh ),
and duxng followap (B nd i doa] W3 presenned a1age S0with & sewre fhrcing ineraite ng dsease and & kedt g sden cmrcinoms hiat was sogaly momoved
=1 V3, A Afterd yeam, the patent experiencad & worsening of his dinecal condition that was asscciamd on S chest HRCT soan with an exen:son of the hung oo
and an adenocaer noms nelapse o oeemd on the dght kang (- §V3, B ndividoa] IV s HRCT smn & ape 54 V_E, A) shoeed @ sevems nwrsitial ong disees e with
subp leal fibaeais, and & right adenccarinama| ) that was surgealy removed. Afwer 4 years of followrap, the ches imaging renealed & rogrsson of te dsmse
with an eTensveand aaymmer: fibeats (V15 B Indwidual IV 4 had & frst HRCT Sean &1 age 40,5 howinga mild inters trial hung disease [IV.4, A) Afwr 15 years of
doicrar-ap, hey preyansp lanraion HRCT scan showed & sevem diffase fkecs & withom e dence of sdenomrcnoma IV4, B

of hematoxylin and eosin [HE staining and {mmunoehdstochem-
miry analyses using a mouse ant-SP-A monodaonal antibedy
[Fig 4, Aand B). For comparison, similar studies were performed
anlungsarmples from twoage matehed contmols, ane without e
spimtory disease (Fig. 4, D and B and onewith a SFTPC mutatjon
aszsoctated lung disease (Fig 4, Gand H). The lung parenchyma
from Patent V.11 displayed a severe diffuse interstitial Shrosis
with collapse of most alveslar spaces. This was assocated with
a discontinuous and mostly inta-cyptoplasmic 5P-A staining of
the hyperplastic preumocytes. This expression contrasted with
the continuous linear layer of 5P-A at the alveolar suface of
the two contml specmens, which has been previously reported
and documented as a labeling of the intra-alweolar sufactant
material (35). To derument whether the expression of other 5P
proteins could ako be impaired, we performed immunchisto-
chemistry analysis wsing an anti-SP-C antibody. The results
showed that slrmdlar patterns of alveslar SP-C expression wene
found in the lung dssues from Patlent V.11 and from the coninol
indbvidual without respiratery disease (Fig. 4, C and F. These
fndings contrmsted with the altered pattem of 5P-C expression
in the Hssue from the indbidual with a SP-C disorder (Fig 4,1).

Discussion

In this study, we ldentified SFTPAL as a novel gene involwed in
the development of TP, Focus ing on TP patients with a permsonal
andiorafamiy history oflung cancer, we identified alarge farmily
with several members heterozygous for the SFTPAL c631T>C
[W211E) mutation.

Asrildng observation is the large variability in patent age at
the timeof diagnoesis, magng from nfancy o elderly. This s well
ilustrated by the medical history of indivdual V11 who devel-
oped eady in life a severs mespimtory disease with a dramatie
and fatal outcome. In contrast, the diagnosis of IPT was estab-
lished in her mother [V.16) at the age of 52, thereby sugpsting
that altered SP-A1 expression could impact on lung parenclyma
homesstasis from the early postmatal period to the dderly. We
also found this mutation in asymptomatic fardly individuals at
the tme of the study, inkeepingwith anincomplate penetrance
Such phenotypic heterogensity may be explained by the mimber
af molecular procssses involved in TP pathoplyrsiology. It & our-
rently believed that TP is the result of complex intemctions
betwesn geretic and emdronmental factors, with expesures to
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Controd individual Individual witha SFTPC mutation

3 { k

HE

Al SR

Figure 4. SP-A expreas anon hn g T e roan & pamen 1 Gy ng the S A1 WH 1R o Sition s mlogic $3min arion {400 was pedormed onlong thesnes fom Pathm 1 V11
writh the WETR menwrion (A0, and from tend s et hd individnels, one oornes pord ing oo @ by with o] bong oo ol ind eidned) {[D-F), and the ofher ons o @
fernale patentwith & SFTPC mutaton (G-1) HE staining was perfomed, and SP.A and SP.C express on wem anayzed by fmmunohis o emisy. In Fatent V11 HE
staining of the hng parerchyma (A) showed & sevem diffose intesttal thocais |7 =it collapse of most aheolar spaces, and resdual aheol with wpe 0
P reecyTes hyperplasis, conteatng with the normal hong parenchyrms stroectrne of the conmal ndvidos] (D) SPA steining of Patient V11 tesoe sampkes )
docmmented & $Tong expresson by hyperplaste pnaomocyres of the collapsed alwecll |~ but this expression was heterogneses and wifoat fue conino o
seyeted SP-A linear |aper obaerved in the contral individual (E). In Patient V.11, cyoplismis SP.C expression by wpe 1] preumecyes |~ was simiar to that of the
womtend ind vkdoed §C end F) In the ndivid ue] with o FTRC mowikon, HE steindng (5 s hoeed @ pisd IF portem chanes wrived by & o sepnd tiddening, type 0
proamocyte hypespliaia and e alneolar meacrophage. In this in ual, SP-A analyss H) ed & pamern of expression kemted an the hyperplas oo rype 0
P s and asodated with & tin CONTNGoE seYewd SPoA neay iyeron te alwolar bordes (=), simiar to the $Xpresson cbaerved in the contrel nd it
B A expecid, n the tEsne specimerns fom the ndivi doa] with o SP.C disorder, SP-C erpresson | eas drametially decmased with @ dot pamern {—), which
com trasted with the homogersous empress on of SP-C on fype I pRemnocytes (—) obeerved in te mateial fom the con ol individnal and Pasent V11 Fand G

inhaled agents and virus being important fsk factors (36,37).In
familial TPF, cigarette smoking was reported as the strongest
sk factor for disease development (10,38). In the present family,
axposure Lo clgaret te smoke was documented in several mem-
bers. Also, some individuals shared similar professjonal st
Hons as barge workers, suggesting an important dust exposure.

The genetie and functonal datareponed heren s rongy sup-
port a pathegerie mle of the W2IIR mutation jdentifed in
SFTPAL and = irvolvement in the development of varous
forms of TP. As for the R219W misserse variation, it was found
in all the individuals carrying the FTPA L e 63 T>C (W211R) mu-
tation, in cose linkage disequilibrium with the disease-causing
mutation Although one carmot exelude the possibility that the
F21PW varlation may act asa modifier factor in TP, its high fre-
quency inconirel populations and lis presence in a healthy rela-
e of thelarge farmily studied here individual TV 8 arpueagainst
its involvernent as a disease-causing mutation Tnaddition, fune-
Honal assays performed in cells expressing FTPAL RI19Wor the
SFTPAL olomn carrping both the RAYW and W2 1R variations,
there was nodetectalle deleterious effect of the R219W vadation
expressed alone or in sssocdaton with the W2 11Emutation (data
ot shown).

The present resulis indicate that the 3P-A1 W21 1R mutation is
associated with an impaired 5P-Al secretion and an abnormal
expression pattem of SP-A in the lung parenchyma SP- Al conirl-
butes to the sufactant homeostasis, through its implication in

the production and secretion of the phospholipid materials by
the type2 preumoecytes, as well as in the formation of the myelin
structhureat the alr-lguld imerface of the lung (39—41). Ttalso par-
Helpates, through several signaling pathways, in the regulation of
the pulmonary immune response [24-27,42,43). In addidon, it &
implicated inthe alveolar repalr process including the Shroproli-
ferative msponse (£44). The altered secretion of SP-A1 in the al-
wveolar space may, therfore, alter a number of lung alveclar
funetions, thereby scplaining the spectrum of pathologieal con-
sequences, mnging from a severs respimatory disease accurnng
eary in life to the clinleal association of lung fbrosis with lung
cancer in adult patients. These data mise the guestion of the re-
spective contribution of SP-A1 and SP-A2 in the various SP-A bio-
logieal functions. SFTPAZ, which encodes a protein that s 968
ldentical 1o SP-Al, was sequenced in all the study group patienis,
and no mutations were identified. When introduced into SP-Al,
the FI985 mutation, previously identified in SFTPAZ (27) and
that was shown to interfere with SP-A2 sscretion, had similar
corsequences on SP- Al secretion. Reciprocally, when introd uced
into 5P- A2, the WHI1E mutation also impaired SP- A2 secretion.
Taken together, these data demonstrate that, in spite of these
structural and functonal similladtes SP- Al and SP- A2 are not re-
dundant. Accordingly, it has been speculated that the overall SP-
A activity depends not only onthe total amount of SP-A but alse
on the milo of SP-Al to SP-AZ, with an inadequate ratio contrib-
uting to an altered parenchyrma homeostasis (40). Further
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molecular investigations on SP-Al and - A2 should help decl- In surmrmary, this study, which identifies SFTPA L as a gene in-
pherng the influence of sequence vartants found in each of vaolved in ITF, shows that altered SP-A1 expression s associated
these proteins in disease sxpressjon. with alarge spectrum of phenotyple pulmonary mandfestations
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mngng from severs respiratory nsuffclency sccurring eady in
life to lung fibrosis and cancer in adult patients.

Materials and Methods
Patients' selection

Patients with familial forms of ITP were retrieved from the data-
base of the French natlonal network of reference centers for
mare lung diseases. A total of 20 patents |pediatric and adult)
from 172 unrelated families were dentified. Ascertainment af
0P disgnosis was performed by review ol the medical records.
The clinical features that include lung functon, imagng and
pathology were collected using a standardized form. From this
OF cohor, the erteria for patient errollment into the SFTPAT-
SFTPAZ study were a2 [ollows: apersonal ara frat-degree relative
history of lung cancer; and theabsence of ldentifed mutations in
SFTPE, 5FTPC, ABCAT and telomerase genes The study was
approved by the French ‘Comité de Protection des Persannes’,
and each patlient [or the parents for minor individuals) gave
hisfher written informed consent.

SFTPA1 and SFTPAZ sequencing

Patient DNA was isolated Irom blood using the Flesxdgens {Quis-
gen) method. The four coding exons of SFTPAL and SFTPAZ, and
thelr flanking intronie junctons were sequenced . NM_005411.4
Eolonn was used for SFTPAL analysis, and MM_001098668.2 so-
form was used for SFTPAZ analysis. As SFTPAL and SFTPAZ
cOMA are 98% identical, PCR primers were designed in onder to
specifically amplify SFTPAL and SFTPAZ (Sup plementary Mater-
ial, Table 52 and Supplementary Material, Fig. 53). PCR wers
performed with Master Mix GresenGoTag (Promega) and sequen-
cing with Elg Dye Terminator v3.1 (Appled Bios ystems) afteran
Exsap-TT punfication step.

Modeling of structural and electrostatic changes induced
by the SP-A1WZ211R mutation on the CRD

The 1D structures of WT SP-Al and 5P-Al carrying the W211R
mutation were generatedusing the mi5P- Al erystal stroceture (e
sidues A1-248) from the Protein DataBank (PDE IT: 3PAK) as tem-
plate. Erefly, hormology modeling was performed using Modeller
soltware v.9.10. Accuracy of out put sruchures frorm Modeller was
further assessed using Procheck v.3.5.4 (45,446). Conformational
changes were evaluated by a EMSD value companison between
the WTand the mutated 5P-A1 domains using SuperPose Versjon
L0{#). Electrostatic modeling of the protein domain surface was
generated with the use of the vacuum elect rostatics PyMOL plug-
in (w099).

Plasmid constructs

The WT SFTPAl ¢DMNA and the SFTPAZ ¢DHNA, obtained from
hurman urdversal RMA, were inserted intothe peDMAT spress jon
wector {Invitrogen, Carlebad, Ca) downstream of the CMV pro-
moter. A27 amino-acd HAtagwas subs equently ad dedio gener-
ate the plasmids pSFTPA1 WT. p.5FTPAL W211R was then
abtained by site-direct mutagenesis. Following a simlar proced-
ure, add ilonal SFTPA express jon plas rmids that were used as con-
ol were generated: pSFTPAL F219W, and pSFTPAL_F1985 that
encodes the mutation previously identified in the dose paralog
SFTPAZ (11); - AZ-encoding plasmids carrying a 24 amino-add
FLAG tag and the corres ponding same three sequence variations

Human Maleaslar Genetics, 2018, Vol. 25 No. B8 | 1465

{Le. pSFTPAZ W2 1R, pSFTPAZ_J19W and pSFTPAZ F1985) were
also genermted.

Transfections and western blotting

The abowe-mentoned plhsmid construcs encoding vardous SP-
Al and SP-A2 isaforms were transfected into HEK293T human
cells by the PuGENE method, and protein produetion was studied
48 h alter transfecton. Allguots of 15 pg of proteins extracted
fram the cellular lysates and from the eell culture mediom
were analyzed by westem blotting. To assess S5P- Al expression
and secretion, the membranes were first incubated for 1 h, either
with a monoconal anti-HA high affnity antibody Roche 37 108,
ora monselonal antd-FLAG hgh affinity antibody {Sigma-aAldrich
antl-FLAGM2® ARSD), followed bya 1 hincubation with an ant-
mouse peroxydase antibody (Southem Blatech 1070-05). For the
data obtained on cell culture medium, & loading controls, the
gels and the nitrocellulose membranes were stained, res pective-
ly, with Coomassie blue and Ponceau 5 solution (data not showr).
Results are representative of three independent experiments,

Immunohistochemistry

Tissue samples from lung biopsjes were analyzed by mleroscopie
evaluation coupled with computerzed image analysis of stained
materials and studied by means of immunohistechemistoy (35),
A mouse SP-A monoconal antibody (Abcam-32E12, 1/200) was
used, acoording to manufacturers protocol. As a conirol, a rmbbit
polyelonal and-5P-C antibody (Santa Cruz-13979, 1/100) was
used, asconding to the marmifacturer's protoscol.

Supplementary Material
Supplementary Material {s available at HMG online
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6.2.2 Etudes complémentaires

6.2.2.1 Etude du stress du RE

A partir des lysats cellulaires de cellules HEK293T transfectées, les expressions des génes impliqués
dans le stress du RE ont été comparées entre les constructions mutantes et WT de SFTPAI.

La variation F198S, décrite par Wang et al. et pour laquelle un stress du RE a été mis en évidence par
Maitra et al. 2010, a été utilisée comme témoin positif. Le polymorphisme P62L a été utilisé comme

témoin négatif, en plus du vecteur vide et du DMSO.

Comme le montre la Figure 23, représentative de 3 expériences différentes, aucune différence n’a pu

étre mise en évidence entre les différentes conditions utilisées.

Figure 23 : Taux relatifs d’ARNm de plusieurs marqueurs de stress du RE par PCR
quantitative
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Des constructions plasmidiques comprenant les génes SFTPAI-WT, ou les mutants SFTPA1-
F198S et SFTPAI-W211R ont été transfectés dans ces cellules HEK293T. Leurs taux relatifs
d’ARNm de XBP-1 total et épissé (¢), DDIT3, ATF3, et BiP issus des différents lysats
cellulaires sont rapportés.
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Ces résultats ont été confirmés par 1’étude en WB de la production de BiP par des cellules HEK293T
transfectées par des constructions plasmidiques WT et mutées (Figure 24). Cette expérience a
confirmé que les conditions expérimentales étaient valides, mais que nous n’avions pas pu mettre en
évidence de différence significative des marqueurs de stress du RE entre les formes sauvages et

mutées.

Figure 24 : Etude protéique de la production de BiP
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(a) Western Blot. La thapsigargine (TG, Thapsi), qui inhibe la pompe a calcium du RE, et la
tunicamycine (TM, Tuni), qui inhibe la N-glycosylation des protéines en cours de
synthése dans le RE, sont des molécules qui induisent un stress du RE. Le marqueur de
dépot protéique était la GAPDH. Les Ac utilisés ont été les suivants : Ac anti Bip lapin,
concentration 1/1000, Ac anti lapin HRP, conentration 1/1000, Ac anti GAPDH-HRP,
concentration 1/1000.

(b) Histogramme quantitatif de la production de protéine BiP. Les témoins positifs (Thapsi et
Tuni), induisaient bien un stress du RE. Les mode¢les utilisant les constructions porteuses des
mutations W211R et F198S ne montrent pas d’augmentation significative de la protéine BiP.
AU : unité arbitraire

6.2.2.2 Etudes de la localisation cellulaire de SP-Al en

immunofluorescence

La protéine SP-A1 WT est localisée dans le cytoplasme des cellules HEK293T (Figure 25, panel
gauche, marquage vert). La protéine SP-A1 mutée W211R (Figure 25), panel droit, marquage vert) a
également une localisation cytoplasmique, et ne co-localise pas avec le RE (marqué en rouge). On
retrouve les mémes résultats avec la protéine SP-A1 mutée F198S (Figure 26, panel de droite). Ceci

n’est donc pas en faveur d’une séquestration des protéines SP-A1 mutantes dans le RE.
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Les mémes résultats ont été retrouvés en modifiant le couple d’Ac utilisés pour la réalisation de

I’immunofluorescence (Figure 26).

Figure 25 : Etude en immunofluorescence de cellules HEK293T transfectées avec des vecteurs
d’expression de protéines SP-A1 sauvage (SFTPA1-HA-WT) et mutées (SFTPA1-HA-W211R)

SFTPA1-HA-WT SFTPA1-HA-W211R
Anti HA souris 1/1000+ Anti BiP lapin 1/1000 Anti HA souris 1/1000 + Anti BiP lapin 1/1000
Anti souris vert 1/2000 + Anti lapin rouge 1/2000 Anti souris vert 1/2000 + Anti lapin rouge 1/2000

Les noyaux sont marqués en bleu au DAPI, les protéines SP-A1-WT et SP-A1-W211R sont
marquées en vert, les protéines BiP du RE sont marquées en rouge. Images au grossissement
x 100. Les protéines sauvages et mutées ont une localisation cytoplasmique diffuse.
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Figure 26 : Etude en immunofluorescence de cellules HEK293T transfectées avec des vecteurs
d’expression de protéines SP-A1 sauvage (SFTPA1-HA-WT) et mutées (SFTPA1-HA-F198S et SFTPA1-
HA-W211R)

Ac anti HA souris 1/1000
Ac anti souris vert 1/2000

Ac anti HA chevre 1/200
Ac anti chévre vert 1/2000

Les noyaux sont marqués en bleu au DAPI, les protéines SP-A1-WT, SP-A1-F198S et SP-
A1-W211R sont marquées en vert. Images au grossissement x 100. Les protéines sauvages et
mutées ont une localisation cytoplasmique diffuse.

6.3 Etude de SP-A2

Nous avons pu identifier 5 nouvelles variations dans le géne SFTPA2, dont 4 sont situées dans le CRD
de la protéine SP-A2 (Table 5, et Figure 27). Chaque variation a été retrouvée dans une seule famille
a I’état hétérozygote. Tous les patients avaient une FPI, dont le début variait entre 29 et 59 ans. Deux
d’entre eux présentaient une forme familiale de FPI, et 4 ont rapporté un antécédent au premier degré

de cancer pulmonaire (Figure 28).
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Table 5 : Variations retrouvées dans le gene SFTPA2

Variant )
Position Position Exon Don?glne
génomique protéique proteique
c.77G>A p.Cys26Tyr 3 N-terminal
c.542A>G | p.Tyr181Cys 6 CRD
c.683A>G | p.Tyr228Cys 6 CRD
c.713G>C | p.Cys238Ser 6 CRD
c.725G>A | p.Arg242GIn 6 CRD

Figure 27 : Electrophoregrammes des prélévements des patients présentant
une variation du géne SFTPA2
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c.683A>G, p.Tyr228Cys ¢.713G>C, p.Cys238Ser c.725G>A, p.Arg242Gin

Résultats issus du séquengage Sanger et lus avec le logiciel SeqScape.



Figure 28 : Arbres généalogiques des individus index porteurs d’une variation du géne SFTPA2
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e

R242Q +/-

Y228C -/- Cancer broncho-pulmonaire

. PID/FPI

La fléche indique un cas index. Les patients présentant une PID sont schématisés par un
symbole noir plein. Les symboles colorés en damier correspondent a des patients présentant
un cancer pulmonaire.

ucu variati uvé cté décri ittérature ni :
Aucune des variations retrouvées n’a été décrite dans la littérature ni dans les bases de données de
polymorphismes. Toutes concernaient un acide aminé invariant ou trés conservé au cours de

I’évolution (Figure 29).

Figure 29 : Alignements homologues et interespéces de SP-A1 et SP-A2

c26Y
SFTPAL MWLCPLALNLILMAASGAVCEVKDVCVGSPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGLKGDPGPPGPM 60
SFTPA2 MWLCPLALTLILMAASGAACEVKDVCVGSPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGVKGDPGPPGPM 60
Pan_troglodytes A2  ———--------ooooooo—oo MKDVCVGSPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGLKGDPGPPGPM 39
Pan Al MWLCPLALTLILMAASGAVCEVKDVCVGSPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGLKGDPGPPGPM 60
Canis Al MWLRCLALALTLLMVSGIENNTKDVCVGNPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGVKGDPGPPGPM 60
Bos Al MLLCSLTLTLLWMVASGLECDVKEVCLGSPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGIKGDPGPPGPM 60
Mus Al MSLGSLAFTLFLTVVAGIKCNGTEVCAGSPGIPGTPGNHGLPGRDGRDGIKGDPGPPGPM 60
Rattus Al MSLCSLAFTLFLTVVAGIKCNVTDVCAGSPGIPGAPGNHGLPGRDGRDGVKGDPGPPGPM 60
Gallus Al --MLSYSFCMIAAAVALLTPCHAQNCAGAPELPSIPGVSGLLGLG---ALKRYFG—--—--— 50

Lok ok A ek x T . *

Y181C Y228C C238S R242Q

SFTPAL YNTYAYVGLTEGPSPGDFRYSDGTPVNY TNWYRGEPAGRGKEQCVEMY TDGQWNDRNCLY SRLTICEF 248
SFTPA2 YNTYAYVGLTEGPSPGDFRYSDGTPVNYTN GKEQCVEMYTDGQWNDRNCLY SRLTICEF 248

Pan troglodytes A2 YNTYAYVGLTEGPSPGDFRYSDGTPVNYTNWYRGEP.

GKEQCVEMYTDGQWNDRNCLY SRLTICEF 227
Pan Al YNTYAYVGLTEGPSPGDFRYSDGTPVNYTNWYRGEPAGRGKEQCVEMYTDGQWNDRNCLY SRLTICEF 248
Canis Al YNTYAYLGLVESPDSGDFQYMDGAPVNY TNWYPGEPRGRGKEQCVEMYTDGQWNNKNCLQ YRLAICEF 248
Bos Al YNTYAYLGLVEGPTAGDFYYLDGAPVNYTNWYPGEPRGRGKEKCVEIYTDGQWNDKNCLQ YRLAICEF 248
Mus Al YNTYPYLGVIEGQTPGDFHYLDGASVNYTNWYPGEPRGRGKEKCVEMYTDGKWNDKGCLQ YRLAICEF 248
Rattus Al YNNYVYLGMIEDQTPGDFHYLDGASVNYTNWYPGEPRGQGKEKCVEMYTDGTWNDRGCLQ YRLAVCEF 248

Gallus Al YNRYAYLGIKESDTAGQFKYVNNQP KCNL YRLTVCEY 222

X * ook ok K kk e e % *

Les acides aminés concernés par les variations de SP-A2 retrouvées sont indiquées par des
fleches. On observe la conservation des acides aminés impliqués, non seulement au cours de
I’évolution, mais aussi entre SP-A1 et SP-A2
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Les études fonctionnelles des variants identifiés dans SFTPA2 ont été réalisées a 1’aide de
constructions plasmidiques.

Lorsque les variants sont introduits dans des systémes cellulaires, on observe une production similaire
des protéines sauvages et mutées. En revanche, on constate une altération de la sécrétion des protéines
mutées pour les variants Y181C, Y228C, C238S et R242Q (Figure 30 (a)).

Les mémes résultats sont retrouvés lorsque la variation est introduite dans un vecteur d’expression

SFTPAI (Figure 30 (b)).

Figure 30 : Effets des variants R242Q, C26Y, Y181C, Y228C et C258S, retrouvés dans le géne SFTPA2,
sur la production et la sécrétion de SP-A2 et SP-A1
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(a) Une bande protéique correspondant a SP-A2 est observée a 35-37-kDa dans les lysats
cellulaires des cellules HEK293T exprimant les formes sauvage et mutantes des
protéines SP-A2 taguées. Une bande similaire est observée dans les surnageants des
constructions cellulaires sauvages et exprimant le variant C26Y, mais aucune sécrétion
n’est observée pour les mutants R242Q, Y181C, Y228C et C238S décrits dans SFTPA2.
On observe le méme profil de production et de sécrétion pour les variants précédemment
décrits (W211R dans SFTPAI et F198S décrits dans SFTPA2).

(b) Les mémes résultats sont observés en utilisant des constructions plasmidiques SFTPA1.
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6.4 Analyse pour SFTPD

Trois variants de SFTPD ont été identifiés a 1’état hétérozygote (Table 6 et Figure 31) chez deux

adultes et un enfant.

Table 6 : Variations retrouvées dans le géne SFTPD

Variant
Position Position Exon Domaine protéique
génomique protéique
c.148C>T p.Arg50Cys 2 1¥ domaine collagéne
c.248C>T p.Pro83Leu 3 1 domaine collagéne
¢.502C>T p.Argl68* 5 2°™ domaine collagéne

Figure 31: Electrophoregrammes des prélévements des patients présentant une variation du géne SFTPD

€.148C>T, p.Arg50Cys €.248C>T, p.Pro83Leu ¢.502C>T, p.Argled*

Résultats issus du séquengage Sanger et lus avec le logiciel SeqScape.

- La variation R50C a été identifiée chez une femme de 61 ans issue d’une union consanguine,
fumeuse, présentant une PID non familiale (Figure 32). Cette variation, non décrite dans la littérature
et dans les bases de données de polymorphismes, concerne un acide aminé peu variant au cours de
I’évolution (Figure 33). La variation R50C ajoute une cystéine a la protéine SP-D, lui conférant alors
un chiffre impair de cystéine qui pourrait déstabiliser la structure tertiaire de la protéine. Cependant,
les études de production et de sécrétion protéique n’ont pas retrouvé de différence avec les modéles
cellulaires transfectés avec des plasmides SFTPD-WT (Figure 34). Le caractére pathogéne de la

variation R50C n’a donc pas pu étre confirmé a ce stade.
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- La variation P83L a été retrouvée chez un enfant de 1 an issu d’une union consanguine et présentant
une PID non familiale (Figure 32). Cette variation, non décrite dans la littérature et dans les bases de
données de polymorphismes, concerne un acide aminé invariant au cours de 1’évolution (Figure 33).
Comme précédemment, les études de production et de sécrétion protéique n’ont pas retrouvé de
différence avec les modéles cellulaires transfectés avec des plasmides SFTPD-WT (Figure 34). Le
caractere pathogéne de la variation PS3L n’a donc pas pu étre confirmé a ce stade. Il est a noter que

I’évolution du patient a permis de mettre en évidence une cause métabolique a sa PID.

- La variation R168* a ét¢ retrouvée chez un patient de 70 ans présentant une FPI familiale (Figure
32). Elle concerne un acide aminé peu variant au cours de 1’évolution (Figure 33). Cette variation était
décrite dans la littérature mais a une fréquence trés faible (2 all¢les sur 121236 all¢les contrdles). Les
études fonctionnelles n’ont pas mis en évidence de production de SP-D, ni de sécrétion (Figure 34).
Cette variation n’a pas été retrouvée chez le frére du cas index présentant lui aussi une FPI (Figure
32). Malgré les arguments précédemment cités qui pouvaient étre en faveur de sa pathogénicité,

I’absence de ségrégation de la variation avec le phénotype de FPI est en défaveur de sa pathogénicité.

Figure 32 : Arbres généalogiques des individus index chez qui une variation
du géne SFTPD a été mise en évidence
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La fleche indique un cas index. Les patients présentant une PID sont schématisés par un
symbole noir plein.
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Figure 33 : Alignements interespéces montrant la conservation des acides aminés
de la protéine SP-D au cours de I’évolution

R50C
Homo MLLFLLSALVLLTQPLGYLEAEMKTYSHRTMPSACTLVMCSSVESGLPGRDGRDGREGPR 60
Pan MLLFLLSALVLLTQPLGYLEAEMKTYSHRTTPSACTLVMCSSVESGLPGRDGRDGREGPR 60
Macaca MLLFLLSALVLLTQSLGYLEADMKTYSQRTAPSACTLVMCSSVESGLPGRDGRDGREGPR 60
Canis MLLLPLSVLILLTQPLRPLGAEVKTYSQRTAANTCTLVMCNPVENGLPGRDGRDGREGPR 60
Mus -MLPFLSMLVLLVQPLGNLGAEMKSLSQRSVPNTCTLVMCSPTENGLPGRDGRDGREGPR 59
Rattus ~MLHFLSMLVLLVQPLGDLGAEMKTLSQRSITNTCTLVLCSPTENGLPGRDGRDGREGPR 59
Bos MLLLPLSVLLLLTQPWRSLGAEMKIYSQKTLANGCTLVVCRPPEGGLPGRDGQDGREGPQ 60
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Les acides aminés concernés par les variations de SP-D retrouvées sont indiquées par des
fleches. On observe la relative conservation des acides aminés impliqués au cours de
I’évolution des espéces.

Les effets des variants R50C, P83L et R168* de SFTPD sur la production et la sécrétion protéique de

SP-D sont présentés sur la Figure 34.

Figure 34 : Effets des variants retrouvés dans SFTPD sur la production et la sécrétion de SP-D
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Une bande protéique correspondant a SP-D est observée a 45-kDa dans les lysats cellulaires
des cellules HEK293T exprimant les formes sauvages et mutantes des protéines SP-D. Une
bande similaire est observée dans les surnageants des constructions cellulaires sauvages et
exprimant les variants R50C et P83L. Aucune sécrétion n’est observée pour les mutants
R168*.
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Les études en immunofluorescence pour la variation R50C n’ont pas pu retrouver de différence de
localisation cellulaire entre le variant et la protéine sauvage, les protéines étant toutes deux localisées
dans I’espace cytoplasmique. En revanche, aucune protéine SP-D-R168* n’a pu étre visualisée en

immunofluorescence (Figure 35).

Figure 35 : Etude en immunofluorescence de cellules HEK293T transfectées avec des vecteurs
d’expression de protéines SP-D WT (SFTPD-WT-HA)
et mutées (SFTPD-R50C-HA et SFTPD-R168*-HA)

SFTPD-R50C-HA x 20 SFTPD-R50C-HA x 100

SFTPD-R168*-HA x 20 SFTPD-R168*-HA x 100

Les noyaux sont marqués en bleu au DAPI, les protéines SP-D-WT, SP-D-R50C et SP-D-
R168* sont marquées en vert. Colonne de gauche : grossissement x 20, colonne de droite :
grossissement x 100. Les protéines sauvages et mutées ont une localisation cytoplasmique
diffuse.
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6.5 Etude des autres génes

6.5.1 SFTPB
Une variation homozygote ou hémizygote du géne SFTPB (Q206= (c.618G>A)), qui semble avoir un effet
sur ’épissage, a été mise en évidence chez un patient adulte (Table 7). Son caractére pathogene est
actuellement en cours d’analyse. Une mutation hétérozygote a aussi été mise en évidence chez un

autre patient adulte.

6.5.2 SFTPC
Douze mutations hétérozygotes de SFTPC ont été mises en évidence : 5 chez des patients adultes et 7

chez des enfants, dont 6 4gés de moins de 2 ans.

6.5.3 ABCA3
Sept mutations homozygotes ou hétérozygotes composites d’4ABCA3 ont été mises en évidence (6 chez

des enfants et 1 chez un adulte). Dix-neuf mutations hétérozygotes d’ABCA3 ont été identifiées.

6.5.4 NKX2-1
Un diagnostic de « brain lung thyroid » syndrome a été fait chez une femme de 42 ans présentant une
FPL, une chorée bénigne et une hypothyroidie. La variation non-sens H90Afs*349 a ¢été mise en

évidence chez cette patiente.

6.6 Syntheése

6.6.1 Synthese des résultats originaux
Les résultats de génotypage obtenus sont résumeés dans les Table 7 et Table 8, et dans la Figure 35.
IIs ont fait I’objet de communications aux congres de I’European Respiratory Society en septembre
2015 (Annexe 7), aux Assises de Génétique en février 2016 (Prix de Poster de la Fédération Francaise
de Génétique Humaine) (Annexe 8), et au congrés de 1’American Thoracic Society en mai 2016

(Annexe 9).

Les variations ont été décrites chez des enfants et des adultes, et pour chaque géne étudié, une trés

grande dispersion des dges de révélation de la PID a pu étre documentée (Figure 36).
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Figure 36 : Age de début de la PID des patients pour lesquels une mutation d’un géne du systéme du
surfactant a été identifiée

Nombre de patients
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ESFTPA1 MSFTPA2 SFTPB MSFTPC MSFTPD ABCA3 EINKX-2.1
Répartition des génes impliqués selon 1’age des patients de la cohorte.

Au total, une mutation a été retrouvée pour 27 cas index (7,5%). Huit patients présentaient une forme
familiale de PID et 19 une forme sporadique de PID.

Des variations hétérozygotes des genes SFTPAI et SFTPA2 ont été mises en évidence dans 6 familles.
Des mutations dans des génes SFTPB, SEFTPC, ABCA3, et NKX2-1 ont été retrouvées dans 21 familles.
Des mutations hétérozygotes du géne ABCA3 ont été mises en évidence pour 19 patients. Cependant,
les variations du géne ABCA3 s’exprimant classiquement selon un mode autosomique récessif, nous

avons volontairement séparé ces résultats dans la Table 7.

Table 7: Résumé des variations génétiques impliquant un géne du systéme
du surfactant dans la cohorte de 345 individus indépendants

Enfants Adultes
Patients (101 patients) (244 patients)
n (%) n (%) n (%)
SFTPAI hétérozygote 1(0,2) 0(0) 1(0,4)
SFTPA2 hétérozygote 5(1,4) 0(0) 52)
SEFTPB homozygote ou hétérozygote composite 1(0,2) 0(0) 1(0,4)
SFTPC hétérozygote ou homozygote 12 (3,5) 7(7) 5(12)
ABCA3 homozygote ou hétérozygote composite 7(2) 6 (6) 1(0,4)
NKX2-1 hétérozygote 1(0,2) 0 (0) 1(0,4)
TOTAL 1 27 (7,5) 13 (13) 14 (5,7)
ABCA3 hétérozygote 19 (5,5) 11(11) 8(3,2)
TOTAL 2 46 (13,3) 24 (24) 22 (9)
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Table 8 : Variations identifiées dans les familles de la cohorte

Geéne Variations Position  Nombre d’individus /
(Exon) nombre de familles
SFTPAI W211R hétérozygote 6 9/1
SFTPA2 C26Y hétérozygote 3 2/1
Y 181C hétérozygote 6 1
Y228C hétérozygote 6 2/1
C238S hétérozygote 6 1
R242Q hétérozygote 6 1
SFTPB Y 138D hétérozygote 5 1
Q206= (c.618G>A) homozygote ou hémizygote 6 1
SFTPC G4S hétérozygote | 1/1
M60I hétérozygote 2 1/1
173T hétérozygote 3 5/5
V102M homozygote 3 1/1
Y 113C hétérozygote 4 1/1
R167Q hétérozygote 5 2/2
L194P hétérozygote 5 1/1
SFTPD R50C hétérozygote 2 1/1
P83L hétérozygote 3 1/1
R168* hétérozygote 5 1/1
ABCA3 DI115E et D253H 2 mutations homozygotes 6et8 1/1
G202R homozygote 7 1/1
D253H homozygote 8 1/1
R208W et R1521W hétérozygote composite 8 et 30 1/1
E292V et E690K hétérozygote composite 9et 17 1/1
G974D et A1027P 2 mutations homozygotes 22 1/1
F10771 homozygote 21 et22 1/1
R106* hétérozygote 5 1/1
V129M hétérozygote 6 1/1
P138T hétérozygote 6 1/1
L212M hétérozygote 8 1/1
R288K hétérozygote 8 2/2
E292V hétérozygote 9 5/5
V337M hétérozygote 10 1/1
V4731 hétérozygote 12 1/1
R709W hétérozygote 17 1/1
T1036M hétérozygote 22 1/1
V1125M hétérozygote 23 1/1
A1166V hétérozygote 24 1/1
R1305Q hétérozygote 26 1/1
R1474Q hétérozygote 29 1/1
NKX2-1 H90Afs*349 1 1/1

En rouge, les variations identifiées pour la premiére fois dans le laboratoire
(non décrites dans la littérature ni dans les bases de données de polymorphismes)
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6.6.2 Synthese des publications en cours
Ce travail a permis la publication du manuscrit donné a la section 6.2.1.

Deux autres publications originales sont en cours de préparation :

La premicre est une présentation des phenotypes et des histoires naturelles associés aux variations
identifiées dans les génes du systéme du surfactant de 1’enfant a 1’adulte. Le manuscrit décrira
I’ensemble des nouvelles variations identifiées dans la population d’étude, les ages au diagnostic, les
aspects cliniques et radiologiques des patients. Il rapportera le nombre total de variations identifiées
dans la cohorte, chez les enfants et les adultes, et insistera sur I'intérét d’une analyse des génes du

systéme du surfactant dans les PID de tous ages, sporadiques ou familiales, sans diagnostic retrouvé.

La seconde publication présentera les 5 nouvelles variations de SF7TPA2 qui ont pu étre identifiées,
avec les études fonctionnelles attestant de leur pathogénicité. A ce jour, seules 6 autres mutations, dont
2 avec études fonctionnelles (F198S et G231V) ont été rapportées dans la littérature. Ce travail de
thése montre que les variations de ce géne représentent une part non négligeable des causes génétiques
de PID, et que chez ces patients et leurs apprentés, un dépistage des PID mais aussi des cancers

broncho-pulmonaire doit étre envisagé.
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7. Discussion

Le travail de thése réalisé a permis de documenter I’implication d’un nouveau géne, SFTPAI, dans le
développement des PID de I’enfant et de 1’adulte. Il a aussi mis en évidence qu’une part non
négligeable des PID de I’enfant et de I’adulte est associée a une mutation d’un géne du systéme du

surfactant alvéolaire, et a permis de préciser les caractéristiques phénotypiques des patients.

Population d’étude et variants de SP-A et SP-D identifiés

L’objectif principal de ce travail était de documenter, dans une cohorte de patients pédiatriques et
adultes présentant une PID, les variations des génes du surfactant, en ciblant plus particuliérement
ceux codant pour les collectines SP-A1, SP-A2 et SP-D. Nous avons pu mettre en évidence une
mutation germinale (p.Trp211Arg) du géne SFTPAI dans une large famille de PID de I’enfant et de
I’adulte. Son caractére délétére a été suggéré sur plusieurs éléments : la mutation W211R ségrége avec
un phénotype associant une PID ou une FPI, et chez certains patients un adénocarcinome pulmonaire ;
elle concerne un acide aminé du CRD invariant au cours de I’évolution, mais aussi entre les protéines
homologues SP-A1 et SP-A2 ; in silico, la mutation entraine une modification de la charge locale du
CRD, méme si elle n’altére pas de fagon évidente la structure tridimensionnelle du CRD ; lorsque la
mutation est introduite dans un vecteur d’expression de la protéine SP-Al, elle abolit, in vitro,
I’excrétion cellulaire de la protéine SP-A1 mutée, mais aussi celle de SP-A2 lorsque la méme mutation
est introduite dans un vecteur d’expression de la protéine SP-A2 ; sur les tissus pulmonaire d’une

patiente, les études immunohistochimiques ont montré une altération de 1I’expression de SP-A.

Les protéines SP-Al et SP-A2 sont paralogues et s’hétéro-trimérisent. Cependant, les mutations
hétérozygotes de SFTPAI ou SFTPA2 peuvent étre associées a une expression clinique pathologique.
Ceci suggere que les protéines SP-Al et SP-A2 ont des fonctions non redondantes, et que ’intégrité
des deux protéines est nécessaire a I’homéostasie du surfactant. Ceci avait été suggéré par Wang G et
al. (2010) qui avait étudi¢ des LBA de souris transgéniques exprimant SFTPAI et SFTPA2. Cette
étude avait montré que seules les souris exprimant a la fois SP-A1 et SP-A2 présentaient une myéline

tubulaire d’aspect normal en microscopie électronique (88).

Jusqu’a présent, les mutations du géne SFTPA2 décrites dans la littérature impliquaient exclusivement
des adultes (93,97,98). La famille multigénérationnelle dans laquelle a été retrouvée la mutation
(p.Trp211Arg) du géne SFTPAI a la particularité de comporter des patients de tout adge, dont un
nourrisson ayant présenté une PID sévére et fatale dans les premiers mois de vie. La seconde patiente

pédiatrique, agée de 14 ans, présentait un phénotype atypique dont il est difficile de savoir s’il est
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imputable a la mutation du gene SFTPAI ou aux conséquences des troubles de la déglutition dans le
contexte de son encéphalopathie. Dans cette méme famille, des individus de plus de 50 ans porteurs de
la mutation W211R, sont asymptomatiques. Il semble donc que la symptomatologie en rapport avec la
mutation W211R puisse s’exprimer de fagon précoce et sévére, chez I’enfant et I’adulte jeune, mais
aussi, rester sans conséquence clinique. Cette trés forte hétérogénéité phénotypique est rapportée pour
d’autres mutations des geénes du surfactant, en particulier celles du géne SFTPC (68). Elle est
probablement le résultat d’expositions environnementales et de comorbidités différentes entre les
individus, y compris lorsqu’ils présentent la méme prédisposition génétique. Dans la famille décrite,
plusieurs patients étaient fumeurs, et pratiquaient un métier particuliérement exposant aux poussiéres
minérales (mariniers). Ces ¢éléments ont pu contribuer au développement de la maladie chez ces
individus. Concernant le nourrisson présentant la mutation W211R de SFTPAI, il a été évoqué que des
infections virales aient pu déclencher le développement de la PID, ou favoriser sa progression, bien

que les études microbiologiques réalisées n’aient pas documenté de pathogene.

Alors que les mutations du geéne SFTPA2 étaient considérées comme trés rares dans la littérature, leur
recherche systématique a permis de mettre en évidence 5 variations différentes, chez 5 individus non
apparentés. Pour 4 des 5 variations, les études in silico et fonctionnelles ont permis d’attester leur
pathogénicité. Pour la variation C26Y, celle-ci reste a déterminer. L’analyse des phénotypes des
apparentés de ces patients retrouve une histoire familiale d’adénocarcinome dans la majorité des
familles. Nous n’avons pas mis en évidence de mutation de SFTPA2 chez I’enfant. Cependant, ces 2
génes étant hautement homologues, il est probable que, comme pour SFTPAI, des mutations de
SFTPA?2 puissent étre identifiées chez des enfants jeunes présentant des PID. Aux vues du risque
d’adénocarcinome, ce diagnostic pourrait poser des problémes éthiques complexes.

Ce travail a également permis de mettre en évidence des variations du géne SFTPD. Les études

fonctionnelles sont en cours pour documenter leur caractere pathogene.

Hétérogénéité phénotypique

Cette ¢tude avait aussi pour objectif de décrire les caractéristiques phénotypiques des patients. La
population d’étude est constituée d’1/3 d’enfants et de 2/3 d’adultes. Le mode de recrutement des
patients ne permet pas de discuter cette répartition qui dépend beaucoup des collaborations qui se sont
mises progressivement en place avec les différents centres de pneumologie. On retrouve une sur-
représentation des hommes (environ 2/3 d’hommes pour 1/3 de femmes). Il est connu que les FPI de
I’adulte concernent majoritairement des hommes (59). Dans ’idée d’un continuum entre les PID de
I’enfant et de I’adulte, il est probable que les études pédiatriques retrouvent progressivement cette
méme répartition filles / garcons avec un recueil de plus en plus exhaustif des données. La notion de

PID familiale est décrite dans Ia littérature chez environ 10% des patients. Dans ce travail, ce taux est
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largement supérieur puisqu’une histoire familiale de PID est retrouvée chez 25% des patients (et
jusqu’a 47% des patients pour lesquels cette donnée était renseignée). Ce chiffre est sans doute sur-
estimé par la nature méme des critéres d’inclusion, mais il est possible que les formes familiales de
PID soient plus fréquentes, que cela n’était précédemment décrit.

Il semble se distinguer 2 pics d’age au diagnostic : I’'un dans la petite enfance, et ’autre chez ’adulte
entre 50 et 70 ans. Des facteurs d’environnement et des comorbidités pourraient expliquer cette
répartition. Le premier pic, entre 0 et 2 ans, pourrait correspondre aux infections virales répétées de la
petite enfance. Le second, plus tardif, pourrait étre lié a d’autres facteurs environnementaux aéro-
contaminants comme le tabac, les poussi¢res minérales et organiques, retrouvés chez une majorité des
individus interrogés.

Les PID semblent étre, pour plus de 2/3 des patients, une maladie s’inscrivant dans une atteinte
multiviscérale. En effet, les manifestations extra-pulmonaires décrites étaient nombreuses, avec au
premier plan les manifestations d’auto-immunité (28,9% des patients), et articulaires (26,1% des
patients). L’expression des protéines du surfactant au niveau du liquide synovial est rapportée et
pourrait expliquer cette localisation préférentielle des symptomes non respiratoires. L’association des
polyarthrites rhumatoides aux PID et aux FPI est connue. Comme pour les autres maladies auto-
immunes, 1’atteinte respiratoire est le plus souvent attribuée a la maladie immunitaire elle-méme. Un
travail récent, en cours de soumission, réalisé en collaboration avec le Pr Philippe Dieude
(Rhumatologie, Hopital Bichat, Paris), retrouve une proportion importante de mutations du géne
SFTPC chez des patients présentant 1’association d’une polyarthrite rhumatoide et d’une FPIL. Le lien
physiopathologique entre protéines du surfactant et dysimmunité n’est pas connu. Des études ciblées
sont nécessaires pour expliquer ces liens, et analyser I’expression des transcrits des génes du surfactant

dans les tissus cibles comme le poumon et les articulations.

Implication des autres génes du surfactant

Les autres génes du systéme du surfactant, déja impliqués dans les PID de ’enfant et de 1’adulte, ont
été analysés. Cela nous a permis d’identifier des facteurs génétiques pour un nombre important de PID

de I’enfant et de 1’adulte.

Chez D’enfant, cette proportion était de 13%, et concernait principalement des nourrissons qui
présentaient des variations des genes SFTPC ou ABCA3 s’exprimant par une détresse respiratoire
néonatale, ou une PID précoce et sévere. Les mutations de SFTPC retrouvées €taient majoritairement
des néomutations, et la mutation 73T était la plus fréquente (2/3 des patients), comme cela est déja
décrit. Les mutations du géne ABCA3 identifiées étaient différentes pour chaque patient, et la variation
E292V, décrite comme la plus fréquente, représentait seulement 6/33 (18%) des alléles variants dans

notre cohorte. Pour 13 enfants (13%), une seule variation hétérozygote du géne ABCA3 a été mise en
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évidence. Ceci a été associé dans la littérature a un plus grand risque de détresse respiratoire néonatale
chez des enfants caucasiens. Notre hypothése est qu’une seule variation d’ABCA3 pourrait étre un
facteur de susceptibilité des PID. Des études des transcrits de ABCA3 sont en cours pour analyser
I’effet délétére de ces variations dans les tissus pulmonaires.

Concernant SFTPB, aucune mutation n’a été retrouvée chez les nourrissons inclus dans cette étude.
Les mutations du géne SFTPB étant associées a des détresses respiratoires néonatales le plus souvent
fatales, il est probable que ces patients soient décédés précocement dans des services de réanimation
pédiatrique et que ces défauts moléculaires restent sous-diagnostiqués. Une analyse génétique pourrait
étre proposée de facon plus systématique pour les enfants a terme présentant une détresse respiratoire

irréversible non expliquée.

Chez les patients adultes, un diagnostic génétique impliquant un géne du systéme du surfactant a
concerné 5,7% des cas. Tous les génes ont été impliqués chez I’adulte, majoritairement SF7PA2 et
SFTPC. Les patients porteurs d’une mutation de SF7PC ne présentaient pas de phénotype clinique
différenciant par rapport aux autres patients. Cependant, on peut noter que 2 de ces patients avaient
également une polyarthrite thumatoide. SP-C pourrait avoir un role dans le liquide synovial. Une
variation d’épissage de SFTPB a été décrite dans ce travail chez un patient adulte issu d’une union
consanguine, présentant une PID sans atteinte extra-pulmonaire. A notre connaissance, aucun cas
adulte de mutation homozygote de SFTPB n’est décrit dans la littérature. La variation retrouvée,
p.GIn206= (c.618G>A), est une variation faux-sens entrainant la création d’un site d’épissage
compétitif vis-a-vis du site sauvage. Il est probable que le site usuel ne soit cependant pas aboli, et
qu’une quantité suffisante de protéine SP-B sauvage ait pu permettre la survie du patient. Cette
hypothése reste a conforter, et une analyse de la ségrégation de la variation avec le phénotype
pathologique est en cours dans la famille.

Un adulte présentait une variation homozygote d’4BCA3, sans symptome révélateur dans 1’enfance.
Cela illustre bien I’hétérogénéité phénotypique associée aux mutations de ce géne, qui ne doivent pas
étre considérées comme des maladies exclusivement pédiatriques. Pour 8 adultes, une variation
hétérozygote d’ABCA3 a pu étre mise en ¢évidence (3,2%), et la encore, leur signification reste a
déterminer. Une seule patiente adulte présentant un « brain lung thyroid » syndrome typique, était
porteuse d’une mutation du géene NKX2-1. L’implication de ce géne semble donc trés rare, a fortiori en
I’absence d’hypothyroidie ou de chorée bénigne. L’intérét d’une étude systématique de ce géne doit

étre discuté.

Nous avons pu mettre en évidence 1’association des PID a de nombreuses manifestations extra-
pulmonaires en particulier auto-immunes et articulaires, mais I’analyse des phénotypes n’a pas permis
de réaliser des corrélations entre les phénotypes et les génes impliqués. La multiplication des cas

analysés pourrait permettre de préciser ces phénotypes.
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Les examens paracliniques, comme 1’analyse en microscopie électronique du surfactant issu de LBA
des patients, pourraient permettre d’orienter les études génétiques. Il est par exemple décrit des
altérations des corps lamellaires en cas de mutations d’ABCA3, avec des inclusions denses (Figure
11). De telles analyses restent encore peu développées.

Au total, chez les patients présentant une PID non étiquetée familiale ou sporadique, il semble difficile
de proposer une stratégie de diagnostic moléculaire ciblée sur un seul des génes du systéme du

surfactant en fonction de la présentation clinique.

Conséquences physiopathologiques des variants de SFTPAI et SFTPA2

Les mutations des genes SFTPAI et SFTPA2 s’expriment selon un mode dominant. Les patients
étaient en effet porteurs de mutations hétérozygotes de transmission verticale. Nous avons soulevé
plusieurs hypotheéses physiopathologiques pouvant expliquer la pathogénicit¢é des mutations
retrouvées :

Un effet dominant négatif des protéines mutées sur les protéines sauvages peut étre envisagé : les
études fonctionnelles ont permis de mettre en évidence une abolition de la sécrétion de la protéine SP-
Al mutée, alors que celle-ci semble normalement produite par les cellules. Ceci est également
retrouvé pour SP-A2. Il peut étre suggéré que la protéine mutée soit mal conformée et séquestrée dans
le RE. Le stress du RE induit déclencherait la réponse UPR et I’activation de voies de la mort
cellulaire. A ce stade, les études d’expression des génes de la voie du stress du RE par gPCR n’ont pas
pu confirmer cette hypothése, les résultats n’étant pas significatifs. Cependant, les premiéres analyses
protéiques de la production de la protéine BiP semblaient en faveur d’une plus forte expression de BiP
dans les systémes cellulaires transfectés par des constructions plasmidiques porteuses de la mutation
W211R. Ces résultats nécessitent d’étre reproduits. En effet, ils dépendent fortement de 1’efficacité de
la transfection cellulaire. Les études en immunofluorescence ont montré une bonne efficacité de
transfection. Cependant, les protéines SP-A1 et SP-A2 sauvages comme mutées ont été localisées de
facon diffuse dans le cytoplasme des cellules, et nous n’avons pas retrouvé de localisation
préférentielle des protéines mutées dans le RE ou le lysosome.

Une autre hypothése est une atteinte de la trimérisation des protéines SP-Al et SP-A2. Les analyses
protéiques ayant été réalisés en conditions dénaturantes, cette hypothése n’a pas pu étre explorée. Des
études de sécrétion en conditions non dénaturantes sont actuellement envisagées, ainsi que des co-
transfections SP-A1-WT/SP-A1-W211R et SP-A2-WT/SP-A1-W211R. En effet, in vivo les deux
protéines sont co-exprimées, et il est nécessaire de confirmer leur non-redondance, et leurs parts
respectives dans la constitution des triméres de SP-A.

L’activation par les protéines SP-A1 ou SP-A2 mutées des voies de signalisation cellulaire de
I’inflammation pourrait également étre suggérée. Cela avait été évoqué par Maitra et al., qui avait

initialement rapporté une augmentation de la production de TGFB-1, mais ces résultats n’avaient pas
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été confirmés par la suite. Une étude des liens entre les mutations de SFTPAI et SFTPA2 et la
sécrétion de TGF-B est envisagée. Il semble en effet que SP-A et permette [’activation du TGF-f.
Cette liaison pourrait étre compromise par les mutations de SFTPAI ou SFTPA2, favorisant alors la
dé-régulation de mécanismes de réparation épithéliale et de prolifération tumorale. Ces interactions
pourraient aussi étre influencées par des polymorphismes de TGF-B, modulant son expression ou sa

liaison a SP-A.

Une autre hypothese serait que les protéines SP-A1 ou SP-A2 mutées induisent un dysfonctionnement
du cycle cellulaire activant directement les voies de 1’apoptose et de la réparation cellulaire. Cette piste
semble étayée par ’observation de nombreux cas de cancers pulmonaire, et en particulier
d’adénocarcinomes pulmonaires, chez les individus présentant une mutation de SFTPAI ou SFTPA2.
En effet, dans la famille présentant la mutation W211R de SFTPAI, 3 des patients adultes décrits
présentaient I’association des 2 pathologies, découvertes de fagon simultanée ou non. Cette association
avait été décrite précédemment pour les mutations du gene SFTPA2, et se confirme donc également
pour SFTPAI. Elle ne concerne a ce jour que des patients adultes, mais la découverte d’un
adénocarcinome a été rapportée dans les familles décrites pour des patients jeunes, dés 44 ans pour
SFTPA2 dans la publication de van Moorsel, 2015, et dés 50 ans dans la famille que nous avons
décrite pour SFTPAI (98,110). Les liens entre les FPI et les adénocarcinomes pulmonaires restent a
explorer. Dans ces deux situations pathologiques, des mécanismes d’altération de la réparation
cellulaire ont été documentés, suggérant un role de SP-A dans le contrdle de la prolifération cellulaire.
Une cohorte de patients présentant un phénotype associant PID/FPI et cancer pulmonaire, ou une
forme familiale de cancer pulmonaire est en train d’étre constituée. Des mutations des geénes codant
pour SFTPAI et SFTPA?2 seront recherchées dans le sang et les tissus tumoraux, et I’expression de SP-

A dans les tissus tumoraux sera analysée.

Conseil génétique

Plusieurs problémes éthiques sont soulevés, notamment en ce qui concerne le conseil génétique a
proposer aux individus porteurs d’une mutation de SFTPAI ou SFTPA2. Les modalités de suivi et de
dépistage de la PID et des cancers pulmonaires restent entierement a définir. Le probléme est
particulierement complexe pour les apparentés asymptomatiques de ces patients, pour qui la stratégie
d’information et de suivi doit prendre en compte les risques liés aux 2 maladies. A ce jour, les
apparentés des cas index ont bénéficié d’un examen clinique, de conseils de prévention liés aux
facteurs environnementaux (tabac, exposition professionnelle), d’un TDM thoracique et d’EFR, mais
la fréquence de répétition de ces examens est a discuter en tenant compte du risque supplémentaire que

constitue I’irradiation de TDM thoraciques répétés chez des patients « a risque » de développer un
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cancer broncho-pulmonaire. Concernant les apparentés mineurs asymptomatiques, nous n’avons pas
proposé de dépistage des familles dans lesquelles une mutation de SFTPAI ou SFTPA2 a été
retrouvée, mais cette stratégie reste a évaluer. Un groupe de travail constitué de pneumologues adultes
et pédiatriques, de généticiens fondamentaux et cliniques, et de psychologues serait nécessaire pour

tenter de définir des recommandations de prise en charge consensuelle pour ces individus.
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8. Conclusion et perspectives

Ce travail de theése a permis d’identifier un nouveau gene, SFTPAI, dont les mutations sont associées a
des PID de I’enfant et de 1’adulte. Il a aussi mis en évidence une proportion importante de variations
des geénes du systeme du surfactant chez ces patients. Ceci incite a discuter une étude systématique de
ces genes en 1’absence d’autre diagnostic, dans les formes familiales, mais aussi sporadiques de PID.
L’hétérogénéité des phénotypes décrits ne permet pas, a ce stade, de cibler 1’étude d’un seul gene.
Cependant, il semble que I’association a une histoire personnelle ou familiale de cancer pulmonaire
doive orienter les analyses vers les génes SFTPAI et SEFTPAZ2. La poursuite d’un recueil phénotypique
standardisé dans le cadre du programme de recherche RaDiCo (Rare Disease Cohorts) permettra de
progresser dans 1’étude des corrélations phénotypes/génotypes de ces patients (Annexe 5).
L’augmentation des diagnostics génétiques dans les PID souléve la question d’un conseil génétique
adapté, incluant, pour SFTPAI et SFTPA2, le dépistage de potentiels risques tumoraux. Enfin, le
déficit en SP-A induit par les mutations décrites ouvre des pistes de réflexion sur une utilisation de SP-

A a visée thérapeutique.
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9. Financement

Cette étude a regu le soutien du legs Poix pour les années 2013, 2014, et 2015. Elle a aussi été

soutenue par les associations de patients Belleherbe et Respirer ¢’est Grandir.
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ARTICLE INFO SUMMARY

Keywards :
Interstitial lung dissases

Interstitial lung diseases (ILD )k represent a hetersgeneous group of e resplratory disorders, mostly
chimnic and associated with high morbidity and monality. They are complex diseases that remaln, in

i emary s children, largely underdiagnosed and difficult to manage. Therefore, identification of blomarkers, which
could beused for ILD diagnosis, measurements of disease severity and progression, and responsiveness
i treatmsents, (£ a major challenge for clinical practce and for ranslatonal research. The present review
foruses on blood blomarkers and provides an overview on the current informaton on modecular
parameters of Interest for ILD patient management
i 2015 Elsevier Lid. All rights resenved.
INTRODUCTION

Interstitial lung diseases (ILD}s represent a heterogeneous
gmoup of respiratory disorders that are mostly chronic and
associated with high morbidity and mortality [1]. These diffuse
infiltrative lung diseases are characterized by a progressive
remodelling of the alveolo-capillary barrier. The clinical presenta-
tion includes dyspnoea, a mestrictive pattern on pulmonary
functon testing, and diffuse lung infiltration on chest imaging.

* Comesponding author. Pneumalogie Pediatrique, Hapital Armand Troussea,
26 avenue du Dr Amald Neteer, 75012 Paris-France Tel: +331447 36668
E-meil addness: annide clement@trs_aphpfr (A Cement )L

Tt jebe i g 101016 f v 201 05,002
1526-0542)@ 2015 Elevier Ltd. All rights reserved.

ILDs are rare diseases that can be observed at all ages, from
infancy to the elderly. They are, however, more frequently
diagnosed in adult patients [2]. In children, information on their
glohal epidemiology remains extremely limited | 3]. Extrapolation
from small studies has suggested an approximate incidence of
1 case per 100,000 population. Howewver, this estimation is not
reliable as pediatric ILDs remain largely underdiagnosed [4). New-
ertheless, common underlying mechanisms are currently being
described, supporting the view that tools developed to improve
the diagnostic approach and dinical management of ILD should
benefit to all patients regardless of age. Based on this understand-
ing, potential disease biomarkers derived mainly from studies
performed in adult patients are discussed in this review. Their
translation into clinical practice should ultimately benefit all
forms of ILD induding paediatric diseases.
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ILD PATHOPHYSIOLOGY: CURRENT UNDERSTANDING FOR
BIOMARKER DEVELOPMENT

ILDs display a wide range of phenotypic expression that is
influe nced by age of onset and instigating factors. However, in all
situations, disease progression shares the common features of
lung remodelling. Based on mumerows experimental studies and
human tissue analysis, the working concept of [LD pathogenesis
highlights the central role of alveolar epithelial cells and fibroblast
aberrant activation |5-7].

Repeated injuries of “vulnerable” alveolar epithelial cells and
the failure of the alveoli to correctly mespond to injury lead m
aberrant lung repair and progressive fibrosis. The current under-
standing of ILD physiopathology suggests a multiple hit model, with
genetic and non-genetc insults contributing to incmease the
vulnerahility of alveolar epithelial cells to repeated injuries |8 ). This
scenario is associated with changes in cellular phenotype and
fundtion. Important consequences indude modification of the
crosstalk between abveolar epithelial cells and mesenchymal cells
as well as induction of epithelial mesenchymal transibon The
transformation of epithelial cells acguiting phenotypic and func-
tional characteristics of fibroblasts contributes to an exaggerated
producton of collagen and extra cellular matrix components. An
arreleraton of the aging process that could impact on progenitor
cdls leading to stem cell exhaustion is also suggested | 9].

Comple: underlying mechanisms are involved, with increasing
evidence for an important role of endoplasmic reticulum { ER) stress
|10]. ER stress occurs in situations assodated with accumulation
of misfolded proteins inthe ER and activation ofthe unfolded protein
response. When the load of altered proteins is excessive, the
resulting ER stress can lead to alveolar epithelial cell death through
apaptosis. Among factors ausing ER stress ame abnormal Surfactant
Proteins (SP), viruses, tobacoo smoke and oxidants [11] Recent
studies have demonstrated that mutant SP-C pmoteins could co-
localisein the ERLand that a signifi@ntinmease in ER-stress reaction
was observed in cells expressing mutated SP-C. This understanding
explains the novd interest for anti-ER stress thempeutic strategies
in lung fibrosis [12].

The nature of indting injury and subsequent alveolar epitheli-
um dysfunction includes genetc and epigenetic factors as well
as emvimnmental and host co-morbidity components [13] Al
together these contributors affect disease expression and progres-
sior. From a number of reports, there is emerging evidence that
the development of all forms of TLD is, at least in part, detemined
by genetic factors. In children, mutations are mainly reported in
the genes encoding SP-C and 5P-B | 14,15 ], Other surfactant system
defects include mutations in the genes encoding the thyroid
transcription factor 1 and the member A3 of the ATP-binding
cassette family of transporters [16,17). Mutatdons in genes
implicated in DMA repair and telomere functions, induding genes
encoding the telomerase RENA component and the telomerase
reverse transcriptase, hawve been described in patients with
Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) [18]. In addition to genetic
causes, there is compelling evidence that factors from the
environment influence disease expression and progression.
Current knowledge points out the role of tobacco smoke, exposure
to aero contaminants, and viruses. Of interest, several studies have
showed the presence of various virus proteins in ung tssues from
patients with ILDN and lung fibrosis, with an expression loalized
to alveolar epithelial cells.

BIOMARKERS OF LUNG PAREN CHYMA DYSFUMNCTION
A large variety of respiratory disease markers has been

examined including chest imaging, lung fundtion tests, and spedfic
tissue and molecular components. Currenty, much effort is

devoted to the qualification and validation of biologically relevant
maolecular biomarkers | 19.20]. Anumber of approaches have been
used from ‘omic studies to @ndidate molecule analysis of lung
tissues, bronchoaveolar lavage (BAL) fluids, and blood samples
|21-23]. These approaches have identified severml types of
biomarkers with the potential to predict lung disease progression
and prognosis [24,25]. The most studied components, which are
listed below, include molecules implicated in matrix formation
and remodelling, alveolar epithelium metabolism and immune
pmcesses. In addition, novel findings provide support for the
monsideration of a role for mucociliary dearance molecules.

Remodeling molecules

A number of molecules have been descaibed including Matrix
Metallo Proteinase ( MMP =, which appearof particular importance
for lung parenchymal homeostasis. MMPs belong to a family of
zinc-dependent proteases that deave the extracellular matrix and
cell-surface proteins to regulate wound repair and a number of
immune and inflammatory processes [26]. MMP producton and
activity are up-regulated during healing or remodeling. MMP7
(matrilysin) is the smallest of the known MMPs, Unlike many other
MMPs that are highly expressed in the stroma, MMP7 is expressed
in epithelial cells |27 28] Following Injury, MMP? synthesis is
rapidly induced. An important proposed role for MMPT is to
facilitate the migmtion component of the re-epithelialization
pmgram, a omplex process imvolving multiple interactions
between the cell and the matrie In MMP7-deficient mice, re-
epithelialization and neutrophil recquitment into the alveolar
space are almost completely abrogated, demonstrating the major
rale of MMP? in the healing @sade of the lung Increased
expression of MMPT is observed in hyperplastic epithelial cells,
and elevated blood levels have been documented in various fonmms
of diffuse parenchymal lung diseases.

Abveolar epithelium functional molecules

Among the molecules of interest are the surfactant proteins
(5P}, and mainly the hydrophilic proteins 5P-A and 5P-0. These
factors are predominantly produced by alveolar type 2 epithelial
wells [29]. They are members of the collectin family of C-type
lectins, with an amino-terminal collagen-like region and a
carboey-terminal carbohydrate recognition domain (CRDY). The
CRDdomains are adapted to bind essential carbohydrate and lipid
antigens presenton the surface of microorganis ms. They modulate
the uptake of infectious agents by phagocytic cells as well as both
the inflammatory and the adaptive immune response. 5P-A also
facilitates the surface tension-lowering properties of surfactant
phospholipids and plays an active role in the re-epithelialisation
pmcesses of the alveolar surface. Indeed, recent studies have
provided evidence that SP-A binds Transforming Growth Factor
(TGF}B1 with high affinity and stimulates the TGF-1 pathway
130,31 In situations of parenchymal njury and alveolits,
inreased levels of SP-A and 5P-D have been reported in the BAL
and serum of patents |32-34]

EL {Krebs won den Lungen)-6, classified as a submolecule of
MUCT, is a candidate molecule of alveolar epithelium homeostasis.
It was initially suggested as a serum tumour biomarker for lung,
breast and panoreatic @ncers. It was then recognized and
approved as a serum biomarker for ILD in Japan [3536). [tis a
high-molecular-weig ht gly coprotein with anextracellular domain,
and is expressed on the surface of various types of epithelial cells
137] In the lung, it is moderately expressed by alveolar type
2 epithelial cells in control conditions. Its expression dramatically
inreases in regenerating cells in dssue sections from LD patients
and is associated with high KL-6 levels in the serum | 38,39, The
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current view is that KL-G is a key component of the intra-alveolar
fibrotic process, but its predse fundion remains unknown.

Immune response components

A number of pathways are implicated in the immune response.
Among the most studied molecules that could be considered as
ILD biomarkers of interest are CCchemokine ligand (OCL)-18 and
YHL-40.

CCL-18, known as PARC (Pulmonary and Adivation-Regulated
Chemokine ), is a 7-kID protein [40). 1t is constitutively expressed at
high levels in the lung, mainly by alveolar macrophages and
dendritic cells. Several reports have shown that it could also be
produced by peripheral blood monocytes and tissue maoophages,
but to a much lesser degree. CCL-18 is involved in the remodelling
process by selectively atiracting profibrotic T cells to the lung. In
addition, CCL-18 can act directly on pulmonary fibroblasts to
stimulatecollagen production |41 | Increased levels of OCL-18 have
been mported in the lung of patients with various forms of
pulmaonary fibrotic diseases |42

YEL-40, also mamed chitinase 3-like (CHI3L) protein, is a
member of the glyoosyl hydrolase family 18, and has a carbohy-
drate-binding groovethatcan bind oligosaccharides [43). YEL-40is
produced by a variety of cells induding macmphages, neutrophils,
fibroblasts, epithelial cells, and endothelial cells. Its expression is
up-regulated in infllmed tissue in many organs, as well as in a
wvarety of solid tumours. The role of YEL-40 is not dear. Ithas been
reported to stimulate fibroblast growth, induce proliferation and
differentiation of @ncer cells, promote adhesion and migration
of vascular endothelial cells, and inrease proteoglycan synthesis,
Its receptor is not known, but the fact that it is a released protein
suggests that it probably acts on cellular components in an
autocrine/paramine manner. Elevated blood levels of YEL-40 have
been reported in patients with chronic inflammatory and fibrotic
disorders of various organs, including the lung, supporting the
wview that it may serve as a biomarker of disease severity and
prognosis [44).

Molecules of the distal ginvays homeostasis

MUCSB, a member of a family of ghycoproteins, is a major gel-
forming mucin in the respiratory tract [45]. It plays an essential
role in the mucociliary clearance process that controls bacterial
infection. The quantity of intracellular mucin in airway epithelial
cells results from the balance between mudn production,
cClearance and secetion. This balance is tighty contmlled by
MUCSAC and MUCSB. Expressionof both of these molecules can be
altered by several inflammatory factors. The recent interest for
MUCSB in ILD physiopathology started with the identifiation, by a
large genome-wide linkage study of IPF patients, of a common
polymaorphism in the promoter of MUCSB that was associated with
a high risk of disease and an increased MUGSE production [46).
The proposed mechanism linking lung fibrosis and MUCSB was
that accumulation of muous with a MUC5B-skewed mucin profile
may favor occlusion of the upstream airw ays, with consequently
further damage to the downstream hung parenchyma. In addition,
alterations in MUCSB expression may impair the processes of cell
proliferation and differentiation, as well as the immune response
[47].

BIOMARKERS IN ILD: CLINICAL RESEARCH STUDIES

In most of the reports on ILD biomarkers, the study populations
have included adult patients with sporadic or familial IPF, their
family members, and high-riskindividuals with genetic variations
known to be associated with the disease. Of importance, the need

for biomarker measurements to be reproducible and technically
simple and accurate has lamgely favored the use of peripheral
blood-based tests. Results of clinical studies on blood LD
biomarkers are summarized in this secion

MMPT

The study reported by Rosas and coworkers compared the blood
levels of a panel of proteins in patents with IPF and in the control
individuals |48). They could observe a combined signature of five
proteins including MMFP7, MMP1 and MMPE that was sufficient to
differentiate the study populations. They documented an increase
in MMP7 and MMP1 in lung tissue and bronchoalveolar lavage
fluid obtined from IPF patients. Inadditon, they reported that the
elevated MMPT levels wem negatively correlated with percent
predicted forced vital capacity (FVWC) and percent predicted carbon
monoxide diffusing @pacity. Similar findings were reported by
Song and coworkers in a cohort of 118 IPF patients [49]. They
observed that MMP-7 and also SP-A were signifiant predictors of
survival along with age, FVC, and abnormalities on high resolution
computed tomographic (HRCT) sans. Also, patients with high
levels of both MMP-7 and 5P-A had shorter survival These studies
suggest that MMP? may serve as a biomarker of disease activity
and prognosis. This is further sustained by the study of 95 proteins
in the serum samples of 241 IPF patients. Among the proteins
detectable in the plasma, 5 were significantly associated with
maortality and/or disease progression: MMP-7, interleukin (IL}-8,
intercellular adhesion molecule, vasoular adhesion molecule, and
S100A12 (a 5100 protein similar to calprotectin |50 ). OF interest,
lowe MMP-7 concentrations defined a group of patients with long
median survival whereas patients with high MMP-7 levels had a
significantly shorer survival. Recenty, Kropski and coworkers
inidated an ongoing cohort study of at-risk individuals for
developing IPF |51 ). They induded 75 asymptomatic first-degree
relatives of IPF patients. They observed HRCT scan interstitial
abnormalities in 14% ofthem. In addition, the blood levels of MMP7?
and SP-D0 were significantly inoeased in “at-risk™ subjects
compared to controls, and correlated with abnormal HRCT s@ns.
These first results of the ongoing cohort indicate the existence of
presymptomatic abnormalities that may predict progression to
clinical disease. The current level of information on MMP7T has led
tothe use of changes in blood MMP7 as a primary efficacy outcome
in the design of a novel dinical trdal in [PF.

SP-A gnd 5P-D

In recent years, several reports have showed that SP- & and SP-
D, alone or in combination, may be wseful predictors of disease
outcome in patients with IPF. In the study conducted by Takakashi
and oworkers, the serum levels of SP-A and 5P-D were analyzed
in a population of 52 IPF patents |52] Both 5P-A and 5SP-Dr
concentrations were found to correlate with the extent of
alveolitis, higher levels being observed in patients with a fatal
outcome within3 years. In addition, the levels of SP-D followed the
rate of deterioration of pulmonary fundion. Theauthors concluded
that 5P may be a good predictive indicator of disease progression
and that a combinationof SP-A and SP-0y measurements may serve
a5 biomarkers for disease outcome. This was further confirmed in
a cohort of 142 patents, for whom 5P-A and 5P-D levels were
found to be highly predictive of survival [33 ] Discussion of the
mechanisms underlying an increase in blood 5P-A and SP-D
suggests that it may result from both elevated produdion by
hyperplasic alveolar cells, andfor a leak towards the vascular
compartment due to epithelial injury. In the study of Song and
coworkers, SP-AorSP-Dalone were not predictors of mortality, but
the assodation of SP-A with MMP-7 provided additive predictive
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value for prognosis [49). In the ongoing IPF cohort, the levels of
SP-D'weme found to be inreased in “at-risk™ patients, but the levels
of SP-A were not reported |51]

KL

Abnormally high levels of KL-6 were first documented in the
blood of ILD patients by Kohno and coworkers |36]. In addition,
serum levels of KL-6 were found to correlate with the levels
documented in the BAL fluid, allowing the use of blood KL-6 in
clinical practice. Ohnishi and coworkers analyzed blood KL-6levels
in 33 ILD patients, 12 patients with bacterial pneumonia and
70 healthy volunteers | 53 |. High levels of KL-6 as well as 5P-Aand
SP-Dywere documented in ILD patients. The levels of SP-A and SP-0,
but not of KL-6, were significantly higher in patents with bacterial
pneumonia than in healthy volunteers, leading the authors to
suggest that KL-6 may be the best serum marker for ILD. Elevated
KL-6 levels were also found to be assodated with an increased risk
for subsequent mortality | 54]. However, most of the conclusions of
these reports have been limited by the cohort size and the absence
of replication. In a largest study performed by Song and coworkers,
results indicated that KL-6 was not among the biomarkers that
were significantly independent predictors for mortality [49].

(CL-18 and YKL-40

Inreased expression of CCL-18 in the context of lung fibrosis
was first documented in alveolar maoophages. Further studies
indicated elevated OCL-18 levels in the BAL fluid from patients with
ILD that correlated with pulmonary function test impairment and
serum levels [42 | The value of blood CCL-18 concentrations was
then tested in a cohort of 72 patients with IPF |55] Results
indicated a signifi@antly higher incidence of disease pmgression
and mortality in patients with high serum OCL18, suggesting that
CCL-18 may be a useful tool in the clini@l management of patients
with IFF.

Following the observations of an ineased ex pression of YHL-40
inthe serumand lungs of patients with IPF, and of genetic variations
in CHI3L! gene in various inflammatory diseases, Korthagen and
coworkers analyzed the CHIZL! genotype, the BAL fluid and blood
YEL-40 levels in a cohort of IPF patients [56]. They reported that
the - 3204/ G polymorphism was assodated with high YEL-40 levels
in both the lung and the serum. In additon, higher expression of
YEL-40 was linked to a poor survival in IPF patients.

MUC5B
In the first report of a common polymorphism in the MUCSE

promoter assodated with IPF, a 20-fold increased risk of disease
was found in subjects homozygous for the polymorphism and a

Repetitive
micro injuries

'.LHI Onset of

symptoms

4 Susceptible »
Iung
Genetic defects...

7-fold increased sk in heterozygous subjects [46] The MUICSE
polymorphism rs35705950 was doumented in 34-38% of IPF
subjects (in both familial and sporadic cases) compared to 9% of
controls. This observation was further reported in an independent
group of patients. Recently, large genome-wide case-control
association studies confirmed the association of the common
MUCSBvariant withIPF |57 | Of interest, this variantwas not found
to be associated with other forms of ILD, such as sarmidosis or
rheumatologic conditions assodated with pulmonary fbmsis,
sugpesting that it would be a risk factor for the development of IPF
|58] Puzzling results were also reported indicating that this
polymorphism was assodated with a decreased mortality of a
patient with IPF [59]. It is likely that IPF patients with the MUC5E
promaoter pobymorphism display a signifiantly higher predisposi-
ton to disease and, at the same time, a survival advantage. One
possible explanation may be that the inreased MUCSB production
oould enhance mucosal host defenses and reduce infectous
omplications, with a possible beneficial influence on repair
proCesses.

BIOMARKERS IN ILD: TRANSLATION INTO CLINICAL PRACTICE

ILD} and lung fibrosis are caused by repeated subclinical injuries
of a “susceptible” lung parenchyma. Consequenty, phenotypic
manifestations progmess from onset of symptoms and mild disease
o severe respiratory impairment precipitated by acute exacerba-
tons (Figure 1). Based on this current understanding, relevant
biomarkers should indude molecules that will help the physician
predicting disease progression and designing clinical trials. As
discussed above, numerous research studies for the identification
of biomarkers in ILD)and IPF have been performed so far. Despite
insufficient evidence to wvalidate their translation into clinical
practice, recent developments provide perspective for some of
these molecules to serve as markers for disease susceptbility,
activity and prognosis.

Biomarkers for disease susceptibility: In addition to genetc
defects causing ILD, with diagnostic value (such as mutations in
genes encoding surfactant system molecules), more common
variants leading to a “susceptible” ung @n be investigated. As
indicated above, polymorphisms i MUCSE could serve as
susceptibility marker in specific forms of [LD.

Biomarkers for disease activity and prognosis: Among the blood
proteins discussed in the previous sections, MMP?T seems to be the
biomarker of interest for measurements of disease severity and for
progression. Indeed, the current level of information on MMP7 has
led to the use of changes in blood MMP7 as a primary efficacy
outcome in the design of novel dinical trials in IPF. The serum
levels of SP-A and SP-D' may provide additional information on
disease outcome. Analysis of plasma biomarker profiles in acute
exacerbations has suggested potential interest of several factors

Y Fatal
* OUlCOome

Figure 1. Current understanding of ILD pathophy sology

Age

Repeated subclinicl injuries of a “susceptible® lung parenchymalead to dissasedevelopment. Phenoty pic manifestations progres fromometof symptoms and mild dissase

b0 severe respiratary impimment precipitated by acute exscerbations.
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including SP-A, SP-D, KL-6 and IL-6. This needs to be further
investigated.

CONCLUSION

Identification of biomarkers, which could be used for diagnosis,
measurements of disease severity and pmogression, and respon-
siveness to treatments, is a major challenge in the ILD field for both
paediatric and adult patients. In the coming wears, the rapidly
evaolving field of biotechnologies will certainly allow us to discover
anumber of novel biomarkers. & critical issue will be the validation
and translation of these findings into patient care, and this will
require investigations in populations of individuals with very
careful and longitudinal phenotyping.

FUTURE RESEARCH DIRECTIONS

» Develop new technologies to identify novel biomarkers from [ILD
patients

» Plan longitudinal studies that incdude careful and prospective
phenotyping of the diseases

» Examine the potential for panels of biomarkers to provide
information on therapy/prognosis
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Case report

A male infant was full term born, and eutrophic at birth. On day 6, he developed a severe respiratory
distress that required non-invasive ventilation (NIV) support and oxygen therapy. Clinical examination
reported an axial hypotonia, a congenital myxoedema, a cutaneous jaundice, large fontanels, and a
mild macroglossia. The diagnosis of hypothyroidism was confirmed by the neonatal systematic
screening results, with an absence of thyroid tissue. Chest high resolution computed tomography
(HRCT) scan showed diffuse alveolar and interstitial opacities (fig 1, panel A).

The child was supplemented with L-thyroxin. NIV could be stopped after a few days, but he remained
hypoxic with a 73 mmHg PaO2 under 1 L/min oxygen supplementation. At age 3 months, oral long
term azithromycin was started followed by intravenous monthly corticosteroid pulses (300mg/m?/day
for three days) and oral corticosteroids [1]. At age 10 months, his clinical evaluation was stable. The
HRCT scan showed a diffuse increase of the ground glass attenuations. Oral hydroxychloroquin was
added but had to be stopped after 4 months because of neutropenia. Progressively, under corticosteroid
pulses and azithromycin, his respiratory status improved and at age 2, oxygen therapy was
discontinued. His neurological evaluation documented an important motor and speech delay with
hypotonia and choreic movements.

His mother, aged 26, reported a medical history of abnormal movements since the age of 5 years, and
chronic cough during childhood, with no proven aetiology. Her clinical evaluation documented a
benign hereditary chorea appearing in infancy, which improved up to early adulthood and evolved to
myoclonus. She presented a compensated hypothyroidism.

Surprisingly, despite absence of complaints, respiratory investigations revealed a stage II NYHA
dyspnoea, hypoxemia with a 57 mmHg PaO2, and a severe restrictive pattern with diffusion
impairment on the lung function tests. HRCT scan showed diffuse ground glass attenuations, sub-
pleural cysts and mild lung fibrosis (fig 1, panel B). A left to right spontaneous massive shunt through
patent foramen ovale was discovered. After percutaneous closure, her respiratory condition improved
partially. She was put under azithromycin treatment for 3 months, then continuous oral corticosteroid
for only one month without any objective improvement. The treatment was recently replaced by
hydroxychloroquin.

What is your diagnosis?
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Diagnosis: familial “brain-lung-thyroid syndrome” related to a NKX2-1 mutation

Surfactant protein disorders were suspected and analysis of NK2 Homeobox 1 gene (NKX2-1, OMIM
610978), also known as Thyroid-Transcription Factor 1 (77TFI), revealed the presence of a novel
splicing mutation: ¢.373+2T>C, NM_003317.3. Following the identification of the NKX2-/ mutation
in the baby, a familial screening was proposed, which led to the identification of the NKX2-1
¢.373+2T>C novel mutation in the mother (Fig 2).

NKX2-1 (NM_003317.3) heterozygous mutations have been associated with “brain-lung-thyroid
syndrome” with variable degrees of interstitial lung disease (ILD), thyroid dysfunction
(hypothyroidism) and neurologic abnormalities (hypotonia and benign chorea) [2—7].

This family well illustrates the large phenotype variability of the disease. Whereas the lung disease
started early in life and was severe in the child, the mother presented a moderate childhood respiratory
disease, and evolved towards a lung fibrosis in adulthood. The benign chorea was predominant in her,
and appeared later than it is usually described, with a compensated hypothyroidism [6,8,9]. Depending
on the series, a complete brain lung and thyroid disease is described in 30 to 50% of the patients with
NKX2-1 mutation [5,8,10]. Isolated benign chorea or lung involvement have also been described
respectively in 13 to 24% of cases [4,5,8,10]. The reason why patients display such heterogeneous
phenotypes for the same NKX2-/ mutation is unclear. Various types of molecular defects have been
described without phenotype correlations, except for whole-gene deletion that may be associated,
unexpectedly, with a milder pulmonary disease [4].

In France, systematic neonatal screening for hypothyroidism can lead to the early diagnosis of a
“brain-lung-thyroid syndrome”. However, considering the high frequency of incomplete forms of the
disease, even in the absence of hypothyroidism, an unexplained ILD in a young patient should justify a
NKX2-1 analysis [5].

Corticosteroids are the mainstay of the ILD treatment in children with various surfactant disorders,
including NKX2-1 mutations. Other medications have been used such as azithromycin for its
immunomodulatory properties or immunosuppressive drugs, including hydroxychloroquin [1,11].

Familial cases of “brain-lung-thyroid syndrome” are rare, with highly heterogeneous phenotypes, even
in a single family. As clinical manifestations can appear over time, an isolated organ disease may not
exclude the diagnosis. Therefore, a multidisciplinary management with lung physicians,
endocrinologist and neurologist is recommended to propose an early treatment.
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Figures legends

Figure 1: Chest high resolution (HR) CT scan of the two related patients.

(A) Chest HRCT scan of the infant (individual IIL.2, fig 2) at 16 months showing diffuse ground
glass attenuations.

(B) Chest HRCT scan of the mother (individual IL1.3, fig 2) at age 27 showing a fibrosing
interstitial pattern with bilateral septal thickening, and mild ground-glass attenuations.

Figure 2: Pedigree of the described family.

The index case IIl.2 (arrow) was diagnosed with “brain-lung-thyroid syndrome” (black symbol). A
heterozygous (+/-) novel splicing NKX2-1 (NM_003317.3) mutation c.273+2T>C was identified for
him, and secondarily his mother (I.3). None of the mother’s parents (I.1 and [.2) presented
hypothyroidism, neither neurological nor respiratory symptoms. Chest CT scans were normal. None of
them carried the NKX2-1 mutation (-/-). The neomutation was thus confirmed in the mother.
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Annexe 3 : Alignement protéiques des séquences de référence des protéines SP-Al et SP-A2 et de leurs
homologues au cours de I'évolution des espéces
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Annexe 4 : Surfactant protein A: a key player in lung homeostasis. Nathan N, Taytard J, Duquesnoy P,
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Abstract

The continuous exposure of the respiratory tract to various insults is a permanent threat for the
maintenance of lung homeostasis. Repair of the parenchyma structure, and particularly of the alveolar
epithelium, requires complex cellular strategies. Among the molecular components that play an
important role in these processes are the surfactant proteins (SP), and mainly SP-A. The present
review examines current knowledge on the role of SP-A in lung host defense mechanisms through its
implication in lung innate/adaptive immunity and epithelium integrity and repair. New information on
SP-A deficiency in various forms of pulmonary diseases should help defining therapeutic strategies
aimed at restoring functional SP-A within the alveolar structure.
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Introduction

Continuous maintenance of lung parenchyma homeostasis is required for proper preservation of
ventilation and gas exchange. Following harmful exposure to mechanical stress and environmental
particulates, complex cellular strategies are developed to ensure proper regeneration of the lung
parenchyma. To rapidly initiate the repair process, the damaged alveolar epithelium must initiate a
complex cascade of events in which the various components of the pulmonary surfactant play active
roles. Among them, an important molecule is the Surfactant Protein (SP)-A. This review will examine
current concepts related to the role of SP-A in the lung defense mechanisms and homeostasis.

Pathogenesis

Surfactant and lung parenchyma homeostasis
The most remarkable feature of the alveolar region is its considerable surface of contact between air
and blood. The efficient diffusion of the breathing gases relies on the extreme thinness of the air-blood
barrier. This is achieved by the morphological characteristics of the Alveolar Epithelial Cell (AEC)s
and their compression into a flat shape layer. The surface tension exerted by the blood-air interface on
the epithelium side produces a collapsing pressure that is lowered by the pulmonary surfactant, an
essential component required for alveolar stability during breathing.
The surfactant is a complex mixture of lipids (90%) and proteins (10%) pre-packed in type 2 AEC
lamellar bodies until their secretion into the airspaces. The major constituents of lipid surfactant are
phospholipids and the specific SPs include SP-A, SP-B, SP-C and SP-D. SP-A and SP-D are
hydrophilic calcium-dependent lectins referred to as collectins. SP-B and SP-C are hydrophobic
proteins, essential for the physical structure of surfactant. Synthesis of SPs and phospholipids via
separate pathways leads to the production of lamellar bodies that are secreted into large and small
aggregate forms. Unravelling of these packed aggregates allows the production of intermediate
structures such as tubular myelin, and the organization of a loose and continuous network of surfactant
membranes.
Lung parenchyma homeostasis relies on the dynamic deformation of the alveolar structure during
breathing through reduction of surface tension, and balance of forces involved in individual alveolar
inflation is the result of coordinated actions of SPs. The involvement of SP-A appears critical for the
conversion of lamellar bodies into tubular myelin, as demonstrated in SP-A deficient mice where
tubular myelin is absent (Khubchandani and Snyder, 2001; Korfhagen et al., 1996; Ochs et al., 2002;
Whitsett et al., 2015). In addition, SP-A facilitates the adsorption of phospholipids into the surface
film and stimulates the recycling of surfactant lipids by AECs (Hawgood et al., 1987; Ochs et al,,
2002). Its active participation in surface tension stability is tightly linked to its implication in lung
innate/adaptive immunity and alveolar surface integrity (Figure 1).

SP-A metabolism

SP-A, the most abundant SP, is structurally homologous to the collectins, a family of innate immune
response components. In humans and other primates, SP-A is encoded by SFTPAI and SFTPA2, two
genes composed of 6 exons (4 coding) located in chromosomal region 10q22-23 and separated by a
~40-kb DNA fragment containing a pseudo-gene. The 34-36 kDa proteins SP-Al and SP-A2 are
produced as pre-proteins and secreted into secretory vesicles in the alveolar space, and assembled as a
flower-like bouquet structure of 6 heterotrimers composed of two SP-Al and one SP-A2 molecules.
SP-Al and SP-A2 are very similar 248-amino-acid proteins, differing only by 9 residues. As member
of the C-type collectin family, SP-A contains, in addition to the signal peptide sequence, 4 domains
that include: the N-terminal sequence, the collagen-like domain, the neck domain, and the highly
conserved carbohydrate recognition domain (CRD). The pathways used for intra-cellular trafficking
and secretion of newly synthesized SP-A remain partially understood, with a possible incorporation of
the nascent protein into lamellar bodies (Fisher et al., 2010). Several studies have addressed the
question of the respective role of SP-Al and SP-A2 in this function. The current view is that these
proteins interact differently with the surfactant lipid monolayers and that SP-A1 and SP-A2 are both
required for an appropriate SP-A oligomerization pattern.
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SP-A is produced mainly by AECs and, to a lesser extent, by airway cells including non-ciliated
(club/Clara) cells. Its expression has also been reported in extrapulmonary tissues, such as intestine,
thymus, and salivary glands, but the significance of such expressions remains unclear (Khubchandani
and Snyder, 2001; Madsen et al., 2003). SP-A gene expression is regulated by numerous factors
including growth factors such as Transforming growth factor (TGF)-B, hormones , and cytokines
(Kishore et al., 2006; Willems et al., 2014). Air pollutants can alter SP-A metabolism. As such,
oxidative stress induced by a large variety of inhaled agents has been reported to affect several SP-A
function including host response to bacterial infection and alveolar macrophage activities leading to
impaired phagocytosis and cytokine production (Silveyra and Floros, 2012a). SP-A deficiency may be
partly caused by epigenetic modifications generated by either altered gene transcription due to changes
in chromatin structure linked to DNA methylation and histone modifications, or changes in translation
efficiency in relation with microRNA —mediated repression (Silveyra and Floros, 2012b).

SP-A and immune response

As member of the collectin family, SP-A is best known for its function in immunity. The C-terminal
lectin domain recognizes and binds non-host oligosaccharides found on pathogens allowing their
phagocytosis by the cells of the innate system (i.e. macrophages and monocytes). Mice lacking SP-A
(SP-A"/") showed increased lung infections and systemic dissemination after intratracheal inoculation
with a variety of pathogens (Kishore et al., 2006; LeVine et al., 2000; Linke et al., 2001). The
underlying mechanisms are several. Reports showed that SP-A has the capacity to bind carbohydrates
and lipopolysaccharides (LPS) as well as lipids and proteins at the surface of microorganisms. This
step allows the opsonisation of bacteria, yeast, fungi and viruses by phagocytic cells, and ultimately
their uptake and destruction. SP-A can also facilitate pathogen elimination by increasing their
aggregation and clearance using the mucociliary escalator (Khubchandani and Snyder, 2001). It can
also have direct antibacterial activity by favouring the increased permeability and vulnerability of the
bacteria (Benne et al., 1995; Khubchandani and Snyder, 2001). Following its binding to immune cell
surface receptors including the Toll-like Receptors (TLR), SP-A participates in the initiation of the
inflammatory response by stimulating the production of pro-inflammatory cytokines such as
Interleukin (IL)-1, and secondarily in its resolution through enhancement of apoptotic neutrophil
phagocytosis by macrophages and stimulation of anti-inflammatory cytokine (e.g. IL-10) production
and TGF-B secretion (Willems et al., 2014). Other actions include inhibition of dendritic cell
maturation and resistance to allergen challenge (Brinker et al., 2003; Han and Mallampalli, 2015;
Madan et al., 1997; Wang et al., 1998). Altogether, SP-A is considered as an important modulator of
pro/anti-inflammatory balance in the respiratory system (Willems et al., 2014).

SP-A and lung repair

Recently, novel interest has been focused on the role of SP-A in the repair process of the lung
parenchyma. The key players are the type 2 AECs, considered as multipotent cells with high plasticity
for both self-renewal and type 1 AECs repopulation through transdifferentiation mechanisms
(Fehrenbach, 2001). Evidence has emerged of a causative link between epithelial cell loss and lung
scarring. The ineffective reconstitution of the epithelium is a major determinant of the inappropriate
tissue regeneration observed in pathological situations such as pulmonary fibrosis and cancer. Several
reports have provided evidence for a role of SP-A in the processes that control lung epithelial cell
proliferation and apoptosis. In lung carcinoma that originates in type 2 AECs, the level of SP-A
expression seems to influence cancer development. In mouse models, SP-A overexpression in lung
adenocarcinoma cells was associated with suppression of tumor progression. Proposed mechanisms
include the capacity of SP-A to favor the recruitment of M1 anti-tumor macrophages in the tumor
environment through interactions with the TLRs (Mitsuhashi et al., 2013). This action may implicate
Natural Killer (NK) cells. Indeed, data from several studies have shown that recruitment of NK cells
could be increased by SP-A and that NK cell activation was stimulated by M1 macrophage cytokines
(Mitsuhashi et al., 2013).

The mechanisms by which SP-A could participate in the epithelium repair are likely to implicate TGF-
B. TGF-B is produced as an inactive molecule, latent TGF-f§ which forms a complex with the Latency
Associated Peptide (LAP) and is sequestered in the extra cellular matrix. To exert its actions, TGF-§
must be released from the latent complex to interact with its receptors and to activate the Smad protein
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pathways. Recent studies provided support for a role of SP-A in TGF-B activation. They documented a
specific and high affinity binding of TGF-p to SP-A, located in the SP-A head domain. This binding
involves the uncomplexed TGF-B form, and may represent a protection from inactivation by LAP
(Willems et al., 2014). Consequently, TGF-B becomes available at the cell surface and, following
binding to its receptors, can drive signalling cascades such as those involved in proliferation and
differentiation. The molecular link between SP-A and TGF- provides novel supports for a role of SP-
A in the pathways that govern lung repair after injury as well as cancer-related processes, though
modulation of key events associated with cell cycle progression and apoptosis (Figure 2) (Lin and
Zhao, 2015).

SP-A and diseases

Recent genetic studies have led to document genetic variations in SP-A1 and SP-A2 in various clinical
situations. Although SFTPAI and SFPTA2 have a high degree of homology, their minor sequence
differences and associated regulatory mechanisms lead to functional particularities, such as cytokine
production (Floros et al., 2009; Goto et al., 2014; Oberley and Snyder, 2003). In addition, they display
a high frequency of genomic polymorphism, up to 1 Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) per 30
bases (Horton et al., 2013). Some of the reported SFTPAI and SFPTA?2 allelic variations have been
shown to impact various pathological conditions including infectious diseases, cancer and interstitial
lung diseases (ILD). A role of SP-A in pulmonary infections is illustrated by the identification of
SFPTA2 SNPs that were found to be associated with the severity of respiratory insufficiency during
pandemic HIN1 infection (Tolosa and Palaniyar, 2014). Among them, the haplotype A' displayed a
protective effect, with a better outcome.

Studies focused on lung cancer reported that low SP-A expression in cancer cells was associated with
poor outcome, and that tumor progression was more critical in patients with SFPTA2 deletion (Goto et
al., 2014; Jiang et al., 2005). Further reports in clinical situations that combine lung cancer and fibrosis
provide support for a central role of SP-A in cell proliferation and remodelling processes. Genetic
defects in SFPTA2 were first identified in families with lung adenocarcinoma and fibrosis. The two
mutant SP-A2 proteins (F198S and G213W) involved sequences in the CRD domain (Wang et al.,
2009). Other deleterious SFPTA2 allelic variants were then documented in familial and sporadic ILD
(Coghlan et al., 2014; van Moorsel et al., 2015). SP-A defects also include variants in SFPTAI as
recently reported in a large family of patients with various forms of pediatric and adult ILD (Nathan et
al., 2016). Analysis of the newly identified W211R mutant SP-A1 revealed that it was associated with
an impaired protein secretion and alveolar epithelium expression. Altogether these studies support a
role for SP-A in ILD with phenotypic manifestations ranging from severe diseases early in life to
fibrosis and cancer in the elderly.

Summary and future directions

The role of SP-A in lung homeostasis is not limited to its contribution in the maintenance of surfactant
surface tension property and its immune defensive actions. Indeed, current knowledge views SP-A as
an important factor implicated in cell proliferation, differentiation and migration to ensure a proper
alveolar surface integrity. This opens up new areas of research dedicated at deciphering the
mechanisms by which SP-A could be involved in the pathways leading to repair, remodelling and
regeneration of the lung parenchyma. Acceleration of genetic studies exploring SP-A variations in
various forms of pulmonary diseases is also an important issue. Altogether, these efforts will help
defining therapeutic strategies aimed at restoring functional SP-A within the alveolar structure.
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Figure legends
Figure 1: SP-A and lung homeostasis
SP-A plays critical roles in key cellular mechanisms required for maintenance of lung parenchyma

homeostasis: surfactant metabolism, alveolar surface integrity and repair, innate/adaptive immunity
and inflammatory response

Figure 2: SP-A deficiency and diseases
Current understanding suggests overlapping mechanisms in fibrosis and cancer, which include TGF-f3

signalling. SP-A, through its capacity to interact with TGF-B, may be linked to dysregulated lung
injury responses associated with altered repair and tumor progression.
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Annexe 5 : Organisation du recrutement des patients

La mise en place du Plan Maladies Rares 1 (2005-2008) a permis |’organisation des maladies
respiratoires rares en réseaux de soins pédiatriques et adultes grace a la création de centres de
références de maladies rares (CRMR). Le centre de référence des maladies respiratoires rares,

RespiRare (www.respirare.fr), a été créé en 2006. Il est coordonné par le Pr. Annick Clement a

I’hopital Trousseau, Paris, et est constitué d’un centre de référence tri-site et de 8 centres de
compétence (CCMR) en France. Le centre de référence RespiRare a permis de fédérer les cliniciens
autour d’une prise en charge commune des patients atteints de maladies respiratoires rares, d’améliorer
leur prise en charge et leur parcours de soins. Le centre de référence des maladies pulmonaires rares de

I’adulte (http://maladies-pulmonaires-rares.fr/) a été créé¢ en 2004. Il est coordonné par Pr. Jean-

Francois Cordier / Pr. Vincent Cottin a Lyon. Il regroupe un centre de référence, et des centres de

compétence en France.

Dans le cadre du Plan maladies Rares 2 (2011-2014), la filiere de santé RespiFIL (www.respifil.fr) a
été créée en 2014. Elle est coordonnée par le Pr. Annick Clement a 1’hopital Trousseau, et regroupe le
centre de référence pédiatrique Respirare, le centre de référence des maladies pulmonaires rares de
I’adulte, le centre de référence du syndrome d’Ondine, et le centre de référence de 1’hypertension
artérielle pulmonaire. La filiere RespiFIL s’articule autour de deux objectifs généraux qui sont la
visibilité de la filiére, et le décloisonnement, afin de contribuer a diminuer de délai d’errance
diagnostique, et améliorer le continuum entre les acteurs. Ces derniers étant pédiatriques et adultes, la
filiere RespiFIL favorise une transition adaptée entre prise en charge pédiatrique et adulte.

Afin de promouvoir la recherche clinique et fondamentale dans les maladies rares, le ministére de la
recherche, grace au programme d’investissements d’avenir, a permis la mise en place du programme
de recherche RaDiCo. RaDiCo est localisé a I’hopital Trousseau, et coordonné par le Pr. Serge
Amselem, le Pr. Annick Clement, le Pr. Paul Landais, et le Dr. Jérdme Weinbach. Le programme
RaDiCo vise a doter la France de cohortes dans le domaine des maladies rares. Les cohortes
constituées permettront de nourrir une Banque Nationale de Données Maladies Rares (BNDMR) et de
développer des programmes de recherche. L'objectif a terme est d'améliorer I'accompagnement des
patients atteints et de leur famille. La cohorte RaDiCo-PID est I’'une des 16 cohortes retenues dans le

cadre de ce programme.

Les données des patients inclus dans ce travail été intégrées dans une base de données du laboratoire
de génétique ayant recu I’accord de la CNIL. Pour les patients pédiatriques, elles sont intégrées dans le
dossier patient informatisé du CRMR RespiRare (e-respirare). L’ensemble des données sont formatées
pour étre secondairement intégrées au CRF élaboré pour la filiere RespiFIL et pour le programme de

recherche RaDiCo, sous le logiciel RedCAP.
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Annexe 6 : Protocoles de PCR et de séquencage utilisés pour les génes SFTPAI, SFTPA2,
SFTPD

SFTPA1 : PCR-SEQUENCAGE (Manuel et Robot)

Armand Trousseau — Génétique UA3616-UG366 — Mode opératoire TRS-GM-ANA-Mx - V. 1

Date d’application :19/09/2012

Rédaction Approbation Validation
Nom : GALERON Laurie Nom : Nom :
Signature : Signature : Signature :
Date : 19-09-2012 Date : Date :
Version Date de création ou de révision Objet de la modification
1 19-09-2012 Version initiale
2 15-12-2015 V2 : ajout sequencage exon 2 non codant

Mots clés : PPD (Pathologies Parenchymateuses Diffuses), SFTPA1 (surfactant, pulmonary-associated
protein Al), PCR, séquencage

I. OBJET ET DOMAINE D’APPLICATION

- criblage de la totalité des exons codants et de leurs jonctions introniques
flanquantes (environ 30 pb) chez les cas index
- Recherche d’une mutation particuliére chez les apparentés

II. PERSONNES CONCERNEES
- les techniciens, ingénieurs et biologistes du service
III. DOCUMENTS DE REFERENCE

- Reéalisation d’'une PCR

- Préparation d’un gel d’agarose

- Controle des produits de PCR par dépdts sur gel

- Purification des PCR par ExoSAP

- Séquengage

- Purification des séquences

- Utilisation de I’automate Hamilton « MICROLAB STARLET »
- Purification des séquences

IV. TERMINOLOGIE

PCR : polymerase chain reaction
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Pb : paire de bases

F : forward
R : reverse

V. DESCRIPTION DU PROCESSUS

1) AMPLIFICATION PAR PCR

- Amorces utilisées :

" i . . Taille de I’amplicon
Exon Nom des amorces Séquence 5°-3’ Orientation (pb)
SFTPAI1 ex3F CCATGACTGACCACCTTGAG sens
Exon 2NC-6 ] 3425
SFTPAI1 ex6R CCTGGCCTTCTAACCTCATG antisens

* les solutions meres des amorces a 100 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P0/C1.
* les mix primers (F+R) a 5 pmol/ul chacun sont conservés a -20°C dans le congélateur P2/C1.

- Amplification :

1) Mix réactionnel : mix Promega 1,25mM MgCI2

Réactif Concentration Volume (ul)
Master Mix GreenGoTaq 2X 20
Mix primers F/R 5 pmol/pl chacun 32
MgCl12 25mM 2
H20 10,8 gsp 40 pl
ADN 50 ng/pl 4 ul
Le Mix réactionnel peut étre réalisé par I’automate Hamilton « MICROLAB STARLET » (Robot
PréPCR)
2) Conditions d’amplification :
Température Durée
94°C 5 min
94°C 30s
66°C 30s
72°C 3min30s
94°C 30s
64°C 30s
72°C 3min30s
72°C 5 min
10°C o
- Vérification des PCR :

Déposer 5ul de chaque PCR avec 2ul de tampon de charge sur un gel d’agarose 1% (cf. protocole « Préparation
d’un gel d’agarose »et «Contréle des produits de PCR par dépot sur gel») en présence d’un marqueur de poids

moléculaire et d’un témoin positif et négatif.

- Purification des PCR :
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Cf. protocole « purification de PCR par ExoSAP »

2) SEQUENCAGE

- Amorces de séquences utilisées :

Exon Nom des amorces* Séquence 5-3’ Orientation
SFTPA1_Ex2seqR1 ACTGTGCTCTGTCAGGACTC antisens
Exon 2NC )
SFTPAI1_ex2seqR2 AGGGCCAGGGTCTCCTTTGA antisens
c 3 SFTPAI1 Ex3seqF1 CAGTGAGTGAGTGACCTGAC sens
xon SFTPA1 Ex3seqR ACCTGCCCCACCCTGCTCAC antisens
Exon 4 SFTPA1_Ex4F1 GCTATAGTAAGCTGGGTGGG sens
SFTPA1 Ex4F2 TGGAGAGTCTGTCCTCATAG sens
Exon 5 SFTPA1 Ex5seqR2 GAAATGGTGCAATTTCCTGG antisens
SFTPAI Ex5seqR3 GGGCCATTCAAAGACATCAG antisens
SFTPA1 Ex6seqF TTCCAGGAAATTGCACCATT sens
Exon & SFTPAI1 Exé6seqR1 TCAGTGATTATGGGGAAGAG antisens

* les solutions meres des amorces a 100 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P0/C1.

* les dilutions a 5 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P2/C1.

- Préparation des séquences :

Cf. protocoles « séquengage » puis « purification de séquences »
Le Mix de séquence peut étre réalisé par les automates Hamilton « MICROLAB STARLET » (Robot

PréPCR et PostPCR).
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SFTPA2 : PCR-SEQUENCAGE (Manuel et Robot)
Armand Trousseau — Génétique UA3616-UG366 — Mode opératoire TRS-GM-ANA-Mx - V. 1

Date d’application : 19-09-2012

Rédaction Approbation Validation
Nom : Laurie GALERON Nom : Nom :
Signature : Signature : Signature :
Date : 19-09-2012 Date : Date :
Version Date de création ou de révision Objet de la modification
1 19-09-2012 Version initiale
2 16-10-2015 V2 : nouvelle amorce reverse de PCR

Mots clés : PPD (Pathologies Parenchymateuses Diffuses), SFTPA2 (surfactant, pulmonary-associated protein A2), PCR,
séquencage

V1. OBJET ET DOMAINE D’APPLICATION

- criblage de la totalité des exons codants et de leurs jonctions introniques
flanquantes (environ 30 pb) chez les cas index
- Recherche d’une mutation particuli¢re chez les apparentés

VII. PERSONNES CONCERNEES

- les techniciens, ingénieurs et biologistes du service

VIII. DOCUMENTS DE REFERENCE

- Reéalisation d’une PCR

- Préparation d’un gel d’agarose

- Controle des produits de PCR par dépdts sur gel

- Purification des PCR par ExoSAP

- Séquengage

- Purification des séquences

- Utilisation de I’automate Hamilton « MICROLAB STARLET »
- Purification des séquences

IX. TERMINOLOGIE

- PCR : polymerase chain reaction
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- Pb: paire de bases
- F: forward
- R :reverse

X. DESCRIPTION DU PROCESSUS

1) AMPLIFICATION PAR PCR

- Amorces utilisées :

Taille de I’amplicon

Exon Nom des amorces* Séquence 5°-3° Orientation (pb)
SFTPA2 ex3F CTGTGAGAGGGTCATCACCC
sens
Exon 3-6
SFTPA2 6R2 antisens 3295

TGATGGCACTGGGCAGGCAG

* les solutions meres des amorces a 100 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P0/C1.
* les mix primers (F+R) a 5 pmol/ul chacun sont conservés a -20°C dans le congélateur P2/C1.

- Amplification :

1) Mix réactionnel : mix Phusion

Réactif Concentration Volume (pl)
Master Mix Taq Phusion with GC Buffer 2X 20
Mix primers F/R 5 pmol/ul chacun 3,2
DMSO 1
H20 11,8 gsp 40 pl
ADN 50 ng/pl

4 ul

2) Conditions d’amplification :

Température Durée
98°C 30s
98°C 10s
65°C 10s
72°C 1min30s
72°C 7 min
10°C )

- Vérification des PCR :

Déposer Sul de chaque PCR avec le tampon de charge (3ul) sur un gel d’agarose 1% (cf. protocole « Préparation
d’un gel d’agarose »et «Contréle des produits de PCR par dépot sur gel») en présence d’un marqueur de poids
moléculaire et d’un témoin négatif et positif.

- Purification des PCR :

Cf. protocole « purification de PCR par ExoSAP »
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3) SEQUENCAGE

- Amorces de séquences utilisées :

Exon Nom des amorces* Séquence 5-3’ Orientation
SFTPA2 Ex2seqR CCCGGGAAAATTCCAAGCATC antisens
Exon 2 NC

Exon 3 SFTPA2 Ex3seqR1 GGGCTGGCTCAGCTATCA antisens
SFTPA2 Ex3seqR2 GACTCGATGCCCATTATCAC antisens
SFTPA2_Ex4seqF1 TGATAGCTGAGCCAGCCC sens

Exon 4 SFTPA2 ExdseqF2 TATGATGGCGCATCCTGGAG sens
SFTPA2 Ex5seqFl ATGAAAGGGCAGAGTTCCAG sens

Exon S SFTPA2 Ex5seqRl1 CCTAGGATTCAGTGGAAAGC antisens
SFTPA2 Ex6seqF1 AGGCAGAGATGGAGAGACTG sens

Exon & SFTPA2 Ex6seqR1 CAAGTGAATTCTGTTGAAAG antisens

* les solutions meres des amorces a 100 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P0/C1.
* les dilutions a 5 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P2/C1.

- Préparation des séquences :

Cf. protocoles « séquengage » puis « purification de séquences »

Le Mix de séquence peut étre réalisé par les automates Hamilton « MICROLAB STARLET » (Robot
PréPCR et PostPCR)
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SFTPD : PCR-SEQUENCAGE (Manuel et Robot)
Armand Trousseau — Génétique UA3616-UG366 — Mode opératoire TRS-GM-ANA-Mx - V. 1

Date d’application : 23/07/2013

Pole Biologie Médicale et Pathologie

Rédaction Approbation Validation
Nom : Alice de LIGNIVILLE Nom : Nom :
Signature : Signature : Signature :
Date : 19-09-2012 Date : Date :
Version Date de création ou de révision Objet de la modification
1 23/07/2013 Version initiale

Mots clés : PPD (Pathologies Parenchymateuses Diffuses), SFTPD (surfactant, pulmonary-associated protein D), PCR,
séquencage

XI. OBJET ET DOMAINE D’APPLICATION

- criblage de la totalité des exons codants et de leurs jonctions introniques
flanquantes (environ 30 pb) chez les cas index
- Recherche d’une mutation particuliére chez les apparentés

XII. PERSONNES CONCERNEES

- les techniciens, ingénieurs et biologistes du service

XIIl. DOCUMENTS DE REFERENCE

- Réalisation d’'une PCR

- Préparation d’un gel d’agarose

- Controle des produits de PCR par dépdts sur gel

- Purification des PCR par ExoSAP

- Séquengage

- Purification des séquences

- Utilisation de I’automate Hamilton « MICROLAB STARLET »
- Purification des séquences

XI1V. TERMINOLOGIE
- PCR : polymerase chain reaction

- Pb: paire de bases
- F: forward
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- R :reverse

XV. DESCRIPTION DU PROCESSUS
1) AMPLIFICATION PAR PCR

- Amorces utilisées :

E Nom des amorces* i s as . X Taille de I’amplicon
xon Séquence 5°-3 Orientation (pb)
SFTPD_ex2F CATGCTCTCCATCCAGACCT sens
Exon 2 ] 787
SFTPD_ex2R CCCACCCTTCATGCAGTAG antisens
SFTPD ex3F sens
Exon 3.5 _ CATAGAAGGTCAGGCAGGTC 1347
SFTPD_ex5R CTCCCTAGATAGGAACAGTCCC antisens
SFTPD ex6F sens
Exon 6.7 _ GGTTAGTTGTTGGGTGGCG 1365
SFTPD_ex7R TAGTTCAGGAGCCTGATGGC antisens
SFTPD_ex8F GGGCTGTTCTGGAACAATCTC sens
Exon 8 774
SFTPD_ex8R ATAGGGAAAGTAGGCTGGCC antisens

* les solutions meres des amorces a 100 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P0/C1.
* les mix primers (F+R) @ 5 pmol/ul chacun sont conservés a -20°C dans le congélateur P2/C1.

- Amplification :

4) Mix réactionnel : mix Promega

Réactif Concentration Volume (pl)
Master Mix GreenGoTaq 2X 20
Mix primers F/R 5 pmol/pl chacun 3,2
H20 12,8 gsp 40 pl
ADN 50 ng/pl 4 ul

Le Mix réactionnel peut étre réalisé par I’automate Hamilton « MICROLAB STARLET » (Robot
PréPCR)

2) Conditions d’amplification :

Température Durée
94°C 5 min
94°C 30s
62°C 30s
72°C 1 min 30 s
72°C 7 min
10°C )

- Vérification des PCR :

Déposer Sul de chaque PCR sur un gel d’agarose 1% (cf. protocole « Préparation d’un gel d’agarose »et
«Contrdle des produits de PCR par dép6t sur gel») en présence d’un marqueur de poids moléculaire et un témoin
positif et négatif.
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Cf. protocole « purification de PCR par ExoSAP »

Purification des PCR :

2) SEQUENCAGE

Amorces de séquences utilisées :

Exon Nom des amorces* Séquence 5'-3’ Orientation
SFTPD Ex2seqF TGGATTCCTGCTGCTCTAGG sens
Exon 2 SFTPD Ex2seqR AAACACGTCTCCAGACTCC antisens
SFTPD Ex3seqF2 TTTCCTGGATCACCACTGGG sens
Exon 3 SFTPD_Ex3seqR TGTTGTCCTCCCAACAGCAG antisens
SFTPD Ex4seqF ACAGATGGGACCTGCTGTTG sens
Exon 4 SFTPD Ex4seqR TGGCAAGCCTTTGCAGCATC antisens
Exon 5 SFTPD_ExSseqF ATTTTCCTCTCACCCTCCAC sens
SFTPD_Ex5seqR ATTCTCTCCATGTTCCAGCG antisens
SFTPD Ex6seqR1 CTGCCATTAATGGGGCACAC antisens
Exon 6 SFTPD Ex6seqR2 TGTCCGCCTTTCCTGAGTT antisens
SFTPD Ex7seqF GCCAGCTGTGTCAGTAGATG sens
Exon7 SFTPD Ex7seqR CTTGGATCTACTTTGAGCTCC antisens
SFTPD_Ex8seqF CTGTTTGGGAGGTCTGAAAG sens
Exon 8 SFTPD_Ex8seqR2 TGGCCACATTCTGGAGAGAA antisens

* les solutions meres des amorces a 100 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P0/C1.

* les dilutions a 5 pmol/ul sont conservées a -20°C dans le congélateur P2/C1.

Préparation des séquences :

Cf. protocoles « séquengage » puis « purification de séquences »
Le Mix de séquence peut étre réalisé par les automates Hamilton « MICROLAB STARLET » (Robot
PréPCR et PostPCR).
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Annexe 7 : Communication au congress de I’European Respiratory Society, Amsterdam,
septembre 2015: Genetic testing in idiopathic interstitial pneumonia: Surfactant system
involvement in pediatric and adult patients

Genetic testing in idiopathic interstitial pneumonia:
Surfactant system involvement in pediatric and adult patients

Nadia Nathan'2, Raphaél Borie?, Caroline Kannengiesser®, Florence Dastot-Le Moal’, Hilario Nunes®, Dominique Valeyre’, Martine Reynaud-Gaubert®, Sylvain Marchand-Adam’, Jean-
Marc Naccache?, Grégoire Prévot®, Guillaume Lezmil9, Christophe Delacourt’®, Dominique Isragl Biet!!, Caroline Thumerelle!2, Antoine Deschildre'2, Christophe Marguet3, Philippe
Reix!4, Vincent Cottin'5, Marie-Laure Dalphin’®, Anne Gondouin??, Clément Picard?, Violaine Girault!®, Claire Dromer??, valérie Nau?, Sylvie Tissier!, Lamisse Mansour Hendilil, Marie

Legendre?, Laurent Gouya??, Bruno Crestani?, Annick Clement*?, Serge Amselem?

1 Department of genetics and embryology and UMR-5933, AP-HP Hépita| Armand Trousseau; INSERM; Université Paris Sorbonne Pierre et Marie Curie-Paris06, Paris, France; 2 Pediatric Pulmonary Department and Reference centre for Rare lung diseases, AP-HP Hpital Armand Trousseau, Paris,
France; 3 Pulmonary Department, AP-HP Hépital Bichat Claude Bernard, Paris, France; 4 Department of Genetics, AP-HP Hépital Bichat Claude Bernard, Paris, France; 5 Pulmonary Department, AP-HP Hopital Avicennes, Bobigny, France; 6 Pulmonary Department, AP-HM, Marseille, France; 7
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INTRODUCTION PATIENTS, MATERIALS AND METHODS (Figure 1)
Idiopathic interstitial pneumonia (1IP)s are severe diseases that can occur Pediatiicand adultIP | The study was proposed to the patients followed in one of the
from infancy to elderly. In adults, the most common and severe form of patients: RespiFil centres for:
. S . I . . - Familial cases
the disease is idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), diagnosed mainly after _<S0yearoldcases | - A familial form of IIP or IPF
the age of 50. : - An early-onset of the IIP or IPF (children or adult before the
In children, a genetic cause is found in less than 20% of the cases. It age of 50)
mainly involves the SFTPB, SFTPC, and ABCA3 genes encoding the The study was approved by the French “Comité de Protection
hydrophobic surfactant proteins (SP)-B, SP-C, and their transporter, the des Personnes”, and each patient (or the parents for minor
ATP-binding cassette family A member 3 (ABCA3) (1,2). individuals) give his/her written informed consent.
o N S
In adults, up to 2(,]/” of the cases dec.\ate a ﬂ,r?t dlegree relative history l?f The clinician in charge of the patient filled a standardized clinical
IPF (3-5). A genetic cause of the IPF is identified in about 2% of sporadic . . . .
. L N . . form. Patient DNA was isolated from blood using the Flexigene
cases, and up to 20% in familial cases, with mutations in the telomerase SFTPA2, SFTP! . . "
N (Quiagen) method. For adult patients, TERT and TERC mutations
genes (telomerase reverse transcriptase (TERT) and telomerase RNA SFTPC, ABCA. N N .
. N N sequencing were first search for. In the absence of mutation, the following
component (TERC) being the first etiology (=15% cases)) (6-8). More . X S . .
recently, cases of 1IP and IPF related to SFTPA2 (encoding the surfactant i i genes (all the coding exons and their flanking intronic junctions)
. ¥ ) 8 Figure 1: Genetic study strategy were analyzed by Sanger method: SFTPA2, SFTPB, SFTPC, and
protein SP-A2), SFTPC and ABCA3 mutations have been reported, mostly
; e . . ABCA3 (Table 1).
in familial cases and/or in young patients (9,10).
The launch of RespiFIL, the French national pediatric and adult network for rare lung diseases, is a unique Inheritance  Number of ceding  Protein length
opportunity to collect national data from patients suffering from IIP and IPF. So far, the place of genetic Tahle.l:. Pa'f"’" sxons
testing in IIP and IPF remains puzzling. The RespiFIL network proposes standardized procedures for the tchh:::::iei;zzngs SFTPAZ Dominant 4 24832
diagnosis and treatment of IPF / IIP. In the current study, we aim to identify the relevance of a systematic / proteins SFTPB R“E_”'“ o 39322
surfactant genetic testing in familial or early-onset cases of IIP with no mutation of the telomerase complex SFTPC Dominant s 19722
ABCA3 Recessive 30 1704 aa
genes.
RESULTS (Tables 2 and 3, Figure 2) Table 2: Summary of the found mutations in the included families’ samples
Totalindex (oo pie :_:mily N:_f:mily
265 unrelated families (369 patients) were included. Forty-six cases (17 %) were familial cases. (:f;‘s;] (n=104) (n=161) (:"_1:;;’ (n'f'z‘i?;
In 104 families (39 %), the patient included was a child at the time of the diagnosis.
SFTPAZ (heterozygeus) 3 11% 0 0% 3 18% 2 1
A genetic cause was identified in 17 families (6.4 %) including 4 familial cases: SFTPB 0 0% 0 0% 0 0% 0 [
- 9children under the age of 2 SFTPC (heterozygous) 9 34% 5 48% 4 25% 1 8
- 8adults aged 28 to 58 years old ABCAZ(h - © 16% 4 38% 1 06% i N
TOTAL 17 64% 9 86% 8 49% 4 13
- SFTPA2 heterozygous mutations were found in 3 adult patients . . . o
aged 29 to 54. Table 3: Variations found in the included families’ samples Figure 2: Age at onset of the idiopathic interstitial
- No SFTPB homozygous mutation was found. Variations Location pneumonia for the families in which a surfactant
E 5 .
- SFTPC heterozygous mutations were found in 9 patients: 5 (Exen) metabolfsmgenemutaflo?wasfound(theyoungest
. patient of the family is represented here).
children under the age of 2; and 4 adults aged 28 to 58. SFTPAZ  C26Y heterozygous 3 Number of families
- ABCA3 homozygous or compound heterozygous mutations Y228C heterozygous 6 8
N N " R242Q heterozygous 6
were found in 5 patients: 4 children under the age of 1, and 1 7
SFTPC M60I heterozygous 2 6
adult aged 32. 173T heterozygous 3 s ABCA3
R167Q heterozygous 5 . uSFTPA2
L194P heterozygous 5 ; uSETPC
ABCA3  R208W and R1521W compound heterozygous 8 /30 2
F10771 homozygous 2 i
G974D and A1027P double homozygous 21/22
E292V and E690K compound heterozygous  9/17 0 o o oo o o o o ”
N> A2 it t
D115E and D253H double homozygous 6/8 Q’\‘@ D m@;\@;\,’a&s & Gﬁ q{a Q:\ o Ageatonse
DISCUSSION and CONCLUSION
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Annexe 8 : Communication aux Assises de génétique, Lyon, février 2016 (Prix de Poster de la Fédération
Francaise de Génétique Humaine) : Contribution des mutations des génes impliqués dans le métabolisme
du surfactant aux pneumopathies interstitielles diffuses (PID) de I’enfant et de I’adulte dans une cohorte
de 265 familles — Identification d’un nouveau géne de PID.

Contribution des mutations des genes impliqués dans le métabolisme du surfactant aux pneumopathies interstitielles
diffuses (PID) de I'enfant et 'adulte dans une cohorte de 266 familles — Identification d'un nouveau géne de PID
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PATIENTS, MATERIEL ET METHODES (Figure 1)

Figure 1: Stratégie de Pétude
Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID) et fibroses pulmonaires L'étude, approuvée par le “Comité de Protection des Personnes’, a été
idiopathiques (FPI) représentent un groupe de pathologies sévéres qui peuvent e oultes proposée aux patients suivis dans 'un des centres de la filiere RespiFIL
s’exprimer chez 'enfant comme chez I'adulte. “Casfamiliaw pour:

Chez I'enfant, une cause génétique est retrouvée dans moins de 20 % des cas, - Une forme familiale de PID ou de FPI

impliquant principalement les génes SFTPB, SFTPC, et ABCA3 qui codent pour - Une forme précoce de PID ou de FPI (enfant, ou adulte de moins de 50
des protéines hydrophobes du surfactant (SP)-B, SP-C, et leur transporteur, ans)
'ATP-binding cassette famille A membre 3 (ABCA3)(1,2) Le clinicien en charge du patient remplit une fiche de renseignements
Chez le patient adulte, environ 20 % des patients rapportent un apparenté au cliniques standardisée. Pour les patients adultes, les mutations des génes
premier degré avec FPI (3-5). Une cause génétique de FPI est retrouvée dans du complexe des télomérases ont d'abord été éliminées. Les génes
environ 2 % des cas sporadiques, et jusqua 20% des cas familiaux, avec une suivants (exons codants et régions introniques flanquantes) ont été
mutation d’un des génes du complexe des télomérases (telomerase reverse analysés par séquencage Sanger : SFTPA2, SFIPB, SFTPC, et ABCA3
transcriptase (TERT), télomérase RNA component (TERC), et RTELI) (6-8) SFTPAL, & ce jour non impliqué dans les PID, a également été analysé
Récemment, des mutations des génes SFTPA2 (qui code pour la protéine SP-A2),

chez les patients avec antécédent personnel et/ou familial de cancer
SFTPC et ABCA3 ont été associées  des formes familiales ou précoces de PID ou pulmonaire (Table 1).
de FPI(9,10)

Inclusion

Séquencage des
génes SFTPAL

SFTPAZ, SFTPB,
SFTPC, ABCAS

Table 1: Caractéristiques des génes et des protéines étudié(e)s

La création de RespiFIL, la filisre de santé nationale des maladies respiratoires rares de I'enfant et de

Mode de transmission Nombre d'exons codants Taille protéine
I'adulte, est une opportunité unique de constituer une base de données phénotypique et génétique de SFTPAL Dominant n 2480m
patients présentant une PID. La filiére RespiFIL permet de standardiser les procédures diagnostiques et SFIPAZ Dominant 4 24833
thérapeutiques pour les PID. Cette étude vise a identifier 'intérét d’une étude génétique systématique du seTPB Récessif 10 39338
complexe du surfactant dans des cas familiaux ou précoces de PID / FPI, sans mutation retrouvée de I'un sFTPe Dominant s 19722
des génes du complexe des télomérases ABCA3 Récessif 30 170428

RESULTATS (Tables 2 et 3, Figure 2)

Table 2: Résumé des mutations identifiées pourles casindex des familles incluses

266 familles indépendantes (378 patients) ont été incluses. Quarante-sept cas (18 %) étaient des Cosindex ~ C3Sindex  Casindex  Forme - Forme
I Inez68) enfants  adutes  familale sporadique
cas familiaux. (n-102) (n=162)  (n=47)  (n-219)
Dans 104 familles (39 %), le patient index était un enfant au moment du diagnostic. SFTPAL (hétérozygote) 1 03% 0 0% 1 06% 1 )
SFTPAZ (hétérazygote) 3 11% 0 0% 3 18% 2 1
Une cause génétique a été identifiée chez 26 individus issus de 18 familles (6,7 %) : SFTPB (homozygote ou hétérozygotecomposite) 0 0% 0 0% 0 0% o o
_ 20 P SFTPC (hétérozygate) 9 34w 5 48% ¢ 25% 1 8
ﬁ ezf*:”ts f’g?sje Z?Oé;a 14ans Figure 3 : Arbre généalogique de la famille dans ABCAS ou hété S 1ew o ss% 1 o0s% 1 N
- adultes agés de 27 a 58 ans laquelle une mutation de SFTPA1 a été identifiée TOTAL 18 67% 9 86% 9 55% 5 -
- Une mutation hétérozygote de SFTPA1 IT'
dont le caractére pathogéne a été SR T E 3
démontré par des études u B B
. IR, iations identifié i Figure 2: Age au diagnostic de PID des patients pour
fonctionnelles, a été identifiée chez 9 formy et Table 3 Variations identifiées dans les familles g g gnostic de P P P
i, Bt de 7 Mo 57 | o oo oo lesquels une mutation d'ungéne du complexe du
in 'wdusf agés de mO'IS a adns 5 {exon) surfactant a été identifiée
s’agit de la premiére implication de ce j‘A
: . SFIPAI W211Rhétérongote s Nombre de
géne dans les PID * associées & des — familles
5 y . ) SFTPAZ C26Y hétérozygote 3
adénocarcinomes pulmonaires (Figure g g e Y228€ hétérozygote 6
3) (11). |- J———— R242Q hétérozygate 5 8
SFIPC Ms0l hétérozygate 2 ;
1737 hétérozygote s
- Une mutation hétérozygote de SFTPA2 a été identifiée chez 3 patients adultes, agés de 29 E:Zf&::;;ﬁs : 5 maBCA3
N s
a54ans p - [ SFTPC
. " B el ABCA3 R208W et RIS21W hétérozygote composite 830 5 B
- Aucune mutation homozygote ou hétérozygote composite de SFTPB n’a été mise en F10771 homozygote 2 N SFTRAZ
svidence 974D et AL027P 2 mutations homozygotes  21/22 = sFTPAl
: ik P o - . E202V et EGO0K hétérozygote composite 917 1
- Une mutation hétérozygote de SFTPC a été identifiée chez 9 patients : 5 enfants de moins D115E et D253H 2 mutations homozyeotes  6/8 0 | |
de 2 ans, et 4 adultes agés de 283 58 ans. R BRI s de bt
- Une mutation homozygote ou hétérozygote composite de ABCA3 a été identifiée chez 5 ~ s e
patients : 4 enfants de moins de 1 an, et un adulte dgé de 32 ans.
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Annexe 9 : Communications au Congreés de ’American Thoracic Society, San Francisco, mai 2016 :
A. Genetic testing in idiopathic interstitial pneumonia. Communication orale
B. SFTPAI mutation in familial interstitial pneumonia and cancer. Poster.

A. Genetic testing in idiopathic interstitial pneumonia. Communication orale

Nadia Nathan, Raphaél Borie, Caroline Kannengiesser, Florence Dastot-Le Moal, Hilario
Nunes, Dominique Valeyre, Martine Reynaud-Gaubert, Sylvain Marchand-Adam, Jean-Marc
Naccache, Grégoire Prévot, Guillaume Lezmi, Christophe Delacourt, Christophe Marguet,
Dominique Israél Biet, Caroline Thumerelle, Antoine Deschildre, Philippe Reix, Vincent
Cottin, Marie-Laure Dalphin, Anne Gondouin, Clément Picard, Violaine Girault, Claire
Dromer, Marie Legendre, Laurent Gouya, Bruno Crestani, Annick Clement, Serge Amselem

Background: Idiopathic interstitial pneumonia (IIP)s are severe diseases that can occur from
neonates to elderly. A genetic cause is identified in around 2% cases in sporadic cases, and up
to 20% in familial cases, telomerase genes mutations being the first etiology. We aimed to
identify the relevance of a systematic surfactant genetic testing in familial or sporadic early
cases (before 50 years-old) of IIP with no telomerase gene mutations.

Methods: Patients were recruited through the French national network for rare lung diseases.
All the surfactant system genes in which mutations has been involved in IIP were sequenced
by Sanger method: genes encoding the surfactant proteins A2, B and C (SFTPA2, SFTPB,
SFTPC), and their transporter, the ATP-binding cassette family A member 3 (ABCA3). A
signed informed consent and a clinical form were obtained for each patient.

Results: A population of 369 patients (265 unrelated families) was included. Forty-six cases
(17%) were familial, 104 were children at the time of the diagnosis. A genetic cause was
identified for 17 unrelated patients (6.4% of the families): 9 children aged 0 to 1.5 years, and
8 adults aged 28 to 58 years, including familial and sporadic cases. Heterozygous SFTPA2
mutations were found in 3 adult patients (aged 29 to 54); no SFTPB mutation was identified; a
heterozygous SFTPC mutation was found in 9 patients (aged 0 to 58); and homozygous or
compound heterozygous 4BCA3 mutations were found for 5 patients (aged 0 to 32).

In children, 4 had a SFTPC mutation, 3 had a homozygous or compound heterozygous
ABCA3 mutation. In adults, 2 had a SFTPA2 mutation, 4 a SFTPC mutation and 2 an ABCA3
mutation. In addition, 8 patients had a heterozygous 4ABCA3 mutation.

Discussion: Despite surfactant disorders are commonly believed to be pediatric diseases, this
study highlights that half of the cases are diagnosed in adults. SFTPA2, SFTPC and ABCA3
study allows the identification of a genetic cause for around 6.5% of the families. These
mutations are found either in adult and pediatric cases of IIP, in familial and sporadic cases.
These results suggest that a systematic surfactant testing is of importance in the diagnosis of
IIP in children, but also in adults, in sporadic and familial cases of IIP. This study also raises
the genetic counseling issue that may be tricky in such rare and heterogeneous diseases.
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B. SFTPAI mutation in familial interstitial pneumonia and cancer. Poster.

SFTPA1 mutation in familial idiopathic interstitial pneumonia and lung cancer

Nadia Nathan?, Violaine Giraud?, Clément Picard?, Hilario Nunes!, Florence Dastot-Le Moal, Philippe Duquesnoy?, Bruno Copin?, Martine Reynaud-Gaubert?, Dominique
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Materials and Methods

Patients: Among the 172
unrelated patients retrieved from
the database of the French
national network of reference
centers for rare lung diseases
(RespiFIL), were included the
patients with a personal or a first-
degree relative history of lung
cancer; and the absence of
identified mutations in SFTPB,
SFTPC, ABCA3 and telomerase
genes,

Genes sequencing: The 4 coding
exons of SFTPA1 (NM_005411.4)
and SFTPA2 (NM_001098668.2),
and their flanking intronic
junctions were sequenced by
Sanger method.

Functional studies: Tagged WT
and variant SFTPA1 and SFTPA2
PcDNA3 expression vectors were
transfected into HEK293T human
cells. Protein production and
secretion were studied by WB
and incubated with 2 monoclonal
anti-HA (SP-A1) or anti-FLAG (SP-
A2) high affinity antibody (Roche
3F10%, and Sigma-Aldrich
M2%8592), and an anti-mouse
peroxydase antibody (Southern
Biotech 1070-05). As a positive
control, the F1985 mutation,
previously described in SFTPA2
was used.

Immunchistochemistry:  Tissue
samples from lung biopsies were
analyzed by immuno-
histochemistry with a mouse SP-A
monoclonal antibody (Abcam-
32E12). A rabbit polyclonal anti-
SP-C antibody (Santa Cruz-13979)
was used as a control.
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Introduction

Idiopathic interstitial pneumonias (IIPs) comprise a heterogeneous group of rare
lung parenchyma disorders with high morbidity and mortality. In adult, the most
common form of IIF, idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), has been associated with
an increased frequency of lung cancer. The molecular basis of IIPs remains
unknown in most cases. Telomerases complex genes are the main genetic etiology.
Adult cases of IPF and lung cancer have been associated with surfactant protein
(SP)-A2 gene (SFTPA2) mutations. The aim of this study was to investigated
SFTPA1 and SFTPA2 in families affected by IIP/IPF and lung cancer.

Paris, France; *Hopital Foch, Suresnes, France; TNRS, Aix Marseille Université, France

Results

Identification of a SFTPA1 mutation: 12 apparently unrelated patients were
included (aged 30-78 years). In two patients who presented with IPF and lung
adenocarcinoma, a SFTPA1 heterozygous variation was found: €.631T>C;
Pp.Trp211Arg. The family screening showed that the 2 patients were from the same
family, and that 9 individuals aged 7 months to 52 years were carrying the W211R
mutation, that segregated with a heterogeneous phenotype of IIP, IPF, and
adenocarcinoma (Fig. 1).

Figure 1: Pedigree of the family with the identified
SFTPA1 mutation c.631T>C (W211R)
H: Haplatypes, H1 carrying the c.631T>C mutation

Hendili', Marie Legendre’, Caroline Kannengiesser?, Aurore Coulomb L'Hermine’, Laurent Gouya’, Serge Amselem?, Annick Clement®
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whereas red depicts negative potential values.

SFTPAL and SFTPAZ
variants on protein production and secretion

The SP-A1 W211R mutation alters SP-Al secretion (Fig. 4): No SP-Al protein
could be detected in the medium of cells transfected with W211R SP-Al
expression plasmids carrying the W211R or the F1985 missense variation.
Similar data were obtained with a mutant form of SP-A2 carrying the W211R
mutation.

The SP-A1 W211R mutation alters SP-A lung tissue expression: Patient V.11
displayed a severe diffuse interstitial fibrosis (*) with collapse of most alveolar
spaces. SP-A staining was discontinuous (<) and mostly intra-cytoplasmic in the
hyperplastic pneumocytes (->). This expression contrasted with the continuous
linear layer of SP-A at the alveolar surface of the control specimen (Fig. 5).

Figure 5:SP-A expression on lung
tissue from a patient carrying the
5P-ALW211R mutation

Figure 2: Identification of a SFTPA1
mutation €. 6317>C{W211R) in the CRD of
SP-Aland conservation of the involved
residue throughout evolution

The W211R variation is located in the
carbohydrate recognition domain (CRD)
of SP-A1 (exon 6), and involves a residue

Discussion and conclusion

This study involves for the first time a germline mutation in SFTPA1, encoding
SP-AL, inlIP and IPF.

that is invariant throug ),
and between SP-Al and SP-A2 (Fig. 2).
The W211R mutation induces a strong
polarity change in the SP-A CRD (Fig. 3).

il
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Individuals carrying the W211R mutation present heterogeneous phenotypes
ranging from severe ILD occurring early in life to the association of IPF and
lung cancer in adult patients.

These data reinforce the idea that patients with familial and/or early cases of

1IP/IPF should benefit from a surfactant genes analysis.
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Altérations de I’expression de la protéine A du surfactant dans les
pneumopathies interstitielles diffuses

Introduction : Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID), incluant les fibroses pulmonaires
idiopathiques (FPI), sont des pathologies rares et séveres. Dans moins de 20% des cas, un défaut
moléculaire d’un géne du complexe des télomérases ou du surfactant est identifié. L’objectif de ce
travail a été de documenter, dans une cohorte de patients pédiatriques et adultes présentant une PID
sans cause identifiée, des variations des geénes codant les protéines du surfactant (SP), en particulier
SP-Al, SP-A2 et SP-D.

Méthodes : Les génes du surfactant, en particulier SFTPA1, SFTPA2 et SFTPD, ont été séquencés et
les variations identifiées ont été étudiées par des analyses fonctionnelles et tissulaires.

Résultats : Dans une cohorte de 345 patients, une mutation hétérozygote du gene SFTPAI
(p. Trp211Arg) a été identifiée dans une large famille. Les PID étaient isolées ou associées a des
adénocarcinomes pulmonaires chez des patients avec FPI. La mutation W211R concerne un acide
aminé invariant au cours de I’évolution, altére la sécrétion de SP-A1 et I’expression tissulaire de SP-A.
Cing nouvelles variations de SFTPA2 ont aussi ¢té identifiées. Au total, une variation de I'un des
génes du systéme du surfactant a été retrouvée pour 7,5% des patients.

Conclusion : Cette étude a permis d’impliquer pour la premiere fois le géne SFTPAI dans les PID de
I’enfant et de 1’adulte. L association entre les mutations de SFTPAI et SFTPA?2 et un risque plus élevé
de cancers pulmonaire souléve la question d’un conseil génétique complexe, et ouvre des hypothéses
physiopathologiques nouvelles ciblant, entre autres, les anomalies de prolifération et de réparation de
la surface alvéolaire.

Pneumopathie interstitielle diffuse ; fibrose pulmonaire idiopathique ; cancer broncho-pulmonaire ;
génétique moléculaire ; surfactant ; collectines

Alteration of the Surfactant Protein A expression in idiopathic interstitial
pneumonia

Background: Idiopathic interstitial pneumonias (IIP) comprise a heterogeneous group of rare lung
parenchyma disorders with high morbidity and mortality. In adults, the most common form of IIP is
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). A genetic cause is identified in up to 20% of cases, telomerase
and surfactant genes mutations being the first etiologies. This study aims to investigate the implication
of the genes encoding the surfactant protein (SP), in particular SP-A1, SP-A2, and SP-D, in pediatric
and adult patients with unexplained IIP.

Methods: Surfactant genes, in particular SFTPAI, SFTPA2 and SFTPD, were sequenced. New
variations were studied with functional and tissues experimentations.

Results: The study involved 345 patients. A heterozygous missense mutation (p.Trp211Arg) in
SFTPAI was identified in a large family. The IIP were isolated or associated with an adenocarcinoma
of the lung in patients with IPF. The W211R mutation involves an amino-acid that is invariant
throughout evolution, impairs SP-A1 secretion, and is associated with an abnormal tissue expression
of SP-A. Five new SFTPA2 mutations were also identified, and all together, a surfactant gene variation
was described for 7.5% of the patients.

Conclusion: This study has involved for the first time SFTPAI in pediatric and adult IIP. The
association of SFTPA1 and SFTPA2 mutations with an increased risk of lung cancer raises the issue of
a complex genetic counseling in the involved families. It also brings out new pathophysiologic
hypothesis such as aberrant proliferation and epithelial repair of the alveolar surface.

Idiopathic interstitial pneumonia; idiopathic pulmonary fibrosis, lung cancer, molecular genetics,
surfactant, collectins
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